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o, Singulett Sauerstoff

%0, Triplett-Sauerstoff

Aa Ammoniumacetat

Acn Acetonitril

Af Ammoniumformiat
Ams Ameisenséure

ASC Ascorbinsdure

BCA bicinchoninic acid

BSA Bovine Serum Albumine
BSO Buthioninsulfoximin
CALI Chromophore-assisted light inactivation
CE Kollisionsenergie

cps Counts per second

ddNTPs Didesoxyribonukleosidtriphosphate

DEM Diethylmaleat

DHPN N,N'-Di(2,3-dihydroxypropyl)-1,4-naphthalindipropanamid
DHPNO, DHPN 1,4-Endoperoxid

DHS Dehydroascorbinsaure

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate
Doxy Doxycyclin

DTNB 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoesdure
EBNA Epstein-Barr Nuclearantigen
EBV Epstein-Barr Virus

ESI Elektrospray-lonisierung
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ET Ergothionein

ETT Ergothionein Transporter
FCS Fetales Kalberserum
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GSH Glutathion

GSSG Glutathiondisulfid

GS-TNB Glutathion-Thiobis-2-nitrobenzoesaure
HEK 293 Human Embryonic Kidney 293 Zellen
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HPLC Hochleistungsflussigkeitschromatographie
KDL Kinase, Ligase und Dpnl

KRH Krebs-Ringer-Henseleit

LB Luria Bertani Medium

LC-MS Fullscan (HPLC gekoppelt mit MS(Q1))

LC-MS/MS  Selected Reaction Monitorig (HPLC gekoppelt mit MS (Q1-Q3))

LC-MS? Produktionenscan (HPLC gekoppelt mit MS (bis Fragmentierungszelle)

m/z Masse/Ladung

MCS Multiple Cloning Site (Polylinker)
MeOH Methanol

MS Massenspektrometer

MS3 lonenfalle

MSO Methionin- Sulfoxid

MSR Methionin-Sulfoxid-Reduktase

NDMOL 1,4-Naphthalendimethanol

NDP 3,3'-(1,4-Naphtyl)-Dipropionséure
NMR Kernspinresonanzspektroskopie
NT nicht Transfiziert

PBS Phosphate buffered Saline

Pen/Strep Penicillin/Streptomycin
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RB Bengal Rosa

ReAsH 4,5-Bis(1,3,2-dithiarsolan-2-yl)-resorufin
Ret Retentionszeit

RNA Ribonukleinséure

ROS Reaktive Sauerstoff Spezies

SLC Solute carrier

SRM Selected Reaction Monitoring

TAE TRIS-Acetat-EDTA

TC Tetracysteinmotiv

TEMP 2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperidon

TEMPO 2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperidon-N-oxyl
TEMPOH 2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperidon-N-hydroxylamin

TetR tetracycline repressor

TMPyP Tetrakis(N-methyl-4-pyridyl)-21,23H-porphyrin tetratosylat
TNB Thiobis-2-nitrobenzoesaure

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan

u atomare Masseneinheit

UpM Umdrehung pro Minute

uv Ultraviolettes Licht
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ergothionein

Ergothionein (ET) wurde erstmals 1909 als Molekul im Mutterkorn beschrieben, aber dessen
physiologische Relevanz ist bis heute nicht eindeutig geklart [1]. Neueste wissenschaftliche
Erkenntnisse sehen ET sogar als mogliches Vitamin [2]. Interessanterweise sind
Polymorphismen mit dem Ergothionein-Transporter (ETT), als Aufnahmesystem fir ET, mit
chronischen Entzindungskrankheiten, wie z. B. rheumatoide Arthritis, Morbus Crohn,
Typ-1-Diabetes und Gicht, assoziiert [3, 4]. Dennoch ist die Funktion von ET noch nicht

zweifelsfrei bewiesen.

1.1.1 Struktur und Vorkommen von Ergothionein
Die Struktur des ETs basiert auf der Betainstruktur der Aminosdure Histidin mit einem
Schwefelatom an der Position 2 des Imidazolrings. Es kommt als Thion-Thiol-Gleichgewicht

vor, wobei unter physiologischen Bedingungen die Thionform uberwiegt (Abbildung 1) [5].

el
OWNH — OWNH
® HN—-{ N={(
N N
PN
A S \ SH
Thion Thiol

Abbildung 1: ET-Strukturformel in Thion- (links) und Thiolform (rechts). Unter physiologischen
Bedingungen dominiert fast ausschlief3lich die Thionfrom.

Ein Vergleich von ET mit anderen schwefelhaltigen Antioxidantien der Zelle, wie Glutathion
(GSH), zeigt einige Unterschiede auf. Diese Unterschiede konnten Aufschluss tiber mdgliche
Funktionen und Nutzen von ET flr die Zelle geben. Die physiologische Thionform ist ein
wichtiges Unterscheidungsmerkmal gegeniiber anderen intrazelluldren schwefelhaltigen
Molekulen wie Cystein und GSH. Durch diese besondere Form kommt es beim ET nicht zur
Autoxidation unter physiologischen Bedingungen wie beim GSH [6]. Die freie Energie der
Reduktion von ET zu ET-Disulfid ist niedriger als die von anderen Alkyldisulfiden, wodurch

die Thionform thermodynamisch stabiler ist [7, 8].
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Ein weiterer Unterschied zwischen ET und GSH ist, dass Sdugetiere ET nicht selbst
synthetisieren konnen, sondern aus der Nahrung aufnehmen muissen. Im Gegensatz zu
Saugetieren sind einige Pilze [9, 10], Cyanobakterien [11] und einige Mykobakterien [12] in
der Lage ET zu synthetisieren. Daher beinhalten manche Pilze oder auch Spirulina-Praparate

ET-Konzentrationen von 0,1 - 2 mg/g Trockenmasse [9].

GSH ist ubiquitar in den Zellen des menschlichen Korpers verteilt. Ein Blick auf die
ET-Verteilung zeigt Konzentrationen von 100 M bis zu 2 mM nur in bestimmten Zellen und
Geweben [13-15]. Die hdchsten Konzentrationen wurden hierbei in Erythrozyten, fotale
Leber, Seminalplasma, Knochenmark, Linsen und Hornhaut des Auges sowie in den Nieren
gefunden. Die Resorption von ET aus der Nahrung findet im Dunndarm statt und die Niere ist
fur die Ruckgewinnung des ETs verantwortlich. Aufféallig ist, dass Organe mit hohem
ET-Gehalt meist mit starkem oxidativen Stress belastet sind. Daher weist ET mdglicherweise

eine antioxidative Funktion auf.

1.1.1 Ergothionein-Transporter

ET kann als physiologisches geladenes Betain die Zellmembran nicht passieren. Daher ist ein
Transporteraufnahmesystem notwendig. Der Ergothionein-Transporter (ETT, SLC22A4)
wurde erstmals von Grindemann et al. charakterisiert [16]. Demnach ist der ETT ein 551
Aminosauren groRes Membranprotein aus der Solute-Carrier (SLC)-Familie 22. Der ETT ist
fiir das Substrat ET hochspezifisch und hat einen K,-Wert von 20 uM. Des Weiteren handelt

es sich um einen Na'-gradientengetriebenen Cotransport.

Beim Vergleich der bereits erwéahnten Organe mit dem Expressionsprofil des ETT zeigt dieser
eine klare Korrelation bezlglich der ET-Konzentration (Abbildung 2, rechts).
ETT-exprimierende Zellen haben einen um den Faktor 85 hoheren ET-Gehalt verglichen zu
nicht ETT-exprimierende Zellen [16].

Dass ohne ETT-Expression nahezu kein ET in die Zelle gelangt, wurde auch anhand von
Modellorganismen wie dem Zebrafisch gezeigt (Abbildung 2, links) [17]. Hierbei wurde der
ET-Gehalt von gesunden Kontrolltieren mit dem von ETT-Knockout-Tieren verglichen.
Erhohte ET-Gehalte konnten im Diinndarm, Niere, Auge, Leber und Gehirn der Kontrolltiere
gefunden werden, wohingegen kaum ET in den Mutanten gemessen wurde. Des Weiteren ist
ETT nicht nur in Sdugetieren und Zebrafischen vertreten, sondern in allen Vertebraten [18].

Es handelt sich folglich um ein hoch konserviertes Protein. Invertebraten wie Insekten oder
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Nematoden weisen keine ETT-Expression auf. Die Konservierung Uber die verschiedenen
Spezies legt nahe, dass die ETT-Expression, und damit einhergehend auch zellulére
ET-Aufnahme, einen erheblichen evolutiondren Vorteil mit sich bringt.

Mensch

Knochenmark
Knochenmark Stromazellen
Knochenmark CD15+ Zellen
Knochenmark CD33+ Zellen
Knochenmark CD34+ Zellen
Knochenmark CD71+ Zellen
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Lymphknoten

1.5 9 s s Leukozyten (periphere)
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Abbildung 2: Real-Time-PCR-Analyse von ETT mRNA im Menschen und ET-Gehalt in
Geweben des Zebrafisch Wild-Typs und ETT Knockout. Links: Vergleich des ET-Gehalts in
Zebrafisch Geweben des Wild-Typs und der ETT-Knockout-Mutante (n=2 oder 3; Mittelwert *
SEM). Modifiziert nach [17]. Rechts: Relatives Expressionsprofil vom ETT in den ausgewéhlten
Organen bzw. Geweben in Bezug zur mRNA-Menge des Knochenmarks. Modifiziert nach [16];
NS = kein Signal.

1.1.2 Physiologische Relevanz von Ergothionein

Die physiologische Relevanz von ET ist bis heute nicht eindeutig geklart. In der Literatur sind
Erklarungsansatze zur ET-Funktion beschrieben. Es wurde gezeigt, dass ET vor
Lipidperoxidation schutzt [19]. Des Weiteren soll ET flr die Reduktion von Ferrylmyoglobin
verantwortlich sein [20]. Zhu et al. haben die schiitzende ET-Wirkung gegentber
Kupfer-induziertem oxidativen DNA- und Proteinschaden beschrieben, wobei eine
Kupferinaktivierung durch Bildung von Kupfer-ET-Komplexen stattfindet [21].
ETT-Knockout-Mausstudien von nicht spezifisch gestressten Mausen ergaben keine neuen

Erkenntnisse zu der physiologischen ET-Funktion [22].

Die in der Literatur am hdaufigsten postulierte Annahme (ber die physiologische
ET-Bedeutung ist dessen vermeintliche Wirkung als Antioxidans [23]. So zeigten in vitro
Experimente, das ET reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wie Hydroxyl-Radikale («OH) [24],

16



Einleitung

Wasserstoffperoxid (H20,) und Peroxynitrit (ONOQ") [25] zum DNA-Schutz abfangt und
unschadlich macht [26].

In einem Experiment wurde der oxidative Stress von H;O, und Superoxidanion auf
HeLa-Zellen mit und ohne ET verglichen [2]. Analysiert wurde hierbei das Uberleben der
Zellen. Dabei wurde gezeigt, dass ETT”" HeLa-Zellen eine geringere Lebensfahigkeit haben

als ETT exprimierende Zellen.

Des Weiteren zeigten Pfeiffer et al. anhand von Versuchen in ETT-Knockout-Zebrafischen,
dass ungestresste Tiere eine erhdhte Konzentration an 8-Oxo-Guanosin in der Haut, dem
Auge und im Dinndarm aufwiesen [17]. 8-Oxo-Guanosin wird in der Literatur als
Indikatormolekil fir die ROS Singulett Sauerstoff (*O,) beschrieben (siehe 1.2.1). Auffallig
war hierbei, dass in den ETT” Zebrafischen nur die 8-Oxo-Guanosin-Konzentration erhoht
war und nicht die von den anderen oxidierten Nukleosiden. Von allen ROS reagiert nur 'O,
ausschlieflich mit Guanin und nicht mit den anderen Basen, wie Adenin, Cytosin oder
Thymin [27]. Dies legt nahe, dass ET vor *O, schiitzt, da ohne ET nur 8-Oxo-Guanosin im
ETT” Zebrafisch erhéht war.

Rougee et al. unterstiitzen diese Vermutung. Sie fuhrten in vitro Experimente durch, welche
die 'O,-quenchenden Wirkungen von ET mit weiteren Thiolen, wie GSH, Cystein,
N-Acetyl-Cystein, 2-Mercaptoethanol und 2-Mecaptopropionyl-Glycin, verglich [28]. Dabei
zeigte ET die groRte *O,-Deaktivierung. Ein solcher Vergleich von ET und GSH gegeniiber
spezifisch generiertem 'O, wurde von Johanna Kriiger aus der Arbeitsgruppe Griindemann
durchgefuhrt und bestétigt die Ergebnisse [29]. Dabei zeigten die noch nicht publizierten
Daten, dass ET in vitro 20-fach besserer 'O, quenched als GSH. Aus diesem Grund ist ein
Ziel meiner Arbeit ET als 'O, -Quencher unter physiologischen Bedingungen innerhalb der

Zelle zu untersuchen und einen Vergleich mit GSH durchzufihren.

1.1.3 Reaktion von Ergothionein

Das in den Organismus aufgenommene ET verweilt in den Zellen sehr lange [30]. So ist in
der Ratte eine Halbwertszeit von einem Monat beschrieben worden [31]. ET konnte im Blut
von Mdusen 14 Tage nach einer einzigen Applikation nachgewiesen werden [22]. Dies spricht
fir einen langsamen Verbrauch und eine erhohte renale Resorption. Ahnliches ist im
menschlichen Urin beobachtet worden [32]. Hier konnte lediglich < 4% des applizierten ET

als Ausscheidung im Urin nachgewiesen werden.
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Diese Befunde weisen auf einen langsamen Verbrauch mit moéglichem intrazellularem
Regenerationsmechanismus hin. Bis zum jetzigen Stand ist aber kaum etwas uber die
Reaktion von 'O, mit ET bekannt. Servillo et al. zeigten erste in vitro Untersuchungen mit ET
und verschiedenen reaktiven Sauerstoffspezies [33]. Sie verwendeten H,O, mit und ohne
Myoglobin, Hypochlorit (CIO") und Peroxynitrit (ONOO"), aber nicht gezielt 10,. Bei der
Reaktion von H,0, mit Myoglobin entstehen Hydroxyl-Radikale (*OH), welches eine weitere
ROS ist. Hypochlorit reagiert erst mit H,O, zu 'O,, aber bei alleiniger Verwendung von

Hypochlorit oder H,0, kommt es nicht zur *O,-Bildung [34].

Bei der in vitro Inkubation von ET mit den einzelnen reaktiven Molekllen wurden drei
Produkte mittels LC-MS identifiziert: Hercynin (HER; ET ohne Schwefel; Abbildung 17),
ET-Disulfid und ET-Sulfonsdure (Abbildung 44) [33]. Daraus schlussfolgerten Servillo et al.
einen Reaktionsweg von ET (ber verschiedene Oxidationen am Schwefel des ETs und des
ET-Disulfids. Bei dem oxidativen Reaktionsweg tber die Bildung des ET-Disulfids wurde

folgende allgemeine Reaktionsgleichung postuliert:
2 ET-Disulfid + 3 H,O > 3 ET + HER + H,SO;

Die spezielle Reaktion von ET mit 'O, ist in der Literatur nicht beschrieben. Es gibt mogliche
Parallelen bei der Reaktion von 8-Oxo-Guanosin mit *O,. Die Carbonylgruppe an Position 2
des Imidazolrings fiihrt zu einer 100-fach schnelleren Reaktion von 'O, mit 8-Oxo-Guanosin
zu 4-Hydroxy-8-Oxo0-Guanosin als mit Guanosin selbst (Abbildung 8) [35]. Dies zeigt einen
moglichen parallelen Reaktionsweg von 'O, mit ET auf. Bei ET ist die Position 2 des
Imidazolrings durch das Schwefelatom besetzt. Daher liegt ein Fokus meiner Arbeit auf der

Charakterisierung dieser vermutlich funktionell entscheidenden Reaktion von ET mit 10,

1.2 Reaktive Sauerstoffspezies

Die Gruppe der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) beeinflusst eine Vielzahl von zelluléren
Prozessen und ist fur oxidativen Stress verantwortlich. Zu den ROS werden
Hydroxyl-Radikale, Singutlett-Sauerstoff (*O,), Superoxidanion und Wasserstoffperoxid
gezdhlt (Abbildung 3) [36]. Diese unterscheiden sich sowohl in ihrer chemischen
Zusammensetzung als auch in ihrer Reaktivitdt mit anderen Reaktionspartnern. So kann eine

Reaktivitatsreihenfolge gebildet werden:

Hydroxyl-Radikale > Singulett-Sauerstoff > Superoxidanion > Wasserstoffperoxid
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Hydroxyl-Radikale sind nicht spezifisch bezlglich der Reaktionspartner, wohingegen diese
von 'O, selektiert ausgewahlt werden. Beispielsweise regieren Hydroxyl-Radikale mit allen
DNA-Basen, aber 'O, nur mit Guanin. Im Folgenden steht 'O, im Fokus weiterer

w
Reaktivitat
Diffusionsweg

HO- '0, 0,  H0,

Untersuchungen.

Abbildung 3: Lebensdauer, Reaktivitat und Diffusionsstrecke der einzelnen ROS im Vergleich.
Modifiziert nach [36]

1.2.1 Eigenschaften und Reaktionen von Singulett-Sauerstoff

Singulett-Sauerstoff (*O.) gehért zu der Gruppe der reaktiven Sauerstoffspezies. Dabei ist *O,
der angeregte Zustand des reaktionstragen Triplett-Sauerstoffs (°0,). Beim reaktiven 'O,
befinden sich zwei Elektronen mit antiparallelem Spin in einem =-Orbital. Dieser Zustand ist
nach Definition der Hundschen Regel ein energiereicherer als der des reaktionstragen °0,.

Beim 0, befinden sich die Elektronen anitparallel in zwei unterschiedlichen n-Orbitalen [37].

Die 'O, Halbwertszeit in Wasser betragt 3 pus mit einer maximalen Diffusionsstrecke von
155 nm [38, 39]. Diese Zeit und Strecke bleibt dem 'O, einen Reaktionspartner zu finden.
Durch D,O kann die Halbwertszeit auf 68 ps verlangert werden [40]. Dies ist ein
'0,-Charakteristikum und wird oft bei Experimenten verwendet, um die Spezifitat von 'O, zu

zeigen.

Erreicht 'O, einen Reaktionspartner, wird *O, entweder durch chemisches oder physikalisches
Quenchen in den Grundzustand tberfiihrt. Bei dem physikalischen Quenchen handelt es sich
um eine Reaktion in der 'O, mit einem anderen Stoff in Form von Warme in den
Grundzustand uberflihrt wird. Ein Beispiel fir einen physikalischen Quencher ist Azid [41].
Anders verhalt es sich bei dem chemischen Quenchen. Hierbei selektiert 'O, den
Reaktionspartner. Reaktionspartner sind meist elektronenreiche Verbindungen mit denen dann
ein neues Reaktionsprodukt gebildet wird [42]. Zu diesen Verbindungen zéhlen ungesattigte

Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen, neutrale Nukleophile, Sulfide, Amine und Anionen [37].
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Davies berechnete die intrazellularen Angriffspunkte von O, auf theoretischer Basis. Dabei
werden Proteine (68,5%), Ascorbinsaure (16,5%), RNA (6,9%), DNA (5,5%), R-Carotin
(>1%) und GSH (>1%) angegriffen [43]. Wie bereits erwahnt, reagiert 'O, selektiv und wahlt
seinen Reaktionspartner aus. Dies ist der Grund, weshalb bei den Aminosauren nur Cystein
[44], Histidin [45], Methionin [46], Tryptophan [47] und Tyrosin [48] sowie bei den DNA-
und RNA-Basen nur Guanin [49] betroffen sind. Hydroxyl-Radikale reagieren dagegen mit
allen Aminoséauren und allen DNA- und RNA-Basen gleichermaflen [50].

10, ist ein elektrophiles Molekiil und seine bevorzugten Reaktionsmechanismen sind:

(1) Schenk-En-Reaktion [51], (2) [4+2] Cycloaddition (Diels-Alder-Reaktion) [52], (3) mit
aktivierter Doppelbindungen in einer [2+2] Cycloaddition [53], oder (4) Uber eine

Elektronentransferreaktion [54].

Bei (1) reagieren Olefine durch eine Schenk-En-Reaktion mit 'O, zu einem Hydroperoxid,
welches unter physiologischen Bedingungen dann zu einem Hydroxygruppe oder

Carbonylgruppe weiterreagiert (Abbildung 4).

OH
HO\O )W Hydroxygruppe
+10,
/\’ —_—
| o)
Olefin Hydroperoxyid )‘\H Carbonylgruppe

Abbildung 4: Reaktionsmechanismus einer Schenk-En-Reaktion von 'O, mit einem Olefin.
Olefine kénnen mit 0, zu «,f-ungeséttigten Hydroperoxiden, Hydroxygruppe und Carbonylgruppe
reagieren.

Bei (2) konnen zyklische konjugierte Diene oder Aromaten anhand einer [4+2] Cycloaddition
mit *O, zu einem Endoperoxid reagieren [55]. Ein Beispiel ist das nicht physiologische aber
in der Arbeit verwendete Naphthalin-Derivat  N,N'-Di(2,3-dihydroxypropyl)-
1,4-naphthalindipropanamid (DHPN, Abbildung 5). Hierbei reagiert DHPN mit O, durch
eine [4+2] Cycloaddition zu DHPNO, [56]. Die thermolytische Dissoziation des gebundenen

Sauerstoffs vom DHPNO, kann genutzt werden, um spezifisch ‘O, freizusetzten [57].
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Abbildung 5: Erzeugung von Endoperoxiden durch 'O, In einer [4+2] Cycloaddition
(Diels-Alder-Reaktion) kann DHPN mit 'O, das Endoperoxid DHPNO, bilden. Unter gemaRigten
Temperaturbedingungen (37 °C) wird der Sauerstoff wieder in Form von *O, und *0, abgespalten.

T
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Der dritte mdgliche Reaktionsweg von 'O, ist eine Reaktion an aktivierten
C-C-Doppelbindungen (iber eine [2+2] Cycloaddition (Abbildung 6). Hierbei addiert sich O,
an eine C-C-Doppelbindung und bildet ein Dioxetanintermediat, welches instabil ist und zu

einem Hydroxid oder Keton weiterreagiert [58].

OH
E\/ Hydroxyform
S
+10, o 07 oH
| ——— |
o o
0 0 =
Dioxetan (\/ Carbonylform
e

o o]

Abbildung 6: Reaktionsmechanismus von 'O, {iber eine [2+2] Cycloaddition. Der 'O, reagiert
durch eine [2+2] Cycloaddition an die aktivierte Doppelbindung und bildet ein Dioxetan. Dieses
Dioxetan kann dann zu Hydroxy- oder Carbonylgruppen zerfallen.
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Beim vierten Reaktionsweg, der Elektronentranferreaktion, kann 'O, beispielsweise mit dem
Elektronenreduktionsmittel Ascorbinsdure (ASC) zu Dehydroascorbinsaure (DHS) und H,0,
reagieren [54]. Dabei bildet ASC nicht direkt mit 'O, eine kovalente Bindung aus, sondern
liefert Elektronen und reduziert so 'O, zu Superoxidanion (O,”), welche mit Protonen dann zu

H,0, weiterreagieren (Abbildung 7).

HO HO
O _o
0
HO _ 1o, +H® — = o +H0,
O
o OH
© H o
Ascorbmsaure Dehvdroascorbinsdure

{(Ketal-Form)

Abbildung 7: Elektronentransferreaktion von ASC und '0,. Ein Elektronenreduktionsmittel wie
ASC reduziert bei dieser Reaktion 'O, in Gegenwart von Protonen zu H,0,. ASC wird bei der
Reaktion zu DHS in der Ketal-Form.

Physiologische Relevanz haben die verschiedenen Reaktionsmechanismen bei der Reaktion
von 'O, mit Desoxyguanosin (Abbildung 8). Die Reaktion kann entweder (ber eine
[4+2] Cycloaddition zu einem 4,8-Endoperoxid am Imidazolring oder (ber eine
Schenk-En-Reaktion zu einem 8-Hydroperoxid verlaufen. Es folgt eine Umlagerung mit
Wasserabspaltung zu einem 8-Carbonyl [59, 60], welches in der Literatur oft als zellularer
Indikator fiir ‘O, Schaden beschrieben wurde [61].
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Abbildung 8: Reaktion von 'O, mit Desoxyguanosin. Desoxyguanosin reagiert mit ‘O, zu einem
4,8-Endoperoxid oder zu einem 8-Hydroperoxid, welche instabil sind und unter Wasserabspaltung zu
8-Hydroxy-2-Desoxyguanosin weitereagieren. 8-Hydroxy-Desoxyguanosin steht im Gleichgewicht
mit 8-Oxo-Desoxyguanosin. 8-Oxo-Desoxyguanosin reagiert 100-fach schneller mit 'O, als

Desoxyguanosin zu 4-Hydroxy-8-Oxo-Desoxyguanosin [35].

Weitere physiologische Relevanz hat die Reaktion von 'O, bei schwefelhaltigen
Verbindungen wie Thiolen. Diese sind ebenfalls sehr elektronenreich und kénnen mit 'O, bei

ausreichender Thiolkonzentration zu Disulfiden oxidieren. Andernfalls werden Thiole wie die

Aminosdure Cystein zu Sulfonsduren oxidiert [44].
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1.2.2 Intrazellulare Entstehung von 'O,

Zellen nutzen 'O einerseits gezielt fiir die Abwehr von Pathogenen, andererseits entsteht ‘0,
ungezielt auf natirlichem Wege durch verschiedene Nebenreaktionen. Die beabsichtigte
0,-Generierung geschieht meist durch Zellen des Immunsystems. Besonders Makrophagen,
Eosinophile und Neutrophile Granulozyten kénnen durch Enzyme 'O, freisetzen [62].
Beispiele fur Enzyme sind Lactoperoxidasen [63], Dioxygenasen [64] und Lipoxigenasen
[65], wobei die enzymatische *O,-Produktion nur mit erhéhten Konzentrationen von H,0,
und Hypochlorit méglich ist. Auch Proteine mit Hdm-Cofaktor generieren mit H,O, *O, [66].
Zu diesen Proteinen z&hlt das Hamoglobin und Myoglobin, wobei H&moglobin 96% der
Erythrozytentrockenmasse ausmacht. Die Vorstufe des H&ms, Protoporphyrin IX (Ham ohne
gebundenes zweiwertiges Eisen), ist ein Photosensibilisator (PST, siehe 1.3.1). PST sind
meist elektronenreiche Molekdile, die Lichtquanten einer bestimmten Wellenlange absorbieren
und daraufhin in den angeregten Zustand (ibergehen (Abbildung 9). Der angeregte PST kann
uber zwei Reaktionswege reagieren. In der Typ I-Reaktion wird die Energie auf ein zweites
Molekil Ubertragen, welches dann mit Sauerstoff zu anderen ROS wie Superoxidanion,
Wasserstoffperoxid oder Hydroxyl-Radikalen reagiert. Bei der Typ Il-Reaktion tbertragt der
Photosensibilisator die Energie direkt auf den Sauerstoff, der daraufhin angeregt wird und in
den *0,-Zustand tibergeht [67].

hv
pST —>» °PST (angeregt)

H202 und HO.

Typ I

Abbildung 9: Reaktionstypen von Photosensibilisatoren. Der PST wird durch Photonen einer
bestimmten Wellenldnge angeregt. Danach regiert dieser entweder tber Typ I- oder Typ II-Reaktion.
Bei der Typ | Reaktion wird die Energie auf ein weiteres Molekdl Ubertragen, welches dann mit
Triplett-Sauerstoff (°0,) zu Superoxidanion und weiter zu H,O, sowie Hydroxyl-Radikalen reagiert.
Bei der Typ Il Reaktion (bertragt der angeregte PST die Energie direkt auf *0,, welcher dann zum
reaktiven 'O, wird. Modifiziert nach [68].
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1.3 Generierung von 10, in Zellen

Um die physiologische Bedeutung von ET und dessen Reaktion mit 'O, zu bestimmen, muss
zunachst intrazellular 'O, generiert werden. Die gezielte Generierung von 'O, in einem
Zellsystem stellt sich als schwierig heraus. Beispielsweise werden flir eine enzymatische
'0,-Freisetzung auch andere ROS, wie H,0, und Hypochlorit, benétigt. Dadurch ist eine
spezifische Betrachtung von 'O, mit ET nicht méglich. Prinzipiell kommen fiir die
'0,-Generierung zwei Wege infrage: Mithilfe von Photosensibilisatoren oder mit einem
Endoperoxid. Beide Mdglichkeiten gehen mit bestimmten Vor- und Nachteilen bzw.

Schwierigkeiten einher, die im Folgenden genauer beschrieben werden.

1.3.1 Photosensibilisatoren

PST sind Molekile, die Photonen einer bestimmten Wellenldnge absorbieren und diese
Energie auf Sauerstoff (bertragen konnen (Abbildung9). In der Literatur wird zur
'0,-Erzeugung in Zellsysteme hauptsachlich Bengal Rosa (BR; Abbildung 10, A) und
Tetrakis(N-methyl-4-pyridyl)-21,23H-porphyrin tetratosylat (TMPyP; C) [69] verwendet,
aber auch das spezielle 4,5-Bis(1,3,2-dithiarsolan-2-yl)-resorufin (ReAsH; B) [70]. Diese drei

PST weisen unterschiedliche strukturelle Besonderheiten auf.

A Bengal Rosa C TMPyP
— | —
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]
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Abbildung 10: Strukturformel der Photosensibilisatoren Bengal Rosa (A), ReAsH (B) und
TMPyYP (C).

BR ist aufgrund der unpolaren Struktur lipophil und reichert sich in der Zellmembran an. Um

am effektivsten mit BR 'O, zu erzeugen muss dieses mit einer Wellenlange von 549 nm
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angeregt werden [71]. Anders verhélt sich TMPyP. Es ist positiv geladen, wodurch sich der
Akkumulationsort im Zellkern an der negativ geladenen DNA befindet [72]. Die
Anregungswellenldnge fir TMPyP liegt bei 422 nm. BR und TMPyP sind in ihrem
Akkumulationskompartiment nicht gezielt steuerbar. ReAsH hingegen bindet gezielt an ein
bestimmtes Tetracysteinmotiv [73]. Proteine kénnen mit diesem Motiv modifiziert werden,
wodurch  der  'O,-Generierungsort an  das  Protein  gebunden ist.  Das
Anregungswellenlangenmaximum  liegt  fir  die  'O,-Freisetzung  durch  den
Protein-ReAsH-Komplex bei 568 nm [70]. Die Besonderheit von BR, TMPyP, ReAsH und
anderen PST ist, dass sie erhdhte Mengen an 'O, generieren kénnen. Die *O,-Produktion ist
nur durch die Stabilitat des PST begrenzt. Zwar ist ein multipler Umsatz von Photonen zu 10,
durch PST moglich. Jedoch darf hierbei der Nachteil fur diese Arbeit nicht vernachléssigt

werden, dass eine geringe Menge anderer ROS Uber die Typ I-Reaktion generiert wird.

1.3.2 DHPNO,

Die Besonderheit von DHPNO ist seine Fahigkeit O, spezifisch durch Thermolyse zu
generieren. Dabei ist DHPNO; ein synthetisch hergestelltes Endoperoxid (Abbildung 5). Fir
die Synthese wird DHPN uber eine [4+2] Cycloaddition bei Temperaturen von 4 °C in
Gegenwart von Methylenblau (ist ein PST), Licht und Sauerstoff zu DHPNO; synthetisiert.
Um die Ausbeute zu erhéhen, wird beim Beladen D,O verwendet [74]. DHPNO, zeigt eine
gute Membranpermeabilitdt, im Gegensatz zu anderen Endoperoxiden mit mehr ionischen
Gruppen wie 3,3'-(1,4-Naphtyl)-Dipropionsdure (NDP) [75] oder 1,4-Naphthalendimethanol
(NDMOL) [76]. DHPNO; ist fur Zellexperimente das geeignetste Endoperoxid, da es durch
die Membran diffundiert und *O, im Zytosol freisetzt. DHPNO, ist gut wasserldslich und hat
eine Halbwertszeit von 23 Minuten bei 37 °C. Hierbei ist zu beachten, dass DHPNO; 59% des
beladenen Sauerstoffs als 'O, freisetzt. Die anderen 41% werden als reaktionstrager >0,
freigegeben [77]. Ist der Sauerstoff von einem DHPNO, Molekil abdiffundiert, kann kein
weiteres 'O, freigesetzt werden. Dies filhrt zu einer limitierten Ausbeute von O, im Vergleich
zu PST, wo ein multipler Umsatz von einem PST Molekil mdglich ist (siehe 1.3.1). Die
10,-Spezifitat macht das DHPNO, fiir diese Arbeit zu einem essentiellen Werkzeug, um die
Untersuchungen von ET und 'O, zu spezifizieren. Doch um eine Reaktion oder einen
intrazellularen ET-Schutz gegeniiber 'O, darzustellen, bedarf es eines geeigneten

Indikatormolekiils. Mégliche *O.-Indikatoren werden im Folgenden beschrieben.
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1.4 Indikatoren fiir *O,-Schaden

Prinzipiell konnten alle lOZ-Reaktionsprodukte der Aminoséuren Cystein, Tyrosin,
Tryptophan, Histidin und Methionin sowie der Base Desoxyguanosin und andere in 1.2.1
genannte Molekiile als *O,-Indikator fungieren. Der haufigste in der Literatur beschriebene
'0,-Indikator ist das 8-Oxo-Desoxyguanosin [61]. Doch Experimente der Arbeitsgruppe
Grindemann haben gezeigt, dass sich 8-Oxo-Desoxygunaosin nicht fir die in dieser Arbeit
angestrebten Anwendung als Indikator eignet [29]. Das Molekil konnte nicht in
ausreichender Menge generiert werden, um eine stabile LC-MS Messung sowohl in vitro, als
auch in Zelllysaten durchzufiihren. Dies kann zum einen daran liegen, dass
8-Ox0-Desoxygunaosin 100-fach schneller mit 'O, zu 4-Hydroxy-8-Oxo-Desoxyguanosin
reagiert als Desoxyguanosin selbst [35]. Zum anderen wurden in den meisten Publikationen
die verschiedenen *O,-Indikatoren einzeln betrachtet. In einem Zellsystem ist die Anzahl der
méglichen Reaktionspartner viel héher, sodass die mit 'O, entstehenden Produkte geringer

ausfallen und schwerer zu detektieren sind.

In der Arbeitsgruppe Grundemann hatte Johanna Kriiger Methionin-Sulfoxid (MSO) als
'0,-Indikatormolekiil etabliert. MSO war in vitro und in Zellsystemexperimenten ein
geeigneter '0,-Marker [29]. Dabei addiert sich ein Sauerstoff an Methionin und liefert die
Verbindung MSO (Abbildung 11) [78]. Diese Verbindung reichert sich in Zellen bei
0,-Exposition an und ist somit als oxidativer Stressmarker geeignet. Dabei ist zu beachten,
dass auch andere ROS Methionin zu MSO oxidieren. MSO stellt einen ungewollten Schaden
fiir die Zelle dar, da nach der Reaktion Methionin als Aminosaure nicht mehr zur Verfligung
steht. Einige Zellen haben einen Thioredoxin-abhangigen Regenerationsmechanismus, wobei
durch die Methionin-Sulfoxid-Reduktase MSO wieder zu Methionin umgewandelt wird [79].

o) ﬁ O
s ) ROS S ©
e e 3 ~ (0]
® ®
NH, NH3
Methionin Methionin-Sulfoxid

Abbildung 11: Die Reaktion von ROS mit Methionin generiert Methionin-Sulfoxid.
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Eine weitere Verbindung, die zur 'O,-Quantifizierung verwendet wird, st
2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperidon (TEMP; Abbildung 12) [80]. Dabei fungiert der Stickstoff
als  'O,-Akzeptor  und  reagiert mit 'O, zum  stabilen  Radikal
2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperidon-N-oxyl (TEMPQO) [81]. Bei Zellexperimenten muss
beachtete werden, dass in Gegenwart von ASC oder GSH TEMPO zu TEMPOH reagiert
(Abbildung 12). Die Messung wird dadurch ungenauer, da insgesamt drei verschiedene
Produkte von TEMP mit 'O, entstehen konnen. Die Besonderheit dieses Systems ist die
spezifische Reaktion von TEMP mit 'O, zu TEMPO, welche nur mit O, ablauft. Bei der
'0,-Generierung durch PST, welche hauptséchlich 'O, aber auch andere ROS produzieren,
kann eine *0,-Spezifitat in das System gebracht werden. TEMP ist ein exogenes Molekiil und
muss der Zelle zun&chst zugefiihrt werden. In dieser Arbeit soll dieses System zur

Quantifizierung von 0,-Zellschaden etabliert werden.

H o OH 0
N N N ND
1 '
s ASC oder GSH
—_— = —_— - _—

0 o o 0
TEMD TEMD reduziertes oxiciertes
tEM HEMPO TEMPOH TEMPOH

Abbildung 12: 'O,-Reaktion von TEMP zu TEMPO mit weiterer Reduktion zu TEMPOH.
Dargestellt ist die spezifische Reaktion von TEMP mit ‘O, zum stabilen Radikal TEMPO. In
Gegenwart von ASC oder GSH wird TEMPO sofort weiter zu TEMPOH reduziert [82].

1.5 Ziel der Arbeit

Pfeifer et al. haben im Zebrafisch eine erhohte 8-Oxo-Guanosinkonzentration in Abwesenheit
von ET gemessen. Daraufhin hat sich Johanna Kriger mit der schutzenden ET-Wirkung
gegeniiber 'O, in vitro befasst. Aufbauend auf diesen Vorarbeiten ist das Ziel der
vorliegenden Arbeit, die Beziehung von O, und ET in einem Zellsystem zu bestatigen. Dafiir
wurden 293 Zellen in Gegenwart und Abwesenheit von ET mit O, durch die PST ReAsH,
BR, TMPyP und dem Endoperoxid DHPNO, gestresst.

Als oxidativer Stressindikator wird in allen Experimenten MSO genutzt. Aufgrund der
Tatsache, dass MSO nicht 'O, spezifisch ist, werden andere intrazellulare *O,-Indikatoren

gesucht. Dabei werden gezielt aus der Literatur bekannte Indikatoren mit *O, in vitro gesucht,
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um die moglichen Kandidaten anschlieend auf zellulérer Ebene zu analysieren. Zusatzlich

wird versucht, TEMP als spezifischen exogenen Indikator zu etablieren.

Um Rickschlisse uber den ET-Vorteil gegeniiber den wichtigsten Antioxidantien, wie ASC
und GSH, zu ziehen, werden Methoden entwickelt, um intrazellulares ASC und GSH zu
eliminieren. Mit diesen Methoden soll anschlieBend das 'O,-Quenchverhalten von ET und

ASC bzw. GSH in der Zelle analysiert und verglichen werden.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Reaktion von *O, mit ET. Bis jetzt ist nur
sehr wenig Uber diese spezielle Reaktion bekannt. Sowohl eine Strukturaufklarung maéglicher
Zwischenprodukte als auch eine Analyse des Reaktionsmechanismus wurden bisher nicht
durchgefiihrt. Aus diesem Grund wird in dieser Arbeit zundchst versucht, spezifische
Reaktionsprodukte von 'O, und ET in vitro zu identifizieren und charakterisieren. Die

gefundenen Signale sollen daraufhin mit ‘O, gestressten Zellen abgeglichen werden.
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2 Material und Methoden

Die fir diese Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden im Zentrum fiir Pharmakologie der

Universitat zu Koéln in der Arbeitsgruppe von Professor Dr. Dirk Grindemann durchgefthrt.

Die Synthese des Endoperoxids DHPNO, wurde von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von
Professor Dr. Hans-Giinther Schmalz im Institut der organischen Chemie der Universitét zu

K&lIn durchgefihrt.

Die akkurate Masse einiger Verbindungen wurde mittels hochauflésender
Massenspektrometrie bei Biocenter MS Plattform, Universitat zu Koln, mit Mitarbeitern von

Frau Dr. Sabine Metzger durchgefihrt.

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Sofern nicht anders angegeben wurden alle verwendeten Chemikalien von der Firma
Sigma-Aldrich (Munchen, Deutschland) bezogen. Sonstige Chemikalien wurden von Merck
(Darmstadt, Deutschland), Fluka (Neu-Ulm, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland)
und Roche (Mannheim, Deutschland) erworben. Dabei war die Reinheit stets ,,p.a.“ oder

,,reinst®.

Glas- und Plastikwaren wurden von den Firmen Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)
VWR International (Darmstadt, Deutschland) und Sarstedt (NuUmbrecht, Deutschland)
bezogen. Nicht sterile Materialien wurden mit einem Varioklav der Firma H+P Labortechnik
(Oberschleilheim, Deutschland) autoklaviert (121 °C, 1,2 bar, 20 min). Glasware wurde im

Sterilisator (Typ T12, Heraeus Instruments, Disseldorf, Germany) bei 200°C sterilisiert.

2.1.2 LoOsungen und Puffer

Die Losungen und Puffer wurden mit deionisiertem  Wasser aus  der
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Advantage A10 (Merck Millipore, Darmstadt,
Deutschland) bei Raumtemperatur angesetzt und autoklaviert oder steril filtriert (Steril
Syringe Filter w/0,2 pm Polyethersulfon Membran, VWR International, Leuven,
Niederlande).

30



Material und Methoden

2.1.3 Kits

Folgende Kitsysteme wurden in dieser Arbeit verwendet:

Tabelle 1: Kit - Systeme

Kit-System Hersteller

BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA)

NEB Q5 Site-Directed

o New England BioLabs (Ipswich, Massachusetts, USA)
Mutagenesis Kit

NucleoBond Xtra Maxi Kit Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)

NucleoBond Xtra Mini Kit Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)

2.1.4 Bakterienstamme, Oligonukleotide und Zelllinien

Folgende Bakterienstamme, Oligonukleotide und Zelllinien wurden verwendet:
Tabelle 2: Bakterienstimme

Stamm Genotyp Referenz

fhuA2 4(argF-lacZ)U169 phoA ) _
NEB 5a New England BioLabs (Ipswich,
~gInV44 @80 A(lacZ)M15 gyrA96
Kompetente E. coli ) Massachusetts, USA)
recAl relAl endAl thi-1 hsdR17

endAl supE44 thi-14 recAl gyrA96
relAl deoR 4(lacZYA-argF) U196
DH5a Grant et al., 1990
A80dlacZ AM15mcrA A(mrr

hsdRMS mcrBC)
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Tabelle 3: Oligonukleotide

Primer Sequenzen 5' — 3'
GCTGCTGCATGGAACCGTCCCGGGAATTCAGATCTTATTAAA
TetR-TC-Fw
GCAG
TetR-TC-Rev CGGGCAGCAGTTCAGAAATCCGCTGTACGCGGACCC

Seq-TetR-TC-fw  CGACAAGCTATCGAATTATTTGAT

Als Zelllinie wurden Human Embryonic Kidney (293) Zellen (American Tissue Type
Collection 1988, ATCC CRL-1573) benutzt. Mittels humanen Adenovirus lassen sich
293 Zellen transfizieren [83].

2.1.5 Plasmid und Expressionssystem pEBTetD

Das in dieser Arbeit verwendete Plasmid ist der pEBTetD Vektor [84]. Das Plasmid basiert
auf dem Grundgeriist des pCEP-Pu Vektors [85] und beinhaltet ein Tetracyclin-Repressor
(TetR)-System sowie Elemente des Epstein-Barr-Virus. Bei diesen Elementen handelt es sich
um den Replikationsursprung oriP und das DNA-Bindeprotein Epstein-Barr-Nuclear-Antigen
(EBNA-1) [86]. Das Plasmid hat alle notwendigen Bestandteile, die flr ein induzierbares
Expressionssystem notwendig sind. Dadurch kann eine Zelllinie bereits nach einmaliger
Transfektion mit anschlie3ender Selektionsphase innerhalb von einer Woche etabliert werden.

Der Vektor ist in Abbildung 13 schematisch dargestellt. Um eine Replikation in Bakterien zu
gewahrleisten, beinhaltet pEBTetD einen pUC-Replikationsursprung (engl., plasmid of the
University of California) und eine Ampicillinresistenzkassette. Flr eine stabile Transfektion
in einer humanen Zelllinie zu generieren, besitzt der VVektor eine Puromycinresistenz, welche
durch einen Simians Virus 40 (SV40) Promotor kontinuierlich exprimiert wird. Die
Induzierbarkeit des pEBTetD liegt darin, dass dieser den Tet-Repressor kontinuierlich
exprimiert, welcher daraufhin Homodimer bilden. Diese werden dann an den Tet-Operator
gebunden und so eine Expression der stromabwarts liegenden cDNA verhindert. Liegt nun
Doxycyclin vor, ein Tetracyclin-Derivat, welches nicht von der Zelle verstoffwechselt wird,
dann bindet dieses an den Tet-Repressor und &ndert so die Konformation des Homodimers.
Das Homodimer kann nicht mehr an den Tet-Operator binden und die klonierte cDNA

Sequenz wird transkribiert.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung des pEBTetD-Vektors. Die funktionelle Einheiten und
deren Orientierung des Expressionssystems pEBTetD sind in Form von Pfeilen dargestellt (nach [84])

In der Arbeit verwendete Plasmide:

e pEBTetD/ETT: Humaner Ergothionein-Transporter (ETT)-Gen in die Multiple
Cloning Site (MCS) Kkloniert

e pEBTetD/ETT/TetR-TC: ETT-Gen in die MCS kloniert und der Tet-Repressor am
3"-Ende mit einem Tetracysteinmotiv modifiziert (siehe Anhang)

e pEBTetD/SLC22A11: SLC22A11-Transporter-Gen in die MCS kloniert

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Kultivierung und Lagerung von E. coli

Die Kultivierung der E. coli Stdmme (siehe 2.1.4 ) wurde in Luria Bertani (LB)-Medium oder
auf LB-Agar Platten mit 50 pg/mL Ampicillin als Selektionsmarker durchgefuhrt. Die
generierten E. coli Stdamme mit den verschiedenen Plasmiden (siehe 2.1.5) wurden flr eine
Langzeitlagerung in Glycerin Stocks eingefroren. Hierfur wurde der jeweilige transformierte
E. coli Stamm in 1 mL LB-Medium mit 50 pg/mL Ampicillin fur 4 h inkubiert. Danach
wurde 1 mL LB Medium mit 20% Glycerin hinzugegeben und bei -80 °C gelagert.
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LB-Medium Ampicillin Stock
10 g/L Casein-Hydrolysat 10 g/L Casein-Hydrolysat 50 mg/mL Ampicillin
5 g/L Hefeextrakt 5 g/L Hefeextrakt (sterilfiltriert)
5 g/L NaCl 5 g/L NaCl
15 g/L Agar

2.2.2 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien und Transformation

Zur Herstellung kompetenter E. coli Zellen wurden diese in 5 mL LB-Medium angeimpft.
Nach 6 Stunden wurde 1 mL der Vorkultur in 250 mL SOB-Medium gegeben, welches sich in
einem 2 L Erlenmeyerkolben mit Schikanen befand. Die Kultur wurde (ber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert bis am néchsten Morgen die optische Dichte photometrisch bei
600 nm gemessen wurde. Diese sollte bei 0,6 liegen. Dann wurden die Zellen fiir 10 Minuten
auf Eis gelagert und zum Abernten 10 Minuten bei 2500 UpM zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Zellen in 80 mL TB-Puffer resuspendiert. Es folgte eine 10 minditige
Inkubation auf Eis, woraufhin die Zellen wieder bei 2500 UpM fir 10 Minuten pelletiert
wurden. Der Uberstand wurde verworfen und dieses Mal wird das Pellet in 20 mL TB-Puffer
gelost. Es wurden 1,4 mL Dimethylsulfoxid (DMSO) tropfenweise hinzugegeben und fur
10 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurden 100 pL der Zellsuspension in vorgekihlte

wurden diese nun chemisch kompetenten Zellen bei -80 °C.

SOB- Medium TB-Puffer

5 g/L Hefeextrakt 3,025 g/L PIPES
0,5 g/L NacCl 1,665 g/L Calciumchlorid
5 g/L Hefeextrakt 18,625 g/L Kaliumchlorid
2,5 mL Kaliumchlorid (1 M) > pH 6,7 mit KOH, autoklavieren und 6,95 g
20 g/L Trypton Manganchlorid hinzuftigen
>ad. 1 L H,0, autoklavieren und 5 mL
Magnesiumchlorid (2 M) hinzufiigen
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2.3 Molekularbiologische Methoden
Wenn nicht anders beschrieben, wurden die molekularbiologischen Methoden bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Hierfir wurden alle ReaktionsgeféRe, Pipettenspitzen und

Stammlésungen zuvor autoklaviert (siehe 2.1.1).

2.3.1 Mutagenese Kit

Fur die Generierung eines Tetracysteinmotiv (TC) an den C-Terminus vom Tet-Repressor des
Plasmids pEBTetD/ETT (siehe 2.1.5) wurde das Q5 Site-Direction Mutagenese Kit verwendet
(siehe 2.1.3). Mithilfe dieses Kits kann eine Plasmid-DNA in drei Schritten in Form von
Punktmutationen, Deletionen und Insertionen modifiziert werden. Eine Insertion der

spezifischen DNA ist hierbei nur durch die mogliche Lange der Primersynthese limitiert.

Der erste Schritt fir eine Insertion des TC in den Vektor pEBTetD/ETT war die exponentielle
Amplifizierung des mutierten Vektors mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Dazu
wurden zwei komplementére Oligonukleotide entworfen, die die TC-Sequenz beinhalteten
(siehe 2.1.4).

Diese Oligonukleotide wurden dann in folgendem Reaktionsansatz eingesetzt:

e 12,5 puL Q5 Hot Start High-Fidelity 2x Master Mix

e 0,5 uM forward Primer (TetR-TC-Fw)

e 0,5 uM revers Primer (TetR-TC-Rev, wurde spéter zur PCR hinzugegeben)
e 25ngpEBTetD/ETT

e auf 25 puL ddH,0

Die PCR wurde im Thermocycler T100 (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland) mit dem folgenden PCR Programm durchgefihrt:

e 98°C 30s
e 98°C 10s
e 67°C 30s
e 72°C 420s

> Hinzugabe des TetR-TC-Rev Primers

e 98°C 10s <—
e 71°C 30s 25 x
e 72°C 420s
e 72°C 120s
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Im zweiten Schritt des Q5 Site-Directed Mutagenese Kit wurden die generierten
PCR-Produkte mit Hilfe einer Kinase, Ligase und Dpnl (KDL)-Reaktion verknipft. Hierbeli
waren Kinase und Ligase fur die Verknipfung des TC modifizierten Vektors verantwortlich.
Das Restriktionsenzym Dpnl schnitt die nicht-modifizierten Vektoren ohne TC. Dabei ist
Dpnl eine differenzierte Endonuklease, welche nicht methylierte und halb-methylierte

Vektoren zerschneidet, sodass diese nicht mehr in E. coli transformiert werden kénnen.
KDL-Reaktionsansatz:

e 1 pL PCR-Produkt

e 5 pL KDL-Reaktionspuffer (2x)

e 1 puL KDL Enzym-Mix (10x)

e 3 uL ddH,0.

=>» 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
Im letzten Schritt folgte die Transformation in E. coli. Hierflir wurden 5 puL des
KDL-Reaktionsansatzes zu angetauten NEB-5 a kompetenten E. coli gegeben (siehe 2.1.4).
Der Ansatz wurde fir 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschliefend einem Hitzeschock bei
42 °C fur 45 Sekunden unterzogen. Danach folgte eine Inkubation auf Eis fiir 5 Minuten.
950 uL SOC-Medium (im Q5 Site-Directed Mutagenese Kit enthalten) wurden zu den Zellen
hinzugegeben. Der Ansatz wurde bei 37 °C, 300UpM fir 60 Minuten inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen auf LB-Agar Platten mit 50 pg/mL Ampicillin ausplattiert
und tiber Nacht bei 37 °C kultiviert.

2.3.2 Plasmid-Praparation (Mini und Maxi)
Die Plasmid-Préparation aus E. coli wurde mit dem NucleoBond Xtra Mini Kit
(Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) bzw. NucleoBond Xtra Maxi Kit, wie im Protokoll

des Herstellers beschrieben, durchgefiihrt.

2.3.3 Restriktionsanalyse
Die Restriktionsanalyse ist eine molekularbiologische Methode mit der kontrolliert wird, ob
das Plasmid das Insert trdgt. Dabei schneiden bestimmte bakterielle Enzyme, sog.

Restriktionsenzyme die spezifischen Basenpaare der DNA.
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In dieser Arbeit wurde die Restriktionsanalyse durchgefihrt, um zu Gberprifen, ob das TC ins
Plasmid an das 3°-Ende von TetR integriert wurde. Mit der Hilfe des Computerprogramms
,,Gene Construction Kit*“ (Version 4.0, Textco BioSoftware Inc, Raleight, NC, USA) wurde
das Restriktionsenzym BamHI bestimmt. Das Plasmid verliert nach erfolgreicher Insertion
des TC an TetR eine BamHI-Restriktionsstelle. Dadurch wurde das modifizierte Plasmid nur
einmal geschnitten. Fir den Restriktionsansatz wurde die eingesetzte Menge des Enzyms an
die DNA-Konzentration, die Anzahl der Restriktionsstellen und Aktivitdt des Enzyms
angepasst. Die kalkulierte Enzymmenge wurde verdreifacht, um sicher zu gehen, dass genug
Enzym im Ansatz vorhanden ist. Dabei ist zu beachten, dass die Glycerinkonzentration des
Ansatzes nicht 5% Uberschreitet. Die abgeschlossene Restriktion wurde mittels
Gelelektrophorese analysiert (siehe 2.3.4). Anhand der Fragmentldnge des Plasmids kann
bestimmt werden, ob das TC in das Plasmid pEBTetD/ETT/TetR-TC inseriert wurde.

2.3.4 Gelelektrophorese
Die Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode zur Auftrennung von

DNA-Fragmenten anhand ihrer L&nge.

Fur die Durchfuhrung der Gelelektrophorese wurde zuerst 0,8% Agarose in
TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer aufgekocht und anschlieend in einen Schlitten mit
Probenkamm gegossen. Nach dem Abkihlen wurde der Schlitten in die Elektrophorsekammer
gelegt, welche mit TAE-Puffer gefullt war. Danach wurde der Probenkamm aus dem Gel
entfernt. Die DNA-Proben wurden mit Loading Dye (Verhéltnis: 1:6, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) versetzten und dann in die Kammern des Gels
gegeben. Zusétzlich wurde noch ein 1 kilobasen L&ngenmarker (Thermo Fisher Scientific)
hinzugegeben, um die Lange der aufgetragenen DNA-Fragmente zu bestimmen. Die
Elektrophorese fand bei einer Spannung von 5 VV/cm Elektronenabstand statt. Dabei wanderte
die DNA aufgrund ihrer negativen Ladung von der Katode zur Anode. Aufgrund der
unterschiedlichen GroRe der DNA-Fragmente durchquerte diese die Gelporen unterschiedlich
schnell. Dadurch kam es zur Auftrennung der Fragmente. Das Gel wurde nach Abschluss der
Elektrophorese mit Ethidiumbromid (1 pg/mL in TAE-Puffer) fir 10 Minuten bei 60 °C
gefarbt. Im Anschluss wurde die Férbung mit dem UV-Tisch (Syngene BTS 26.IM,
Cambridge, GroRbritannien), der Licht einer Wellenlange von 302 nm entsendet, sichtbar

gemacht und fotografiert (Canon PowerShot A640, Krefeld, Deutschland).

37



Material und Methoden

TAE-Puffer:
40 mM TRIS
1MEDTA

pH 8,0 mit Essigsaure einstellen

2.3.5 DNA-Konzentrationsbestimmung

Um Zellen mit DNA zu transfizieren, werden 10 mg Plasmid-DNA bendtigt, weshalb nach
der  Plasmidaufreinigung  eine DNA-Konzentrationsbestimmung  folgte. Die
DNA-Konzentration wurde in dieser Arbeit mit dem NanoDrop 2000c Spektrophotometer
(Thermo Fisher Scientific) gemessen. Ein Vorteil des Spektrophotometers ist, dass nur wenig
Volumen (1 pL) der aufgereinigten DNA bendtigt wird. Die DNA wurde bei einem
Absorptionsmaximum von 260 nm gemessen, wohingegen Proteine meist ein
Absorptionsmaximum von 280 nm besitzen. Daraus bildete das Gerdt einen
A260/280-Koeffizienten. Bei einem Verhaltnis von 1,8 spricht man von relativ reiner DNA,
bei 2,0 wvon reiner RNA und bei einem Verhdltnis von <18 kann von

Proteinverunreinigungen ausgegangen werden.

2.3.6  DNA-Sequenzierung

Die genaue Bestatigung der TC-Insertion in das pEBTetD/ETT/TetR-TC Plasmid wurde
mittels DNA-Sequenzierung der Firma GATC Biotech AG (Kd&ln, Deutschland) durchgefihrt.
Die Firma GATC nutzt hierfur das Sangerprinzip [87]. Das Prinzip basiert auf der
Kettenabbruchreaktion wéhrend der PCR. Dabei werden in der PCR nicht nur dNTPs
(Desoxynukleotide), sondern auch ddNTPs (Didesoxynukleotide) eingesetzt, welche die
PCR-Reaktion stoppen. Wenn ddNTPs am synthetisierten DNA-Strang eingebaut wurden
fehlt die 3°-OH Gruppe der Desoxyribose und das folgende Nukleotid kann nicht angebaut
werden. Fir die Analyse sind die ddNTPs mit spezifischen Fluoreszenzmolekilen markiert,
wodurch die Basenreihenfolge der zu analysierenden DNA bestimmt werden kann. Die
Auswertung der erhobenen Datensétze wird mit dem Programm ,,MacVector* (Version 15.5,
MacVector Inc, Spex, NC, USA) durchgefihrt. Hierbei werden die Daten mit der zu
erwartenden DNA-Sequenz verglichen. So wird ausgeschlossen, dass sich Mutationen im

Plasmid und dem Insert befinden.
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2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Kultivierung und Passage von 293 Zellen

Arbeiten mit 293 Zellen wurden in einer Reinraumwerkbank (Hera Safe, Heraeus, Kendro
Laboratoy Products, Hanau, Deutschland) durchgefiihrt. Die verwendeten Materialien wurden
autoklaviert oder mit 70% Isopropanol desinfiziert und die Ldsungen steril filtriert
(siehe 2.1.2).

Die Kultivierung von 293 Zellen erfolgte in Dulbeccos’s Modified Eagle Medium (DMEM;
Invirtogen, Karlsruhe, Deutschland) mit 10% fetalem Ké&lberserum (engl. FCS; PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) und mit 100 U/mL Penicillin sowie 100 pg/mL
Streptomycin (NT-Medium). Bei transfizierten 293 Zellen wurde dem NT-Medium zusétzlich
noch 3 pg/uL Puromycin zur Selektion hinzugefiigt (Selektionsmedium). Das Medium wurde
alle 2-3 Tage gewechselt. Die 293 Zellen wurden in einem mit Wasserdampf geséttigten
Inkubator mit 5% CO, (Heraeus, Hera Cell 150, Kendro Laboratory Products, Hanau,
Deutschland) bei 37 °C in Plastikkulturflaschen (Tissue Culture Flask, Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland) kultiviert. War die Kulturflasche konfluent bewachsen, so wurden
die 293 Zellen durch Klopfen an der Gefallwand von dem Untergrund geldst und verdiinnt in

eine neue Kulturflasche mit Selektionsmedium Uberfihrt.

Tabelle 4: Zellkulturmedien

NT-Medium Selektionsmedium Induktionsmedium
500 mL DMEM 500 mL DMEM 500 mL DMEM
10% FCS 10% FCS 10% FCS
100 U/mL Pen 100 U/mL Pen 100 U/mL Pen
100 pg/mL Strep 100 pg/mL Strep 100 pg/mL Strep
3 pg/mL Puromycin 3 pg/mL Puromycin
1 pg/mL Doxycylin

2.4.2 Transfektion von 293 Zellen
Das Einbringen von fremder DNA in Zellensysteme bezeichnet man als Transfektion. Dabei

gibt es zwei verschiedene Arten von Transfektion: (1) stabile und (2) transiente Transfektion.
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Bei der transienten Transfektion befindet sich das Plasmid nur temporar, bei der stabilen

Transfektion dauerhaft in der transfizierten Zelle.

In dieser Arbeit wurde eine stabile Transfektion mit dem Transfektionsreagenz TurboFect
(Thermo Fisher Scientific) erzeugt. Dabei binden positive Ladungen des TurboFect-Reagenz
an die negativ geladene DNA, welche daraufhin durch Endozytose in die Zelle aufgenommen
wird. Die Durchflihrung erfolgte durch Ansetzen von 1 mL DMEM, 10 mg Plasmid-DNA und
20 pL TurboFect-Reagenz bei Raumtemperatur fir 20 Minuten. Der Ansatz wurde dann zu
nicht transfizierten 293 Zellen mit NT-Medium in eine 75 cm? Kulturflasche gegeben. Nach
24 Stunden wurde das NT-Medium durch Selektionsmedium ersetzt. Nach weiteren
24 Stunden wurden die Zellen dann auf eine 175 cm? Kulturflasche tberfiihrt und kultiviert.
Die transfizierten Zellen wurden nun immer mit Selektionsmedium versetzt, um den

Selektionsdruck aufrecht zu erhalten.

2.4.3 Aussaat von 293 Zellen

Damit die durchgefiihrten Experimente in einem sinnvollen MaRstab und trotzdem
reproduzierbar nachgebildet werden konnten, wurden die Zellen entweder auf
Polystyrolschalen (@ 60 mm, Nuclon, Nunc, Wiesbaden, Deutschland), 6-Well-Platten
(Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) oder 12-Well-Platten (Sarstedt) tberflhrt. Sofern nicht
anders beschrieben, wurden Polystyrolschalen benutzt. Die 6-Well-Platten wurden fir zeitlich
aufwendigere Experimente verwendet (siehe 3.7) und die 12-Well-Platten flr Zellexperimente
mit DHPNO,, um DHPNO; einzusparen (siehe 3.2).

Fur die folgenden, unterschiedlichen Bedingungen der verschiedenen Flachen wird die
Schreibweise 60 mm Polystyrolschalen/ 6-Well-Platte/ 12-Well-Platte verwendet. So wurden
zum Aussden die Flachen zuerst mit Poly-L-Ornithin benetzt. Hierfir wurden
1,5mL/ 0,75 mL/ 0,5 mL verwendet. Nach 20 Minuten wurde das Poly-L-Ornithin abgesaugt
und die Schalen mit 2 mL/ 1,5 mL/ 1 mL DMEM gewaschen. Darauf folgte die Hinzugabe
von 3mL/1mL/0,5mL Selektionsmedium. Dann wurde eine 175 cm? Kulturflasche mit
90% bewachsenen 293 Zellen in Selektionsmedium abgeklopft und suspendiert. Von dieser
Zelllésung wurden dann 1 mL/ 0,75 mL/ 0,25 mL zu den Schalen/Well-Platten hinzugegeben.
Wenn nicht anders angegeben, wurden n = 3 Schalen, bzw. Vertiefungen einer Well-Platte fir
eine experimentelle Bedingung ausgesat. Parallel dazu wurden, sofern nicht anders

Beschrieben, zu jeder experimentalen Bedingung drei Schalen ausgesat, die spéater zur
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Bestimmung der Proteinkonzentration verwendet wurden (siehe 2.4.5). Wenn die Zellen auf
den Schalen/ Well-Platten zu 80% gewachsen waren, wurde die Transporterexpression durch
Mediumwechsel zu Induktionsmedium (Selektionsmedium mit 1 pg/mL Doxycyclin, ICN
Biomedicals Inc., Aurora, Ohio, USA) induziert. Bei den Kontrollzellen wurde die
Transporterexpression des ETT nicht induziert, dort wurde nur das Selektionsmedium
gewechselt. Nach 24 Stunden der Transporterexpression wurde das jeweilige Experiment
durchgefihrt.

Poly-L-Ornithin-L6ésung:

0,1 g/L Poly-L-Ornithin
150 mM Borséaure
pH 8,4 mit NaOH und sterilfiltriert

2.4.4 Zellaufschluss

Um nach den Experimenten das Zellinnere zu untersuchen, mussten die Zellen aufgeschlossen
werden. Dazu diente, wenn nicht anders beschrieben, Methanol (HPLC Grade,
Chem-Solutions GmbH, Neustadt, Deutschland), welches 20 Minuten bei Raumtemperatur in
den Zellschalen inkubierte. Die Menge des Methanols hing von der GroRRe der Schalen ab. So
wurden in 60 mm Polystyrolschalen 1 mL/ 6-Well-Platten 0,6 mL/ 12-Well-Platten 0,5 mL
gegeben.

Erfolgte eine HPLC-MS/MS-Analyse von intrazellularem Glutathion (GSH), so wurden die
Zellen in Methanol mit 5,5’-Dithiobis-2-nitrobenzoeséure (DTNB) lysiert. Dieser Schritt war
notwendig, weil GSH aulRerhalb des Zellmileus schnell zum GSH-Disulfid (GSSG) oxidiert
wird. Um dies zu verhindern und das freie zellulare GSH zu messen, muss dieses mit DTNB,
dem sogenannten Ellmans-Reagenz, derivatisiert werden. Dabei reagiert die Thiolgruppe des
GSH mit dem Reagenz zu Glutathion-Thiobis-2-nitrobenzoesdure (GS-TNB) und
Thiobis-2-nitrobenzoesdure (TNB) [88]. Das entstandene GS-TNB kann dann mittels
HPLC-MS/MS  detektiert werden. Die Zelllyse erfolgte mit -20°C kihlem
Methanol + 10 mM DTNB bei 4 °C fir 30 Minuten.

Zudem wurde in dieser Arbeit Ascorbinsaure und Dehydroascorbinsdure mittels HPLC-
MS/MS gemessen. Da diese beiden Stoffe in Methanol schlecht 16slich sind, wurden fir diese
Analyse die Zellen in 4 mM Perchlorsaure (HCIO,) fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur

lysiert.
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Die verwendeten Zelllysemittel eignen sich nicht zur Proteinbestimmung, da diese die
Proteine ausfallt. Trotzdem ist ein Normierungsfaktor notwendig, um die eventuell
unterschiedliche Zellzahl auf den Schalen zu beriicksichtigen. Die Proteinbestimmung mittels
BCA-Kit hatte sich als geeignet herausgestellt (siehe 2.4.5). Hierfur wurden die Zellen mit
0,1% Trition-X-100 in 5 mM TRIS/HCI (pH 7,4) bei Raumtemperatur lysiert.

2.4.5 Proteinbestimmung mit BCA-Kit

Durch die Proteinbestimmung wurden variierende Zellzahlen, die durch experimentelle
Bedingungen und Doxycyclin induzierte Proteinexpression entstehen, normiert. Zur
Proteinbestimmung wurde das Pierce BCA Protein Assay Kit© (Thermo Fisher Scientific)
benutzt. Das Kit beruht auf zwei Methoden die kombiniert werden. Zum einen die Reduktion
von Cu®* zu Cu"* durch Proteine in alkalischen Losungen, die sogenannte Biuret Reaktion.
Zum anderen die farbliche Komplexbildung von Bicinchoninséure (BCA) mit dem entstanden
Cu’ [89]. Durch chelaten Bildung von zwei BCA Molekiilen mit einem Cu” entsteht ein
lilafarbener Komplex. Dieser BCA,-Cu*-Komplex absorbiert Licht der Wellenldnge 562 nm
und kann dadurch photometrisch gemessen werden. Zu beachten ist, dass dies keine genaue
Proteinendpunktbestimmung ist. Die Reaktion hangt von der Inkubationszeit zur
Komplexbildung ab und kann durch langeres Inkubieren gesteigert werden. Die
Komplexbildung wird zusétzlich von der Proteinstruktur, der Anzahl der Peptidbindungen
und der Anzahl der Aminosduren Cystein, Cystin, Tryptophan und Tyrosin beeinflusst [90].
Um eine Aussage Uber die in der Probe vorhandene Proteinkonzentration zu treffen, werden
zwei unabhéngig erstellte Rinderserum Albumin (BSA)-Eichreihen zum Vergleich mit
bekannten Konzentrationen gemessen. Durch den Vergleich der gemessenen Probe mit denen

der Eichreihe kann die Proteinkonzentration in der Probe bestimmt werden.

Fur die Proteinkonzentrationsbestimmug wurden die Schalen/ Well-Platten in parallelen
Ansdtzen den gleichen experimentellen  Bedingungen  ausgesetzt, wie die
Schalen/ Well-Platten fiir die LC-MS/MS Analyse. Die Proteinproben wurden in
0,1% Triton-X-100 TRIS/HCI (pH 7,4) lysiert und die Durchfiihrung der Proteinbestimmung
erfolgte nach Herstellerprotokoll. Die Messung wurde anschlieBend an dem ELISA Reader
(Nano Quant Infinite M200 Pro, Tecan, Mannedorf, Schweiz) durchgefihrt.
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2.5 Generierung von 10, in 293 Zellen

Zur Generierung von 'O, in Zellen wurden verschiede Methoden angewandt. So kamen PST
zum Einsatz, wie ReAsH, TMPyP und Bengal Rosa, aber auch das spezifisch thermolytisch
10, freisetzende DHPNO; (siehe 1.3). Welche Besonderheiten die einzelnen Stoffe haben und
wie diese mit 293 Zellen inkubierten, wird im Folgenden beschrieben.

2.5.1 ReAsH

ReAsH ist ein diarsener Farbstoff, welcher durch Binden an ein spezifisches
Tetracysteinmotiv (TC) fluoresziert (siehe 1.3.1). Jegliche Proteine kénnen mit dem TC
modifiziert werden, wodurch die Lokalisation von ReAsH bestimmt werden kann. Nach dem
Diffundieren von ReAsH durch die Zellmembran mit anschlieBenden binden ans TC kann
dieser Komplex mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops detektiert werden. Der Vorteil des
Farbstoffes ist jedoch die *0,-Generierung. Hierfiir muss der ReAsH-TC-Komplex mit einer

Wellenlange von 568 nm bestrahlt werden [70].

Fiir mikroskopische Aufnahmen und das Generieren von 'O, durch den ReAsH-TC-Komplex
wurden die transfizierten 293 + pEBTetD/ETT/TetR-TC Zellen ausgesét (siehe 2.4.3). Dabei
wurden fur den Belichtungsversuch 60 mm Schalen und fiir die floureszensmikroskopischen
Aufnahmen 22 mm (&) Schalen (VWR) mit Deckglésern (AL Labortechnik, Amstetten,
Deutschland) verwendet. Die ETT-Expression der Zellen wurde flir 24 Stunden bei der Hélfte
der Schalen durch Hinzugabe von Doxycyclin eingeschaltet. Bei der anderen Halfte wurde
das Selektionsmedium gewechselt, wobei diese Zellen der Kontrolle dienten (siehe 2.4.3).
Nach weiteren 24 Stunden wurden alle Schalen mit 2 x 2 mL Opti-MEM® | Reduced-Serum
Medium (Thermo Fisher Scientific) gewaschen. Die folgenden Schritte wurden alle in
Opti-MEM durchgefuhrt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 100 uM ET (Tetrahedron,
Paris, Frankreich) fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert und wieder gewaschen. Danach wurden
die Zellen mit 10 pM ReAsH (Toronto Research Chemicals, North York, Kanada) fir
60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Um unspezifisches ReAsH aus den Zellen zu entfernen,
wurde 2 Xx mit 250 puM Dimercaprol gewaschen. Im Anschluss wurden entweder
floureszensmikroskopische Bilder generiert oder ein Belichtungsversuch mit den 293 Zellen
durchgefuhrt.

Die floureszensmikroskopischen Aufnahmen wurden generiert, um die Funktionsfahigkeit

und die Spezifitat dieses Systems zu uberprifen. Fur die Aufnahmen wurden die Deckglaser
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mit den 293 Zellen auf einen Objekttrager Ubertragen und mit dem Fluoreszenzmikroskop
(Leica DML, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) oder am
Konfokalmikroskop (Olympus-Laser Conforcal Scanning Microscope FV1000D, Shinjuku,

Tokio, Japan) aufgenommen. Verwendet wurde jeweils das Filter Set Texas Red.

Der Belichtungsversuch schloss an die Vorbereitungen des Ausséens, Induzierens, ET- und
ReAsH-Inkubierens an, wobei Kontrollzellen ohne ReAsH inkubiert wurden. Darauffolgend
wurde 2 mL PBS Puffer + 0,9 mM CaCl, + 0,493 mM MgSO, zu den Zellen hinzugegeben.
Danach wurden die 60 mm Schalen 35 cm unter einer Halogenlampe (Ritos, 120 Watt
Halogenfluter auf Standertyp: 6095115A120) im Wasserbad mit 37 °C platziert. Ein Beispiel
fiir Belichtungsdurchfiihrung ist fir Zellen dargestellt, welche mit Begnal Rosa gefarbten
wurden (Abbildung 14). Die Belichtungsdauer betrug 20 Minuten. Die Kontrollbedingungen
ohne einschalten des Halogenstrahlers wurden dementsprechend angefertigt. Die getesteten

Bedingungen sind im Folgenden kurz aufgelistet:

e Doxycyclin + ReAsH + Licht +

e Doxycyclin + ReAsH - Licht +

e Doxycyclin - ReAsH + Licht +

e Doxycyclin - ReAsH - Licht +

e Doxycyclin + ReAsH + Licht -

e Doxycyclin - ReAsH + Licht -

(+ = mit Behandlung; - = ohne Behandlung)

Alle diese Bedingungen wurden untersucht und nach dem Experiment entweder fir die
LC-MS/MS-Analyse in 1 mL Methanol (siehe 2.4.4) oder fiir die Proteinbestimmung in 1 mL
0,1% Triton-X in 5mM TRIS (pH 7,4) lysiert (siehe 2.45). Die entstanden
Methanolzelllysate wurden daraufhin mittels SRM mit den Fragmentibergédngen und

Bedingungen aus Tabelle 7 quantifiziert (siehe 2.11.6).
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Abbildung 14: Versuchsaufbau der Belichtung von PST gefarbten Zellen. Dargestellt ist
beispielhaft die Belichtung mit Bengal Rosa gefarbten 293 Zellen. Die ReAsH-gefarbten Zellen
wurden gleich wie die BR-gefarbten Zellen belichtet. Die 293 Zellen befinden sich im 37 °C
Wasserbad in 6-Well-Platten. In 35 cm Héhe befindet sich die Halogenlampe, die fiir die Belichtung
und somit fiir die Induktion der PST-Reaktion verantwortlich ist.

2.5.2 TMPyP & Bengal Rosa

TMPyP und Bengal Rosa (BR) sind hdufig in Publikationen verwendete PST, welche fur die
'0,-Generierung benutzt werden (siehe 1.3.1) [71]. In ihrer Funktion sind beide PST gleich,
doch in ihrer chemischen Struktur sehr unterschiedlich (siehe 1.3.1; Abbildung 10, B und C).

Dabei favorisiert TMPyP aufgrund der positiven Ladung des Molekiils nach Aufnahme in die
Zelle die Lokalisation im Zellkern an die negativ geladene DNA, aber auch im Zytosol und
anderen Kompartimenten [72]. Der genaue Aufenthaltsort von TMPyP kann nicht kontrolliert

gesteuert werden. Die optimale Anregungswellenlange von TMPyP liegt bei 422 nm.

Die chemische Struktur von BR unterscheidet sich von der des TMPyPs. Strukturell betrachtet
ist BR ein unpolares Molekil. Dadurch gelangt BR leicht in die Zelle aber akkumuliert dort
hauptséchlich in  Membranen, wie der Plasmamembran oder in verschiedenen
Kompartimentmembranen. Die Kontrollierbarkeit ist wie bei TMPyP auch in dem BR-System
nicht gegeben. Im Unterschied zu TMPyP liegt die optimale Anregungswellenldange von BR
bei 568 nm. Alle hier verwendeten PST haben gemeinsam, dass diese hauptsachlich 1O,
generieren. Die Generierung der andere ROS ist aber nicht zu vernachlassigen. Ein groler
Vorteil dieser Systeme liegt jedoch darin, dass ein multipler Umsatz an ROS, insbesondere
von '0,, stattfindet. Die Generierung der ROS ist nur von der chemischen Reaktivitat und
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Stabilitdt der PST abhangig. Im Folgenden werden die unterschiedlichen Behandlungen bei
den TMPyP- und BR-Experimenten durch einen Schragstrich TMPyP/(BR) dargestellt.

Bei den TMPyP/ (BR)-Versuchen wurden die 293 + pEBTetD/ETT Zellen auf 60 mm
Schalen ausgesat und nach 24 Stunden wurde die Proteinexpression des ETT durch
Hinzugabe von Doxycyclin induziert. Bei den Kontrollzellen wurde lediglich das
Selektionsmedium ohne Doxycyclinhinzugabe gewechselt (siehe 2.4.3). Nach weiteren
24 Stunden wurde das TMPyP-/ (BR)-Belichtungsexperiment durchgefuhrt. Hierzu wurden
die Zellen auf den Schalen 3 x mit4 mL eiskalten Krebs-Ringer-Henseleit (KRH)-Puffer
gewaschen. AnschlieBend mit 100 uM  TMPyP (Porphyrin Systems GbR, Appen,
Deutschland)/ (BR) und 100 uM ET in 37 °C warmen KRH-Puffer fiir 4/ (1) Stunden im
Inkubator inkubiert. Kontrollen wurden angefertigt, ohne dass zusétzliches TMPyP/(BR) in
der Inkubationslosung enthalten war. Nach der Inkubation wurden die Zellen erneut
3 x mit 4 mL eiskaltem KRH-Puffer gewaschen. AnschlieBend folgte die Belichtung. Hierfir
wurde den 293 Zellen 2 mL 37 °C warmer KRH-Puffer in die Schalen hinzugefiigt. Die
Belichtung erfolgte mit einem umgedrehten UV-Leuchttisch/ (Halogenstrahler) in einem
dafur vorgesehen Stativ auf einem 37 °C warmen Wasserbad, das in 13 cm/ (35 cm) Hohe
angebracht war (Abbildung 15/ (Abbildung 14)). Die Wellenlange des UV-Leuchttisches
wurde auf 365 nm eigestellt. Diese Wellenldange lag noch in einem TMPyP anregenden
Bereich, sodass 'O, freigesetzt wurde. Die Belichtungszeiten der PST fiir die
Zeitverlaufsexperimente variierten. Dabei hat sich eine Belichtung von maximal
20 Minuten/ (3 Minuten) als Standard etabliert. Abweichungen sind in den jeweiligen
Experimenten beschrieben. Kontrollen wurden auch angefertigt. Hierbei wurden die Zellen
fiir die gleiche Zeit unter dem ausgeschalteten UV-Leuchttisch/ (Halogenstrahler) gestellt. Im

Folgenden ist eine Kurzzusammenfassung der Bedingungen aufgefihrt:

e Doxycyclin + TMPyP/(RB) + Licht +

e Doxycyclin + TMPyP/(RB) - Licht +

e Doxycyclin - TMPyP/(RB) + Licht +

e Doxycyclin - TMPyP/(RB) - Licht +

e Doxycyclin + TMPyP/(RB) + Licht -

e Doxycyclin - TMPyP/(RB) + Licht -

(+ = mit Behandlung; - = ohne Behandlung)

Nach der Belichtung wurde der KRH-Puffer abgesaugt und die Zellen lysiert. Die Zellen
wurden fur die LC-MS/MS Analyse in 1 mL Methanol (siehe 2.4.4) oder fir die
Proteinbestimmung in 1 mL Triton-Losung lysiert (siehe 2.4.5). Die entstanden
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Methanolzelllysate wurden daraufhin mittels SRM mit den Fragmentibergédngen und

Bedingungen aus Tabelle 7 quantifiziert (siehe 2.11.6).

Abbildung 15: Versuchsaufbau der Belichtung von TMPyP geférbten Zellen. Dargestellt ist die
beispielhafte Belichtung von TMPyP gefarbten 293 Zellen. Die Zellen befinden sich im 37 °C
Wasserbad bei diesem Beispiel in 12-Well-Platten. In 13 cm Ho6he befindet sich der umgedrehte
UV-Leuchttisch, der fir die Belichtung und somit fir die Ingangsetzung der PST-Reaktion
verantwortlich ist.

Krebs-Ringer-Henseleit-Puffer:
25 mM HEPES (pH 7.4)
125 mM NaCl
4,8 mM KClI
1,2 mM KH,;PO4
1,2 mM MgSO,

1,2 mM CacCl;

5,6 mM Glukose

2.5.3 Einfluss von Doxycyclin auf die Methionin-Sulfoxid-Bildung

Als Kontrollexperiment wurde Uberpruft, ob Doxycyclin einen Einfluss auf die
Methionin-Sulfoxid (MSO)-Produktion hat. Doxycyclin wurde in der Literatur bereits als PST
beschrieben [91]. Aus diesem Grund wurde ein Experiment mit 293 + pEBTetD/SLC22A11
durchgefuhrt. Das Plasmid pEBTetD/ETT konnte nicht verwendet werden, da es bei der

Kultivierung zu 2-3% Hintergrundexpression [84] von ETT kommt und die transfizierten
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293 Zellen ET in geringen Mengen aus dem FCS im Medium aufnehmen. Um den Einfluss

von Doxycyclin unabhéngig von ET zu untersuchen, wurde pEBTetD/SLC22A11 verwendet.

Fur das Experiment wurden die 293 + pEBTetD/SLC22A11 Zellen auf 60 mm Schalen
ausgesat. Nach 24 Stunden wurde Doxycyclin hinzugefiigt, wobei bei den Kontrollzellen nur
das Selektionsmedium gewechselt wurde (siehe 2.4.3). Nach weiteren 24 Stunden wurde ein
Belichtungsexperiment mit TMPyP durchgefihrt (siehe 2.5.2). Die Kontrollzellen wurden
hierbei fir 20 Minuten im Dunkeln gehalten. Zum Abschluss des Experiments wurden die
293 Zellen fur die LC-MS/MS Analyse in Methanol (siehe 2.4.4) oder fur die
Proteinbestimmung in Triton lysiert (siehe 2.4.5). Die entstanden Methanolzelllysate wurden
daraufhin mittels SRM mit den Fragmentibergdngen und Bedingungen aus Tabelle 7
quantifiziert (siehe 2.11.6).

2.5.4 'O,-Generierung mit DHPNO,

Die 0,-Generierung durch das Endoperoxid DHPNO, geschieht thermolytisch. DHPNO; ist
bei -80 °C (ber Monate stabil. Erst ab einer Temperatur von 4 °C beginnt dieser Stoff
reaktiven O, und reaktionstragen 0, abzugeben. Bei einer Temperatur von 37 °C hat
DHPNO; eine Halbwertzeit von 23 Minuten [77]. Da DHPNO; nicht kauflich erwerbbar ist,
wurde es flir unsere Zwecke von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe Schmalz (Universitat zu
Kaln, Institut fir Organische Chemie) synthetisiert. Die Synthese des DHPNO, verlief (iber
verschiedene Intermediate bis hin zum DHPN [74]. Dieses DHPN wurde dann bei 4 °C mit
dem PST Methylenblau in einer sauerstoffreichen Atmosphare belichtet. Dadurch reagierte
10, ber eine [4+2] Cycloaddition mit dem Naphthalinring des DHPN (Abbildung 5). Wird
das Produkt DHPNO, erwarmt, gibt es zu 59% “O, und zu 41% %0, ab [77]. Der Nachteil der
Anwendung dieses Systems ist, dass nur eine definierte Menge O, generiert werden kann.
Nach der einmaligen *0,-Abgabe eines DHPNO,-Molekiils bleibt DHPN iibrig, welches nicht
langer 10, freigibt. Der groRe Vorteil dieses Systems ist jedoch, dass nur 'O, und 0, gebildet
werden und nicht wie bei den PST weitere ROS. Ein weiterer Vorteil des DHPNO; ist, dass
die Struktur gut wasserloslich und nicht zu polar ist. Laut Literatur ist DHPNO, fur
Zellexperimente somit die beste Wahl unter den synthetischen Endoperoxiden, um in Zellen
10, zu generieren (siehe 1.3.2) [76].

Fur Experimente mit DHPNO; in 293 + pEBTetD/ETT Zellen wurden die Zellen auf
12-Well-Platten ausgesédt und nach 24 Stunden die ETT-Expression durch Hinzugabe von
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Doxycyclin induziert. Bei den Kontrollzellen wurde das Selektionsmedium ohne Doxycyclin
ausgetauscht um die ETT-Expression nicht zu induzieren (siehe 2.4.3). Nach weiteren
24 Stunden wurde das DHPNO,-Experiment begonnen. Hierfir wurden die Zellen
3xmit 1 mL eiskaltem KRH-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen fir eine
Stunde mit 500 pL 100 uM ET in 37 °C warmen KRH-Puffer inkubiert. Danach folgte ein
weiterer Waschschritt, wobei die Zellen wieder 3 x mit 1 mL eiskaltem KRH-Puffer
gewaschen wurden. Die Zellen wurden auf einem 37 °C warmen Wasserbad platziert. Eine
300 pL Losung mit 30 mM DHPNO; in 37 °C warmen KRH-Puffer wurde den Zellen flr
2 Stunden zugefuhrt. Kontrollzellen wurde mit 30 mM DHPN (abdissoziertes DHPNO,) in
37 °C warmen KRH-Puffer fir 2 Stunden inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen
3 x mit 1 mL eiskalten KRH-Puffer gewaschen und anschlielend lysiert. Fir die LC-MS/MS
Analyse wurden die Zellen in 0,5 mL Methanol (siehe 2.4.4) oder fur die Proteinbestimmung
in Triton lysiert (siehe 2.4.5). Die entstanden Methanolzelllysate wurden daraufhin mittels
SRM mit den Fragmentiibergangen und Bedingungen aus Tabelle 7 quantifiziert
(siehe 2.11.6).

2.6 Potentielle Indikatormolekiile fiir 'O,

Damit der 'O,-Effekt auf Zellen eindeutiger validiert werden kann wurden weitere
'0,-Indikatormolekiile, abgesehen von MSO, untersucht. Hierfir wurden drei verschiedene
Methoden angewandt: (1) die gezielte in vitro Suche nach Indikatoren durch Reaktionen von
in der Literatur beschrieben Molekiilen mit *O, [43], (2) durch den ungerichteten *O,-Stress
auf 293 Zellen mit anschlieRender Analyse der Zelllysate, oder (3) durch Hinzugabe von
exogenen TEMP in Zellen, welches spezifischen mit ‘O, reagiert. Im Folgenden werden alle

drei Vorgehensweisen genauer beschrieben.

2.6.1 Gezielte *O,-Indikatorsuche

Die gerichtete *O,-Indikatormolekiilsuche zielt darauf ab, die *O,-Produkte mit Hilfe in der
Literatur bereits beschrieben *O,-quenchenden Molekiilen zu identifizieren [43]. Hierfir
wurden jeweils in separaten Ansdtzen 100 uM Desoxyguanosin, Histidin, Cystein,
Tryptophan, Tyrosin oder Harnsdure mit 10 mM DHPNO, inkubiert. Als Positivkontrolle

diente Methionin, welches mit O, zu MSO reagiert.
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Der jeweilige Reaktionsansatz wurde fir 60 Minuten bei 37 °C auf dem Thermoschdittler
(Eppendorf Thermomixer Compact) inkubiert. Als Referenz dienten Ansédtze mit den
jeweiligen O,-Quenchern, die fiir 60 Minuten auf Eis also 0 Minuten bei 37 °C inkubiert
wurden. Die Analyse erfolgte mittels LC-MS. Hierbei wurde von den Proben zuerst eine
Analyse im Fullscanmodus durchgefuhrt (siehe 2.11.2). Im Fullscan identifizierte rote Signale
(Intensitat in den 60 Minuten Proben hoher als in den 0 Minuten Proben) wurden daraufhin
mit Hilfe des Produktionenscan fragmentiert und die Fragmentmuster analysiert
(siehe 2.11.5). Das gewonnene Fragmentmuster wurde dann mit der Datenbank ,,Metlin“ [92]
verglichen oder durch plausibles erkldren der Fragmente selbst interpretiert. Sofern die
Molekulidentitat geklart werden konnte, wurde das identifizierte Molekil mit Fragment in
eine SRM-Methode wberfiihrt und auf der S&ule mit den Laufmitteln, wie es im Fullscan

gefunden wurde, gemessen.

2.6.2 Ungerichtete 'O,-Indikatorsuche

Bei der ungerichteten 'O,-Indikatormolekiilsuche wurde die Reaktion von nicht definierten
Molekiilen mit 'O, herbeigefiihrt. Hierbei wurden 293 Zellen, wie in 2.5.2 (TMPyP)
beschrieben, vorbereitet. Die resultierenden Zelllysate wurden daraufhin mit Hilfe des
Fullscanmodus (siehe 2.11.2) analysiert und wie in 2.6.1 verfahren. Danach wurde das

identifizierte *O,-Produkte quantitativ analysiert und mit unbelichteten Kontrollen verglichen.

2.6.3 TEMP, TEMPO

Einen Sonderfall stellt das Molekil TEMP dar. Es ist ein exogenes Molekil, welches
spezifisch mit 'O, zu dem stabilen Radikal TEMPO reagiert (siehe 1.4). In Anwesenheit von
Reduktionsmittel, wie Ascorbinsdure oder Glutathion konnen diese stabilen Radikale zu
TEMPOH reduzieren werden. Um TEMP als spezifischen *O,-Indikator nutzen zu kénnen,
miissen alle O,-Produkte, wie TEMPO, TEMPOH oxidiert und reduziert, untersucht werden
(Abbildung 12).

Wenn nicht anders beschrieben, wurden 293 Zellen + pEBTetD/ETT wie in 2.4.3 beschrieben
auf 6-Well-Platten ausgesat. 24 Stunden vor dem Experiment wurde die ETT-Expression mit
Doxycyclin induziert. Kontrollen wurden ohne Doxycyclin behandelt. Anschliefend wurden
die Zellen 3 x mit 2 mL eiskaltem KRH-Puffer gewaschen und fir 4 Stunden mit 1 mL
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20 mM TEMP, 100 uM ET und 100 uM TMPyP in 37 °C warmen KRH-Puffer inkubiert.
Danach wurden die Zellen wieder 3 x mit 2 mL eiskaltem KRH-Puffer gewaschen und fur die
Belichtung mit 1 mL in 37 °C warmen KRH-Puffer versetzt. Die Belichtung erfolgte mit dem
UV-Leuchttisch fur 20 Minuten (siehe 2.5.2, TMPyP). Danach wurde der KRH-Puffer
abgenommen und die Zellen in Methanol lysiert (siehe 2.4.4). Die verschiedenen
Bedingungen wurden mittels LC-MS/MS bezuglich der TEMP-, TEMPO- und
TEMPOH-Konzentration analysiert. Die optimalen Messbedingungen der Molekile wurden
zuvor mit Hilfe des Tunemodus und der Methodenoptimierung bestimmt (siehe 2.11.4). Die
entstanden Methanolzelllysate wurden daraufhin mittels SRM mit den Fragmentlibergangen

und Bedingungen aus Tabelle 7 quantifiziert (siehe 2.11.6).

2.7 Inhibition der Methionin-Sulfoxid-Reduktase durch lodoacetamid

Das in dieser Arbeit als Oxidativerstressmarker verwendete MSO kann durch die
Methionin-Sulfoxid-Reduktase (MSR) zurtick zu Methionin regeneriert werden [93]. Da
293 Zellen dieses Enzym exprimieren [94] und der intrazellulare MSO-Gehalt als Indikator
nach einem Belichtungsexperiment entscheidend ist, sollten Techniken etabliert werden, um
die MSR zu hemmen. In der Literatur wurde bisher kein spezifischer Inhibitor erwéhnt.
Moskovitz et al. haben mit Hilfe von in vitro Experimenten versucht, die MSR mit
lodoacetamid zu inhibieren [95]. Der Mechanismus beruht auf der Alkylierung von
Cysteinresten. Dadurch wird der Cysteinrest im aktiven Zentrum der MSR irreversibel
alkyliert, wodurch die MSR inhibiert wird. Ein Nachteil dieses Mechanismus ist, dass
lodoacetamid unspezifisch mit Enzymcysteinresten interagiert. lodoacetamid reagiert
zusétzlich langsamer im Vergleich zu Cysteinresten mit Histinresten [96]. Insgesamt kann es
dadurch zu einem erheblichen Zellschaden bis hin zum Zelltod kommen, da jegliche Enzyme

mit Cystein oder Histidin im aktiven Zentrum inhibiert werden.

Bei den Versuchen mit lodoacetamid wurden die 293 Zellen + pEBTetD/ETT, wie in 2.4.3
beschrieben, auf 60 mm Schalen ausgesat und die ETT-Expression durch Hinzugabe von
Doxycyclin induziert. Nach 24 Stunden wurde 3x mit 4 mL eiskaltem KRH-Puffer
gewaschen und 2mL 10mM lodoacetamid in 37°C warmen KRH-Puffer bei
Raumtemperatur fir 30 Minuten auf die Zellen gegeben. Kontrollen wurden mit 37 °C
warmen KRH-Puffer ohne lodoacetamid fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieRend wurde ein Belichtungsexperiment, wie in 2.5.2 fur TMPyP beschrieben,
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durchgefuhrt. Hierbei wurde dann zwischen den folgenden Bedingungen die

MSO-Generierung verglichen:

e lodoacetamid + TMPyP + Licht +

e lodoacetamid - TMPyP + Licht +

e lodoacetamid - TMPyP - Licht +

e lodoacetamid - TMPyP + Licht -

(+ = mit Behandlung; - = ohne Behandlung)

Die Belichtungszeit mit UV-Licht betrug fur TMPyP 20 Minuten. Fir die LC-MS/MS
Analyse wurden die Zellen in 1 mL Methanol lysiert (siehe 2.4.4). Die entstanden
Methanolzelllysate wurden daraufhin mittels SRM mit den Fragmentiubergédngen und

Bedingungen aus Tabelle 7 quantifiziert (siehe 2.11.6).

2.8  Minimierung von intrazellularen *O,-Quenchern
Um den ET-Schutzeffekt gegeniiber 'O, mit verschiedenen endogenen *O,-Quenchern zu
vergleichen und herauszustellen, wurden verschiedene Methoden getestet um die anderen
0,-Quencher zu minimieren. Hauptsachlich zielten diese Methoden auf die Minimierung von
intrazellularer Ascorbinsdure (ASC) und Glutathion (GSH) ab.

2.8.1 Ascorbinsaure

ASC ist ein bereits gut bekanntes und wichtiges Antioxidans fir Zellen [97]. Bei der Reaktion
wird ASC sehr schnell zu Dehydroascorbinsdure (DHS) oxidiert und kann durch einen
Regenerationskreislauf mit GSH und Vitamin E zurlck zu ASC reduziert werden [98]. In der
Literatur beschriebene Méglichkeiten zur Minimierung von ASC sind durch Ni(11)SO4 und
Co(INCl,. lhre Wirkung beruht, laut Literatur, nicht auf der direkten Oxidation von ASC zu
DHS, sondern auf der intrazelluldren Metallbindung und dadurch auf dem durch das Metall
induzierten Stress, der zur Oxidation und hydrolytischen Reaktionen fiihrt. ASC soll genau
gegen diese Aspekte schiutzen. Aullerdem ist der Transport von ASC in die Zelle durch
Einsatz von Co(ll) und Ni(ll) gehemmt, wodurch ASC nicht mehr aus dem Nahrmedium
aufgenommen wird [99]. Ein weiterer Ansatz, ASC zu minimieren, war die Verwendung von
TEMPO, da TEMPO mit ASC sehr schnell zu TEMPOH und DHS reagieren [100]. Durch
diese verschiedenen Behandlungen sollte ASC der Zelle nicht mehr als Antioxidans zur

Verfugung stehen.
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Die Durchfuhrung der ASC-Minimierungsexperimente begann mit dem Aussden von nicht
transfizierten 293 Zellen fur vier verschiedene experimentelle Ansatze in 60 mm Schalen
(2.4.3).

e 0,25 mM Co(II)Cl,
e 0,5mM Ni(I1)SO,,
e 05mMTEMPO
e nur NT-Medium

Diese vier NT-Medien mit den unterschiedlichen Zuséatzen wurden jeweils den ausgeséten
293 Zellen hinzugegeben. Nach 24 Stunden Inkubation mit den verschiedenen Additiven
wurden die Zellen 3 x mit 4 mL eiskaltem KRH-Puffer gewaschen und in 1 mL 4 mM HCIO,
fir die LC-MS/MS Analyse (siehe 2.4.4) oder in Triton fir die Proteinbestimmung lysiert
(siehe 2.4.5). Die entstanden HCIO,4-Zelllysate wurden daraufhin mittels SRM mit den
Fragmentlbergangen und Bedingungen aus Tabelle 7 quantifiziert (siehe 2.11.6).

2.8.2 Glutathion

GSH ist eines der Hauptantioxidantien, welches intrazellular Konzentrationen von 5 - 10 mM
erreicht [101]. Es ist ein Tripeptid aus Glutaminséure, Cystein und Glycin. Die GSH-Synthese
ist ein zweistufiger Prozess. Hierbei entsteht zundchst y-Glutamylcystein indem
Glutaminsdure mit Cystein reagiert [102]. Diese Reaktion wird durch die
y-Glutamylcysteinsynthase katalysiert. Im zweiten Schritt wird dann Glycin unter der
Katalyse der Glutathionsynthase addiert. In der Zelle liegt GSH als Thiol vor, weshalb es
schnell autoxidiert und dabei Disulfidbricken mit einem anderen GSH-Molekil
ausbildet [103]. Das Glutathiondisulfid kann durch einen Regenerationsprozess wieder zu
GSH reduziert werden [98].

Zum Minimieren der intrazellularen GSH-Konzentration sind in der Literatur zwei Wege
beschrieben: Zum einen kann die intrazellulare GSH-Konzentration durch Hemmung der
GSH-Synthese gesenkt werden, zum anderen durch eine direkte Reaktion des freien, bereits
gebildeten GSH. Die Hemmung der GSH-Synthese kann mit Hilfe wvon
Buthioninsulfoximin (BSO) erfolgen (Abbildung 16, A). Dabei hemmt BSO das
Schlisselenzym der GSH-Synthese, die y-Glutamylcysteinsynthase [104]. Die Reaktion des
freien GSH erfolgt mit Diethylmaleat (DEM). Hierbei handelt es sich um einen
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Maleinsdurediethylester, der eine Reaktion mit GSH am Schwefel induziert, wodurch GSH
der Zelle nicht mehr zur Verfligung steht (B) [105].

A | B
i . J
0 : )
NN S//o i GSH  + Co - = GS‘E:?,
HN// OH i lo) o)
b | |
Buthioninsulfoximin (BSO) ! Diethylmaleat

Abbildung 16: Chemische Struktur von Buthioninsulfoximin (A) und Reaktion von GSH mit
Diethylmaleat (B)

Beide Methoden wurden in dieser Arbeit einzeln und kombiniert durchgefiihrt und verglichen.
Dafir ~ wurden 293 + pEBTetD/ETT  Zellen  auf  Schalen/  6-Well-Platten
(TMPyP-Zeitverlaufexperiment)/ 12-Well-Platten (DHPNO,-Experimente) ausgesat und nach
24 Stunden wurde die Proteinexpression des ETT durch Doxycyclinhinzugabe induziert
(siehe 2.4.3). Zusatzlich startete die BSO-Behandlung der 293 Zellen additiv oder parallel zur
Doxycyclin induzierten Proteinexpression. Dabei wurde dem Selektionsmedium oder
Induktionsmedium, je nach Bedingung, zusétzlich 50 uM BSO hinzugegeben. Bei den
Kontrollzellen wurde das Selektionsmedium gewechselt ohne Hinzugabe von BSO. Dadurch

wurden vier Bedingungen generiert:

e Doxycyclin + BSO +

e Doxycyclin + BSO -

e Doxycyclin - BSO +

e Doxycyclin - BSO -

(+ = mit Behandlung; - = ohne Behandlung)

Nach einer 24-stundigen Inkubation wurden die Zellen 3 x mit 4 mL eiskaltem KRH-Puffer
gewaschen. Anschliefend wurden die BSO(+) Zellen mit 5 mM DEM in 37 °C warmen
KRH-Puffer fur 30 Minuten bei Raumtemperatur versetzt. Die BSO(-) Zellen wurden in
KRH-Puffer ohne DEM inkubiert. Die Zelllyse zur Analyse mittels LC-MS/MS wurde, wie in
2.4.4 beschrieben, mit Methanol + 10 mM DTNB durchgefiihrt, um freies GSH zu
derivatisieren und messen zu kénnen (siehe 2.4.4). Parallel wurde ein weiterer Zellansatz fir

die Proteinbestimmung in Triton lysiert (siehe 2.4.5). Die entstanden Methanolzelllysate
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wurden daraufhin mittels SRM mit den Fragmentiibergdngen und Bedingungen aus Tabelle 7
quantifiziert (siehe 2.11.6).

Als besonders effektive Methode zur Minimierung der intrazellularen GSH-Konzentration hat
sich eine Kombination aus 50 pM BSO und 5 mM DEM erwiesen. Deswegen wurden diese
Konzentrationen fiir Belichtungsexperimente mit und ohne GSH-Minimierung gewahlt
(siehe 3.5.2). Diese zusétzliche Vorbehandlung der 293 Zellen mit BSO und DEM wurde in
den Belichtungsexperimenten angewendet, wie in 2.5.2 oder 2.5.4 beschrieben.

2.9 Herstellung von Hercynin
Hercynin (HER) ist ein mit ET verwandtes Molekil, welches sich durch den fehlenden
Schwefel am Imidazolring unterscheidet (Abbildung 17). HER war nicht kauflich erwerbbar,

weswegen eigens mit Mhmd Oumari eine Synthese von HER durchgefuhrt wurde [106].

0®

7 NH
HQe
v
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\

Abbildung 17: Strukturformel von Hercynin

Fur die HER-Synthese wurden 60 mg N,N-Dimethylhistidin (Bachem, Bubendorf, Schweiz)
zusammen mit 60 pL lodmethan, 100 pL Ammoniak (28%) und 1,26 mL Methanol in einem
50 mL Reaktionsgefall gemischt. Der Reaktionsansatz wurde bei Raumtemperatur flr
24 Stunden bei 300 UpM auf einem Schiittler (Typ VXR, IKA-Labortechnik, Staufen im
Breisgau, Deutschland) inkubiert. Nach 24 Stunden wurde das Losungsmittel unter
Atmosphérendruck verdampft und anschlieBend in 1,5mL H,O aufgenommen. Die
Aufreinigung erfolgte tber eine Kieselgelchromatographie, um Edukt und Nebenprodukte
von HER abzutrennen. Hierbei wurde Kieselgel (Fluka) als stationdre Phase gewadhlt.
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Grindemann haben eine gute Abtrennung von
Nebenprodukten zum Produkt mittels Dunnschnittchromatographie ergeben. Fir die
Aufreinigung wurde Kieselgel in eine 50 mL Spritze (B. Braun, Melsungen, Deutschland)
gegeben. Aufgefullt wurde diese mit Sdure gereinigter und gegliihter Seesand (Merck) und als
Laufmittel wurde Methanol/H,O/Ammoniak (28%) (10/2/1) verwendet. Die Chromatographie

wurde mit Gravitationsfluss durchgefiihrt. Eine Fraktionierung erfolgte in 2 mL
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ReaktionsgefaRen, wobei jede 5. Fraktion mittels Diinnschnittchromatographie (Kieselgel 60
Fas4 Plastikblatter 20 x 20, Merck, Darmstadt, Deutschland) analysiert wurde. Als Laufmittel
wurde wieder Methanol/H,O/Ammoniak (28%) (10/2/1) verwendet. Danach wurde das Edukt
(Negativkontrolle) und das 2005 synthetisierte HER (Positivkontrolle) aufgetragen.

Die erste bis letzte Fraktion, die mit der Positivkontrolle tibereinstimmte wurden vereint und
das Laufmittel unter Atmosphéarendruck ber Nacht verdampft. Die Kristalle wurden mittels
Dimethylether und Methanol tber Nacht umkristallisiert und die Lésungsmittel anschlieRend
erneut unter Atomsphadrendruck verdampft. Die entstandenen reineren Kiristalle wurden
abgewogen und eine Ausbeute von 80% bestimmt. Danach wurde das Produkt in Wasser

aufgenommen und die Reinheit mittels LC-MS/MS bestimmt.

2.10 In vitro Reaktion von 'O, mit Ergothionein oder Hercynin

Fir die in vitro Reaktion von 'O, mit ET oder HER wurden verschiedene Bedingungen
ausgetestet. Alle Ansatze wurden mit 100 puM ET oder HER in braunen
Polypropylenreaktionsgefalien (Sarstedt, NUmbrecht, Germany) bei 37 °C in H,O angefertigt.
Dabei wurde ein Volumen von 100 puL angesetzt. Bei einigen Ansdtzen wurden noch
zusétzliche Bedingungen getestet. Hierbei handelte es sich um TRIS (5 und 25 mM; pH 7,4),
GSH (0,1, 1oder 5mM) oder ASC (0,1, 1 oder 5mM; pH 7,4). Wenn nicht anders
beschrieben, wurde die Reaktion nach Hinzugabe von eiskaltem 10 mM DHPNO, gestartet.
Ein Experiment wurde mit einem Reaktionsansatz mit 1 mM DHPNO, im Vergleich zu
10 mM DHPNO; durchgefihrt. Fir Fullscananalysen wurden die Reaktionsansatze fir O und
60 Minuten bei 37 °C inkubiert (siehe 2.11.2). Die Daten aus den Fullscananalysen wurden
mittels Differenzabtonung visualisiert (siehe 2.11.3). Ein Produktionenscan der Identifizierten
roten Signale liefert das zugehérige Fragmentmuster (siehe 2.11.5). Das Intensitétsstarkste
Fragment wurde dann in eine SRM-Methode tbertragen (siehe 2.11.6). Ein Zeitverlauf wurde
mit den Zeitpunkten 0, 1, 3, 9, 27 und 81 Minuten angefertigt und anschlieBend mittels SRM
analysiert. Kontrollen wurden zusatzlich angefertigt, entweder mit DHPN im Reaktionsansatz
oder ohne DHPNO,. Nach den beschriebenen Inkubationszeiten wurden die Reaktionen durch
Hinzugabe von 100 pL eiskaltem H,O gestoppt und die Reaktionsansétze auf Eis gelagert.

Die Zeitpunkte bei 0 Minuten inkubierten direkt auf Eis.

Parallel wurden Ansatze mit TMPyP als PST zur Generierung von 'O, und dessen Reaktion
mit ET oder HER getestet. Daftir wurden Ansatze mit 100 uM ET und TMPyP (10 oder
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100 puM) in 300 pL inkubiert. Die Reaktion fand in 12-Well-Platten aus Polystyren (Sarstedt,
Numbrecht, Germany) auf einem Schuttler (300 UpM) bei Raumtemperatur statt. Gestartet
wurde durch Anschalten des UV-Tischs, welcher umgedreht auf einem Stahlgerust
positioniert war (Abbildung 15; modifiziert mit Schittler statt Wasserbad). Die
Belichtungsdauer betrug 20 Minuten. Kontrollen wurden ohne TMPyP oder bei
ausgeschaltetem UV-Tisch angefertigt. Anschlielend wurden die Proben mittels LC-MS
analysiert (siehe 2.11.3). Fur jeden Analyten wurde die Flache der Intensitét tber die Zeit des

Peaks integriert.

2.11 Hochdruckflussigkeitschromatographie-Massenspektroskopie

Das in dieser Arbeit hauptséchlich verwendete Analyseverfahren
Hochflussigkeitschromatographie-Tandem Massenspektroskopie  (LC-MS/MS) ist  eine
Kombination aus einer HPLC-Anlage (SLC-20AD Prominance, Shimadzu, Duisburg,
Deutschland) und einem Massenspektrometer (Q Trap 4000, AB Sciex, Darmstadt,
Deutschland). Es ermdglicht die massenspektrometrische Analyse von aufgetrennten

Substanzgemischen durch eine HPLC-Saule.

Bei dem Verfahren der HPLC handelt es sich um eine Interaktionschromatographie. Die
Substanzen werden Uber eine HPLC-S&ule aufgrund ihrer unterschiedlichen
Wechselwirkungen mit der Saule getrennt. Besteht eine starke Wechselwirkung zwischen
Analyt mit der stationaren Phase der Saule, so wird dieser langsamer durch die mobile Phase
von der Sdule abgetragen. Die Retentionszeit ist hoher. Zum Beispiel hat ein polares Molekdl
auf einer HILIC-S&ule (hydrophilic interaction liquid chromatography) eine hdohere
Retentionszeit als ein hydrophobes Molekiil. Die in dieser Arbeit verwendeten S&ulen sind in
Tabelle 5 gelistet. Nach der Auftrennung der Analyten durch die HPLC gelangen diese mit

unterschiedlichen Zeiten in das Massenspektrometer.
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Tabelle 5: HPLC-Saulen

Saule Hersteller Vorsaule Abmessung

. PartikelgroB3e 5 um, PartikelgrofRe 5 pum,
HILIC Waters, Dublin, Irland @ 3.9 x 20 mm @ 3 x 50 mm

PartikelgroBe 5 um, Partikelgrolie 5 um,
@3,9%x20 mm @ 3 x 100 mm

xBridge Shield . PartikelgroRRe 3,5 um, Partikelgrofie 5 pum,
RP18 R L e @ 3 x 20 mm @ 3 x 100 mm

Waters, Dublin, Irland

2.11.1 Aufbau und Arbeitsweise eines Triple-Quadrupol-Massenspektrometers
Die durch HPLC aufgetrennten Eluenten des Stoffgemischs gelangen nun ins
Massenspektrometer. Dort durchlaufen diese die drei verschiedenen Komponenten des
Triple-Quadrupol-MS: Die lonenquelle, der Massenanalysator und den Massendetektor. In
der lonenquelle werden die Molekile durch Spannung in lonen dberfuhrt. Der
Massenanalysator sortiert diese lonen bei deren Masse-zu-Ladung (m/z) Verhaltnis in einem
angelegten elektromagnetischen Feld. Der Detektor nimmt das Signal auf, wandelt es um und
berechnet die Intensitat des Massenspektrums (Abbildung 20) [107].

Die lonenquelle des in dieser Arbeit verwendeten Systems Q TRAP 4000 MS ist eine
Elektronenspray-lonisierung (ESI). Die ESI ist verantwortlich fir die Zerstreuung des
flissigen Analyten in viele geladene Tropfchen mit der Hilfe eines elektrostatischen Feldes.
In dem elektrostatischen Feld werden die lonen in die Gasphase unter Atmospharendruck
uberfuhrt. Die lonisierung der Eluenten kann in 4 Prozessteile gegliedert werden. (1) Zuerst
werden kleine geladene Tropfen der zu analysierenden Flissigkeit gebildet. (2) Danach wird
durch Erhitzen das Lodsungsmittel in den geladenen Tropfen verdampft, wodurch die
Ladungsdichte der Tropfen ansteigt. (3) Aufgrund der Ladungsdichte kommt es zur
Coulomb-Explosion, wobei die kleinen Tropfen in kleinere stabilere Mikrotropfen zerfallen.
(4) Das Losungsmittel ist komplett von den zu analysierenden lonen entfernt und diese

werden zum Massenanalysator tberfuhrt (Abbildung 18) [107].
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Abbildung 18:  Elektrospray-lonisation. Dargestellt ist der Reaktionsablauf an der
Elektrospray-lonisations (ESI)-Quelle. Die Eluenten kommen an der ESI-Quelle an. Durch die
Angelegte Hochspannung und Temperatur gehen die lonen aus der Flissigkeitsphase in die Gasphase
tber. Die steigende Ladungsdichte in den Tropfen flihrt zu einer Coulomb-Explosion, wobei kleinere
stabilere Mikrotropfen entstehen. Das Losungsmittel wird wahrend des kompletten VVorganges durch
die hohen Temperaturen von 400 °C vollkommen verdampft und die Ubrig bleibenden lonen kommen
an der Interfaceplatte an und gehen dort in das Massenspektrometer tiber. Modifiziert nach [108].

Die geladenen Analyten gelangen zum ersten von drei Quadrupolfiltern (Q1), welcher als
erster Massenfilter dient. Dabei l&sst der Massenfilter nur lonen mit einer bestimmten m/z
durch. Die drei Quadrupole arbeiten bei Hochvakuumbedingungen. Ein Quadrupolfilter
besteht aus vier parallelen Metallstdben mit dem gleichen diagonalen Abstand zueinander und
einer angelegten elektrischen Spannung. Durch die vier elektrisch miteinander verbundenen
Stabe kann ein elektrisches Feld aus Gleich- und Wechselspannung erzeugt werden, wodurch
ein lon mit dem geeigneten m/z Verhaltnis auf einer stabilen oszillierenden Bahn durch den
Quadrupol fliegt. Alle anderen lonen mit anderen m/z Verhaltnissen fliegen auf instabilen
Kurven und kollidieren mit den Metallstdben des Massenfilters, wobei diese sich entladen
(Abbildung 19) [109].
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Abbildung 19: Flugbahn eines lons durch einen Massenquadrupolfilter. Nachdem das lon die
Interfaceplatte durchquert hat kommt es zum Quadrupolfilter. Dieser besteht aus vierparallelen Staben,
an denen entgegengesetzte Wechsel- und Gleichstromspannungen angelegt sind. Die angelegten
Spannungen lassen nur ein bestimmtes lon mit der eingestellten m/z den Quadrupol passieren (rote
Flugbahn). Andere lonen weichen von der Oszillationsbahn ab und kollidieren mit den Stében, wo
diese dann entladen werden. Modifiziert nach [110].

Nachdem das ausgewahlte lon Q1 durchfliegen konnte, gelangt es zum zweiten Quadrupol
(Q2; Abbildung 20). Dort wird es in der Kollisionszelle fragmentiert. In diesem Quadrupol
kollidiert das lon dann mit Stickstoffgas, wodurch es in ein fiir jedes lon unterschiedliches
Fragmentmuster zerfallt. Die Fragmentmuster basieren auf der molekularen Struktur der
gemessen Muttermasse und sind spezifisch fiir jedes Molekdil. Die gemessen Fragmente einer
Muttermasse kénnen mit Referenzmustern vergleichen werden und fiihren so zu der genauen

Identifizierung und quantitativen Analyse des gemessen Analyten [111].

Die spezifischen Fragmente werden dann durch den zweiten Massenfilter (Q3) aufgrund ihrer
m/z und der dementsprechenden stabilen Flugkurve geleitet. Dabei ist Q3 genauso wie Q1
aufgebaut. Nach dem Durchfliegen von Q3 erreichen die spezifischen Fragmente dann den
Detektor. Durch die Kollision der lonen mit dem Detektor wird ein Elektronenstrom
freigesetzt. Diese Elektronenstromfreisetzung der einzelnen lonen wird dann gesammelt und

in ein digitales Signal Gberfuhrt [111].
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Abbildung 20: Aufbau eines Massenspektrometers. Die Eluenten kommen an der ESI-Quelle an.
Dort werden diese ionisiert und in QO beschleunigt. Den ersten Massenfilter (Q1) passieren nur lonen
mit den entsprechenden m/z-Verhdltnissen. In Q2 kommt es dann zur Kollision mit einem
Stickstoffstrom, wodurch das Mutterion fragmentiert wird. Nur die entstandenen Fragmente mit dem
spezifischen m/z Verhdltnis passieren, nach entsprechender Einstellung, den zweiten Massenfilter
(Q3). Danach erreicht ein Fragment den Detektor. Dort wird ein Elektronenstrom freigesetzt und
dieser wird daraufhin in ein digitales Signal umgewandelt. Modifiziert nach [112].

2.11.2 Fullscan

Bei einer Fullscan (FS)-Analyse werden alle Molekile in einem Reaktionsansatz in einem
definierter m/z-Bereich detektiert, es kommt nicht zur Fragmentierung in Q2. In dieser Arbeit
liegt dieser Bereich bei 50 - 650 m/z. Dabei wird dann die Intensitat der in der Lésung
vorkommenden  Molekile  bestimmt. Das  Auftragen  von Intensitdt  wird
Totalionenchromatogramm genannt. Die gemessenen Massen lassen sich auch durch ein
reduziertes lonenchromatogramm erfassen, wobei die Signalintensitit einer bestimmten
Masse herausgezogen werden kann. Dieses Verfahren ist weniger sensitiv als die Analyse
mittels Selected Reaction Monitoring (SRM), weil nur eine Muttermasse analysiert wird.
Diese kann bei verschiedenen Molekulen identisch sein. Jedoch bietet der Fullscan erste
Hinweise, welche Molekile bei verschiedenen Bedingungen gemessen werden. Dabei werden
in der Arbeitsgruppe Griindemann standardmaRig funf verschiedene S&dulen mit
unterschiedlichen Laufmitteln getestet (Tabelle 6). Zusétzlich werden noch unterschiedliche
lonisierungen, also positiv oder negativ, durch das Massenspektrometer festgelegt. Die
erzeugten Rohdaten der Fullscans konnen mittels LC-MS Differenzabtonung analysiert
werden (siehe 2.11.3).
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Tabelle 6: HPLC-Konditionen fur Fullscananalysen bei verschiedenen Saulen.

DC18 HILIC ZIC-HILIC ZIC-pHILIC
oo T —

SR 100 Ams 01% Ams  10mMAf  10mMAa 10 mM Aa
in H,0O in H,O pH 3,75 pH 8.9 pH 8.9

T -----

Flussrate 0,3mL/min  0,3mL/min 0,2 mL/min 0,2 mL/min 0,2 mL/min

) IIIII

Laufdauer 11 min 15 min 15 min 15 min

Injektions-
volumen
Temperatur 35°C 40 °C 40 °C 40 °C 40 °C

Aa = Ammoniumacetat (VWR); Acn = Acetonitril (Chem-Solutions); Af = Ammoniumformiat (Fluka);

Ams = Ameisensédure (Fluka); MeOH = Methanol (Chem-Solutions)
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2.11.3 Differenzabténung

Die Rohdaten des Fullscans wurden fir die Differenzabtonung zuerst in .jdx Dateien mit dem
Programm Analyst 1.6.3 (AB Sciex, Darmstadt, Deutschland) uberfiihrt. AnschlieRend
erfolgte die Konvertierung der Daten mit dem Programm ,,DS DataConvert (Version 1.6) in
.bd Dateien, welche mit dem Programm DS FullView ausgewertet werden konnten. Beide
Programme wurden von Prof. Dr. Griindemann (Zentrum fiir Pharmakologie, Universitat zu
K&ln) geschrieben [16].

Die umgewandelten Daten konnen nun in drei Dimensionen dargestellt werden:
m/z (x-Achse), Retentionszeit (y-Achse) und Intensitéat (z-Achse). Zu beachten ist hierbei das
die dargestellte Intensitat nur ein relativer Wert ist. Denn hierbei werden die Daten von zweli
verschiedenen Datensetzten (bereinandergelegt. Die dargestellten Intensitdten werden im
8 Bit Farbmodell abgebildet. Die Ubereinanderlagerung der Bilder zeigt bei maximalen
Intensitaten weilBe und bei minimalen Intensitdten schwarze Farbe im Bild. Dazwischen
fiihren verschiedene Molekdlintensitdaten zu unterschiedlichen Grauabstufungen der Signale,
welche daraufthin analysiert werden konnen. Ein Beispiel hierfur sind zwei Datensétze von
ET-Reaktionsansétzen, welche mit und ohne DHPNO, inkubieren. Die durch Reaktion von
0, mit ET entstandenen Molekiile wiirden dann rot und die verbrauchten Molekille, in dem
Fall ET, wirden turkis dargestellt werden (Abbildung 42). Aus dieser Analyse knnen m/z der
Mutterionen und die Retentionszeiten der verschiedenen Stoffe bestimmt werden. Diese

kdnnen daraufhin zur genaueren Analyse mittels Produktionenscan identifiziert werden.

2.11.4 Tunemodus und Methodenoptimierung

Der Tunemodus des Massenspektrometers ist fur die Identifikation der optimalen
Messbedingungen eines Mutterions verantwortlich. Hierbei wird eine mdoglichst reine
Substanz ~ mittels  einer  Spritze direkt in das  Massenspektrometer - ohne
HPLC-Auftrennung - gegeben. Diese Substanz kann dann anhand der Muttermasse
identifiziert und anschliefend mit verschiedenen Kollisionsenergien fragmentiert werden.
Dabei ist zu beachten, ob die Substanz besser positiven oder negativen ionisiert wird. Da die
Fragmente bei verschiedenen Kollisionsenergien unterschiedlich gebildet werden, bestimmt
das Gerat automatisch die optimalen Fragmentierungsbedingungen der sechs dominantesten

Fragmente des Mutterions und speichert diese in einer Methode.
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AnschlieBend werden verschiedene HPLC-Bedingungen getestet mit denen der zu messende
Stoff am besten aufgetrennt wird. Dabei werden verschiedene Laufmittelkombinationen und
Saulen verwenden, welche in Tabelle 6 fur Fullscananalysen stehen. Die dort genannten
Konditionen kdnnen, unter Berlicksichtigung der jeweiligen Séuleneigenschaften, verschieden
kombiniert werden. Durch den Tunemodus und die Methodenoptimierung konnten in dieser
Arbeit Ascorbinséure, Dehydroascorbinsaure, TEMP und TEMPO mittels LC-MS/MS

gemessen werden.

2.11.5 Produktionenscan

Der Produktionen (MS?)-Scan ist zur genauen ldentifizierung eines zu analysierenden
Molekils geeignet. Dabei wird ein Molekil mit einer bestimmten m/z durch Q1 selektiert.
Danach wird es in Q2 fragmentiert, wie in 0 beschrieben. Doch statt ein bestimmtes Fragment
Q3 passieren zu lassen, werden alle Fragmente von m/z 50 bis zur in Q1 selektierter

Muttermasse detektiert.

Das beispielsweise im Fullscan detektierte Mutterion kann durch den MS2-Scan in ein
Molekdl-spezifisches Fragmentmuster Uberfiihrt werden. Danach kann das Fragmentmuster
mit Datenbanken wie Metlin [92] oder durch plausible Erlauterung der entstandenen
Fragmente des Fragmentmusters einem Molekll zugeordnet werden. So st eine
Strukturaufklarung unbekannter Substanzen mdglich. Weiterhin kdnnen die Fragmente aus
dem Fragmentmuster in einen Selected Reaction Monitoring (SRM)-Methode Ubertragen
werden, wodurch das Mutterion genauer quantifiziert werden kann als im Fullscan, da die

Quantifizierung auf einem spezifischen Fragment beruht.

2.11.6 Selected Reaction Monitoring

Das Selected Reaction Monitoring (SRM) wird fir die Quantifizierung von Stoffen mittels
LC-MS/MS verwendet. Dieser basiert auf der in O beschrieben Arbeitsweise des MS. Dabei
durchfliegt ein Mutterion mit einer definierten m/z Q1, gelangt zu Q2, wo es durch eine
definierte Kollisionsspannung fragmentiert wird. Die spezifischen Fragmente, die dem
Mutterion zugehorig sind, werden dann durch Q3 geleitet und anschlieend detektiert. So
kann ein bestimmtes Molekil mittels einer Eichreihe genau quantifiziert werden. Bei den
ET-Quantifizierungen wurde eine Eichreihe mit den Konzentrationen 0, 25, 50, 100, 200, 400
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und 800 ng/mL in NT-Zelllysat angesetzt. Das Zelllysat soll eventuelle Matrixeffekte bei der
Messung normieren. Fir die MSO Eichreine wurden niedrigere Konzentrationen von
0, 5, 10, 20, 40, 80 und 160 ng/mL gewahlt. Die GSH-Konzentration konnte nicht mittels
Eichreihe bestimmt werden. Hierbei kam es zu keiner Konzentrationssteigerung bei erhéhtem
Einsatz von GSH. Aus diesem Grund wurde fir die Quantifizierung von GSH eine
Nullpunktbestimmung angefertigt. Daflir wurde jede einzelne zu messende Probe auf
4 x 10 pL aufgeteilt. Hinzu kamen 80 uL 10 mM DTNB in Methanol und 10 pL von
unterschiedlichen derivatisierten GSH-TB-Konzentrationen. Diese Konzentrationen betrugen
0, 100, 200 und 400 uM GSH-TB, sodass eine Probe letztlich 1:10 verdinnt war und
entweder 0, 10,20 oder 40 uM GSH-TB enthielt. Aus diesen vier Werten von einer
generierten Probe, konnte dann mit Hilfe der Konzentrationssteigerung und der daraus

resultierenden Geraden die tatsachliche GSH-TB Konzentration bestimmt werden.

Die Analyse der Daten erfolgte mit dem Programm ,,Analyst 1.6.3*. Die Peakflachen wurden
entweder automatisch oder manuell identifiziert und integriert, wenn der Peak vom Programm
nicht erkannt wurde. Der entstandene Peak ist erst bei einer bestimmten Retentionszeit und
einer Intensitat mit einem Signal zu Hintergrund Verhéltnis von 3:1 als Peak definiert. Dabei
wurden die Ergebnisse in Bezug zu deren stoffspezifischen Eichreihen gesetzt. VVorrausetzung
hierfir war die Erwerberbarkeit des Stoffes in der Reinform. Die Tabelle 7 zeigt verschiedene
Stoffe, welche mit und ohne Eichreihenstandard quantifiziert und unter welchen Bedingungen

diese gemessen wurden.

Fur die Auswertung wurde der Quotient aus der analytischen Peakflache des gemessenen
Molekdls und der Eichreihensteigung gebildet (Gleichung 1). Das Ergebnis wird durch das
Molekulargewicht der Verbindung geteilt, um die Konzentration im Zelllysat oder den in vitro
Ansétzen zu berechnet (Gleichung 2). Bei Zellversuchen wurde die zuvor berechnete
Konzentration auf die Zellzahl bzw. auf die Proteinmenge normiert (siehe 2.4.5;
Gleichung 3). Dabei wurde die Konzentration durch die Proteinmenge geteilt. Ein Vergleich
der Zellzahl mit der Proteinkonzentration zeigt, dass 10’-Zellen einem mg Protein
entsprechen [16]. Weiterhin zeigten Volumenberechnungen von 10’-Zellen, dass diese ein
Volumen von 6,7 pL haben. Anhand dieses VVolumens kann nun die Analytenkonzentration in
MM berechnet werden (Gleichung 4).
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Gleichung 1: Berechnung der Analytkonzentration [ng/mL]:

Analvtk rati [ng] _ Analyt Peakflache [cps]
natytironzentration {571 = Peakfliache [cps])
ng
mlL
Gleichung 2: Berechnung der Analytkonzentration [pmol/mL]:
. ng
mol Analytkonzentration [H]

Analytkonzentration [p

mL molare Masse (Analyt) ["‘lgol] * 1000

Gleichung 3: Berechnung der Analytkonzentration [pmol/mg Protein]:

[ pmol Analytkonzentration [prrnnLO l]
Analytk trati B
nalyitkonzeniration mg Protein Proteinkonzentration [%]

Gleichung 4: Berechnung der Analytkonzentration [uM]:

pmol ]

Analytkonzentration [W

6,7 UL

Analytkonzentration [uM] =
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Tabelle 7: Analyse der Substanzen im Massenspektrometer mittels SRM

Mutterion | Fragment | DP CE CXP . . ) . . Flussrate

--------_--
Dehydroascorbinséaure DC18 0,05% Ess 0,005% Ess in MeOH Iso. 1

DHPN --------_--

DHPNO, ja ZIC-HILIC  0,1% Ams 0,1% Ams in Acn Iso. 2
--------_--
ET-Disulfid nein ZIC-HILIC  0,1% Ams 0,1% Amsin Acn  Grad. 1 0,2

ET-Sulfonsaure --------_--

Glutathion nein ZIC-HILIC  0,1% Ams 0,1% Amsin Acn  Grad. 1 0,2

GS-TNE --------_--

Hercynin nein ZIC-HILIC  0,1% Ams 0,1% Amsin Acn  Grad. 1 0,2
--------—--
TEMP HILIC 0,1% Ams 0,1% Ams in Acn  Iso. 2

TEMPO --------_--

TEMPOH nein HILIC 0,1% Ams 0,1% Ams in Acn Iso. 2

Thicharnstoft --------_--

Acn = Acetonitril; Ams = Ameisenséure; Ess = Essigsaure (Roth); MeOH = Methanol; m/z = Masse/Ladung; V = Volt
lonisierungsmodus: positiv, aufier Ascorbinsdure und Dehydroascorbinsdure, dort wurde im negativ Modus gemessen.
Iso. = Isokratischer Lauf; Iso. 1: 70% B bis 4,5 min; Iso. 2: 60% B bis 6 min;

Grad. 1: 0% B bei 0 min, 90% bei 0,5 min, 10% B bei 9 min, 10% B bei 10min, 90% B bei 14 min, 90% bei 15 min.
Grad. 2: 20% B bei 0 min, 60% bei 6 min, 60% bei 7 min, 20% bei 8 min, 20% bei 9 min
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Mutterion Fragment DP CE CXP : . ) . . Flussrate

ET-Produkd --------_--
ET-Produkt nein ZIC-HILIC 0,1% Ams  0,1% Ams in Acn Grad. 1
ET-Produkt --------_--

ET-Produkt nein ZIC-HILIC 0,1% Ams  0,1% Ams in Acn Grad. 1

ET-Produkt --------_--

ET-Produkt nein ZIC-HILIC 0,1% Ams  0,1% Amsin Acn Grad. 1

ET-Produkt --------_--

ET-Produkt nein ZIC-HILIC 0,1% Ams  0,1% Ams in Acn Grad. 1

HER:Produic --------_-_

HER-Produkt nein ZIC-HILIC 0,1% Ams  0,1% Ams in Acn Grad. 1

HER:Produic --------_--

HER-Produkt nein ZIC-HILIC 0,1% Ams  0,1% Ams in Acn Grad. 1

HER:Produic --------_--

HER-Produkt nein ZIC-HILIC 0,1% Ams  0,1% Ams in Acn Grad. 1

HER:Produic --------_--

HER-Produkt nein ZIC-HILIC 0,1% Ams  0,1% Ams in Acn Grad. 1

HER Produic --------_--

lonisierungsmodus war positiv; Acn = Acetonitril; Ams = Ameisenséure;
Grad. 1: 0% B bei 0 min, 90% bei 0,5 min, 10% B bei 9 min, 10% B bei 10min, 90% B bei 14 min, 90% bei 15 min
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2.11.7 lonenfalle (MS?)

Die lonenfalle dient der weiteren Fragmentierung von Fragmenten des Mutterions. Hierbei
durchquert ein Mutterion das MS wie fur den Produktionenscan beschrieben (siehe 2.11.5).
Anstelle Q2 zu verlassen und durch den Massenfilter Q3 zu gelangen, wird das spezifische
Fragment des Mutterions in der lonenfalle durch elektrostatische und magnetische

Wechselwirkungen gesammelt und anschlieBend mittels Produktionenscan fragmentiert.

Dies war zum Beispiel der Fall beim Molekil m/z 365, welches als Hauptfragment m/z 230
aufwies (Abbildung 48). Hierbei sollte herausgefunden werden, ob es sich bei m/z 230 um ET
handelt. Daher wurde m/z 365 durch den Massenfilter Q1 selektiert und anschlieBend in Q2
fragmentiert. Das entstandene m/z 230-Fragment wurde in der lonenfalle angereichter und
zusétzlich fragmentiert. Das Fragmentmuster wurde von dem Detektor aufgenommen und in

ein digitales Signal uberfihrt.

2.11.8 Akkurate Massenmessung

Die gefundenen ET-Produkte wurden zur Bestatigung der vermuteten Summenformel sowie
postulierten chemischen Struktur nicht nur mittels Produktionenscan fragmentiert
(siehe 2.11.5), sondern es wurde auch die akkurate Masse bestimmt [107]. Die Messungen
wurden an der Massenspektrometer Plattform Biocenter, CEPLAS, Universitdt zu Kaoln,
zusammen mit Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Sabine Metzger an einem maXis
4G Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Billerica, Massachusetts USA) durchgefiihrt.
Dabei handelt es sich um ein Quadrupol Time-of-flight Massenspektrometer mit einer ESI
Quelle, welches hinter eine HPLC von Dionex HPG 3200 system (Thermo Fisher Scientific)
geschaltet war. Die HPLC-Methode ist unter 2.11.6 (Grad. 1) beschrieben. Die gefundenen
Molekule wurden im positiven lonisierungsmodus mit den folgenden Einstellungen
gemessen: Trockengas Stickstoff: 8 I/min, Trockenheizer: 220 °C, Vernebler (nebulizer)
Druck: 1,8 Bar, Kapillar Spannung: 4500 V. Eine interne Kalibrierung wurde automatisch im
high precision calibration mode mit einer Referenzmassen Liste von Natriumformiatcluster

durchgefiihrt. Die resultierenden Fehler lagen flr alle Referenzmassen unter 1 ppm.
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2.12 Statistische Methoden

Alle durchgefuhrten Experimente wurden mindestens dreifach, an verschiedenen Tagen, mit
mindestens drei Replikaten (= n) pro Bedingung durchgefiihrt. Die Graphen, welche
Zeitverlaufe von Zellexperimente zeigen, wurden meist durch lineare Regression beschrieben.
Ansonsten wurden die Zellexperimente sowie die in vitro Experimente mit der nicht linearen

Regressionsfunktion dargestellt:
y = Scale; * exp(-Kgown™ X) — Scale, * exp(-kyp*X)

Dabei ist Scale; und Scale; als maximale Ableitungen und Kkgown und Ky, als

Intensitatskonstanten bestimmt [74].

Fur die massenspektroskopisch gemessenen (LC-MS, LC-MS/MS) Substanzen wurde das
Signal-Hintergrundverhéltnis auf 3:1 als untere Detektionsgrenze definiert. In den

angefertigten Tabellen der Ergebnisse wurden die Fehler stets ganzzahlig aufgerundet.

Fullscanintensitdten zeigen die subtrahierten unterschiedlichen Flachen unter der Kurve von

den 60 minus 0 Minuten Proben in der Elutionszeit des identifizieren Signals.
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3 Ergebnisse

Die physiologische Bedeutung von Ergothionein (ET) ist noch nicht eindeutig geklart,
weshalb ein Ziel dieser Arbeit ist, ET als Singulett-Sauerstoff (‘O,)-Quencher unter
physiologischen Bedingungen zu analysieren. Dazu wurde in 293 Zellen 'O, durch
Photosensibilisatoren (PST) und thermolytisch durch DHPNO, generiert. Der *O,-Schaden
wurde mit Hilfe des reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)-Indikators Methionin-Sulfoxid (MSO)
quantifiziert. Dabei werden die intrazellularen MSO-Konzentrationen von 293 Zellen mit ET
und ohne ET verglichen. Weiterhin wurde der Einfluss von Glutathion (GSH) auf die

Reaktion von ET mit 'O, in Gegenwart und Abwesenheit von intrazellularem GSH analysiert.

AbschlieRend wird die Reaktion von 'O, mit ET erst in vitro und anschlieRend in 293 Zellen
genauer untersucht, da Uber diese noch nichts bekannt ist. Hierbei wurde auch der Einfluss
von Ascorbinséaure (ASC), GSH und TRIS auf die Reaktion von O, mit ET néher betrachtet.

Zuerst werden nun Abkirzungen und Vereinfachungen definiert, welche zum Verstandnis der

folgenden Ergebnisse beitragen sollen:
1) (+) ist ,,mit“. Bsp.: ETT(+) = mit ETT-Expression;
GSH(+) = mit intrazellularem GSH
2 (-) ist ,,ohne®. Bsp.: ETT(-) = ohne ETT-Expression;
GSH(-) = ohne intrazellularem GSH. GSH wurde mit BSO/DEM minimiert;

3) Effektzellen = Zellen die 'O, ausgesetzt wurden. Bsp.: PST (ReAsH, BR oder
TMPYP) mit Belichtung oder DHPNO,-Inkubation

Effektzelllysate = Zelllysate von Effektzellen

4 Kontrollzellen = Zellen die entweder ohne PST Inkubation oder ohne Belichtung

behandelt wurden. Beide Bedingungen sollten kein O, generieren.

Kontrollzelllysate = Zelllysate von Kontrollzellen

71



Ergebnisse

3.1 Intrazellulare 102-Generierung mit Photosensibilisatoren

3.1.1 ReAsH

Bei der Wahl der PST schien ReAsH sich als besonders hervorzuheben. ReAsH ist
beschrieben, spezifisch an ein Tetracysteinmotiv (TC) zu binden [113]. Proteine kénnen mit
dem TC modifiziert werden und somit ReAsH an den Lokalisationsort des Proteins koppeln.
In dieser Arbeit wurde der Tetracyclin-Repressor (TetR) mit dem TC modifiziert. TetR wird
bei dem Expressionssystem pEBTetD/ETT kontinuierlich exprimiert und durch Hinzugabe
von Doxycyclin wird zusétzlich der Ergothionein-Transporter (ETT) gebildet. Dadurch ist
gewahrleistet, dass ET in die Zelle aufgenommen werden kann und gleichzeitig das TC
modifizierte Protein gebildet wird. Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei dem
ReAsH-TC-Proteinkomplex um ein *O,-generierendes System handelt, dessen Lokalisation
kontrollierbar scheint (siehe 1.3.1), wurden Experimente mit ReAsH in 293 Zellen mit und

ohne ET durchgefiihrt um den ET-Effekt gegeniiber 'O, zu untersuchen.

Dafiir wurden Transfizierte 293 + pEBTetD/ETT/TetR-TC Zellen ausgesat und die
ETT-Expression induziert, damit die Zellen ET aufnehmen konnen (Kontrolle ohne
ETT-Expression). Die Zellen wurden mit einer ReAsH/ET-L6sung inkubiert und ReAsH,
welches nicht an das TC gebunden hat, mit Dimercaprol herausgewaschen (Kontrollen ohne
ReAsH). Im  Anschluss wurden die 293 Zellen  belichtet und lysiert
(Kontrollen ohne Belichtung). Die MSO- und ET-Konzentration wurde in den generierten
Zelllysaten mittels LC-MS/MS analysiert (siehe 2.5.1).

Die Ergebnisse zeigten, dass in ETT(+) Effektzellen durch Belichtung des
ReAsH-TC-Proteinkomplexes 42% weniger MSO entstand als in den ETT(-) Effektzellen
(Abbildung 21, A; Tabelle 8). Die ETT(+/-) Kontrollzelllysate von 293 Zellen ohne
Belichtung oder ReAsH wiesen untereinander verglichen eine dhnliche MSO-Konzentration
von etwa 5 pmol/mg Protein auf. Dort war keine MSO-Erhéhung zu beobachten. Die erhohte
MSO-Konzentration kam nur bei Effektzellen zustande.

Fur die Messung der intrazellularen ET-Konzentration wurde die gleichen Zelllysate
verwendet, wie zuvor fur die Messung der MSO-Konzentration (Abbildung 21, B; Tabelle 8).
Die Funktionalitat des induzierbaren ETT-Systems durch pEBTetD/ETT/TetR-TC zeigte sich
anhand der ETT(-) Zellen ohne induzierte Transporterexpression. Diese wiesen nahezu keine
ET-Konzentration auf, wobei die untere Nachweisgrenze der LC-MS/MS-Analysen mit einem

Signal-Hintergrundverhéltnis von 3:1 definiert wurde. In Zelllysaten von ETT(+) Zellen war
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die ET-Konzentration hoch mit bis zu 24.000 pmol/mg Protein, wobei keine signifikante

ET-Konzentrationsabnahme in den Effektzellen im Vergleich zu den Kontrollzellen stattfand.
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Abbildung 21: MSO- und ET-Konzentration in Zelllysaten von ETT(+/-) Zellen nach
'0,-Generierung durch ReAsH-Tetracystein-Proteinkomplex. Die 293 + pEBTetD/ETT-TetR-TC
Zellen wurden ausgesat. Daraufhin wurde die ETT-Expression flir 24 Stunden induziert (ETT(+);
Kontrollen ohne ETT-Expression (ETT(-)) und schlieBlich fur 1 Stunde mit einer ET/ReAsH-L&sung
inkubiert (ReAsH(+); Kontrollen ohne ReAsH (ReAsH(-)). AnschlieBend erfolgte eine 20-minditige
Belichtung (Licht(+); Kontrollen ohne Licht (Licht(-)). Die MSO- und ET-Konzentrationen wurden in
den gleichen Zelllysaten gemessen (A, B; n = 3; Mittelwert £ SEM; ** P = 0,0024).

Tabelle 8: MSO- und ET-Konzentrationen in Zelllysaten von ReAsH (+/-) inkubierten ETT(+/-)
Zellen Uber die Belichtungszeit (+/-) von 20 Minuten.

: MSO ET
ReAsH / ETT / Licht pmollmg Protein] [pmol/mg Protein

| v+ R

+/-1+ 14+1

__

+/-1/- 5*1 180 + 24

BT 3 22000650

-1-1+ 61 21+1

Laut Literatur bindet der ReAsH-Farbstoff spezifisch an ein TC. ReAsH sollte am Ort des
Proteins mit modifiziertem TC lokalisiert sein. Des Weiteren ist bekannt, dass ReAsH erst
fluoresziert, wenn der Farbstoff an das TC gebunden hat. Martin et al. zeigten, dass die
Bindung des ReAsH-Tetracystein-Proteinkomplexes stabiler ist als intrazelluldre,
unspezifische Bindungen [73]. Daher kann unspezifisch gebundenes ReAsH mit Hilfe von
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Dimercaprol entfernt werden. Ein Fluoreszenzexperiment zur Uberpriifung der in der
Literatur beschrieben Sachverhalte wurde durchgefihrt. Hierfur wurden 293 + pEBTetD/ETT
und 293 + pEBTetD/ETT/TetR-TC Zellen auf Deckglasern ausgesét, die Proteinexpression
induziert und mit ReAsH inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen 2 x mit Dimercaprol

gewaschen und die entstandene rote Fluoreszenz analysiert (siehe 2.5.1).

Dabei zeigten TC(-) Zellen rote Fluoreszenz, trotz Waschung mit Dimercaprol
(Abbildung 22, B). Die Fluoreszenzintensitat in den TC(+) Zellen war nahezu identisch mit
TC(-) Zellen (D). Hierbei ist zu beachten, dass die Aufnahmen, aufgrund der
unterschiedlichen Aussaat und Koloniebildung, nur eingeschréankt Vergleichbar waren.
Dennoch konnte durch unspezifische ReAsH-Bindung mit intrazellularen Molekilen bei den
TC(-) Zellen eine hohe Hintergrundfluoreszenz gezeigt werden. Der
ReAsH-TC-Proteinkomplex war kein kontrollierbares Lokalisationssystem fir die

'0,-Generierung.

Durchlicht Texas Red Filter
A® Bt

Abbildung 22: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 293 Zellen mit und ohne TC.
Dargestellt ist die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von ETT-exprimierenden und ReAsH
gefarbten 293 + pEBTetD/ETT (A, B) und 293 + pEBTetD/ETT/TetR-TC (C, D) Zellen. Bei den
TC(+) Zellen ist der Tet-Repressor mit dem TC modifiziert. Nach dem Ausséen der Zellen wurden
diese mit ReAsH gefarbt und mit Dimercaprol gewaschen, um unspezifisch gebundenes ReAsH zu
entfernen. Zu sehen sind Zellen im Durchlicht (A, C) und mit dem Texas-Red-Filterset (B, D).
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3.1.2 Bengal Rosa

Durch ReAsH konnte 'O in der Zelle nicht gezielt lokal generiert werden und war deshalb
anderen PST nicht Uberlegen. Daher wurden andere PST getestet. In der Literatur werden
meist die PST Bengal Rosa (BR) und TMPyP zur *O,-Generierung verwendet (siehe 1.3.1).
Im Folgenden wurde untersucht, ob ein ET-Schutzeffekt gegeniiber *O,, generiert durch BR,

nachgewiesen werden kann.

Hierflr wurden 293 + pEBTetD/ETT Zellen ausgesat und die ETT-Expression induziert,
damit die Zellen ET aufnehmen (Kontrolle ohne ETT-Expression). AnschlieRend folgte eine
Inkubation der Zellen mit einer BR/ET-L6sung. Danach wurden die Zellen belichtet und
lysiert. Die MSO- und ET-Konzentration in den erzeugten Zelllysate wurden mittels
LC-MS/MS analysiert (siehe 2.5.2).

Die ETT(+/-) Effektzelllysate wiesen ahnliche MSO-Ausgangskonzentrationen von
durchschnittlich 7,5 pmol/mg Protein auf (Abbildung 23, A; Tabelle 9). Bis zur 3. Minute
wurde in den Zelllysaten der ETT(-) Effektzellen im Vergleich zu den ETT(+) Effektzellen
die doppelte MSO-Konzentration generiert. Bei Minute 4 und 5 war der Kurvenverlauf nicht
mehr stetig und das Verhaltnis der MSO-Konzentrationen in ETT(+) und
ETT(-) Effekizelllysaten n&herte sich an. Nach Minute 4 war die MSO-Konzentration
1,4-fach hoher in den ETT(-) Effektzelllysaten im Vergleich zu den ETT(+) Zelllysaten und
bei 5 Minuten 1,1-fach hoher.

Fur die Messung der intrazellularen ET-Konzentration wurde die gleichen Zelllysate
verwendet, wie zuvor fir die Messung der MSO-Konzentration. Dabei wiesen die
ETT(-) Zellen nahezu keine intrazelluldare ET-Konzentration auf (Abbildung 23, B;
Tabelle 10). Die ETT(+) Zellen zeigten eine Abnahme der ET-Konzentration Uber die Zeit.
Diese Abnahme &hnelte einem exponentiellen Zerfall mit einer Halbwertszeit von
1,3 Minuten. Nach 3 Minuten war ET nahezu vollstdndig verbraucht. Auffallig war, dass
nachdem ET verbraucht wurde, stieg die MSO-Konzentration in den ETT(+) Effektzellen

starker an.
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Abbildung 23: Zeitverlauf von 'O,-gestressten ETT(+/-) Zellen generiert durch BR-Belichtung.
Dargestellt ist die MSO- und die ET-Konzentration in ETT(+/-) Zelllysaten gemessen mittels
LC-MS/MS (A, B). Dafiir wurden die Zellen mit einer BR/ET-L6sung inkubiert. AnschlieBend wurde
die Zellen mit sichtbarem Licht bestrahlt und die Zellen nach den Belichtungszeiten 0 bis 5 Minuten
lysiert. Die MSO- und ET-Konzentration wurden innerhalb der gleichen Zelllysate gemessen. (n =3,
Mittelwert + SEM).

Tabelle 9: MSO- und ET-Konzentrationen in ETT(+/-) Zelllysaten von Effektzellen tber die
Belichtungszeit von 5 Minuten.

MSO [pmol/mg Protein] ET [pmol/mg Protein]
ETT(+) - ETT(+)
71 13.000 + 400 794

44 +1 4.900 + 300

Beim BR-Zeitverlaufsexperiment wurde nach 3 Minuten kein ET-Schutzeffekt, aufgrund des
ET-Verbrauchs, gegeniiber 'O, nachgewiesen. Daher wurde im Folgenden ein
Kontrollexperiment mit 3 Minuten Belichtung durchgefiihrt. Hierbei wurden die Faktoren

Belichtung und BR unabhéngig voneinander untersucht (siehe 2.5.2).

Hierfur wurden ETT(+/-) Kontrollzellen mit BR gefarbt, aber nicht belichtet (Abbildung 24,
A, B; Tabelle 10). Zusétzliche ETT(+/-) Kontrollzellen wurden nicht mit BR gefarbt, aber
belichtet. Die Kontrollzelllysate von Zellen mit BR-Farbung ohne Belichtungsbehandlung
wiesen einen héheren Durchschnittwert von 15 pmol/mg Protein auf als Kontrollzellen ohne

BR-Behandlung mit 6,4 pmol/mg Protein. Insgesamt waren die MSO-Konzentrationen in
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Zelllysaten der Kontrollzellen im Vergleich zu den ETT(+) Effektzellen um etwa den
Faktor 0,1 verringert. Ein MSO-Konzentrationsvergleich der ETT(+) Effektzellen mit den
ETT(-) Effektzellen fihrte zu einer 2,3-fach  erhdhten = MSO-Konzentration in
ETT(-) Effektzellen. Diese Erhohung war auf die intrazellulare Abwesenheit von ET

zurtickzufiihren.

Die ET-Konzentration in Zelllysaten von ETT(+) Effektzellen zeigten nahezu Kkein
intrazellulares ET mehr (Abbildung 24, B; Tabelle 10). Die Kontrollzellen untereinander
verglichen wiesen keine ET-Minimierung durch Behandlung von BR oder Belichtung auf.
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Abbildung 24: MSO- und ET-Konzentration in ETT(+/-) Kontrollzelllysaten nach zelluléarer
'0,-Generierung durch BR-Belichtung. Die 293 + pEBTetD/ETT Zellen wurden zunéchst ausgesét.
Daraufhin wurde die ETT-Expression flir 24 Stunden induziert (ETT(+); Kontrollen ohne
ETT-Expression (ETT(-)) und schlieBlich fir 1 Stunde mit ET/BR-LOsung inkubiert (BR(+);
Kontrollen ohne BR (BR(-)). Eine 3-minitige Belichtung erfolgte mit anschlielender Zelllyse
(Licht (+); Kontrollen ohne Licht (Licht(-)). Die ET-und MSO-Konzentrationen wurden in den
gleichen Zelllysaten mittels LC-MS/MS gemessen (A, B; n=3; Mittelwert £+ SEM; * P =0,0154,
**kx P < 0,0001).

Tabelle 10: MSO- und ET-Konzentrationen in Zelllysaten von BR (+/-) inkubierten
ETT(+/-) Zellen mit einer Belichtungszeit (+/-) von 3 Minuten.

: MSO ET
BR/ETT/Licht [pmol/mg Protein] | [pmol/mg Protein]

__

+/-1+ 206 + 11

__

+/-/- 17+3
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3.1.3 TMPyP
Parallel zu den BR-Experimenten wurden auch Experimente mit TMPyP durchgefihrt.
Hierbei wurde der ET-Schutzeffekt gegeniiber 'O, in Bezug auf die MSO-Generierung

untersucht.

Dafiir wurden die 293 + pEBTetD/ETT Zellen ausgesat und die ETT-Expression induziert,
damit die Zellen ET aufnehmen konnen (Kontrolle ohne ETT-Expression). AnschlieRend
wurden die Zellen in einer ET/TMPyP-L6sung inkubiert. Es folgte eine Belichtung mit einem
UV-Leuchttisch. Zu dem jeweiligen Zeitpunkt wurden die 293 Zellen lysiert und die
MSO- und ET-Konzentration in den Zelllysaten mittels LC-MS/MS analysiert (siehe 2.5.2).

Die Ergebnisse zeigten, dass ETT(+/-) Effektzelllysate eine nahezu gleiche
MSO-Ausgangskonzentration hatten (Abbildung 25, A; Tabelle 11). Es kam zu einem
linearen MSO-Konzentrationsanstieg Uber die Zeit. Dabei wiesen ETT(+) Effektzellen eine
MSO-Konzentrationssteigung von 0,6 + 0,1 pmol/(min*mg Protein) auf, wohingegen
ETT(-) Effektzellen eine Konzentrationssteigung von 1,6 +0,1 pmol/(min*mg Protein)
zeigten. Damit war die Steigung der MSO-Konzentration in den ETT(-) Effektzellen im
Vergleich zu ETT(+) Effektzellen um den Faktor 2,7 erhoht.

Die ET-Konzentration in Zelllysaten von ETT(+) Effektzellen zeigte tber die Zeit nur leichte
Schwankungen (Abbildung 25, B; Tabelle 11). Die verschiedenen Zeitpunkte konnten anhand
einer Geraden mit einer ET-Konzentrationssteigung von -139 pmol/(min*mg Protein)
beschrieben werden. Dies entspricht nahe einer Geraden parallel zur x-Achse unter
Berlicksichtigung der insgesamt erhdhten ET-Konzentration. Die geringe Abnahme der
ET-Konzentration stand im Gegensatz zu dem Ergebnis aus dem BR-Experiment, wobei ET
in den Effektzellen lber die Zeit nahezu komplette verbraucht wurde (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 25:  Zeitverlauf von 'O,-gestressten ETT(+/-) Zellen generiert durch
TMPyP-Belichtung. Dargestellt ist die MSO- und die ET-Konzentration in ETT(+/-) Zelllysaten
gemessen mittels LC-MS/MS (A, B). Daflir wurden die Zellen mit einer ET/TMPyP-L06sung inkubiert.
AnschlieBend wurde die Zellen mit UV-Licht bestrahlt und die Zellen nach den Belichtungszeiten 0, 5,
10, 15 und 20 Minuten lysiert. Die MSO- und ET-Konzentration wurden innerhalb der gleichen
Zelllysate gemessen. (n = 3, Mittelwert + SEM).

Tabelle 11: MSO- und ET-Konzentrationen in ETT(+/-) Zelllysaten von Effektzellen Gber die
Belichtungszeitpunkte 0, 5, 10, 15 und 20 Minuten. Unten sind die Geradengleichungen der linearen
Anpassung beschrieben.

MSO [pmol/mg Protein] ET [pmol/mg Protein]

19+4 16+2 62.000 + 4000 1.100 + 20

75.000 + 5000 1.200 + 50

61.000 + 7000 800 + 80
Geradenglelchung
[pmol/(min*mg Protein]

Das TMPyP-Zeitverlaufexperiment wurde mit den entsprechenden Kontrollen Utberpruft
(siehe 2.5.2). Dadurch kann ein Einfluss von TMPyP oder die UV-Leuchttischbelichtung auf

die MSO-Bildung ausgeschlossen werden.

Die ETT (+/-) Kontrollzellen wurden mit TMPyP gefarbt und nicht belichtet oder belichtet
und nicht mit TMPyP geféarbt (Abbildung 26; Tabelle 12). Die MSO-Konzentration in den
Kontrollzelllysaten war um den Faktor 0,4 verringert, verglichen zu der
ETT(+) Effektzelllysaten. Ein Vergleich von ETT(+) Effektzelllysaten mit
ETT(-) Effektzelllysaten fiihrte zu einer 2,4-fachen erhGohten MSO-Konzentration in
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ETT(-) Zelllysaten. Die ETT(+) Effektzellen zeigten eine MSO-Konzentration von
29 pmol/mg Protein im Vergleich zu ETT(-) Effektzellen mit 69 pmol/mg Protein.

Die ET-Konzentration in Effektzelllysaten nahm um den Faktor 0,7 ab im Vergleich zu den
Kontrollzellen ohne Belichtung (Abbildung 26, B; Tabelle 12). Dahingegen zeigte ein
Vergleich der Kontrollzellen untereinander keine signifikante ET-Konzentrationsminderung
durch die Belichtungs- oder TMPyP-Behandlung.
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Abbildung 26: MSO- und ET-Konzentration in ETT(+/-) Zelllysaten nach zellularer
'0,-Generierung durch TMPyP-Belichtung. Die 293 + pEBTetD/ETT Zellen wurden zunéchst
ausgesat. Daraufhin wurde die ETT-Expression fur 24 Stunden induziert (ETT(+); Kontrollen ohne
ETT-Expression (ETT(-)) und schliellich fiir 4 Stunden mit ET/TMPyP-L6sung inkubiert (TMPyP(+);
Kontrollen ohne TMPyP (TMPyP(-)). Eine 20-minutige Belichtung erfolgte mit anschlieBender
Zelllyse (Licht(+); Kontrollen ohne Licht (-). Die ET-und MSO-Konzentrationen wurden in den
gleichen Zelllysaten mittels LC-MS/MS gemessen (A, B; n = 3; Mittelwert £ SEM; **** P < (0,0001;
* P =0,0362)

Tabelle 12: MSO- und ET-Konzentrationen in Zelllysaten von TMPyP (+/-) inkubierten
ETT(+/-) Zellen mit einer Belichtungszeit (+/-) von 20 Minuten.

. MSO ET

+/-/+ 69 +1

+/-1/- 9+1

-/-1+ 18+5 1.500 + 12

780 + 81

1.500 + 50
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3.2 '0,-Generierung mit Hilfe von DHPNO,

Die PST BR, TMPyP und ReAsH generieren hauptsachlich 'O, aber auch andere
reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Daher wurden Experimente mit dem spezifisch
thermolytisch O,-freisetzenden Endoperoxid, DHPNO,, durchgefihrt (siehe 1.3.2). Zuerst
wurde die Funktionalitat des von der Arbeitsgruppe Schmalz synthetisierten DHPNO; in vitro
und anschlieRend in 293 Zellen getestet.

3.2.1 Invitro Funktionalitatsprifung von DHPNO,

Zur DHPNO,-Funktionalitatspriifung wurde Methionin zusammen mit DHPNO, fur 1 Stunde
bei 37 °C reagieren gelassen (Abbildung 27). Ein weiterer Reaktionsansatz beinhaltete ET,
Methionin und DHPNO,. Als Kontrolle diente Methionin ohne ET und DHPNO..
Anschlielend wurden die Proben mittels LC-MS/MS auf die entstandene MSO-Menge
analysiert. Dabei wurde die MSO-Menge, aus der Reaktion von DHPNO, mit Methionin,
gleich 100 = 2,5% gesetzt. Mit ET im Reaktionsansatz wurde 58,1 + 0,1% MSO generiert.
Die Methioninkontrolle zeigte mit 5 + 2 % MSO nahezu keine MSO-Produktion. Es konnte
0, durch DHPNO; freigesetzt werden und ein ET-Schutzeffekt gegeniiber *O, wurde in vitro
gezeigt.

1004

754

504
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Abbildung 27: in vitro Funktionalitatsprifung von DHPNO, bezogen auf die MSO-Produktion.
Gezeigt ist die prozentuale MSO-Generierung entstanden aus der Reaktion von 10 mM DHPNO, mit
100 pM Methionin (DHPNO,) bzw. zusétzlich in Gegenwart von 100 uM ET (DHPNO, + ET). Die
Inkubation wurde fur 1 Stunde bei 37 °C durchgefiihrt. Als Kontrolle diente 100 uM Methionin ohne
DHPNO, und ET. (n = 3; Mittelwert £ SEM; ** P = 0,0032, *** P = 0,0009).
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3.2.2 Intrazellular 102-Generierung mit DHPNO,

Nachdem in vitro die DHPNO,-Funktionalitdt und die schitzende ET-Wirkung durch die
MSO-Produktion aus Methionin gezeigt wurde (siehe 3.2.1), folgte ein Experiment mit
DHPNO, in 293 + pEBTetD/ETT Zellen.

Dafiir wurden die Zellen ausgesédt, die ETT-Expression induziert (Kontrolle ohne
ETT-Expression). Anschliefend wurden die Zellen mit ET und danach fur 2 Stunden mit
DHPNO; inkubiert (Kontrolle ohne DHPNO;). Die MSO- und ET-Konzentration in den
Zelllysaten wurden mittels LC-MS/MS analysiert (siehe 2.5.4).

Die Ergebnisse der Versuche waren unterschiedlich und konnten nicht reproduziert werden
(Abbildung 28; Tabelle 13). In (A) wurde ein signifikanter MSO-Konzentrationsunterschied
in ETT(+)und ETT(-) Effektzelllysaten gemessen. Die MSO-Konzentration war in
ETT(-) Effektzelllysaten um den Faktor 1,9 erhoht im Vergleich zu ETT(+) Effektzelllysaten
(Tabelle 13). Die ETT(+/-) Kontrollzelllysate (ohne DHPNO,-Inkubation) zeigten einen
ahnlichen Faktorunterschied. In ETT(-) Kontrollzellen wurde um den Faktor 1,9 mehr MSO
generiert als in den ETT(+) Kontrollzellen. Die MSO-Konzentration war in
ETT(+/-) Effekizelllysaten hoher als in ETT(+/-) Kontrollzelllysaten.

Das Ergebnis war nicht reproduzierbar (Abbildung 28, B; Tabelle 13). Bei einem weiteren
DHPNO,-Experiment war bei allen Versuchsbedingungen kein signifikanter Unterschied zu

sehen. Die MSO-Konzentration in den Zelllysaten ist nahezu in allen Proben gleich.

Auffallig war die gleichbleibende ET-Konzentration in den Zelllysaten der
DHPNO,-Experimente, selbst bei den Experimenten, in welchen der ET-Schutzeffekt
beobachtet wurde (Daten nicht gezeigt).

Das Experiment wurde insgesamt vier Mal durchgefuhrt, wobei 2 x das Ergebnis von (A) und

2 x das Ergebnis von (B) geniert wurde.
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Abbildung 28: MSO-Konzentration in Zelllysaten von DHPNO, gestressten ETT(+/-) Zellen.
Dargestellt sind exemplarisch  zwei von vier Experimenten (A,B) bei denen
293 + pEBTetD/ETT Zellen ausgesat und die ETT-Expression induziert wurden (ETT(+); Kontrollen
ohne ETT-Expression (ETT(-)). AnschlieBend inkubierten die 293 Zellen mit 100 uM ET fir 1 Stunde
und danach mit 10 mM DHPNO, fir 2 Stunden bei 37 °C (DHPNO,(+); Kontrolle ohne DHPNO,
(DHPNO,(-)). Die MSO-Konzentration wurde in den generierten Zelllysate mittels LC-MS/MS
analysiert (n = 4, Mittelwert £ SEM, * P = 0,0033).

Tabelle 13: MSO-Konzentrationen in ETT(+/-) Zelllysaten von verschieden DHPNO,- und
ETT-behandelten Zellen in zwei unterschiedlichen Experimenten.

MSO [pmol/mg Protein]

DHPNO,/ETT
Experiment A Experiment B

+/+ 95+ 10

Ml ol 10%8

-1+ 38+3 82+21

T e:3 040

3.2.3 Doxycyclineinfluss auf die intrazellulare Methionin-Sulfoxidkonzentration

Beim DHPNO,-Experiment wurden in den Zelllysaten von ‘O,-ungestressten
ETT(-) Kontrollzellen ~ héhere  MSO-Konzentrationen  gemessen als in  den
ETT(+) Kontrollzellen (Tabelle 13). Die Doxycyclinhinzugabe ist das
Unterscheidungsmerkmal in der Vorbehandlung und zusétzlich wurde Doxycyclin als PST in
der Literatur beschrieben [91]. Aus diesem Grund wurde der Einfluss von Doxycyclin auf die

Ergebnisse Uberprift.
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Dafiir wurde die Zelllinie 293 + pEBTetD/SLC22A11 verwendet. Diese Zelllinie war der
Zelllinie 293 + pEBTetD/ETT &hnlich, nur dass diese den Transporter SLC22A11 statt ETT
durch Doxycyclinhinzugabe exprimierte. SLC22A11 wurde verwendet, damit kein ET in die

Zellen gelangt.

Die Zelllinie 293 + pEBTetD/SLC22A11 wurde ausgesat und die Transporterexpression
durch Doxycyclinhinzugabe induziert (Kontrolle ohne Doxycyclin). Danach wurden die
Zellen belichtet (Kontrolle ohne Licht). Die MSO-Konzentration wurde in den generierten
Zelllysaten mittels LC-MS/MS gemessen (siehe 2.5.3).

Wie dem Ergebnis zu entnehmen war, hatte weder Doxycyclin noch die Belichtung einen
Einfluss auf die MSO-Konzentration in den Zelllysaten (Abbildung 29; Tabelle 14). Die
gemessene MSO-Konzentration betrug in allen Zelllysaten knapp 30 pmol/mg Protein und
war nicht signifikant unterschiedlich. Doxycyclin hatte keinen Einfluss auf die

MSO-Konzentration in den durchgefiihrten Experimenten.

Kontrollen

N w
o o
1 1

MSO
[pmol / mg Protein]

0-
Doxycylin + - + -
Licht + + - -

Abbildung 29: Einfluss von Doxycyline auf die Generierung von MSO. Die Zelllinie
293 + pEBTetD/SLC22A11 wurde ausgesat und die SLC22A11-Expression 24 Stunden vor dem
Experiment induziert (Doxycylin(+); Kontrollen ohne Doxycyclin (Doxycyclin(-)). Nach 24 Stunden
wurden die Zellen fir 20 Minuten belichtet. Die Kontrollen wurden 20 Minuten im dunklen gehalten.
AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und die MSO-Konzentration in den Zelllysaten mittels
LC-MS/MS gemessen. (n = 3, Mittelwert + SEM).
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Tabelle 14: MSO-Konzentrationen in 293 + pEBTetD/SLC22A11 Zelllysaten nach verschiedener
Doxycyclin- und Belichtungsbehandlungen von 293 Zellen.

MSO
[pmol/mg Protein]

Doxycyclin / Licht

+/+

-/ +

3.3 Identifizierung von ‘O,-Indikatoren

Die DHPNO,-Zellexperimente waren nicht reproduzierbar (siehe 3.2.2 und 3.6). Dadurch
kam die Vermutung auf, dass MSO fir die DHPNO,-Experimente mdglicherweise kein
geeigneter intrazelluldrer *O,-Indikator ist. Deshalb wurden verschiedene Stoffe getestet,
welche in der Literatur als *0,-Reaktionspartner beschrieben sind (siehe 1.2.1), um zu priifen,

ob diese sich als zusatzliche 'O,-Indikator eignen.

3.3.1 Testung von intrazellularen O,-Indikatoren

Zur Testung von *O,-Indikatoren wurde Ascorbinsaure, Cystein, Desoxyguanosin, Histidin,
Tryptophan und Tyrosin (Kontrolle mit Methionin) mit DHPNO; inkubiert. Danach wurden
die Proben im Fullscanmodus mittels LC-MS gemessen. Die Daten wurden Mithilfe der

Differenzabtonung analysiert (siehe 2.6.1).

AuBer fur Histidin wurden keine Signale im Differenzabténungsbild zugeordnet. Beim
Histidin-Reaktionsansatz wurde ein tlrkises Signal bei m/z 156 mit einer Retentionszeit von
476 Sekunden und ein rotes Signal bei m/z 188 (Retentionszeit: 369 Sekunden) identifiziert
(Abbildung 30). Dabei bedeuten tirkise Signale, dass die gemessene Intensitdt im
Kontrollansatz (0 Minuten bei 37°C) hoéher war und ein rotes Signal steht fiir eine hohere
Intensitat im Effektansatz (60 Minuten bei 37°C). Die Fenster oben links in der Abbildung
zeigen das Signal m/z 188 in den Replikaten von zwei weiteren identischen Ansétzen zu der

gleichen Retentionszeit von 369 Sekunden.
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Abbildung 30: Differenzabténungsbild der 'O,-Reaktion mit Histidin. Histidin wurde mit
DHPNO, fur 0 oder 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktionsansdtze wurden mittels
Fullscananalyse per LC-MS gemessen. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe von
Differenzabtonungsbildern ausgewertet. Tirkise Signale zeigen hohere Intensitdten in den
Kontrollbedingungen und rote Signale zeigen hohere Intensitdten in den Effektbedingungen. Die
beiden Fenster oben links zeigen die Replikate des Signals m/z 188 von insgesamt zwei weiteren
unabhéngigen Versuchsansatzen. (n = 3).

Die entdeckten Signale, m/z 156 und 188, wurden mittels Produktionenscan fragmentiert
(siehe 2.11.5). Anhand des Fragmentmusters kann die Molekulstruktur durch Abgleich mit
Datenbanken bestimmt werden. Sollte das Fragmentmuster nicht in Datenbanken zu finden
sein, kann durch Interpretation der entstandenen Fragmente die mogliche Molekulstruktur

postuliert werden.

Die m/z 156-Fragmentierungen wurde durch Abgleich mit der Datenbank ,,Metlin“ [92]
Histidin zugeordnet (Abbildung 31; siehe 2.11.5). Durch die positive Elektrospray-
lonisierung kam es zu der Masse +1u (atomare Masseneinheit; Molekulargewicht
Histidin: 155 u). Die Identifikation war durch Fragmentzuordnung bestétigt. Das
m/z 188-Molekil war moglicherweise Histidin mit einer Carbonylgruppe an Position 2 und
einer Hydroxygruppe an Position 5 des Imidazolrings. Das m/z 188-Fragmentmuster konnte

dem Molekdl zugeordnet werden, aber war nicht in Datenbanken gelistet.
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Abbildung 31: Fragmentmuster von Histidin und m/z 188. Dargestellt ist links das entstanden
Fragmentmuster von Histidin (oben) und m/z 188 (unten). Dabei sind rechts die zu den einzelnen
Fragmenten  postulierten  chemischen  Strukturen und das  Mutterion zu  sehen.
lonisierung: positiv (M+H"), Kollisionsenergie (CE): 25 Volt.

Nach der Fragmentierung und der Zuordnung der Fragmente erfolgte die Messung des
intensivsten  m/z 188-Fragments, m/z61, mit einer Selected Reaction Monitoring
(SRM)-Methode, um eine spezifische Messung der m/z 188-Menge mit Hilfe der LC-MS/MS
durchzufthren (siehe 2.11.6).

In Zellexperimenten wurde mit TMPyP-Belichtung getestet, ob m/z 188 ein potenter
0,-Indikator ist (siehe 2.5.2, TMPyP). Die SRM-Messung zeigte keine Unterschiede in der
m/z 188-Intensitat Uber die Zeit in ETT(+) und ETT(-) Effektzelllysaten (Abbildung 32, A). In
der Kontrollmessung war ein MSO-Intensitatsunterschied in ETT(+) Zelllysaten im Vergleich
zu ETT(-) Zelllysaten zu beobachten (B). 'O,-gestresste ETT(+) Zellen generierten weniger
MSO Uber die Zeit als ETT(-) Zellen.

Das Molekiil m/z 188 wurde nicht als *O,-Indikator fiir Folgeexperimente genutzt.
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Abbildung 32: Testung des 'O,-Histidin-Produkts m/z 188 als intrazelluldren *O,-Indikator.
Dargestellt sind m/z 188- und MSO-Intensitdten in Zelllysaten von 'O,, generiert durch TMPyP,
gestresste ETT(+/-) Effektzellen Ober die Zeit von 20 Minuten. Die Zellen wurden ausgesat, die
ETT-Expression fir 24 Stunden induziert (ETT(+); ohne ETT-Expression (ETT(-)) und 4 Stunden mit
100 uM ET/TMPyP inkubiert. AnschlieRend wurden die 293 Zellen fir 0, 10 und 20 Minuten belichtet
und lysiert. Die Intensitit von m/z 188 (A) und MSO (B) in den Zelllysaten wurden im SRM-Modus
mittels LC-MS/MS gemessen. (n = 3, Mittelwert £ SEM).

3.3.2 Testung von TEMP als 'O,-Indikator

Es konnte kein endogenes Molekiil als 'O.-Indikator identifiziert werden. Daher wurde
Tetramethylpiperidone (TEMP) als exogener 'O,-Indikator getestet (siche 1.4). TEMP
reagiert spezifisch mit 'O, zu dem stabilen Radikal TEMPO. Bei Zellexperimenten kann
TEMPO durch Ascorbinsdure (ASC) oder Glutathion (GSH) protoniert werden und zu
TEMPOH reagieren.

Fur das Experiment wurden die 293+ pEBTetD/ETT Zellen ausgesat und die
ETT-Expression induziert (Kontrolle ohne ETT-Expression). Danach wurden die Zellen mit
TEMP/ET/TMPyP-L6sung (Kontrolle ohne TEMP) inkubiert und anschlieBend belichtet. Die
Zelllyse erfolgte in HCIO,4 mit Ascorbinséure, damit das Reaktionsgleichgewicht von TEMPO
zu TEMPOH verschoben wird (siehe 1.4). MSO-und ET-Konzentration sowie
TEMPO- und TEMPOH-Intensitat in den Zelllysaten wurden mittels LC-MS/MS gemessen
(siehe 2.6.3).

Die Kontrollzellen ohne TEMP-Inkubation zeigten in ETT(+) Zelllysaten eine signifikant
geringere MSO-Konzentration im Vergleich zu ETT(-) Zelllysaten (Abbildung 33, A;
Tabelle 15). Der gegenldufige Sachverhalt war bei den mit TEMP inkubierten Zellen zu
beobachten. Dort wurden in ETT(+) Zelllysaten groRere MSO-Konzentrationen gemessen als
in ETT(-) Zelllysaten. AulRerdem war die ET-Konzentration in den mit TEMP inkubierten

Zellen nahe 0, wohingegen die ETT(+)-Kontrollzellen eine ET-Konzentration von etwa
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10 nmol/mg Protein im Zelllysat aufwiesen (B). Die TEMPO-Intensitat unterschied sich in
allen Zelllysaten nicht signifikant (C). Auch die TEMPOH-Intensitdt im Vergleich der
ETT(+/-) Zelllysaten  zeigte keinen  Unterschied (D). Hierbei wurden hohere
TEMPOH-Intensitaten in den TEMP inkubierten ETT(+/-) Zelllysaten gemessen.

Zusammenfassend war TEMP kein geeigneter O.-Indikator firr zellularen *O,-Schaden.
Durch die TEMP-Inkubation konnte der etablierte ‘O,-Indikator MSO nicht verwendet und

ET nicht gemessen werden.
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Abbildung 33: Testung von TEMP als intrazellularen *O,-Indikator. Dargestellt ist die gemessene
MSO- (A), ET-Konzentration (B) sowie die TEMPO- (C) und TEMPOH-Intensitat (D) in Zelllysaten
von Zellen, welche zuvor mit oder ohne TEMP inkubiert wurden. Die Zelllinie 293 + pEBTetD/ETT
wurde ausgesat, und die ETT-Expression 24 Stunden vor dem Experiment induziert (ETT(+);
Kontrollen ohne ETT-Expression (ETT(-)). Nach 24 Stunden wurden die Zellen fir 4 Stunden mit
20 mM TEMP und 100 uM ET/TMPyP inkubiert (TEMP(+); Kontrollen ohne TEMP (TEMP(-)). Die
Zellen wurden fir 20 min mit dem UV-Licht belichtet. Im Anschluss wurden die Zellen in
4 mM HCLO,4+ 3 mM Ascorbinsdure lysiert und die Zelllysate mittels LC-MS/MS gemessen. Die
MSO- und ET-Konzentrationen sowie die TEMPO- und TEMPOH-Intensitat wurden in den gleichen
Zelllysaten gemessen. (n = 3, Mittelwert £ SEM, ** P = 0,0017 und **** P < 0,0001).

89



Ergebnisse

Tabelle 15: MSO-, ET-Konzentrationen und TEMPO- und TEMPOH-Intensitat in Zelllysaten
von 293 + pEBTetD/ETT Zellen mit Unterschiedlichen TEMP- und ETT-Bedingungen.

TEMPO TEI\/IPOH
TEMP/ETT pmol/ pmol/

+/+

28 +3 27 000 + 6.000 377 000 + 14.000
____

-/- 27.000 + 1.000 180.000 + 8.000

3.4 Versuch die Methionin-Sulfoxid-Reduktase mit lodoacetamid zu inhibieren

DHPNO; ist ein schwécherer *O,-Generator als die PST BR und TMPyP. Deshalb wurden
verschiedene  Methoden  getestet, mit denen die  MSO-Konzentration in
DHPNO,-Experimenten erhoht werden kann. Intrazellulares MSO wird durch das Enzym
Methionin-Sulfoxid-Reduktase (MSR) wieder zu Methionin regeneriert. Aus diesem Grund
wurde versucht, die MSR zu inhibieren, um héhere MSO-Konzentrationen durch DHPNO, zu

generieren.

Literatur-Recherchen ergaben, dass die MSR invitro unspezifisch durch lodoacetamid
inhibiert werden kann [95]. Daher wurde ein Experiment durchgefiihrt, bei dem die
293 + pEBTetD/ETT Zellen ausgesat, die ETT-Expression induziert, die Zellen mit
lodoacetamid (Kontrolle ohne lodoacetamid) und anschliefend mit einer ET/TMPyP-L8sung
inkubiert wurden (Kontrolle ohne TMPyP). Es folgte eine Belichtung mit Zelllyse. Die
ET-Konzentration in den Zelllysaten wurden mittels LC-MS/MS gemessen (siehe 2.7).

Die Daten sind in der Einheit ,cps“ dargestellt, da keine ET-Eichreihe zur genauen
Quantifizierung mitgemessen wurde. Zudem wurde keine Proteinbestimmung aus Griinden
der Materialersparnis durchgefiihrt. Das Experiment diente der Uberpriifung, ob 293 Zellen,
welche mit ET inkubiert wurden, nach der lodoacetamid Behandlung noch ET aufwiesen. Bei
den lodoacetamid behandelten Zellen wurde nahezu kein intrazellulares ET in den Zelllysaten
gemessen (Abbildung 34; Tabelle 16). Das Ergebnis bezieht sich auf die untere
Nachweisgrenze bei einem Signal-Hintergrundverhaltnis von 3:1. Die Kontrollzelllysate

wiesen erhebliche ET-Intensitaten auf. Um den ET-Schutzeffekt bei O,-gestressten Zellen zu
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analysieren, muss ET der Zelle zur Verfligung stehen. Die Vorbehandlung der Zellen mit

lodoacetamid eignete sich nicht fiir Experimente zur Untersuchung des ET-Schutzeffekts.

2x1071

Kontrollen

*hkE

TMPyP + + - +
Todoacetamid + _ - -
Licht + + + -

Abbildung 34: ET-Intensitat nach lodoacetamidbehandlung zur Inhibition der Methionin-
Sulfoxid-Reduktase in 293 Zellen. Die Zelllinie 293 + pEBTetD/ETT wurde ausgesét, und die
ETT-Expression 24 Stunden vor dem Experiment induziert. Die Zellen inkubierten fur 30 Minuten mit
10 mM lodoacetamid (lodoacetamid(+); Kontrollen ohne lodoacetamid (lodoacetamid(-)).
AnschlieBend wurden die Zellen mit 100 uM TMPyP und 100 uM ET firr 4 Stunden versetzt
(TMPyP(+); Kontrolle ohne TMPyP (TMPyP(-)). Die Zellen wurden fur 20 Minuten belichtet
(Licht(+); Kontrolle ohne Licht (Licht(-)). Im Anschluss wurden die Zellen lysiert und die
ET-Intensitdt in den Zelllysaten mittels LC-MS/MS bestimmt. (n=3, Mittelwert + SEM,
**kx P < 0,0001).

Tabelle 16: ET-Intensitat in 293 + pEBTetD/ETT Zelllysaten nach unterschiedlichen TMPyP-,
lodoacetamid- und Lichtbehandlungen der Zellen.

TMPyP / lodoacetamid / Licht ET [cps]

+/+/+
+/-/+ 12.000.000 + 200.000
-/-1+
+/-/- 16.000.000 + 500.000

3.5 Minimierung intrazellularer *O,-Quencher

Ein neuer Angriffspunkt zur Erhhung der MSO-Konzentration in der Zelle wurde in Betracht
gezogen: die Minimierung der intrazellularen O,-Quencher. Dadurch soll die
Konkurrenzreaktionen zu Methionin mit 'O, verringert werden. Dazu wurden zwei
Angriffspunkte getestet: (1) Ascorbinséure (ASC) und (2) Glutathion (GSH).
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3.5.1 Ascorbinsaure

ASC ist laut theoretischen Berechnungen zu 16% an dem intrazelluldren *O,-quenchen
beteiligt (siehe 1.2.1). Daher wurde im Folgenden (berprift, ob ASC bzw.
Dehydroascorbinsaure (DHS) intrazelluldar minimiert werden kann. DHS ist die oxidierte
Form der ASC und kann durch intrazelluldre Regenerationsmechanismen mit Glutathion und
Vitamin E in ASC umgewandelt werden. Es wurde getestet ASC zu minimiert, damit die
MSO-Konzentration in  den DHPNO,-Experimenten  durch  Minimierung  von

10,-Konkurrenzreaktion gesteigert wird.

293 + pEBTetD/ETT Zellen wurden ausgesat und anschlielend verschiedene Zusatze ins
Medium hinzugegeben. Die Zusatze bestanden aus Ni(I)Cl,, Co(I1)SO4 [99] oder TEMPO
[100] (Kontrolle ohne Zusétze). AnschlieBend wurden die Zellen in HCIO,4 lysiert. Die
ASC- und DHS-Konzentration in den Zelllysaten wurden mittels LC-MS/MS bestimmt
(siehe 2.8.1).

Keiner der verwendeten Zusatze, Ni(I)Cl,, Co(11)SO4 oder TEMPO, fiuhrte zu einer
signifikanten ASC-Konzentrationsminimierung in den Zelllysaten verglichen zu den
Kontrollzelllysaten (Abbildung 35, A; Tabelle 17). Die DHS-Konzentration (B) in den
Zelllysaten von Kontrollzellen zeigte eine insgesamt 5,5-fach hoéhere Konzentration im
Vergleich zur ASC-Konzentration. Weder Ni(11)Cl, noch Co(I1)SO4 hatten einen signifikaten
Einfluss auf die DHS-Konzentration in den Zellen verglichen zu Kontrollzellen. TEMPO
hatte einen signifikanten Einfluss auf die DHS-Konzentration, wobei diese in den
TEMPO-behandelten Zelllysaten um den Faktor 0,6 verringert war verglichen zu den

Kontrollzelllysaten.

Die Inhibitoren, Ni(II)Cl,, Co(11)SO4, oder TEMPO, haben gegeniiber der Kontrolle keine
Reduktion der ASC- oder DHS-Konzentration ergeben und wurden fir weitere Experimente

nicht verwendet.
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Abbildung 35: ASC- und DHS-Konzentration in Zelllysaten von Ni(ICl,, Co(I1)SO, oder
TEMPO behandelten 293 Zellen. Dargestellt sind die intrazellularen ASC- oder
DHS-Konzentrationen (A, B) von 293 + pEBTetD/ETT Zellen, welche mit 0,5 mM Ni(Il)Cl,,
0,25 mM Co(I1)SO, oder 0,5 mM TEMPO inkubiert wurden. Die Inkubationszeiten betrugen fiir
Ni(IDNCI, und Co(11)SO, 24 Stunden und fir TEMPO 30 Minuten. Als Kontrolle dienten unbehandelte
Zellen. Anschlieend wurden die Zellen in 4 mM HCIQ, lysiert. Die ASC- bzw. DHS-Konzentration
in den Zelllysaten wurde mittels LC-MS/MS bestimmt. Dabei wurden ASC und DHS in den gleichen
Zelllysaten gemessen (n = 3, Mittelwert £ SEM, * P = 0,0456).

Tabelle 17: ASC- und DHS-Konzentration in Zelllysaten nach Behandlung der Zellen mit
Ni(I)CL,, Co(I11)SO, oder TEMPO im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

Bedingungen ASC . DHS .
[pmol/mg Protein] [pmol/mg Protein]

BTN cn 0 lswoew
320+ 16 1.600 £ 100
| Teveo SR E R
322+ 20 1.800 £ 150

3.5.2 Glutathion

GSH wurde in der Literatur und einer Dissertation von Johanna Kriiger als *O,-Quencher
beschrieben [29, 43]. Daher wurde getestet, ob die intrazellulire GSH-Konzentration
verringert werden kann, um die MSO-Konzentration bei DHPNO,-Experimenten zu erhéhen.
Zellen haben eine GSH-Konzentrationen von 5 - 10 mM [101], weshalb die schwache aber
spezifische 'O,-Generierung mit DHPNO, beeinflussen werden koénnte.  Zur
GSH-Minimierung sind in der Literatur zwei Wege bekannt: (1) Enzymatisch durch
Buthioninsulfoximin (BSO) oder (2) durch Reaktion von GSH mit Diethylmaleat (DEM;
siehe 2.8.2).
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Die 293 + pEBTetD/ETT Zellen wurden ausgesat und die ETT-Expression induziert.
Zusatzlich wurde zum Induktionsmedium BSO hinzugegeben (Kontrolle ohne BSO).
AnschlieRend wurden BSO(+/-) Zellen zusétzlich mit DEM behandelt (Kontrolle ohne DEM).
Es folgte eine ET-Inkubation der Zellen. Danach wurden die Zellen lysiert. Die
GSH- und ET-Intensitat in den Zelllysate wurden mittels LC-MS/MS gemessen (siehe 2.8.2).

Das Ergebnis zeigte die prozentuale GSH- und ET-Menge in den Zelllysaten, bezogen auf die
Kontrollzelllysate von Zellen ohne BSO- und DEM-Behandlung (Abbildung 36; Tabelle 18).
Die einzelnen Bedingungen, 5 mM DEM, 50 uM BSO oder 100 uM BSO, zeigten eine
durchschnittliche GSH-Menge in den Zelllysat von etwa 20% bezogen auf die
Kontrollzelllysate. Aufféllig war die Kombination aus 50 uM BSO und 5 mM DEM. Hierbei
wurden 2,3% GSH im Zelllysat gemessen. Damit die GSH-Minimierung fur folgende
Experimente verwendet werden konnte, wurde der Einfluss von BSO oder DEM auf
ET-Menge im Zelllysat untersucht (Abbildung 36, B). Die ET- und GSH-Menge wurden in
den gleichen Zelllysaten gemessen. Durch die Zellbehandlung mit BSO/DEM fand keine
signifikante ET-Minimierung in Bezug zu den Kontrollzellen statt. Alle Zelllysate wiesen
nahezu 100% ET-Gehalt auf (Tabelle 18).

Zusammenfassend zeigte die Kombination aus 50 uM BSO und 5 mM DEM die groRte
intrazellulare GSH-Minimierung mit 97,7% und dabei war die ET-Menge unbeeinflusst.
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Abbildung 36: Prozentuale GSH- und ET-Menge nach Minimierung von intrazellularen GSH
durch BSO und DEM. Dargestellt sind die intrazelluldren prozentualen GSH- und ET-Mengen
(A, B) in 293 + pEBTetD/ETT Zelllysaten nach verschiedenen BSO und DEM Behandlungen der
Zellen. Diese wurden zundchst ausgesat und die ETT-Expression induziert. AnschlieRend inkubierten
die Zellen mit 5 mM DEM, 50 uM BSO, 100 uM BSO oder eine Kombination von 50 uM BSO und
5mM DEM. Die Inkubationszeiten betrugen fir BSO 24 Stunden und fur DEM 30 Minuten
(Kontrolle ohne Behandlung). Die Zellen wurden mit 100 pM ET fur 1 Stunde versetzt und dann
lysiert. Die GSH- und ET-Mengen im Zelllysat wurden mittels LC-MS/MS analysiert. (n =4,
Mittelwert £ SEM, **** P = 0,0001).
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Tabelle 18: Prozentuale intrazellulare GSH- und ET-Mengen in Zelllysaten nach verschiedenen
BSO- und DEM-Behandlungen der Zellen im Bezug zur unbehandelten Kontrolle.

Bedingungen GSH [%] ET [%]

BSO (50 M)

sso 00t vy [RECCRRN VR

BSO (50 M) + DEM 2+1 107 + 4

3.6 102-Generierung durch DHPNO, mit minimierten Glutathion in 293-Zellen
Nachdem eine Methode entwickelt wurde mit der intrazellulares GSH zu 97,7% minimiert
werden konnte (siehe 3.5.2), wurde diese Methode in einem DHPNO,-Experiment mit

293 Zellen angewendet.

Die 293 + pEBTetD/ETT Zellen wurden ausgesdt und die ETT-Expression induziert
(Kontrolle ohne ETT-Expression). Zusatzlich wurden die Zellen mit BSO und DEM
behandelt. Es folgte ein ET-Inkubation der Zellen mit anschlieBender DHPNO,-Exposition
(Kontrolle ohne DHPNO,). Die MSO-Konzentration in den generierten Zelllysate wurden
mittels LC-MS/MS analysiert (siehe 2.8.2; 2.5.4).

Auch mit GSH-Minimierung in den Zellen konnten bei den DHPNO,-Experimenten keine
reproduzierbaren Ergebnisse generiert werden (Abbildung 37; Tabelle 19). Dabei stehen die
Graphen von (A) und (B) bespielhaft fir insgesamt vier Experimente. In den Zelllysaten von
ETT(+) zu ETT(-) Effektzellen wurde ein signifikanter MSO-Konzentrationsunterschied
gemessen (A). Dort wurde um den Faktor 4 mehr MSO in ETT(-) Effektzellen gebildet. Die
Kontrollzellen (ohne DHPNO,-Inkubation) zeigten keine erhohte MSO-Konzentration in
ETT(+/-) Zellen. In einem weiteren Experiment war weder in ETT(+) noch in
ETT(-) Zelllysaten ein signifikanter Unterschied zu beobachten (B). Die MSO-Konzentration
war nahezu gleich in allen Zelllysaten.

AbschlieRend konnten keine Aussagen uber die Funktionalitit des DHPNO,-Systems in
Zellen getroffen werden. Es gab Indizien flr eine geringe MSO-Generierung durch DHPNO,
in ETT(+) Zellen, jedoch zeigten zwei von vier Experimenten dieses Ergebnis nicht.
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Abbildung 37: MSO-Konzentration in Zelllysaten von DHPNO, gestressten ETT(+/-) Zellen bei
minimierten GSH-Mengen. Dargestellt sind zwei exemplarische Experimente (A, B) bei denen
293 + pEBTetD/ETT Zellen ausgesat und die ETT-Expression induziert wurde (ETT(+); Kontrolle
ohne ETT-Expression (ETT(-)). Parallel zur Expressionsinduktion wurden die Zellen fur 24 Stunden
mit 50 uM BSO versetzt. Anschlieend wurden diese 30 Minuten mit 5 mM DEM, dann fur 1 Stunde
mit 100 uM ET inkubiert und danach 10 mM DHPNO, bei 37 °C fur 2 Stunden ausgesetzt
(DHPNO,(+); Kontrolle ohne DHPNO, (DHPNO,(-)). Die MSO-Konzentration wurde in den
generierten Zelllysate mittels LC-MS/MS gemessen. (n = 4, Mittelwert + SEM, ** P = 0,0059).

Tabelle 19: MSO-Konzentrationen in Zelllysaten von zwei unterschiedlichen Experimenten nach
verschiedenen DHPNO,- und ETT-Bedingungen von GSH-minimierten Zellen.

MSO [pmol/mg Protein]
DHPNO,/ETT
Experiment A Experiment B

+/+

3.7 Intrazellularer *O,-Quenchvergleich von Ergothionein und Glutathion

Mit der zuvor etablierten BSO/DEM-Methode konnte die GSH-Konzentration intrazellular
auf 2,3% minimiert werden (siehe 3.5.2). Diese wurde nun fiir einen intrazellulérer
0,-Quenchvergleich von ET und GSH verwendet. GSH(-) wird vereinfach fir die 2,3% GSH
des Ausgangslevel und GSH(+) fir die unbehandelten Zellen verwendet. Durch die
Induzierbarkeit des ETT konnte mit ETT(+/-) die ET-Aufnahme in die Zellen gesteuert

werden.
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Es wurden vier verschiedene Bedingungen generiert:

o ETT(+)/GSH(+)

e ETT(+)/GSH(-)

o ETT(-)/GSH(+)

o ETT(-)/GSH(-)
Beim ET-GSH-Vergleichsexperiment wurden die 293 + pEBTetD/ETT Zellen ausgesét und
die ETT-Expression induziert (ETT(-) ohne ETT-Expression). Parallel wurden die Zellen mit
BSO versetzt (GSH(+) ohne BSO). Anschliefend wurden die BSO behandelten Zellen mit
DEM inkubiert (GSH(+) ohne DEM). Danach wurden alle Zellen mit einer
ET/TMPyP-L6sung versehen (Kontrolle ohne TMPyP). Ein Zeitverlauf wurde durch Zelllyse
nach unterschiedlichen Belichtungszeiten generiert (Kontrolle ohne Licht). Die MSO- und
ET- und GSH-Konzentrationen wurden in den gleichen Zelllysaten per LC-MS/MS gemessen
(siehe 2.8.2).

Die vier Bedingungen fuhrten zu Zelllysaten, welche unterschiedlich hohe
MSO-Konzentrationssteigungen Uber die Zeit zeigten (Abbildung 38, A; Tabelle 20). Die
MSO-Ausgangskonzentrationen der ETT(+/-) Effektzellen lag bei etwa 15 pmol/mg Protein.
Die ETT(-)/GSH(-) Zelllysate zeigten die grolte MSO-Konzentrationssteigung mit
6 pmol/(min*mg Protein). Die zweitgrofite MSO-Steigung hatten die
ETT(-)/GSH(+) Zelllysate mit 4,2 pmol/(min*mg Protein), gefolgt von
ETT(+)/GSH(-) Zelllysaten mit 2,1 pmol/(min*mg Protein), welche identisch mit den von
ETT(+)/GSH(+) Zelllysaten waren. Somit entstand in ETT(+)/GSH(+/-) Zellen im Vergleich
zu ETT(-)/GSH(+) Zellen halb so viel und im Vergleich zu ETT(-)/GSH(-) Zellen sogar ein
Drittel weniger MSO. Die gemessenen Zelllysate der Kontrollzellen wiesen tber die Zeit

keinen MSO-Konzentrationsanstieg auf (B, C).
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Abbildung 38: Vergleich des intrazellularen 'O,-Quenchverhaltens von ET und GSH. Dargestellt
ist die MSO-Konzentration in Zelllysaten von Zellen mit den Bedingungen ETT(+)/GSH(+),
ETT(+)/GSH(-), ETT(-)/GSH(+) und ETT(-)/GSH(-). Hierfur wurden die ETT-Expression in
ETT(+) Zellen fur 24 Stunden induziert (ETT(-) ohne ETT-Expression). Parallel wurden die
GSH(-) Zellen mit 50 uM BSO versetzt (GSH(+) ohne BSO). Nach 24 Stunden wurden die
GSH(-) Zellen zusétzlich mit 5 mM DEM behandelt (GSH(+) ohne DEM). Die Zellen wurden mit
einer 100 uM ET/TMPyP-L&sung flir 4 Stunden inkubiert. Es folgte eine Belichtung mit Zelllyse nach
den verschiedenen Belichtungszeiten. Die gemessenen MSO-Konzentrationen in Zelllysaten der
Effektzellen sind in (A), die Kontrollzellen ohne TMPyP in (B) und die ohne Belichtung in (C)
dargestellt. (n = 3, Mittelwert £ SEM).

Tabelle 20: Lineare Funktionsgleichungen zur Beschreibung der MSO-Konzentrationsgraphen
gemessen in Zelllysaten von Effekt- und Kontrollzellen ohne Licht oder ohne
TMPyP-Behandlung mit den Bedingungen ETT(+)/GSH(+), ETT(+)/GSH(-), ETT(-)/GSH(+)
und ETT(-)/GSH(-).

MSO [pmol/(min*mg Protein)]

Bedingung

Effektzellen ohne Licht ohne TMPyP

ETT(+)/GSH(+) 21x+11 -0,02 x + 10 0,5x + 10
SMOUDON  21x+12  -01x+10  05x+ll

ETT()/GSH(+) 4.2 % +19 -02x+18 02X+ 12

ETT(/GSHO) [EIEEEE RSl e
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Fur die Messung der intrazellularen ET-Konzentrationen wurden die gleichen Zelllysate
verwendet, wie zuvor fur die Messung der MSO-Konzentration. Nahezu kein ET konnte in
ETT(-) Zelllysaten gemessen werden (Tabelle 21; Abbildung 39, ETT(-)/GSH(+/-)). Die
ET-Konzentration in ETT(+) Zelllysaten war tUber die Zeit auf einem gleichbleibenden Level
(A). Dabei gab es keinen signifikanten Unterschied zu den Kontrollzelllysaten (B, C).
Bezogen auf die MSO-Konzentrationen (Tabelle20) stieg in ETT(+) Zellen die
MSO-Konzentration am wenigsten an und die ET-Konzentration wurde tber die Zeit nicht

verbraucht.
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Abbildung 39: ET-Konzentration Uber die Zeit in ETT(+/-) Zelllysaten von Zellen mit und ohne
GSH. Dargestellt ist die ET-Konzentration in Zelllysaten von Zellen mit den Bedingungen
ETT(+)/GSH(+), ETT(+)/GSH(-), ETT(-)/GSH(+) und ETT(-)/GSH(-). Hierfir wurden die
ETT-Expression in ETT(+) Zellen fur 24 Stunden induziert (ETT(-) ohne ETT-Expression). Parallel
wurden die GSH(-) Zellen mit 50 uM BSO versetzt (GSH(+) ohne BSO). Nach 24 Stunden wurden
die GSH(-) Zellen zusétzlich mit 5 mM DEM behandelt (GSH(+) ohne DEM). Die Zellen wurden mit
einer 100 uM ET/TMPyP-L06sung fir 4 Stunden inkubiert. Es folgte eine Belichtung mit Zelllyse nach
den verschiedenen Belichtungszeiten. Die gemessenen ET-Konzentrationen in Zelllysaten der
Effektzellen sind in (A), die Kontrollzellen ohne TMPyP in (B) und die ohne Licht-Behandlung in (C)
dargestellt. (n = 3, Mittelwert £ SEM).

Tabelle 21: Lineare Funktionsgleichungen zur Beschreibung der ET-Konzentrationsgraphen
gemessen in Zelllysaten von Effektzellen und Kontrollzellen ohne Licht- oder ohne
TMPyP-Behandlung mit den Bedingungen ETT(+)/GSH(+), ETT(+)/GSH(-), ETT(-)/GSH(+)
und ETT(-)/GSH(-).

q ET [pmol/min mg Protein]
Bedingung
Effektzellen ohne Licht ohne TMPyP

597 x + 97.000 1.200 x + 95.000 1.700 x + 99.000
BESRIOTESEOM 266X +107.000  637x+104000  -691x+122000
212 X + 3.000 43 x + 3.000 30 x + 2.000
BESEEVETOM 37x+3000 28x+3000  20x+2000
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Fir einen 'O,-Quenchvergleich von ET und GSH mussten vergleichbare
Ausgangskonzentrationen der beiden Molekile hergestellt werden. Nur wenn ET bei
ETT(+)/GSH(-) Zellen und GSH bei ETT(-)/GSH(+) Zellen anndhernd gleiche

Konzentrationen aufwies, waren die Ergebnisse der MSO-Messung (Tabelle 20) vergleichbar.

Das  jeweilige minimale GSH- oder ET-Grundlevel, welches durch den
experimentellen Aufbau erreicht werden konnte, war durch die ETT(-)/GSH(-) Zelllysate
gezeigt (Abbildung 40; Tabelle 22). In den ETT(+)/GSH(-) Zelllysaten wurde eine
ET-Konzentration von 104 nmol/mg Protein gemessen, welche verglichen werden muss mit
der GSH-Konzentration aus den ETT(-)/GSH(+) Zelllysaten mit 140 nmol/mg Protein. Die
GSH-Konzentration im Vergleich zur ET-Konzentration war um den Faktor 1,3 erhoht. Bei
den ETT(+)/GSH(+) Zelllysaten war die GSH-Konzentrationen um den Faktor 0,5 und die
ET-Konzentration um den Faktor 0,9 verringert im Vergleich zu den ETT(+)/GSH(-) bzw.
ETT(-)/GSH(+) Zelllysaten.

Zusammenfassend zeigte sich, dass es durch GSH-Minimierung nicht zu einer geringeren
ET-Konzentration kam. Die ET-Konzentration beim Ausbleiben der GSH-Minimierung in
den Zellen war signifikant erhéht. Fur den Vergleich zur Einzelbetrachtung von ET und GSH
als '0,-Quencher, war kein signifikanter Unterschied dokumentiert. Die ET-Konzentration in
ETT(+)/GSH(-) sowie die GSH-Konzentration in ETT(-)/GSH(+) in Abwesenheit des jeweils
anderen war dhnlich. Somit wurde gezeigt, dass ET ein effektiverer ‘0,-Quencher ist als
GSH.

5
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Abbildung 40: Vergleich der ET- und GSH-Ausgangskonzentrationen des ET-GSH-
Quenchvergleichs. Dargestellt sind die ET- und GSH-Konzentrationen von Zelllysaten aus dem
Experiment von Abbildung 38 mit den Zellbedingungen ETT(-)/GSH(-), ETT(+)/GSH(-),
ETT(+)/GSH(+) oder ETT(-)/GSH(+). Hierfur wurden die ETT-Expression in den ETT(+) Zellen
24 Stunden induziert (ETT(-) ohne ETT-Expression). Parallel wurden die GSH(-) Zellen mit
50 uM BSO versetzt (GSH(+) ohne BSO). Nach 24 Stunden wurden die GSH(-) Zellen zusétzlich mit
5mM DEM inkubiert (GSH(+) ohne DEM). Anschlielend wurden die Zellen mit 100 uM
ET/TMPyP-Losung fur 4 Stunden inkubiert und lysiert. Die Konzentration der gemessenen
Intensitaten wurde mit Hilfe einer ET-Eichreihe oder mittels GSH-Nullpunktbestimmung berechnet.
(n=3, Mittelwert + SEM, * P = 0,0492).
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Tabelle 22: ET- und GSH-Anfangskonzentrationen in Zelllysaten von Zellen mit den
Bedingungen ETT(+)/GSH(+), ETT(+)/GSH(-), ETT(-)/GSH(+) und ETT(-)/GSH(-).

GSH ET
ETT/GSH [pmol/mg Protein] | [pmol/mg Protein]

BT 150002000 28002200

+/ - 11.000 + 1000 104.000 * 6.000

BEEEYERN 05000:8000 950005000

-1+ 140.000 + 18.000 3.000 + 200

3.8 Reaktion von Ergothionein und Hercynin mit 'O, in vitro und in 293 Zellen

Die Reaktion von 'O, mit ET oder Hercynin (HER; ET ohne Schwefel) ist in der Literatur
noch nicht beschrieben. Deshalb wurde in dieser Arbeit 'O, spezifisch mittels DHPNO, in
Gegenwart von ET oder HER in vitro inkubiert und die Reaktionsprodukte untersucht. HER
wurde hier als Kontrolle parallel analysiert, da es sich nur durch ein fehlendes Schwefelatom
an Position 2 des Imidazolrings von ET unterscheidet. Durch diesen Unterschied kdnnten
Ruckschliisse tber die Reaktion und die Bedeutung des Schwefels gezogen werden. Zur
Validierung wurde die Reaktion von 0, aus DHPNO, mit ET zusétzlich mit TMPyP als 10,
generierendes System durchgefuhrt. Anschlieend wurden Strukturformeln der gefundenen
Reaktionsprodukte postuliert und die Reaktivitdt und Stabilitdt der entstanden ET- und
HER-Produkte in verschiedenen Konzentrationen von Ascorbinsaure (ASC), Glutathion
(GSH) oder Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) tGberprift. Der pH-Wert wurde auf 7,4
eingestellt. Fir alle folgenden Versuche wurden Kontrollreaktionen angefertigt und zwar mit
ET und ohne DHPNO; bzw. mit DHPNO, und ohne ET. Zusatzlich wurden Kontrollen zu den
Zeitpunkten O und 60 Minuten mit ET und unterschiedlichen ASC-, GSH- oder
TRIS-Konzentrationen durchgefihrt, um eine Bildung von Reaktionsprodukten ohne
DHPNO; auszuschliel3en. Wenn nicht anders beschrieben, konnte keine Reaktion von ET mit

den einzelnen Komponenten nachgewiesen werden.

Die Proben wurden via LC-MS untersucht. Dabei wurden zundchst Fullscananalysen von den
Reaktionsansdtzen durchgefiihrt und die gefundenen roten Signale anschlielend mittels
Produktionenscan fragmentiert. Die entstanden Fragmente wurden mogliche Strukturen
zugeordnet und dann mittels Zeitverldufen in Selected Reaction Monitoring (SRM)-Analysen
beschrieben (siehe 2.10). Dabei werden im Folgenden alle Ergebnisse in Counts per second
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(cps) angegeben, welches eine MaReinheit fur die Detektionsrate der gemessenen Molekile
am MS-Detektor ist. Die identifizierten Molekiille werden zur Vereinfachung als m/z des
Mutterions benannt. Nur bei fehlender Eindeutigkeit der Mutterion-m/z wurde ein zugehdriges
Fragment der Benennung hinzugefiigt. Bei der Verwendung von 'O, in Reaktionsansatzen ist
damit vereinfacht der Einsatz von DHPNO, gemeint. Im Folgenden ist ein Reaktionsansatz
als Reaktion von DHPNO, mit ET oder HER definiert.

3.8.1 Synthese von Hercynin

HER konnte nicht k&uflich erworben werden. Deswegen wurde es durch die Reaktion von
o-N,N-Dimethyl-L-Histidin und lodmethan mit anschlieBender Aufreinigung uber eine
Kieselgelsaule mit Mhmd Oumari selbst hergestellt (siehe 2.9) [106]. Zur Uberpriifung der
Produkte wurde eine analytische Kieselgeldiinnschichtchromatographie durchgefuhrt und
anschlieBend mittels loddampf gefarbt (Abbildung 41). Dort zu sehen ist zum einen die
HER-Positivkontrolle einer vorhergegangen Eigensynthese aus der Arbeitsgruppe
Grindemann (Kontrolle), das eingesetzte a-N,N-Dimethyl-L-Histidin (Edukt) und das neue
selbst synthetisierte HER (Produkt). Bei einem Einsatz von 60 mg Edukt konnten 21 mg HER
generiert werden. Fullscananalysen des synthetisierten HER (m/z 198) sollten die Reinheit
uberprifen. Dabei wurde tberwiegend HER (gleich 100% gesetzt), jedoch auch schwachere
Signale bei m/z 196 (16% bezogen auf HER) und 212 (13,54% bezogen auf HER) im Ansatz
gefunden. Diese Nebenprodukte werden bei den folgenden Reaktionen von *O, mit HER nicht

mehr aufgefuhrt.

Produkt
Edukt

Kontrolle

<€

Laufrichtung

Abbildung 41: Analytische Dunnschichtchromatographie der HER-Synthese. Uberpriifung des
HER-Produkts nach der Reaktion von a-N,N-Dimethyl-L-Histidin mit lodmethan. Gezeigt ist eine in
der AG Grindemann synthetisierte HER-Positivkontrolle (Kontrolle), das a-N,N-Dimethyl-L-Histidin
als  Negativkontrolle  (Edukt) und das selbst syntetisierte HER  (Produkt). Die
Dinnschichchromatographie wurde mit loddampf gefarbt.
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3.8.2 Fullscananalyse der Reaktion von 'O, mit Ergothionein

Zum Detektieren der entstandenen Reaktionsprodukte von *O, mit ET oder HER wurden diese
im Fullscanmodus der LC-MS analysiert (siehe 2.10). Durch die Methode der
Differenzabténung konnten die gemessenen Proben visualisiert werden. Bei dem Vergleich
von Proben nach 0 und 60 Minuten Reaktionszeit bei 37 °C konnten rote Signale Molekdlen
zugeordnet werden, die zu Beginn der Reaktion nicht vorhanden waren und tber die Zeit

entstanden sind. Turkise Signale zeigten Molekdile, die bei der Reaktion verbraucht wurden.

Abbildung 42 zeigt ein beispielhaftes Differenzabtonungsbild mit den Hauptprodukten der
Reaktion von 'O, mit ET in H,O. Dabei sind in gelber Schrift die m/z (x Achse) der
wichtigsten Signale beschrieben und die y-Achse spiegelt die Retentionszeit der Molekile

wieder.

196 290
4271

v

Abbildung 42: Differenzabtonungsbild der '0, + ET-Reaktion in H,O Dargestellt sind rote (in
Effektbedingungen erhdhte Intensitat) und tirkise (in Kontrollbedingungen erhdhte Intensitét) Signale
detektiert bei der Reaktion von DHPNO, (10 mM) mit ET (100 puM) in H,O bei 37 °C fur 0 oder 60
Minuten. Die detektierten ET-Produkte sind mit gelben Pfeilen und dem m/z-Verhdltnis
gekennzeichnet. Anhand der y-Achse kann die Retentionszeit der Signale bestimmt werden.
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Durch diese Vorgehensweise wurden weitere Reaktionsprodukte in den verschiedenen
Reaktionsansitzen von 'O, mit ET oder HER in GSH oder TRIS gefunden
(Differenzabbildungsbilder nicht gezeigt). Eine Zusammenfassung der gefundenen ET- oder
HER-Produkte ist in der Tabelle 23 beschrieben. Dabei spielte die Retentionszeit eine
wichtige Rolle bei der Identifizierung von Konstitutionsisomeren, wie bei m/z 365
(Abbildung 48). Die Molekule hatten das gleiche m/z-Verhaltnis, aber andere chemische
Strukturen, weswegen das Laufverhalten tber die HPLC-Sdule und somit die Retentionszeit
unterschiedlich war. Die in der Tabelle aufgefiihrten Ansdtze beschreiben, bei welchen
Reaktionsansatzen das jeweilige Reaktionsprodukt gefunden wurde. Aus diesen jeweiligen
Ansétzen der identifizierten Molekiile wurden dann die Fullscanintensitaten berechnet
(siene 2.12). Die  strukturelle  Aufklarung der Produkte war anhand  des
Fragmentierungsmusters nicht vollkommen eindeutig. Daher wurde zusatzlich die
akkurate Masse mit der exakten Masse (berechnete Masse) verglichen, um die Summenformel

des Produkts zu bestatigen.
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Tabelle 23: Reaktionsprodukte von ‘O, mit ET oder HER. Hier sind die Mutterionprodukte mit den
in der SRM-Methode verwendeten Fragmenten, Retentionszeit, akkurate Massen, exakte Massen,
Fullscanintensitaten und Reaktionsanséatze, in welchen die Produkte gefunden wurden, aufgelistet.

Mutter- | Frag- Ret akkurate | exakte FS-
ion ment [min] Masse Masse Intensitéat Reaktionsansatz
[m/z] [m/z] [m/z] [m/z] [*1076 cps]

198,1237 198,1242 91 ET+1

220,105 220,1054 3,8 ET+*

n. m.

230,0959 230,0963 n.m ET+*

6,1 230,1133 230,114 HER +*

246,1084 246,1089 3,1 HER +*

262,085 262,0861 ET+*

270,1056 270,1058 0,5 ET+1

288,1121 288,113 ET+1!

n. HER + 5 mM TRIS + 'O
----- _
- 365,149  365,1494 ET +5mM TRIS +

519,1863 519,1873 4,4 HER + 1 mM GSH +*

551,5983 551,1593 1,7 ET+0,1mMGSH +*

cps = counts per second; FS = Fullscan; n. m. = nicht messbar; Ret = Retentionszeit;
Peaks waren nicht separat integrierbar, deswegen wurden die Peakflachen beider Molekile
zusammengefasst.
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Durch die Parameter in der Tabelle 23 konnte eine spezifische Identifikation der einzelnen
Produkte gewahrleistet werden. Die einzelnen Produkte werden im Folgenden anhand der
chemischen Strukturen basierend auf dem Fragmentmuster vorgestellt. Weiterhin werden die
Eigenschaften in Abhéngigkeit der DHPNO,-Konzentration und dem Einfluss von ASC, GSH
und TRIS auf die ET- und HER-Produktbildung tber die Zeit beschrieben. Zusatzlich werden
diese Produkte in ETT(+/-)/GSH(+/-) Zelllysaten analysiert.

3.8.3 Fragmentierungen der Ergothionein- und Hercyninprodukte

Die gefundenen ET- und HER-Produkte aus den Differenzabtonungsbildern wurden
fragmentiert (siehe 2.11.5). Beim Fragmentieren werden intramolekulare chemische
Verbindungen des Mutterions durch Kollision mit Stickstoffgas aufgebrochen. Die
entstandenen Tochterionen, welche die stabilen Fragmente des Mutterions darstellen, werden
detektiert und ergeben ein mutterionspezifisches Fragmentmuster. Die Intensitat der
entstandenen Fragmente spiegelt die Stabilitat wieder. Hohere Intensitidten bedeuten hierbei
eine hohere Stabilitat des Fragments. Durch Abgleich mit Datenbanken kénnen Rickschliisse
uber die Struktur des Mutterions gezogen werden (siehe 2.11.5). Sollte das Molekil nicht
beschrieben sein, wird das Fragmentmuster interpretiert. Dabei werden die einzelnen
Fragmente dem Mutterion plausible zugeordnet, um dessen mogliche Struktur zu beschreiben.
Zu beachten ist hierbei, welche chemischen Reaktionen bei einer Fragmentierung mdglich
sind. Es hat sich herausgestellt, dass meist ungeladene, kleine Molekiile das Mutterion
verlassen und sie somit gute Molekulabgangsgruppen darstellen.

Im Folgenden sind die Fragmentierungen der in den Differenzabténungsbildern
(Abbildung 42) detektierten Signale dargestellt. Alle Fragmentmusteranalysen zeigen links
das gemessene Fragmentmuster des Mutterions und rechts die postulierten Strukturen der
Fragmente und das Mutterion (Beispiel: Abbildung 43). Hierbei wurden die exakten Massen
der Summenformeln durch Messung der akkuraten Masse bestétigt (Tabelle 23). Die genaue
Struktur der Molekiile wurde aufgrund von Plausibilitdten beschrieben, dies ist jedoch kein
eindeutiger Beweis fiir die postulierte Struktur. Einzelne Doppelbindungen oder Anordnungen

kdnnen sich vom tatsachlichen Molekiil unterscheiden.

Beispielhaft werden das Vorgehen und die Besonderheiten fir ET (m/z 230) beschrieben
(Abbildung 43). Die ET-Fragmentierung zeigte die Fragmente m/z 186, 127 und 60. Bei der
m/z 186 verlasst ein CO,, bei der m/z 127 ein CO, und eine Trimethylamingruppe (CsHgN)
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das Mutterion. m/z 60 stellte die positiv geladene Trimethylamingruppe dar. Alle Fragmente
wurden dem Mutterion zugeordnet. Charakteristisch war m/z 60, welches nahezu bei allen
folgenden Fragmentmustern auftritt und nicht mehr als Fragmenterklarung aufgefiihrt wird.

Die Nummerierung des Imidazolrings ist exemplarisch fur ET gezeigt, welches auf alle
Produkte tbertragen werden kann.

X100+ E
2x10 . | (\/\NH ET
— ' 186 HO
2 | @/I\< _hN -\<S W#‘H
— | O
| oh
72] | /
5 127 /\(\NH \ S
5 60 186 | H%%—ﬂg
230 S
O T T T I 1 :
50 100 150 200 250 @H
I N
m/z : 60 7 \

Abbildung 43: Fragmentmuster mit Strukturerlauterungen von ET und dessen Fragmenten.
Dargestellt ist links das entstandene ET-Fragmentmuster und rechts, unter der Molekilbezeichnung
die chemische Struktur des Mutterions mit den zugehérigen Strukturen der einzelnen Fragmente.
lonisierung: positiv (M+H"), Kollisionsenergie (CE): 25 Volt.

3.8.3.1 Fragmentierungen der Ergothioneinprodukte

Mit den im Fullscan identifizierten ET-Produkten m/z 246:143, 262, 264, ET-Sulfonsédure
(m/z 278), ET-Disulfid (m/z 229) und m/z 493 wurde wie mit ET verfahren (Abbildung 44).
Die Anordnung wurde aufgrund der postulierten chemischen Struktur gewahlt, wobei
m/z 246:143, 262 und 264 moglicherweise Reaktionen von 10, mit ET am Imidazolring und
m/z 278, 229 und 493 Reaktionen am Schwefel von ET darstellen kdnnten.
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Abbildung 44: Fragmentmuster mit Strukturerlduterungen von m/z 246:143, 262, 264,
ET-Sulfonsaure (m/z 278), ET-Disulfid (m/z 229) und m/z 493 sowie dessen Fragmenten.
Dargestellt ist links das entstandene Fragmentmuster der einzelnen Mutterionen und rechts, unter der
Molekiilbezeichnung die chemische Struktur des postulierten Mutterions mit den mdoglichen
zugehorigen  Strukturen  der  einzelnen  Fragmente.  lonisierung:  positiv  (M+H"),
Kollisionsenergie (CE): 25 Volt.

Nach Zuordnung der Fragmente kdnnte m/z 246:143 ET mit Hydroxygruppe an Position 5 des
Imidazolrings, m/z 262 ET mit einer Hydroxygruppe an Position 4 und einer Carbonylgruppe
an Position 5 und m/z 264 ET mit zwei Hydroxylgruppe an Position 4 und 5 sein. Dabei
wurden alle Fragmentierungen den mdéglichen ET-Produkten plausibel zugeordnet. Auffallig
war ein moglicher Zusammenhang zwischen dem Abgang von CO, aus dem Mutterion bei
aromatischen Ringverbindungen am Imidazolring, wie bei m/z 246:143, und dem Verbleib

von CO; bei nicht aromatischen Verbindungen, wie den Molekiilen m/z 262 und 264.

Anhand des Fragmentmusters konnte m/z 278 als ET-Sulfonsédure mit drei Sauerstoffen am
Schwefel bestimmt werden. m/z 229 wurde als ET-Disulfid identifiziert, welches doppelt
geladen ist und daher diese erniedrigte m/z aufweist. Die beiden ET-Produkte, m/z 278 und
229, konnten nicht nur durch Fragmentmusteranalysen dem méglichen Mutterion zugeordnet
werden, sondern wurden auch durch Abgleich mit Literaturspektren bestatigt [33]. Bei der
m/z 493 handelte es sich mdglicherweise um das oxidierte ET-Disulfid mit zwei Sauerstoffen
am Schwefel des ETs, wobei das einzige entstandene Fragment durch die akkurate Masse

bestéatigt wurde.
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3.8.3.2 Fragmentierungen der Hercyninprodukte

Bei der Reaktion von 'O, mit ET entstand HER (m/z 198; Abbildung 42). Das
Fragmentmuster von HER (m/z 198) zeigte die gleichen Abgangsgruppen wie ET und wurde
mit der Literatur abgeglichen (Abbildung 45) [33]. Weiterhin zeigte sich im
Differenzabtonungsbild ein rotes Signal bei m/z 220, welches das HER-Natriumecho
darstellte. Hierbei handelt es sich um eine Na*- statt einer H*-Anlagerung an das Mutterion
wéhrend der MS-lonisierung. Daher kommt es bei den entstandenen Natriumechos zu einer
m/z-Erh6hung von +22 u bei der gleichen Retentionszeit. Die nicht dargestellte m/z 199 war
ein HER-Isotop (Abbildung 42). Dies wurde aufgrund der gleichen Retentionszeit und der
akkuraten Masse bestatigt.

HER reagierte zusétzlich mit *O, und neue 'O, + HER-Produkte wurden gebildet. Dabei
wurden weitere fiinf HER-Produkte entdeckt: m/z 214, 230:171, 230:153, 246:229 und 248
(Abbildung 45).
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Abbildung 45: Fragmentmuster mit Strukturerlauterungen von HER, m/z 214, 230:153, 230:171,
246:229 und 248 sowie dessen Fragmenten. Dargestellt ist links das entstandene Fragmentmuster
der einzelnen Mutterionen und rechts, unter der Molekilbezeichnung die chemische Struktur des
postulierten Mutterions mit den moglichen zugehdrigen Strukturen der einzelnen Fragmente.
lonisierung: positiv (M+H"), Kollisionsenergie (CE): 25 Volt.

m/z 214 wurde erst nach Analyse der akkuraten Masse einer moglicher Struktur zugeordnet
(siene 2.11.8). Hierbei handelt es sich vermutlich um HER mit einer Carbonylgruppe an
Position 2 des Imidazolrings (Abbildung 45). Die Schwierigkeit bei m/z 214 war die
Uberlagerung von anderen Stoffen im Differenzabtonungsbild (Abbildung 42). Die
m/z 214-Spur ist im Bild weill (Intensitat in Kontroll- und Effektprobe zu groR zum
Detektieren) und uberdeckt das rote Signal. Erst anhand der gezielten Quantifizierung der
akkuraten Masse wurde die Summenformel von m/z 214 und die zugehérigen Fragmente
bestimmt. Dabei entstanden zwei Fragmente bei m/z 111 und 127. Jedoch wurde nur m/z 111
einer moglichen Struktur zugeordnet, wobei CO, und die Trimethylamingruppe das Mutterion
verlasst. Dem Fragment m/z 127 konnte keine Struktur zugewiesen werden. Folgeanalysen
hatten gezeigt, dass es sich bei dem m/z 127-Fragment um kein dem m/z 214-Mutterion
zugehoriges Fragment handelte, da es bei diesem Fragmentiibergang in SRM-Analysen nicht

zu einer Anderung der Intensitat iber die Zeit kam (Daten nicht gezeigt).

Bei der m/z 230-Fragmentierung konnten chromatographisch zwei Peaks unterschieden
werden, zum einen mit einer Retentionszeit von 6,1 Minuten und zum anderen mit einer
Retentionszeit von 7,2 Minuten. Beim Analysieren der Fragmentmuster wurden
Konstitutionsisomere postuliert (Abbildung 45). Die vermuteten Strukturen zu m/z 230 sind
HER mit zwei gebundenen Sauerstoffen, eine Carbonylgruppe an Position 2 und eine
Hydroxygruppe entweder an Position 4 (Fragment: m/z 171, Retentionszeit: 6,1 min) oder

Position 5 des Imidazolrings (Fragment m/z 153, Retentionszeit: 7,2 min). Die akkurate Masse
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der beiden Peaks war identisch und stimmte mit der exakten Masse Uberein, wodurch die
Hypothese der Konstitutionsisomere bestatigt wurde. Das Konstitutionsisomer m/z 230:171
wurde erst nach den SRM-Analysen gefunden, weshalb m/z230:171 in diesen

Zeitverlaufsexperimenten nicht gemessen wurde.

Das im Differenzabtonungsbild detektierte rote Signal m/z 246 wurde bei zwei
unterschiedlichen Retentionszeiten mit unterschiedlichen akkuraten Massen nachgewiesen
(Vergleiche m/z 246:143, Tabelle 23). Hier wurde nun die m/z 246:229 (Hauptfragment:
m/z 229) mit einer Retentionszeit von 6,2 Minuten vorgestellt (Abbildung 45). Bei
m/z 246:229 handelte es sich wahrscheinlich um HER mit zwei Carbonylgruppen an Position
2 und 5 sowie einer Hydroxygruppe an Position 4 des Imidazolrings. Die Fragmente konnten

dem Mutterion zugeordnet werden.

Die Analyse des Fragmentmusters ergab, dass es sich bei m/z 248 wahrscheinlich um HER
mit einer Carbonylgruppe an Position 2 und zwei Hydroxygruppen an Position 4 und 5 des
Imidazolrings handelte (Abbildung 45). Alle entstanden Fragmente konnten zugeordnet
werden. Zusétzlich wurde in dem Differenzabtonungsbild das Natriumecho bei m/z 270 mit
der gleichen Retentionszeit wie bei m/z 248 gefunden. Die fir m/z 270 gemessen
akkurate Masse war identisch mit der Summenformel von m/z 248 mit Na* und konnte somit

unterstiitzend zur m/z 248-Beschreibung herangezogen werden.

3.8.3.3 Fragmentierung der m/z 288 und 77

Bei den gefundenen roten Signalen im Differenzabtonungsbild m/z 288 und 77 handelte es
sich um spezielle Molekiile, da diese nicht direkt auf eine Reaktion von 'O, mit ET oder HER
zurlickzufuhren waren. Dabei konnte m/z 288 uber die akkurate Masse einer moéglichen
Molekdlstruktur zugeordnet werden. Hier handelte es sich wahrscheinlich um HER mit einer
Carbonylgruppe an Position 2 und mit Schwefel gebundenen Thioharnstoff an Position 5 des
Imidazolrings (Abbildung 46). Die entstandenen Fragmente konnten der moglichen
m/z 288-Struktur zugeordnet werden. In einem Reaktionsansatz mit HER, DHPNO, und
Thioharnstoff  wurde in  einem  Differenzabtonungsbild  ausschlieRlich  hohe
m/z 288-Intensitdten beobachtet (Tabelle 23). Dies belegte die postulierte chemische
Zusammensetzung des Molekuls. Es wurden keine mit m/z288 vergleichbare

Molekulzusammensetzungen in den Reaktionsansatzen mit ET + DHPNO; + Thioharnstoff,
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ET + DHPNO, + Harnstoff oder HER + DHPNO, + Harnstoff entdeckt. Dem Schwefel von
Thioharnstoff kam eine entscheidende Funktion zu.

Da m/z 288 eindeutig ein HER-Reaktionsprodukt mit 'O, und Thioharnstoff darstellte, wurde
vermutet, dass Thioharnstoff in den Reaktionsansatzen mit ET und DHPNO; gebildet wurde.
Dieser konnte bei m/z 77 detektiert werden (Abbildung 46). Die Fragmentierung zeigte ein
Fragment mit m/z 60, das mit Eintragungen in den bekannten Datenbanken (bereinstimmte
(siehe 2.11.5).
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Abbildung 46: Fragmentmuster mit Strukturerlauterungen von m/z 288 und 77 sowie dessen
Fragmenten. Dargestellt ist links das entstandene Fragmentmuster der einzelnen Mutterionen und
rechts, unter der Molekilbezeichnung die chemische Struktur des postulierten Mutterions mit den
maoglichen zugehorigen Strukturen der einzelnen Fragmente. lonisierung: positiv. (M+H"),
Kollisionsenergie (CE): 25 Volt.
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3.8.4 Ergothionein- und Hercyninprodukte in Abhangigkeit von 'O,

Nachdem die Fragmentmuster moglichen ET- und HER-Produkten zugeordnet werden
konnten, wurden die Fragmente mit der hdchsten Intensitét in eine SRM-Methode (bertragen
und mittels LC-MS/MS genauer analysiert (siehe 2.11.6). Bei einer SRM-Methode gelangt
das Mutterion in das MS, wird fragmentiert und anschlielend nur das spezifische Fragment
des Mutterions detektiert. Dadurch ist eine eindeutige Zugehorigkeit zum Mutterion
gewahrleistet. Mit dieser Methode wurde nun der Beweis fur die ET- bzw.
HER-Produktzugehorigkeit der einzelnen Molekile erbracht. Durch die Verwendung von
unterschiedlichen DHPNO,-Konzentrationen war es maglich, eine
0,-Konzentrationsabhangigkeit der identifizierten Produkte zu zeigen. Kénnen beim Einsatz
von héheren DHPNO,-Konzentrationen grofRere Produktintensitaten via SRM nachgewiesen

werden, handelt es sich um ein spezifisches ET- oder HER-Produkt aus der Reaktion mit *O,.

Fur das Experiment mit unterschiedlichen DHPNO,-Konzentrationen wurden Ansitze mit
1 bzw. 10 MM DHPNO; in 100 uM ET und 5 mM TRIS (ber die Zeit inkubiert. Um den
physiologischen pH von 7,4 stabil zu halten, wurden 5 mM TRIS verwendet. Die Ergebnisse
zeigten eine DHPNO,-Konzentrationsabhéngigkeit der gemessenen ET- oder HER-Produkte
und konnen auf die Reaktion von 'O, mit ET oder HER zuriickgefilhrt werden
(Abbildung 47). Eine im Vergleich zu 1 mM DHPNO; geringere ET-Intensitat wurde im
Reaktionsansatz mit 10 mM DHPNO, gemessen. Dies wies auf die Reaktion von 'O, mit ET
hin. Die HER-Produkte aus der Reaktion von 'O, mit ET wurden meist nach 9 Minuten
gebildet, welches eine vorherige HER-Bildung voraussetzte. Aus diesem Grund kam es
wahrscheinlich zu einer verspateten HER-Produktbildung (Abbildung 47; unterstrichene

Molekiilbezeichnung).

Im Differenzabtonungsbild erschien das Signal des ET-Disulfids tiirkis (Abbildung 42). Der
Zeitverlauf des ET-Disulfid war bei einem Reaktionsansatz mit 10 mM DHPNO; biphasisch
(Abbildung 47). Hierbei war die Initialintensitat hoher als beim Reaktionsende, weshalb das

Signal im Differenzabténungsbild tirkis war.

Eine weitere Besonderheit zeigte sich im Kurvenverlauf von m/z 246:143 (Abbildung 47).
Hierbei war eine deutliche DHPNO,-Konzentrationsabhéngigkeit zu beobachten. Die
Initialintensitdt beim Einsatz von 10 mM DHPNO, war jedoch hoher als bei 81 Minuten.
Maoglicherweise wurde m/z 246:143 schnell gebildet und reagierte daraufhin weiter, sodass es

zu einem Intensitatsverlust Uber die Zeit kam.
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Abbildung 47: Zeitverlauf der relativen Intensitéaten der ET- und HER-Produkte in Ansatzen
mit ET und unterschiedlichen DHPNO,-Konzentrationen in 5 mM TRIS. Die Intensitaten der ET,
ET-Disulfid, ET-Sulfonsaure, Thioharnstoff, m/z 246:143, 262, 264, HER, m/z 214, 230:153, 246:229,
248 und 288 wurde mittels SRM-Analyse mit dem spezifischen Fragmentlibergang des Mutterions aus
Tabelle 23 bestimmt. Eingesetzt wurden 100 uM ET und fiir die Freisetzung von 'O, wurden 1 oder
10 mM DHPNO; in 5 mM TRIS verwendet. Die Ansatze wurden fiir 0, 1, 3, 9, 27 und 81 Minuten bei
37°C inkubiert und dann auf Eis gelagert. AnschlieBend wurden diese mittels LC-MS/MS gemessen.
Die HER-Produkte sind mit unterstrichener Molekilbezeichnung gekennzeichnet. (n=3,

Mittelwert £ SEM).
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3.8.5 Charakterisierung der Ergothionein- und Hercyninprodukte in TRIS

In den Differenzabtonungsbildern von Fullscananalysen in Reaktionsansatzen mit ET oder
HER (100 uM), DHPNO; (10 mM) und TRIS (25 mM, pH 7,4) wurden zuséatzliche Produkte
identifiziert (Tabelle 23, Differenzabtonungsbild nicht gezeigt). Hierbei wurde nun 25 mM
TRIS eingesetzt, um die schwécheren Signale in Differenzabtonungsbildern von
Fullscananalysen in Reaktionsansdtzen mit 5 mM TRIS zu verstarken, und somit bessere
Fragmentierungen gewéhrleisten zu kénnen. Die in den Bildern zusétzlich detektierten roten
Signale wurden wie zuvor fragmentiert, um anhand des Fragmentmusters die zugehorigen
Strukturen zu postulieren. Dabei handelte es sich um Folgereaktionen von einigen zuvor
beschriebenen Produkten oder Reaktionen von Intermediaten mit der Aminogruppe des
Nukleophils TRIS (Abbildung 48).

Bei den folgenden Fragmentierungen der TRIS-Reaktionsprodukte bedeutet R:
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Abbildung 48: Fragmentmuster mit Strukturerlduterungen von m/z 333, 349, 365:230 und
365:244 sowie dessen Fragmenten. Dargestellt ist links das entstandene Fragmentmuster der
einzelnen Mutterion und rechts, unter der Molekilbezeichnung die chemische Struktur des
postulierten Mutterions mit den moglichen zugehdrigen Strukturen der einzelnen Fragmente.
lonisierung: positiv (M+H"), Kollisionsenergie (CE): 25 Volt.

m/z 333 wurde als Hauptsignal im Differenzabténungsbild in Reaktionsansatzen mit DHPNO,
und HER in 25 mM TRIS identifiziert (Tabelle 23, Differenzabtdnungsbild nicht gezeigt). Die
m/z 333-Fragmentierung liel3 auf die Grundstruktur von m/z 214 (HER + Carbonylgruppe an
Position 2 des Imidazolrings; Abbildung 45) mit TRIS an Position 5 des Imidazolrings
schlieen (Abbildung 48). Viele Fragmente konnten dem Mutterion zugeordnet werden und

die akkurate Masse stimmte mit der exakten Masse Uberein (Tabelle 23).

m/z 349 stellte sich als untergeordnetes Signal in dem Reaktionsansatz von HER und
DHPNO; in 25 mM TRIS heraus. Die rote Signalstarke im Differenzabtonungsbild sowie die
Fullscanintensitdt war gering (Tabelle 23, Differenzabtonungsbild nicht gezeigt). Die
m/z 349-Fragmentierung lieR auf die m/z 230:153-Grundstruktur (HER + Carbonylgruppe an
Position 2 und Hydroxygruppe an Position 5 des Imidazolrings; Abbildung 45) mit TRIS an
Position 4 des Imidazolrings schlielen (Abbildung 48).
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Bei dem Reaktionsansatz mit ET und DHPNO; in 25 mM TRIS wurde per Differenzabténung
das starkste rote Signal bei m/z 365 gefunden. Bei der Chromatographie konnte ein
Doppelpeak beobachtet werden, dessen Grenzen nicht eindeutig trennbar waren (Daten nicht
gezeigt). Jedoch konnten die Peakmaxima anhand der Retentionszeit differenziert werden.
Diese lagen bei 6,9 und 7,2 Minuten. Bei genauer Analyse dieser Peaks zeigten sich zwei
verschiedene Fragmentierungsmuster (Abbildung 48). m/z 365 (Retentionszeit: 6,9 min)
konnte die moégliche Struktur von ET mit Sauerstoff an Position 4 und dem TRIS-Stickstoff
an Position 5 des Imidazolrings mit zusatzlicher Bindung des Sauerstoffes an dem Stickstoff
zugeordnet werden. Das Fragmentmuster zeigten m/z 230 als intensitétsstarkstes-Fragment,
weswegen dieses Molekil im Folgenden als m/z 365:230 geflihrt wird. Bestatigt wurde die
ET-Struktur des Fragments m/z 230 durch Analysen mit Hilfe einer lonenfalle (siehe 2.11.7).
Diese lonenfalle ist in der Lage, ein spezifisches Fragment eines Mutterions zu sammeln und
zu fragmentieren, wobei in diesem Falle die Tochterionenfragmente m/z 186 und 127
entstanden (Daten nicht gezeigt), welche beim Fragmentieren von ET ebenfalls detektiert
wurden (Abbildung 43).

Anhand des m/z 365-Fragmentmusters (Retentionszeit: 7,2 min) wurde die chemische
Struktur von ET mit einer Carbonylgruppe an Position 5 und dem Stickstoff von TRIS an
Position 4 des Imidazolrings postuliert (m/z 365:244). Hierbei zeigte das Fragment m/z 244
die hochste Intensitat, weswegen dieses Molekil als m/z 365:244 bezeichnet wurde. Die
Bestimmung der akkuraten Masse ergab fur beide Molekile die gleichen m/z und stimmte mit
der exakten Masse Uberein. Deswegen lag nahe, dass es sich um Konstitutionsisomere

handelte.
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3.8.5.1 Bildung der Hercyninprodukte in TRIS tber die Zeit

Die identifizierten HER-Produkte wurden in Reaktionsansatzen mit HER (100 uM), DHPNO,
(10 mM) und TRIS (0 und 25 mM) tber die Zeit mittels SRM gemessen. Da bei der Reaktion
von 'O, mit ET auch HER entstand, wurden zuerst die HER-Produkte in den
HER-Reaktionsansatze uber die Zeit vorgestellt, um zu zeigen, dass es sich um spezifische
HER-Produkte handelte (Abbildung 49).

; HER m/z214 m/z 230:153
8x10 6x10° - 6x10°
4x107 QR' 3x10° 3x10°
0 | T r T r T LA | 0 0 | T v T v T L |
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
4><105 M 2><]_O7
- HZO
2><105 1><107 —+— 25 mM TRIS
0 20 40 60 80
gx10% m/z 349
§4x106
B 4x10*
7z 2x10
g
£
02 mt—t———t 07 ettt
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Zeit [min]

Abbildung 49: Zeitverlauf der relativen Intensitdten von HER-Produkten in Ansitzen mit ‘O,
und HER in Abhangigkeit von TRIS. Die Intensitdten von HER, m/z 214, 230:153, 246:229, 248,
333 und 349 wurde mittels SRM-Analyse mit dem Fragmentibergang aus Tabelle 23 gemessen. In
den Ansatzen wurden 10 mM DHPNO,, 100 uM HER und 0 oder 25 mM TRIS eingesetzt. Die Proben
wurden fir 0, 1, 3, 9, 27 und 81 Minuten bei 37°C inkubiert bis die Reaktion mit der Lagerung auf Eis
abgestoppt wurde. Anschliefend wurden die Ansdtze mittels LC-MS/MS gemessen. Die
HER-Produkte sind mit unterstrichener ~ Molekulbezeichnung  gekennzeichnet. (n=3,
Mittelwert £ SEM).

Die Ergebnisse zeigten einen Intensitatsverlust von HER uber die Zeit, sowohl in H,O als
auch in 25 mM TRIS, welches auf eine Reaktion von 102 mit HER schlieffen lieR. In der
H,O-Kontrolle konnte bei allen HER-Produkte m/z 214, 230:153, 246:229 und 248 ein

Intensitatsanstieg Uber die Zeit beobachtet werden (Abbildung 49). Dabei kam es zu keiner
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verzogerten Bildung der HER-Produkte, wie es im Zeitverlauf von ET mit unterschiedlichen
DHPNO,-Konzentrationen zu beobachten war (Abbildung 47). Daher waren die entstandenen
Produkte auf eine Reaktion von O, mit HER zuriickzufihren. In 25 mM TRIS wurden die
HER-Produkte nicht gebildet (Abbildung 49). Wahrscheinlich reagierten Intermediate oder
m/z 214 und 230:153 mit TRIS zu m/z 333 und 349. Daher wurden die mdglichen
Folgeprodukte von m/z 214 und 230:153, welche wahrscheinlich m/z 246:229 und 248 waren,
ebenfalls nicht mehr gebildet.

Die HER-Produkte m/z 333 und 349 konnten in den Reaktionsansatzen ohne TRIS nicht
detektiert werden. Es kam zu einem deutlichen Intensitatsanstieg in den Ansédtzen mit TRIS.
Dies legte nahe, dass es sich bei den beiden Produkten um HER-Produkte mit TRIS-Bindung
handelte.

3.8.5.2 Bildung der Ergothioneinprodukte in TRIS Uber die Zeit

Um zu untersuchen, wie die ET-Produkte in Gegenwart von TRIS reagieren, wurden
Zeitverlaufe mit ET (100 uM) und DHPNO; (10 mM) in TRIS (0, 5 und 25 mM) erstellt
(Abbildung 52). HER-Produkte, welche bei den Reaktionsansatzen mit ET entstehen, sind zur
deutlicheren Unterscheidung mit unterstrichener Molekilbezeichnung gekennzeichnet. Die
Kurvenverldufe in TRIS werden im Folgenden, wenn nicht anders beschrieben, mit den

H,O-Kontrollverlaufen verglichen.

Die Analyse des ET-Zeitverlaufs zeigte eine Abnahme der Intensitat Gber die Zeit, welches
auf eine Reaktion von 'O, mit ET zuriickzufilhren war. Bei der Messung des
25 mM TRIS-Reaktionsansatzes war die initiale ET-Intensitat geringer als bei den Ansétzen
in 5 mM TRIS und H,O. Dies lag wahrscheinlich an der erhéhten TRIS-Konzentration,
welche zu lonensuppression bei der LC-MS/MS-Messung fiuhrte. lonensuppression
bezeichnet die Uberlagerung der zu messenden Substanz von anderen Substanzen. Dadurch
kann die komplette Intensitat der zu messenden Substanz nicht mehr vollstandig detektiert

werden.

In Gegenwart von TRIS zeigte sich im Reaktionsansatz oft keine konzentrationsabhé&ngige
m/z 262-Inhibition. Die m/z 262-Intensitat war in H,O, 5 mM und 25 mM TRIS (ber die Zeit

ahnlich.
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Abbildung 50: Zeitverlauf der relativen Intensitéaten der ET- und HER-Produkte in Ansatzen
mit 'O, und ET in Abhéangigkeit von TRIS. Die Intensitdt von ET, ET-Disulfid, ET-Sulfonséure,
Thioharnstoff, m/z 246:143, 262, 264, 365:230, 365:244, 493, HER, m/z 214, 230:153, 246:229, 248
und 288, wurde mittels SRM-Analyse mit dem Fragmentiibergang aus Tabelle 23 gemessen. In den
Ansétzen wurden 10 mM DHPNO,, 100 uM ET und 0, 5 oder 25 mM TRIS eingesetzt. Die Proben
inkubierten 0, 1, 3, 9, 27 und 81 Minuten bei 37°C bis die Reaktion durch die Lagerung auf Eis
gestoppt wurde. Anschlieend wurden die Ansdtze mittels LC-MS/MS gemessen. Mit unterstrichener
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6x10°1
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m/z 264

- H,0
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Molekiilbezeichnung sind die HER-Produkte gekennzeichnet. (n = 3, Mittelwert £ SEM).
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25 mM TRIS in den Reaktionsansatzen verminderten die m/z 264-Produktion Uber die Zeit.
Mit Ausnahme von Minute 27 war beim Einsatz von 5mM TRIS im Vergleich zur
H,O-Kontrolle kaum ein Intensitatsunterschied zu beobachten. Die Intensitdt in 5 mM TRIS

war bei 27 Minuten hoher als in H,O.

Das m/z 246:143-Reaktionsprodukt zeigte zum Teil biphasische Kurvenverlaufe, wobei die
Kurve zundchst anstieg und dann mit fortschreitender Reaktionsdauer abfiel, wie in der
H,O-Kontrolle zu sehen war. Zum Teil zeigten die Kurvenverldufe erhohte
246:143-Inititalintensitaten, welche Uber die Zeit abfielen, wie bei 5und 25 mM TRIS.
Maoglicherweise war m/z 246:143 ein ET-Produkt, welches schnell gebildet wurde und dann
weiterreagierte. Dies wirde den Kurvenverlauf der H,O-Kontrolle erklaren. Die erhohte
Initialintesitdt bei 5 und 25 mM TRIS beruhte wahrscheinlich auf der schnellen
Anfangsreaktion, wobei durch den Zeitverzug wahrend der Messung aller Proben die Kurve
nach Erreichen des Maximums abgebildet war und dann die Folgereaktion zeigte.
Beispielsweise zeigte die H,O-Kurve ein Maximum nach 27 Minuten. Es ist mdglich, dass der
Reaktionsansatz der 5 mM TRIS-Proben erst nach 6 Stunden gemessen wurde und der

Kurvenverlauf nach dem Intensitatsmaximum bei 27 Minuten gezeigt ist.

Die Ergebnisse des Reaktionsansatzes mit TRIS zeigten, dass auch TRIS einen
konzentrationsabhangigen Einfluss auf die ET-Disulfidbildung und dessen Zerfall hat, ahnlich
wie bei m/z 246:143. Bei hoheren TRIS-Konzentrationen kam es zur gesteigerten initialen
Produktion des ET-Disulfid, welches mdglicherwiese auf die Messdurchfiihrung

zuriickzufiihren war.

In Anwesenheit von 25 mM TRIS stieg die m/z 493-Intensitat bis zur 27. Minuten an und
erreichte ein Plateau. Mit 5 mM TRIS zeigte m/z 493 einen zweiphasigen Verlauf mit einem
Intensitatsanstieg bis zur 27. Minute und darauffolgend einem Abfall bis zur 81. Minute, mit

der gleichen Endintensitat wie in H,O.

Konzentrationen von 25 mM TRIS inhibierten die Produktion der ET-Sulfonsédure vollstandig,

wohingegen 5 mM TRIS keinen Einfluss hatte.

Die Zeitverlaufe von HER und dem HER-Produkt m/z 214 in einem Reaktionsansatz mit ET
und DHPNO; in verschiedenen TRIS-Konzentrationen zeigten keine Beeinflussung von TRIS

bezliglich der Produktbildung.
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Mit 25 mM TRIS im Reaktionsansatz wurde m/z 230:153 nicht detektiert. Eine Hemmung in
Anwesenheit von 5 mM TRIS konnte gezeigt werden.

In TRIS kam es zu einer verzdgerten m/z 246:229-Generierung nach 3 Minuten. Der Anstieg
in 25mM TRIS war minimal, wobei in 5 mM TRIS ein linearer Intensitatsanstieg zu
beobachten war. Die m/z 246:229-Intensitét in H,O stieg bis zur 27. Minute leicht an und nach

der 81. Minute war die Endintensitat von H,O mit der von 5 mM TRIS vergleichbar.

Mit 25 mM TRIS im Reaktionsansatz wurde m/z 248 nicht detektiert, wobei eine Hemmung

in Anwesenheit von 5 mM TRIS gezeigt werden konnte.

Die unterschiedlichen TRIS-Konzentrationen beeinflussten die m/z 288-Produktion im

Vergleich zur H,O-Kotnrolle nicht.

Thioharnstoff wurde erst nach 9 Minuten detektiert, danach kam es zu einem stetigen
Intensitatsanstieg bei allen TRIS-Konzentrationen. Dabei stieg im Reaktionsansatz mit

25 mM TRIS die Intensitat von Thioharnstoff am starksten an.

Bei den m/z 365-Konstitutionsisomeren handelte es sich um ET-TRIS-Produkte, da diese in
H,O nicht nachgewiesen werden konnten. Das ET-Produkt m/z 365:244 zeigte eine
Intensitatssteigerung in 25 mM TRIS Uber die Zeit verglichen zu dem Ansatz mit 5 mM
TRIS. m/z 365:230 wurde in Gegenwart von 25 mM TRIS nicht detektiert. Bei dem gleichen
zeitlichen Reaktionsverlauf in 5 mM TRIS, konnte m/z 365:230 jedoch nachgewiesen werden.

Der Grund fur den m/z 365:230-Intensitatsverlust bei 25 mM TRIS wurde daraufhin genauer
analysiert. Da bei einigen Reaktionsansatzen beobachtet wurde, dass GSH einen Einfluss auf
die m/z 365:230-Bildung hatte (Daten nicht gezeigt), wurde dies zusatzlich mit 5 mM oder
25mM TRIS und 0,1, 1 oder 5 mM GSH untersucht (Abbildung 51, A). Zum Vergleich
wurde m/z 365:244 in den gleichen Reaktionsansatzen gemessen. Durch GSH-Addition zu
den Reaktionsansatzen mit ET, DHPNO; in 25 mM TRIS konnte keine m/z 365:230-Intensit&t
nachgewiesen werden. In 5mM TRIS wurde m/z 365:230 detektiert. Dabei spielte die
GSH-Konzentration keine Rolle, da die Intensitat tiber alle GSH-Konzentrationen gleichblieb.

Fur m/z 365:244 war der Kurvenverlauf mit steigender GSH-Konzentration differenzierter
(Abbildung 51, B). Hierbei wurde eine geringere m/z 365:244-Intensitdt mit steigender
GSH-Konzentration gemessen. Dabei waren die Intensitadten in 25 mM TRIS gegeniber dem
Ansatz mit 5 mM TRIS erhoht. Maglicherweise wurde die Reaktion von 'O, mit ET in TRIS
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durch erhohte TRIS-Konzentration in Richtung des Konstitutionsisomers m/z 365:244

verschoben.

A B

m/z 365:230 m/z 365:244

41064 2%1071
&
= _ 5 mM
g 2106+ 141074 - 25mM
Z
=
0- h#-_l 0- r T T T T 1
0 2 4 6 0 2 4 6
GSH [mM]

Abbildung 51: Relative m/z 365:244- und 365:230-Intensitaten in Ansdtzen mit ET und 'O, in
Abhéangigkeit unterschiedlicher TRIS- oder GSH-Konzentrationen. Die Intensitdt wurde mittels
SRM-Methode mit dem Fragmentlbergang aus Tabelle 23 gemessen. In den Ansdtzen wurden
100 uM ET und 10mM DHPNO, sowie 5 oder 25 mM TRIS mit 0, 0,1, 1 oder 5 mM GSH eingesetzt.
Die Inkubationszeit betrug 60 Minuten bei 37°C. Die Ansatze wurden mittels LC-MS/MS gemessen
(n = 3, Mittelwert + SEM).

3.8.6 Charakterisierung der Ergothioneinprodukte in Ascorbinsaure

Aufgrund der Tatsache, dass das Nukleophil TRIS keine physiologische Bedeutung aufweist,
wurden die ET-Produkte und deren Generierung in Ansédtzen mit ET (100 pM), DHPNO;
(10 mM) und ASC (0, 0,1, 1 oder 5 mM; pH 7,4) untersucht. ASC dient als wichtiges
Reduktionsmittel fiir Zellen, weshalb es fiir die Reaktion von 'O, mit ET physiologisch
relevant sein konnte. Im Folgenden werden nun die zuvor identifizierten ET- und
HER-Produkte unter reduktiven Bedingungen analysiert. Dabei ist zu beachten, dass ASC mit
0, zu H,0; reagiert, welches eine weitere ROS darstellt und bei der ET-Produktbildung tiber
die Zeit Einfluss nehmen kann [54]. Die Kurvenverldufe in ASC werden, wenn nicht anders

beschrieben, mit den H,O-Kontrollverlaufen verglichen.

Bei den Reaktionsansatzen mit 0, 0,1 und 1 mM ASC war eine Abnahme von ET zu
beobachten (Abbildung 52). Eine Auffélligkeit war bei 5 mM ASC zu erkennen, dort war die
ET-Intensitat konstant Uber die Zeit.
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Abbildung 52: Zeitverlauf der relativen Intensitdten von ET- und HER-Produkten in Ansatzen
mit ET und 'O, in Abhéangigkeit von ASC. Die Intensitat von ET, ET-Disulfid, ET-Sulfonséure,
Thioharnstoff, m/z 246:143, 262, 264, 493, HER, m/z 214, 230:153, 246:229, 248 und 288 wurde
mittels SRM-Analyse mit dem Fragmentiibergang aus Tabelle 23 gemessen. In den Ansétzen wurden
10 mM DHPNO,, 100 uM ET und 0, 0,1, 1 oder 5 mM ASC eingesetzt. Die Proben inkubierten 0, 1,
3, 9, 27 und 81 Minuten bei 37°C bis die Reaktion durch die Lagerung auf Eis gestoppt wurde.
AnschlieBend wurden die Ansatze mittels LC-MS/MS gemessen. Die HER-Produkte sind mit
unterstrichener Molekiilbezeichnung gekennzeichnet. (n = 3, Mittelwert £ SEM).
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Auller beim Einsatz von 5 mM ASC zeigte sich durch dessen Hinzugabe keine verminderte
Bildung der ET-Produkte m/z 262 und 264. Insgesamt kam es bei 0,1 und 1 mM ASC zu
einem Intensitatsanstieg tber die Zeit, &hnlich dem H,O-Kontrollansatz.

Das m/z 246:143-Reaktionsprodukt zeigte in ASC zum Teil biphasische Kurvenverldufe, wie
es auch bei 0,1 und 1 mM ASC zu beobachten war. Die Kurvenverldufe zeigten zum Teil
erhdhte m/z 246:143-Inititalintensitaten, welche tber die Zeit nur abfielen, wie in den
Reaktionsansdtzen mit H,O. Dies war bereits bei den TRIS-Zeitverlaufexperimenten zu
beobachten, jedoch stieg hier die Intensitdt in H,O erst an und fiel daraufhin wieder ab
(Abbildung 50). Durch diese unterschiedlichen m/z 246:143-Intensitatsverlaufe in H,O
erhartet sich der Verdacht, dass m/z 246:143 ein ET-Produkt war, welches schnell gebildet
wurde und dann weiterreagierte. Der Zeitverzug bei der LC-MS/MS-Messung aller Proben
fuhrte zu unterschiedlichen Intensitéten bei den m/z 246:143 Zeitverlaufen.

ASC hatte einen konzentrationsabh&ngigen Einfluss auf die Bildung des ET-Disulfids. Mit
steigender Konzentration sank die gemessene Intensitéten bei den einzelnen Zeitpunkten. Die
Intensitat war bei 5 mM ASC komplett inhibiert.

Auch  die  m/z493-Kurvenverldufe  der  Reaktionsansidtze —mit ASC  waren
konzentrationsabhangig. Alle Kurven stiegen initial an. Bei den Reaktionsansatzen in H,O
und 0,1 mM ASC kam es zu einem Abfall der Intensitdt nach 27 Minuten, wohingegen bei
erhdhten ASC-Konzentrationen leichte Intensitatssteigungen bis zur 81. Minute nachgewiesen
werden konnten. In den H,O-Proben wurde am meisten m/z 493 gebildet und mit steigender

ASC-Konzentration wurde die Intensitat stufenweise weniger.

Die Bildung der ET-Sulfonsdure in 0,1 mM ASC zeigte keinen ASC-Einfluss. Bei 1 mM ASC
wurde eine erhohte Initialintensitdt gemessen, die wéhrend der Reaktion stagnierte. Die
Initialintensitat bei 5 mM ASC war noch groRer als die im Reaktionsansatz mit 1 mM ASC
und sank danach bis zur 9. Minute sehr schnell auf das Intensitatslevel der anderen

Reaktionsansatze ab. Die Endintensitaten sind bei allen Bedingungen gleich.

Bei der HER-Intensitdtsmessung in Reaktionsansdatzen mit 1 und 5 mM ASC wurden initial
hohere Intensitdten gemessen als in denen mit H,O und 0,1 mM ASC, wobei der Verlauf in
1 mM ASC dem in H,0 und 0,1 mM ASC entsprach. In 5 mM ASC nahm die HER-Intensitat
zundchst ab und stagnierte dann Uber die Zeit bei einem niedrigeren Intensitétslevel als die

H,0O-Kontrolle sowie die anderen zwei ASC-Konzentrationen. Die Molekilbezeichnung der
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HER-Produkte sind in Abbildung 52 unterstrichen, um eine eindeutige Abgrenzung der
ET- und HER-Produkte zu gewéhrleisten.

Das HER-Produkt m/z 214 zeigte bei der Reaktion von ET mit DHPNO in 0, 0,1 und 1 mM
ASC zuerst einen initialen Intensitatsanstieg bis zum Erreichen des Plateaus nach 27 Minuten.
Eine Auffélligkeit wurde beim Einsatz von 5 mM ASC beobachtet. Initial waren hier erhéhte

Intensitaten messbar, welche tber die komplette Versuchsdauer weiterhin anstiegen.

Beim Reaktionsansatz mit 5 mM ASC war die m/z 230:153-Generierung unterdriickt. Im
Vergleich zur H,O-Kontrolle und 0,1 mM ASC kam es mit 1 mM ASC zu einem
m/z 230:153-Intensitatsabfall.

Bei dem HER-Produkt m/z 246:229 lag eine konzentrationsabh&ngige Produktion vor, die
folgende Reihenfolge aufweist: 1 mM ASC > 0,1 mM ASC > H,0 > 5 mM ASC. In allen

Ansatzen kam es zu einer verzogerten Produktion nach 9 Minuten.

Bei der Verwendung von 5 mM ASC war die m/z 248-Generierung unterdriickt. Nach der
Hinzugabe von 1 mM ASC kam es im Gegensatz zur H,O-Kontrolle und 0,1 mM ASC zu

einem m/z 248-Intensitatsabfall Gber die Zeit.

Je hdher die ASC-Konzentration, desto weniger Thioharnstoff wurde gebildet bis beim

Einsatz von 5 mM ASC kein Thioharnstoff mehr detektiert werden konnte.

Die m/z 288-Bildung war in 5 mM ASC nahezu vollstandig inhibiert, jedoch zeigte sich keine
Intensitatsinhibition beim Einsatz von 0,1 und 1 mM ASC. Hierbei kommt es nach 9 Minuten

zu einem kontinuierlichen Intensitatsanstieg tber die Reaktionsdauer.

3.8.7 Charakterisierung der Ergothionein- und Hercyninprodukte in Glutathion
Nachdem nun die Reaktionsprodukte von 'O, mit ET und HER mit dem Nukleophil TRIS
oder dem Reduktionsmittel ASC untersucht wurden, folgte eine Analyse in Gegenwart von
GSH. GSH st ein bedeutendes physiologisches Antioxidans mit nukleophilen und

reduzierenden Eigenschaften [114].

Die folgenden Molekile wurden in Differenzabtonungsbildern als rote Signale in
Reaktionsansatzen mit ET oder HER (100 pM), DHPNO; (10 mM) und GSH (0,1 oder
1 mM) gefunden (Differenzabtonungsbild nicht gezeigt). Anschlielend wurden die Signale

fragmentiert, um anhand des Fragmentmusters eine mdogliche Struktur zuzuordnen
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(Abbildung 53). Alle Produkte wurden durch die Messung der akkuraten Masse in Bezug zur
exakten Masse bestétigt (Tabelle 23).

Bei den folgenden GSH-bezogenen Reaktionen bedeutet R fur alle Fragmentierungen:
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Abbildung 53: Fragmentmuster mit Strukturerlauterungen von m/z 519, 535, 551 und 553 sowie
dessen Fragmenten. Dargestellt ist links das entstandene Fragmentmuster der einzelnen Mutterionen
und rechts unter der Molekiilbezeichnung die chemische Struktur des postulierten Mutterions mit den
moglichen zugehorigen Strukturen der einzelnen Fragmente. lonisierung: positiv  (M+H"),
Kollisionsenergie (CE): 25 Volt.

Im Differenzabtonungsbild des Reaktionsansatzes mit DHPNO, und HER in 1 mM GSH
wurde m/z 519 als Hauptsignal identifiziert. Die anschlieende m/z 519-Fragmentierung lief3
maoglicherweise auf die m/z 214-Grundstruktur (HER + Carbonylgruppe an Position 2 des
Imidazolrings; Abbildung 45) mit dem gebundenen Schwefel von GSH an Position 5
schlieBen (Abbildung 53). Dabei konnten alle Fragmente dem m/z 519-Mutterion zugeordnet

werden.

Neben dem Hauptsignal m/z 519 wurde ein weiteres schwacheres rotes Signal bei m/z 535
gefunden (Tabelle 23, Differenzabtonungsbild nicht gezeigt). Die m/z 535-Fragmentierung
legte ein Molekil basierend auf der reduzierten m/z 230:153-Grundstruktur (HER +
Carbonylgruppe an Position 2 und 5 des Imidazolrings, Abbildung 45) mit dem gebundenen
Schwefel von GSH an Position 4 nahe (Abbildung 53).

Bei dem Reaktionsansatz mit ET und DHPNO, in 0,1 mM GSH wurde per Differenzabténung
ein rotes Signal bei m/z 551 detektiert (Tabelle 23, Differenzabtonungsbild nicht gezeigt). Bei
der Fragmentierung konnten alle entstandenen Fragmente einer Struktur zugeordnet werden
(Abbildung 53). Dabei handelte es sich moglicherweise um ET mit einer Carbonylgruppe an

Position 5 und mit einfach gebundenem Schwefel des GSH an Position 4 des Imidazolrings.

Bei dem Reaktionsansatz mit ET und DHPNO; in 1 mM GSH wurde mittels
Differenzabtonungsbild ein rotes Signal bei m/z553 nachgewiesen (Tabelle 23,

Differenzabtonungsbild nicht gezeigt). Aufgrund des m/z 553-Fragmentmusters wurde die
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Molekdlstruktur als ET mit einer Hydroxygruppe an Position 5 und mit einfach gebundenem

Schwefel des GSH an Position 4 des Imidazolrings postuliert (Abbildung 53).

3.8.7.1 Bildung der Hercyninprodukte in GSH uber die Zeit

Die identifizierten HER-Produkte wurden in Reaktionsansatzen mit HER (100 uM), DHPNO,
(10 mM) und GSH (0,1, oder 1 mM GSH) Uber die Zeit mittels SRM gemessen
(Abbildung 54). Die Kurvenverldaufe in GSH werden im Folgenden, wenn nicht anders

beschrieben, mit den H,O-Kontrollverlaufen verglichen.
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Abbildung 54: Zeitverlauf der relativen Intensitdten von HER-Produkten in Ansatzen mit o,
und HER in Abhé&ngigkeit von GSH. Die Intensitaten von HER, m/z 214, 230:153, 246:229, 248,
519 und 535 wurde mittels SRM-Analyse mit dem Fragmentibergang aus Tabelle 23 gemessen. In
den Ansétzen wurden 10 mM DHPNO,, 100 uM HER und 0, 0,1 oder 1 mM GSH eingesetzt. Die
Proben inkubierten 0, 1, 3, 9, 27 und 81 Minuten bei 37°C bis die Reaktion durch die Lagerung auf Eis
gestoppt wurde. AnschlieRend wurden die Anséatze mittels LC-MS/MS gemessen. Die HER-Produkte
sind mit unterstrichener Molekulbezeichnung gekennzeichnet. (n = 3, Mittelwert + SEM).
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In dem Reaktionsansatz mit 0,1 mM GSH wurde ein HER-Verbrauch beobachtet, &hnlich
dem in der H,O-Kontrolle. Bei 1 mM GSH war die Intensitatsabnahme schwacher. Mit 1 mM
GSH im Reaktionsansatz war die Bildung aller HER-Produkte (m/z 214, 230:153, 246:229
und 248) inhibiert. In Proben mit 0,1 mM GSH zeigte sich fur die m/z 214-Produktion im
Vergleich zur H,O-Kontrolle kein unterschiedlicher Intensitatsanstieg. Jedoch hatte 0,1 mM
GSH inhibierenden Einfluss auf die m/z 230:153- und 248-Bildung.

Bei m/z 246:229 verhielt es sich anders. Dort konnte der grofite Intensitatsanstieg in Proben
mit 0,1 mM GSH beobachtet werden und die m/z 246:229 Produktion in H,O war unterdrickt.
Wahrscheinlich reagierte GSH ab einer Konzentration von 1 mM mit den Intermediaten oder
HER-Produkten m/z 214 und m/z 230:153 zur m/z 519 und m/z 535. Dies war vergleichbar mit
der 'O,-Reaktion mit HER in Gegenwart von 25 mM TRIS (siehe 3.8.5.1). Durch das
Ausbleiben der m/z 214- und 230:153-Produkte wurden die Folgeprodukte m/z 246:229 und

248 moglicherweise nicht mehr gebildet.

Bei m/z 519 handelte es sich um ein Reaktionsprodukt aus HER, *O, und GSH, da m/z 519
nicht in Reaktionsansatzen mit H,O detektiert werden konnte. In 0,1 mM GSH stieg die
m/z 519-Intensitat bis zur 27. Minute an und fiel danach ab. Beim Einsatz von 1 mM GSH
war ein Intensitatsanstieg bis zur 9. Minute mit anschlielender Plateauphase zu beobachten.
Im Reaktionsansatz mit 0,1 mM GSH waren hohere Intensitdten messbar als mit 1 mM GSH.

m/z 535 war ein HER-Reaktionsprodukt mit GSH, da dieses Molekil in der H,O-Kontrolle
nicht nachgewiesen wurde. Die m/z 535-Intensitat stieg in den GSH-Reaktionsansatzen nach
3 Minuten an. Bei 1 mM GSH konnten héhere Intensitaten als bei 0,1 mM GSH beobachtet

werden.

3.8.7.2 Bildung der Ergothioneinprodukte in GSH Uber die Zeit

Im Folgenden wird nun die Reaktivitat und Stabilitat der identifizierten ET-Produkte in den
Reaktionsansatzen von ET (100 uM), DHPNO,; (10 mM) mit GSH (0, 0,1, 1 oder 5 mM) Uber
die Zeit analysiert (Abbildung 55). Da bei der Reaktion auch HER entsteht, welches
wiederum neue HER-Produkte mit 'O, bildet, sind die Molekiilbezeichnungen der
HER-Produkte zur Vereinfachung unterstrichen. Die Kurvenverldufe in GSH werden im

Folgenden, wenn nicht anders beschrieben, mit den H,O-Kontrollverldufen verglichen.
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Abbildung 55: Zeitverlauf der relativen Intensitaten der ET- und HER-Produkte in Ansatzen
mit O, und ET in Abhangigkeit von GSH. Die Intensitat von ET, ET-Disulfid, ET-Sulfonséure,
m/z 246:143, 262, 264, 493, 551, 553, HER, m/z 230:153, 246:229, 248 und 288 wurde mittels
SRM-Analyse mit dem Fragmentubergang aus Tabelle 23 gemessen. In den Ansétzen wurden 10 mM
DHPNO,, 100 uM ET und 0, 0,1, 1 oder 5 mM GSH eingesetzt. Die Proben inkubierten 0, 1, 3, 9, 27
und 81 Minuten bei 37°C bis die Reaktion mit der Lagerung auf Eis gestoppt wurde. AnschlieRend
wurden die Ansédtze mittels LC-MS/MS gemessen. Die HER-Produkte sind mit unterstrichener
Molekiilbezeichnung gekennzeichnet. (n = 3, Mittelwert + SEM).
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Die Reaktionsansatze mit 0, 0,1 mM GSH zeigten eine ET-Abnahme (ber die Zeit. Eine
Auffalligkeit konnte bei 5 mM GSH beobachtet werden. Hier bleibt die ET-Intensitat tber die
Reaktionsdauer gleich. Bei dem Ansatz mit 1 mM GSH wurde der ET-Gehalt bis zur
27. Minute geringer. Nach Minute 27 stieg die ET-Intensitat wieder an.

Bei der Reaktion in 1und 5 mM GSH konnte keine m/z 262-Intensitdt gemessen werden.

0,1 mM GSH hatte einen inhibierenden Einfluss auf die gemessene Intensitat.

m/z 264 war das einzige ET-Produkt, welches in Gegenwart von 5 mM GSH eine erhohte
Intensitat auswies. Auch bei den anderen GSH-Konzentrationen von 0,1 und 1 mM konnte

eine Intensitdtszunahme gemessen werden.

Bei dem m/z 246:143-Zeitverlauf zeigten sich erneut unterschiedliche Kurvenverlaufe, wie es
bereits in Gegenwart von TRIS (Abbildung 50) und ASC (Abbildung 52) zu beobachten war.
Hierbei kam es zu einigen Diskrepanzen, da im Reaktionsansatz mit 0,1 mM GSH ein
biphasische Kurvenverlauf zu beobachten war, die Kurven in H,O und 1 mM GSH jedoch
nach hoher Initialintesitdt mit fortschreitender Reaktionsdauer abfielen. Dies war
wahrscheinlich auf die Messdurchfiihrung zurtckzufiihren. Ein Experiment mit 5 mM GSH

wurde nicht angerfertigt.

Auffallig war der GSH-Einfluss auf die Generierung des ET-Disulfids. Eine vollstandige
Unterdriickung fand ab einer GSH-Konzentrationen von 0,1 mM statt, wohingegen die
H,0O-Kontrolle den bereits zuvor beobachteten biphasischen Intensitatsverlauf Gber die Zeit

aufwies.

GSH hatte keinen inhibierenden Einfluss auf die m/z493-Bildung. Die
m/z 493-Intensitatsverlaufe stiegen initial an, bis bei der H,O-Kontrolle und 0,1 mM GSH ein
Plateau erreicht wurde. Bei 1 mM und 5 mM GSH wurde bis zur 81. Minute m/z 493 gebildet.

Ab 1 mM GSH war die Bildung der ET-Sulfonsdure fast vollstandig unterdriickt. In dem
Ansatz mit 0,1 mM GSH war die Intensitat erniedrigt.

Die Zeitverlaufe der HER-Bildung zeigten keine Beeinflussung durch die verschiedenen

GSH-Konzentrationen.

In Gegenwart von 5 mM GSH wurde bei der Reaktion von ET und DHPNO, die
m/z 230:153-Produktion nahezu vollstandig inhibiert. Im Reaktionsansatz mit 0,1 und 1 mM
GSH war bis zur 27. Minute kein Einfluss von GSH auf die m/z 230:153-Generierung zu
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beobachten. Ab der 27. Minute wurde eine erhohte Intensitat in 0,1 mM GSH im Vergleich zu
H,0 und 1 mM GSH gemessen.

Bei der m/z 246:229-Produktion aus DHPNO; und ET lag ein konzentrationsabhéngiger
GSH-Einfluss vor. Je groRer die GSH-Konzentration war, desto niedrigere Intensitaten
wurden gemessen. Bei allen Reaktionsansédtzen war eine m/z 246:229-Produktion erst nach

3 Minuten zu beobachten.

In Gegenwart von 5 mM GSH wurde die Bildung des HER-Produkt m/z 248 nahezu
vollstdndig unterdriickt. 1 mM GSH hatte einen inhibierenden Einfluss auf die Intensitat,
wobei 0,1 MM GSH im Reaktionsansatz keinen Einfluss auf den m/z 248-Intensitatsverlauf
hatte.

Die m/z 288-Bildung war in Gegenwart von 5 mM GSH nahezu vollstandig inhibiert. 0,1 und

1 mM GSH hatten einen hemmenden Einfluss auf die m/z 288-Produktion.

In den Reaktionsansatzen wurde weder Thioharnstoff noch m/z 214 gemessen, da die
Fragmente fur die SRM-Analyse erst nach Durchfuhrung der GSH-Zeitverlaufe identifiziert
wurden. Aufgrund von DHPNO,-Knappheit wurde kein erneuter Versuch durchgefuhrt.

Der m/z551-Intensitatsverlauf in  H,O, 0,1 oder 1 mM GSH zeigte eine
GSH-Konzentrationsabhangigkeit. m/z 551 ist ein ET-basierendes Reaktionsprodukt aus der
Reaktion von ET und 'O, mit GSH, weshalb m/z 551 nicht bei der Verwendung von H,0
nachgewiesen wurde. Bei 0,1 mM GSH stieg das Reaktionsprodukt bis zur 27. Minute sehr
stark an, dann fiel es bis 81 Minuten leicht ab. In Gegenwart von 1 mM GSH im
Reaktionsansatz kam es zu einem flacheren Intensitatsanstieg verglichen mit den Intensitéten
in 0,1 mM GSH. Bei dem Einsatz von 5 mM GSH konnte m/z 551 nicht detektiert werden.

Auch m/z 553 ist ein ET-Reaktionsprodukt mit *O, und GSH und konnte in der H,O-Kontrolle
nicht gemessen werden. In 0,1 mM GSH konnte keine m/z 553-Intensitat detektiert werden,
anders als bei dem ET-'0,-GSH-Produkt m/z 551. Bei 1 mM GSH stieg die m/z 553-Intensitt
bis zur 9. Minute stark an und fiel daraufhin bis zur 81. Minute leicht ab. In 5 mM GSH kam
es zu einem flacheren Intensitatsanstieg Uber die gesamte Reaktionsdauer verglichen mit dem
1 mM GSH-Zeitverlauf.
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3.8.8 Identifizierung der Ergothioneinprodukte in 293 Zellen

Nachdem die in vitro gefundenen ET- und HER-Produkte identifiziert und die Reaktivitat und
Stabilitat in H,O, ASC, GSH und TRIS getestet wurden, fand eine Analyse in 293 Zellen statt.
Hierfir wurden die Zellbedingungen ETT(+/-)/GSH(+/-) erzeugt, wie bereits fur den
intrazellularen 'O,-Quenchvergleich von ET und GSH beschrieben (siehe 3.7). Als 'O,
generierendes System wurde TMPyP belichtet. Zusatzlich wurden Kontrollen ohne
Belichtung oder ohne TMPyP-Inkubation angefertigt. Gemessen wurden die erzeugten
Zelllysate mittels LC-MS/MS (siehe 2.11.6).

Das Zellexperiment mit TMPyP-Belichtung in ETT(+/-)/GSH(+/-) Effektzellen zeigte in den
ETT(+) Zelllysaten keine Abnahme von ET (ber die Zeit, jedoch konnte in Zelllysaten von
Effektzellen die ET-Produkte ET-Disulfid, ET-Sulfonsdure, Thioharnstoff, m/z 246:143, 262,
264, 493, 551 und 553, sowie HER, m/z 246:229, 248 und 288 in geringen Mengen
nachgewiesen werden (Abbildung 56). Die Reihenfolge ist zur eindeutigeren Unterscheidung
der ET- und HER-Produkte gewahlt worden. In Gegenwart von GSH konnte eine
Minimierung der Intensitat der Produkte ET-Disulfid, Thioharnstoff, m/z 262, 246:143,
246:229 und 288 gemessen werden, ahnlich der in vitro Ergebnisse (Abbildung 55). Die
ET-'0,-GSH-Produkte m/z 551 und 553 konnten nur in Zellen mit GSH gemessen werden
(Abbildung 56). In den ETT(-) Effektzelllysaten waren die ET-Produkte nicht nachweisbar.
Die Kontrollzellen, welche ohne Licht oder ohne TMPyP behandelt wurden, wiesen kaum bis
keine ET-Produktintensitaten auf (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 56: Zeitverlauf der relativen Intensitdten der ET- und HER-Produkte in 293 Zellen
mit und ohne ET bzw. GSH. Die Intensitdt von ET, ET-Disulfid, ET-Sulfonsdure, Thioharnstoff,
m/z 246:143, 262, 264, 493, 551, 553, HER, m/z 246:229, 248 und 288 wurde mittels SRM-Analyse
mit dem Fragmentiibergang aus Tabelle 23 gemessen. Bei den Zellexperimenten wurde das GSH in
den Zellen mit Hilfe von BSO/DEM minimiert (GSH(-)) oder die Zellen wurden nicht vorbehandelt
(GSH(+)). Durch induzierte ETT-Expression konnten die ETT(+)-Bedingungen der Zellen generiert
werden (ETT(-) ohne ETT-Expression). AnschlieBend wurden die 293 Zellen mit einer 100 pM
TMPYP/ET-LOsung inkubiert, fir 0, 10 und 20 Minuten belichtet und dann lysiert. Die Zelllysate
wurden  mittels LC-MS/MS  analysiert. Die HER-Produkte sind mit unterstrichener
Molekiilbezeichnung gekennzeichnet. (n = 3, Mittelwert + SEM).
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3.8.9 Zusammenfassung der Ergothionein- und Hercyninprodukte
Aufgrund des groflen Umfangs der Ergebnisse werden die fur die Interpretation der Daten

relevantesten Beobachtungen im Folgenden noch einmal zusammengefasst.

Alle identifizierten Molekiule konnten per akkurater Masse (aufler: m/z 77 und 349),
Fragmentmuster und durch 'O,-Konzentrationsabhangigkeit als ET- oder HER-Produkte
bestatigt werden. Zusétzlich wurden die Ergebnisse durch die O,-Generierung mit TMPyP
anstatt DHPNO, bestétigt. Die entstandenen Produkte ET-Disulfid, ET-Sulfonséure, HER,
m/z 246:143, 262, 264 und 493 waren auf die Reaktion von 'O, mit ET und die Produkte
m/z 214, 230:153, 246:229, 248 auf die Reaktion von ‘O, mit HER zuriickzufiihren.
Thioharnstoff entstand in geringer Menge bei der ET-Reaktion und reagierte mit
Intermediaten oder dem HER-Produkt m/z 214 zu dem stabilen m/z 288.

Die Reaktionsgeschwindigkeit ist durch den Intensitatsanstieg der SRM-Messung in H,O Uber
die Zeit gezeigt. Dabei wurde am schnellsten m/z 246:143 > 264 > 262 gebildet. Bei
m/z 246:143 war ein biphasischer Kurvenverlauf zu beobachten, wie auch beim ET-Disulfid.
Diese Molekule wurden wahrscheinlich schnell gebildet und reagierten dann wieder schnell

weiter.

Die Bildung von m/z 214, 230:153, 246:229, 248 und 288 bei der Reaktion von *O, mit ET
trat nach der HER-Bildung erst verzdgert auf, weshalb diese als HER-Produkte identifiziert
wurden. Bestatigt wurden die HER-Produkte zudem durch Bildung in dem Reaktionsansatz
mit HER anstelle von ET als 'O, Reaktionspartner und den hierbei beobachteten direkten

Intensitatsanstieg.

In Gegenwart von 25 mM TRIS wurde die Reaktion von 'O, mit ET beeinflusst. Die
Generierung von m/z 246:143, 248 und 264 war inhibiert und die von ET-Disulfid, HER und
m/z 262 war im Vergleich zur H,O-Kontrolle in der Intensitdt kaum verandert. Bei der
'0,-Reaktion mit ET in 25 mM TRIS wurde eine groBe Menge m/z 365 generiert. Die
m/z 365-Fragmentierung zeigte bei einem der beiden Konstitutionsisomeren ein Fragment bei
m/z 230, wobei es sich um ET handelte. Dies war durch eine lonenfalle-Analyse (MS3)
bestatigt worden. Dabei konnten die ET charakteristischen Fragmente m/z 186 und 127

identifiziert werden.

Bei der HER-Reaktion wurde Uberwiegend m/z 333 und in geringer Menge m/z 349
produziert. Alle HER-Produkte m/z 214, 230:153, 246:229 und 248 sind in 25 mM TRIS
inhibiert.
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Bei der Reaktion von 'O, mit ET in 5 mM ASC wurden sehr hohe initiale Intensitéten fiir
HER, m/z 214 und 278 gemessen. Dahingegen waren alle anderen Produkte in 5 mM ASC
nahezu vollstandig oder stark inhibiert. Im ET-Reaktionsansatz mit bis zu 1 mM ASC wurden
die ET-Produkte m/z 262 und 264 nicht beeinflusst.

Die HER-Produkte m/z 230:153 und 248 waren bei der HER-Reaktion in 1 mM GSH inhibiert
und m/z 246:229 stark reduziert. Dafir tritt in groRen Mengen das m/z 214-GSH-Produkt
m/z 519 auf, welches schneller gebildet wurde als das m/z 230-GSH-Produkt m/z 535.

Der ET Gehalt nahm bei der Reaktion in 5 mM GSH nicht ab und in 1 mM GSH kam es erst
zu einer ET-Abnahme mit einer spéteren Intensitatszunahme (ber die Zeit. Bei der
ET-Reaktion in GSH-Gegenwart wurde kein ET-Disulfid gebildet. HER blieb stabil und die
m/z 248-Menge wurde mit steigender GSH-Konzentration geringer. Auffallig war, dass
m/z 262 in 1 mM GSH komplett verschwand. m/z 264 zeigte sogar in 0,1 mM GSH erhéhte
Intensitaten, selbst bei 5 mM GSH war die m/z 264-Intensitat hoher als ohne GSH. Die
m/z 246:143-Intensitat ist bei 0,1 mM GSH reduziert, aber bleibt bei Zugabe von 1 mM GSH
konstant.

Zwei GSH-konzentrationsabhangige ET-GSH-'0,-Produkte wurden identifiziert. m/z 551 war
das dominierende ET-'0,-GSH-Produkt im Reaktionsansatz mit 0,1 mM GSH und m/z 553
mit 1 mM GSH. Beide Produkte waren in Gegenwart von 5 mM GSH reduziert.
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4 Diskussion

Obwohl ET bereits 1909 zum ersten Mal beschrieben wurde, ist die genaue Funktion von ET
bis heute noch nicht geklart [1]. Deiana und Kollegen konnten die schiitzende Wirkung von
ET gegeniber Lipidperoxidation nachweisen [19]. Andere vermuten, dass ET an der Reaktion
von Ferrylmyoglobin [20] oder an der Formation von Kupferkomplexen beteiligt ist [21]. Am
héaufigsten wurde ET jedoch als Antioxidans und Zytoprotektant beschrieben [23, 26, 115].
In vitro Experimente zeigten einen ET-schiitzenden Effekt gegentiber Hydroxyl-Radikalen,

Hypochlorit, Peroxynitrit, Wasserstoffperoxid und Superoxidanionen [24, 25, 28, 116].

Bei einem Vergleich von ET mit den Hauptantioxidantien der Zelle, GSH und Ascorbinséure,
zeigte ET keine erhohte schutzende Wirkung beziiglich Hydroxyl-Radikalen [24]. AuRerdem
wird GSH im Vergleich zu ET ein hoéherer Schutz gegenuber H,O, zugesprochen [117].
Unverdffentlichte in vitro Daten der Arbeitsgruppe Griindemann demonstrieren einen 20-fach
héheren ET-Schutzeffekt gegeniiber Singulett-Sauerstoff (*O,) im Vergleich zu GSH [29].

Die bisher veroffentlichten Ergebnisse bezlglich der Funktion von ET sind folglich sehr
kontrovers. Ziel dieser Arbeit ist es daher, die Eigenschaften von ET, insbesondere den
vermeintlich gegebenen ET-Schutzeffekt gegeniiber O, unter physiologischen Bedingungen

zu untersuchen und zu validieren.

4.1 Intrazellulare *O,-Generierung in Gegenwart von Ergothionein

Um die Eigenschaften von ET genauer charakterisieren zu kdnnen, musste zunachst die
Eignung der verwendeten Photosensibilisatoren (PST) getestet werden. Zur intrazellulére
'0,-Generierung wurden die PST ReAsH, Bengal Rosa (BR) und TMPyP verwendet. PST
setzen zu geringen Teilen andere reaktive Sauerstoffspezies (ROS) frei [118], sodass
Hydroxyl-Radikale, Wasserstoffperoxid und Superoxidanionen als Nebenprodukte entstehen
konnen (siehe 1.2.2) [119]. Wenn in dieser Arbeit von hauptsichlicher *O,-Generierung
gesprochen wird, sind hiermit auch die geringen Teile anderer durch PST freigesetzten ROS
gemeint. Zusatzlich zu den PST wurde das thermolytisch ‘O,-freisetzende DHPNO,
verwendet, um die Spezifitit des 'O,-generierenden Systems zu gewdhrleisten. Die
intrazelluldre Methionin-Sulfoxid (MSO)-Konzentration diente als 'O,-Indikator, um die
Bedingungen mit und ohne Ergothionein-Transporter (ETT)-Expression zu vergleichen.

Dabei steht im folgenden ETT(+) fir die ETT-Expression und damit einhergehend die
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ET-Aufnahme in die Zellen. Demensprechend exprimieren ETT(-) Zellen den ETT nicht und
somit gelangt nahezu kein ET in die Zellen (Abbildung 21, B).

MSO entsteht bei der Reaktion von 'O, und anderen ROS mit Methionin. MSO st in der
Arbeitsgruppe Griindemann als *O,-Indikator etabliert [29]. Durch die Reaktion von *O, und
anderen ROS mit Methionin steht der Zelle weniger Methionin zur Verfiigung und dies fuhrt
zu Schédigung der Zelle. Eine geringere intrazellulare MSO-Konzentration steht daher fir

weniger oxidativen Stress.

411 ReAsH

Die verwendeten PST haben unterschiedliche chemische Eigenschaften. Dabei erschien
ReAsH gegenuber den anderen oben genannten PST aufgrund seiner kontrollierbaren
intrazellularen Lokalisation als am besten geeignet. Laut Literatur bindet ReAsH ein
spezifisches Tetracysteinmotiv (TC), mit welchem ein beliebiges Protein modifiziert werden
kann [120]. Nach Diffusion des Farbstoffs in die Zelle bindet dieser an das Motiv und kann
durch Belichtung hauptséchlich 'O, bilden. Das modifizierte Protein wird inaktiviert [70] und
durch die erhdhte Diffusionsstrecke von 'O, im Vergleich zu anderen ROS kénnen auch

andere intrazellulare Molekiile mit ‘O, reagieren (siehe 1.2).

In dieser Arbeit wurde der Tetracyclin-Repressor (TetR) mit dem TC modifiziert. Der TetR
wurde ausgewahlt, da nach der 293-Zell-Transfektion durch den Vektor pEBTetD TetR
kontinuierlich exprimiert wird [84]. Bei der Verwendung des Vektors pEBTetD/ETT kann
simultan neben TetR-TC auch durch Doxycyclinhinzugabe ETT induziert werden. Es wurde
ein System generiert, in dem ET in die Zellen aufgenommen und TetR-TC standig exprimiert
werden kann. Nach ReAsH-Inkubation sollte dieses an das TC binden und durch Belichtung

gezielt hauptséchlich 'O, im Zytosol produziert werden.

Bei den ReAsH-Versuchen in ETT(+) Effektzellen wurden im Vergleich zu
ETT(-) Effektzellen 45% weniger MSO generiert (Tabelle 24). Die MSO-Konzentration in
den Kontrollzellen ist minimal geringer als in den ETT(+) Zellen (Tabelle 8). Es konnte ein

ET-Schutzeffekt hauptsachlich gegeniiber 'O, aber auch anderen ROS gezeigt werden.

AnschlieBend wurde die Bindung und die Spezifitat des ReAsH-TC-Systems kontrolliert. Die
TC(-) und TC(+) Zellen wurden mit ReAsH gefarbt und unspezifische ReAsH-Bindungen

sollten mit Dimercaprol herausgewaschen werden. Eine fluoreszenzmikroskopische
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Aufnahme der beiden ReAsH inkubierten Zelllinien wurde angefertigt. Laut Literatur sollte
nur an TC-gebundenes ReAsH fluoreszieren [120]. Wie der Vergleich zwischen TC(+) zu
TC(-) Zellen zeigte, war kein Unterschied in der Fluoreszenzintensitdt zu beobachten
(Abbildung 22). ReAsH band unspezifisch an zellulare Molekiile und das Herauswaschen von
unspezifisch gebunden ReAsH mit Dimercaprol funktionierte nicht. Die ReAsH-Vorteile der

gezielten *O,-Lokalisation waren daher hinfallig.

Dariiber hinaus konnte zwar ein ET-Schutzeffekt hauptsachlich gegeniiber 'O, mit Hilfe des
ReAsH-TC-Systems gezeigt werden, die Uberlegenheit dieses Systems gegeniiber den

herkdmmlichen in der Literatur verwendeten PST war jedoch nicht gegeben.

4.1.2 Bengal Rosa

Ein weiterer in dieser Arbeit verwendeter PST war Bengal Rosa (BR). Publikationen zu BR
beschrieben diesen Farbstoff als effizienten *O,-Generator nach Anregung mit sichtbarem
Licht [71]. Durch die lipophile Struktur (Abbildung 10) akkumuliert dieser PST hauptsachlich
in den Lipidmembranen der Zelle [121], wobei ET im Zytosol lokalisiert ist [13].

Die BR-Zeitverlaufexperimente zeigten eine Verringerung auf 51% (Tabelle 9), die
BR-Kontrollexperimente eine Verringerung auf 58% der MSO-Konzentration in
ETT(+) Effektzellen im Vergleich zu ETT(-) Effektzellen (Tabelle 24).

Im Zeitverlaufsexperiment war die MSO-Ausgangskonzentration fiir ETT(+/-) Effektzellen
gleich. Bis zur 3. Minute stieg die MSO-Konzentration in ETT(-) Effektzellen schneller an,
als in ETT(+) Effektzellen. Dadurch zeigte sich der durch BR-Belichtung generierte
ET-Schutzeffekt insbesondere gegentiber *O».

Die gemessene ET-Konzentration bei *O,-Generierung durch BR nahm uber die Zeit negativ
exponentiell ab (Abbildung 23). Nach 3 Minuten war ET in den ETT(+)-Effektzellen
verbraucht. Interessanterweise kam es in ETT(+) Effektzellen mit verbrauchtem ET nach
4 Minuten zu einem sprunghaften MSO-Konzentrationsanstieg. Daraus kann geschlossen
werden, dass der ET-Schutzeffekt gegeniiber 'O, verwirkt, sobald kein intrazellulares ET

mehr vorhanden ist, wodurch es zu einer erh6hten MSO-Produktion kommt.
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413 TMPyP

Dartber hinaus wurde im Rahmen dieser Arbeit die PST-Spezies TMPyP getestet. Innerhalb
der Zelle liegt TMPyP im Zytosol vor und ist dort aufgrund der positiven Ladung vorwiegend
an der negativ geladenen DNA im Zellkern lokalisiert [122]. Dieser PST zéhlt zu den
Porphyrin-Derivaten. Treten Porphyrine und ihrer Derivate mit UV-Licht in Kontakt, so
setzten diese hauptsachlich 'O, frei [37]. Die Untersuchung der ‘O,-Generierung von
Porphyrine ist insofern von wesentlichem Interesse, als dass Ham ebenfalls zu der Gruppe der
Porphyrine gehort. Bei Ham handelt es sich um eine postethische Gruppe des Hdmoglobins,
wobei Hamoglobin 96% der Trockenmasse von Erythrozyten ausmacht, wodurch auch eine
enorme Menge an H&m in Erythrozyten vorhanden ist [123]. Nur eisenfreies Ham ist in der
Lage, durch UV-Lichtanregung ‘O, freizusetzen [124]. Des Weiteren weisen Hamoglobin und
dessen Derivate Peroxidaseaktivitat auf und dadurch wird 'O, zusitzlich freigesetzt [125,
126]. Die hohere 'O,-Aussetzung der Erythrozyten ist insofern interessant, da in Erythrozyten
eine erh6hte ET-Konzentration von 1 mM nachgewiesen wurde [117].

Die Ergebnisse der TMPyP-Kontrollexperimente in ETT(+) Effektzellen zeigten eine auf 58%
verringerte  MSO-Konzentration gegeniber ETT(-) Effektzellen (Tabelle 24). Dies
unterstitzte die Beobachtungen, welche bei der Untersuchung von ReAsH und BR gemacht
wurden. Die ET-Konzentration in TMPyP-Zeitverlaufsexperimenten stagnierte auf dem
Niveau des Ausgangswerts (Tabelle 11) oder fiel lediglich um maximal 25% ab (Tabelle 12).
Die Ursachen hierfur werden im Folgenden in Bezug auf die verschiedenen PST Spezies
vergleichend diskutiert (siehe 4.1.4).

4.1.4 Vergleich der PST ReAsH, Bengal Rosa und TMPyP

Tabelle 24 fasst die wichtigsten Unterscheidungsmerkmale hinsichtlich Behandlung,
Ergebnisse der Zellexperimente und die aus den Ergebnissen berechneten Faktoren
zusammen. Dabei stellte sich ReAsH in allen getesteten Parametern als defizitir gegenuber
den PST BR und TMPyP heraus. Sogar der in der Literatur beschriebene und zuvor
angenommene Vorteil der gesteuerten Lokalisation von ReAsH liel sich durch die
floureszensmikroskopischen Aufnahmen nicht bestatigen. Des Weiteren ist die Handhabung
eines Arsenfarbstoffs aufwendiger als die von BR und TMPyP. Aus diesen Griinden wurde

ReAsH fiir weitere Experimente nicht in Betracht gezogen.
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Die maximale BR-Belichtungszeit (3 Minuten) war verglichen mit jener von ReAsH und
TMPYP (jeweils 20 Minuten, Tabelle 24) stark verkirzt. Dies lag zum einen vermutlich an der
BR-Lokalisation in der Zellmembran und zum anderen an der Anregungseffizienz bezogen
auf die 'O,-Freisetzung, die durch den Strahler induziert wurde. Als Folge der erhohte
'0,-Freisetzung durch die BR-Belichtung wurde die Zellmembran geschadigt. Damit
einhergenend kam es zu einer Schadigung der Adhé&sionsproteine, wie beispielsweise
Laminin, Fibronektin und Cadherin, die fur die Anheftung der Zellen am Schalenuntergrund
verantwortlich sind [127]. Diese Schadigung fiihrte zu einem erhéhten Zellsterben, welches
durch eigene mikroskopische Beobachtungen und zusatzlich durch eine geringere
Proteinmenge in Effektzellen im Vergleich zu Kontrollzellen bestatigt wurde. Da die ET- und
MSO-Konzentrationen auf die Proteinmenge normiert wurden, sind die resultierenden

Ergebnisse auch in Effektzellen mit geringerer Zellzahl vergleichbar.
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Tabelle 24: PST-Vergleich bezliglich Behandlung, Ergebnisse aus den Zellexperimenten und
hieraus berechnete Effizienz- und Schutz-Faktoren. Dargestellt ist die eingesetzte
Photosensensibilisatorkonzentration (PST), ~ PST/ET-Inkubationszeit,  Belichtungsart,  optimale
Anregungswellenlange zur Induzierung der *O,-Freisetzung und maximale durchgefiihrte
Belichtungsdauer.  Auferdem sind die Ergebnisse der ET-Konzentrationen in den
ETT(+) Kontrollzellen mit Belichtung ohne PST-Inkubation und die MSO-Konzentrationen in
ETT(-) Effektzellen aufgegriffen. Weiterhin wurden 'O,-Effizienzfaktoren aus dem Quotient der
MSO-Konzentration in PST inkubierten ETT(+) oder ETT(-) Zellen mit Licht durch ohne Licht
gebildet, sowie der ET-Schutzeffekt aus wvorherigen Versuchsergebnissen (Ubertragen (siehe
Tabellenerkldrung; Berechnungen mit Werten aus Tabelle 8, 10, 12).

Bengal Rosa TMPyP
— __-

PST/ET-Inkubationsdauer [h]

Anregungswellenlange [nm]

ET [mM]
in ETT(+) Licht (+)
MSO [uM]
in ETT(-), PST(+) Licht(+)
O,-Effizienzfaktor
in ETT(-) Zellen
O,-Effizienzfaktor
in ETT(+) Zellen
ET-Schutzeffekt (%0) 44 58 58
¢ [ET] = ET [pmol/mg Protein] und ¢ [MSO] = MSO [pmol/mg Protein], 1 mg Protein = 6,7 pL (siehe 2.11.6)

¢ [MSO]PST inkubierte ETT Effektzellen mit Licht
¢ [MSO]PST inkubierte ETTEffektzellen ohne Licht

'0,-Effizienzfaktor =

¢ [MSO] von ETT(+)Effektzellen*100

0p) =
ET-Schutzeffekt (/O) ¢ [MSO] von ETT(-)Effektzellen

+ 100

BR ist ein effektiverer PST als ReAsH und TMPyP. Dies zeigte sich in den generierten
MSO-Konzentrationen und dem 'O,-Effizienzfaktor von ETT(+) oder ETT(-) Zellen
(Tabelle 24, 'O,-Effizienzfaktor). Durch den multiplen 'O,-Umsatz, sowie die geringere
Generierung anderer ROS, von PST kénnen hohe *O,-Ausbeuten die Zelle unterschiedlich
stark schéadigen. Das beobachtete erhohte Zellsterben und die maximale Belichtung von
3 Minuten weisen darauf hin, dass die wesentliche *O,-Generierung durch BR zu viel Stress

auf die Zellen auswirkt.
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Die geringere 'O,-Freisetzung durch TMPyP beruht vermutlich auf der Belichtungsart durch
den UV-Tisch und der natlrlich gegebenen, optimalen Anregungswellenldange von 420 nm
[69]. 420 nm liegt nahe am Spektrum von UV-Licht, weshalb diese Bedingungen im Labor
ohne groRen Aufwand geschaffen werden konnten. Hierzu wurde ein UV-Leuchttisch mit der
Einstellung 365 nm als Lichtquelle genutzt. Aufgrund der durch die UV-Lampe emittierten,
aber fir TMPyP dennoch nicht vollkommen optimalen Anregungswellenldnge von 365 nm,
wurde die Belichtungszeit auf maximal 20 Minuten verlangert. Die milderen Umstéande und
die hauptsachliche O,-Freisetzung von TMPyP im Zytosol filhrten zu einem geringeren

Zellsterben.

Ein gravierender Unterschied zwischen BR und TMPyP war die wahrend der Zeitverlauf- und
Kontrollexperimente gemessenen ET-Konzentrationen in den ETT(+) Effektzelllysaten.
Wurde BR als PST genutzt, so war ET in den Zellen bereits nach 3 Minuten nahezu
vollstandig verbraucht, wohingegen ET beim Einsatz von TMPyP nicht verbraucht wurde.
Dies konnte zum einen an der geringeren 'O,-Generierung von TMPyP liegen und zum
anderen an der hoheren ET-Konzentration in den mit TMPyP durchgefuhrten Versuchen. In
den Kontrollzellen ohne PST-Einsatz (TMPyP-Experiment) wurde im Vergleich zu den
Kontrollzellen (BR-Experiment) eine 8,5-fache erhohte ET-Konzentration gemessen
(Tabelle 24). Dieser Unterschied erklart sich durch die unterschiedliche experimentelle
ET-Inkubationszeiten. Die 293 Zellen wurden wéhrend des BR-Experiments eine Stunde [71]
und wéhrend des TMPyP-Experiments vier Stunden [72] mit PST inkubiert. Diese
Vorgehensweise wurde bereits in der Literatur beschrieben und fir diese Arbeit Gbernommen.
Um einen weiteren Waschschritt und somit zusatzlichen Stress fur die Zellen zu verhindern,
wurde BR oder TMPyP zusammen mit ET inkubiert wodurch sich unterschiedlichen

ET-Inkubationszeiten ergaben.

Die niedrigeren MSO-Konzentrationen der ETT(+) Effektzellen verglichen mit denen der
ETT(-) Effektzellen treten sowohl beim Einsatz von TMPyP (58%) als auch bei der
Verwendung von BR (58%) auf (Tabelle 24, ET-Schutzeffekt). ET bietet bei der
BR-Verwendung mit einhergehender effizienteren Freisetzung von 'O, sowie geringer
Mengen anderer ROS, und niedrigerer ET-Konzentration der Zellen den gleichen Schutz, wie
beim TMPyP-Einsatz, mit daraus resultierender geringerer 'O,-Effizienz und mehr
intrazellularem ET. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass bereits eine geringere
ET-Konzentration ausreicht als die, die beim TMPyP-Experiment eingesetzte wurde, um die

Zelle vor einer effizienteren hauptsachlichen *0,-Belastung zu schiitzen.
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Trotz dieser fur die durchgefiihrten Experimente vermeintlich besser geeigneten
Eigenschaften von BR, wurde aufgrund der zellschonenderen 'O,-Generierung, der
Lokalisation und der einfacheren  Handhabung beziglich  Belichtung  und

Zeitverlaufserstellung TMPyP als PST flr die folgenden Zellexperimente verwendet.

4.1.5 DHPNO,

Neben der durch PST induzierten ROS und *O,-Generierung kann letzteres auch spezifisch
thermal durch Endoperoxide erzeugt werden. In der Literatur werden verschiedene
funktionelle Endoperoxide beschrieben [76]. DHPNO, hat, aufgrund seiner Kombination aus
polaren und unpolaren Seitenketten, die besten chemischen Eigenschaften flr
Zellexperimente (Abbildung 5). Endoperoxide generieren spezifisch nur 'O, und keine
anderen ROS. Dies stellt auch den Unterschied zu den PST Spezies dar. Der '0,-Umsatz ist
durch die Anzahl der 'O,-beladenen Molekiile begrenzt. Bei Temperaturen unter 4 °C ist
DHPNO stabil [128] und durch Erhitzen entsteht DHPN, 59% *O, und 41% unreaktiver
Triplett-Sauerstoff (30.) [77].

Die Funktionsfahigkeit des in der Arbeitsgruppe Schmalz synthetisierten DHPNO, wurde in
vitro Uberpriift. Dabei konnte anhand der in vitro Reaktion von Methionin mit DHPNO; und
ET 50% weniger MSO gemessen werden als in einem Ansatz ohne ET (Abbildung 27).
Zusatzlich konnte in DHPNO,-Zeitverlaufen die Halbwertszeit bei 37°C mit 26 Minuten
bestimmt werden (Daten nicht gezeigt), welche nahe an der Literatur beschriebenen Zeit von
23 Minuten lag [77].

Die DHPNO,-Zellexperimente zeigten bei vier durchgefuhrten Experimenten jeweils
unterschiedliche Ergebnisse. In zwei Experimenten konnte ein ET-Schutzeffekt gegenuiber
'0, in ETT(+) Effektzellen im Vergleich zu ETT(-) Effektzellen gezeigt werden. In den
beiden weiteren Experimenten konnte jedoch kein ET-Schutzeffekt beobachtet werden
(siehe 3.2.2). Zur Quantifizierung wurde hierbei MSO als 'O.-Indikator gemessen.
ET-Messungen in den gleichen Zelllysaten, in welchen auch MSO gemessen wurde, zeigten
eine ET-Aufnahme in allen vier Experimenten. Das ETT-Aufnahmesystem war daher immer

funktionsfahig und kann nicht als Grund fur die Nichtreproduzierbarkeit gelten.

Ein weiterer Unterschied in der Behandlung der Zellen war die Inkubation mit Doxycyclin. In
der Literatur wird Doxycyclin als PST gefiihrt [91]. Dieser einflussnehmende Faktor konnte

auch ausgeschlossen werden (siehe 3.2.2). Die Belichtung von mit Doxycyclin behandelten
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Zelllinien ohne ET zeigte in den Zelllysaten keine erhéhte MSO-Konzentration verglichen mit
Zelllysaten unbelichteter Zelllinien (Abbildung 29). Diese Erkenntnis war insofern von
Bedeutung, als das die unbeabsichtigte Belichtung Einfluss auf die Ergebnisse von

Experimenten hatte nehmen kdnnen, die nicht im Dunkelraum durchgefiihrt wurden.

Eine andere mogliche Ursachen flr die Nichtreproduzierbarkeit des Experiments konnte die
im Vergleich zu PST schwachere 'O,-Generierung durch DHPNO, sein. Die generierten
MSO-Konzentrationen waren maoglicherweise zu gering als das diese belastbar gemessen
werden konnten. DHPNO, setzt nur einmal 'O, frei und dabei ist die Biomolekiilkonkurrenz
als Reaktionspartner, wie zum Beispiel Histidin, Tryptophan, Tyrosin, Cystein, Guanin,
Ascorbinsdure uvm. gro [43]. Dadurch kann es sein, dass die intrazellulare
Methioninkonzentration als *0,-angegriffenes Molekiil bei manchen Experimenten zu gering
ist. Zu der geringeren Ausbeute an MSO kommt hinzu, dass MSO durch die
Methionin-Sulfoxid-Reduktase wieder in Methionin Uberfiihrt werden kann [93]. Dies
erschwert zusatzlich die MSO-Messbarkeit. Aulerdem ist die Methioninkonzentration nicht
in jedem Experiment identisch. Die 293 Zellen kénnen zum Teil unterschiedlich konfluent
gewachsen sein. Dies wirde zwar durch die Proteinnormierung herausgerechnet werden, aber
dadurch kommt es zu schwankenden intrazellularen *O,-Freisetzung durch DHPNO,. Andere

Erklarungsansatze sind mir zum jetzigen Zeitpunkt nicht ersichtlich.

4.2 Identifikation von 'O,-Indikatormolekiilen

Aufgrund der schwécheren 'O,-Erzeugung durch DHPNO, wurde gezielt nach anderen,
moglicherweise geeigneteren 'O,-Indikatoren geforscht. Dazu sind hinsichtlich der Literatur
einige Stoffe und deren in vitro Reaktionen mit 'O, beschrieben. Die Reaktion von O, mit
Methionin [46], Tryptophan [129], Tyrosin [48], Histidin [45], Cystein, Cystin [28],
Ascorbinsiure [54], Harnséure [130] und Desoxyguanosin [35] wurden in dieser Arbeit
getestet (siehe 3.3.1). Desoxyguanosin reagiert mit *0, zu 8-Oxo-Desoxyguanosin. Dieses
wurde erhéht im ETT™-Zebrafisch gefunden und war letztendlich ausschlaggebend fiir die
Untersuchung von 'O, in Bezug zu ET [17]. Jedoch wurde 8-Oxo-Desoxyguanosin bereits in

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe als kein geeigneter *O,-Indikator beschrieben [29].

In dieser Arbeit wurden alle oben genannten Verbindungen in vitro 'O, (aus DHPNO,)
ausgesetzt und die Reaktionsprodukte analysiert. Beispielhaft ist das Vorgehen und das

Ergebnis von 'O, mit Histidin beschrieben (siehe 3.3.1). Dabei wurde im
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Differenzabtonungsbild ein rotes Signal bei m/z 188 gefunden, welches fragmentiert und
anschlieBend als Histidin mit 2 Hydroxygruppen an Position 2 und 4 des Imidazolrings
postuliert wurde (Abbildung 31). Hierbei konnte die Fragmentmusteranalyse Uber die
maogliche Struktur Auskunft geben. Das Fragment mit der hochsten m/z-Intensitét, in diesem
Fall m/z 61, wurde dann in eine SRM-Methode zur spezifischeren Analyse Ubertragen. Da
dies ein in vitro-Experiment war, wurden im folgenden Zelllysate nach 'O,-Stress auf
m/z 188:61 analysiert (Abbildung 32). Ein m/z 188-Anstieg konnte nicht nachgewiesen
werden. Die MSO-Positivkontrolle zeigte eine stetige intrazellulare MSO-Erhéhung nach
TMPyP-Belichtung Uber die Zeit in ETT(+/-) Effektzellen mit ET-Schutzeffekt. Dass m/z 188
kein geeigneter 'O,-Indikator ist, kann verschiedene Griinde haben. Wahrscheinlich wird
m/z 188 innerhalb der Zelle metabolisiert. In der Literatur sind funf in vitro Weiterreaktion
von m/z 188 beschriebenen [45]. Darunter ist zum Beispiel auch Harnstoff, der vielleicht aus
der Zelle transportiert oder metabolisiert wird. Jedes 'O,-Produkt mit beispielsweise einer
Aminoséure macht die betroffene Aminosaure fir die Zelle unbrauchbar. Anschlielend wird
dieses Oxidationsprodukt entweder heraustransportiert oder die Zelle hat seinen
Regenerationsmechanismus, um den Verlust zu kompensieren; zum Beispiel bildet die
Methionin-Sulfoxid-Reduktase MSO zu Methionin zuriick [93]. Dadurch wurde die Suche

nach einem geeigneten, in ausreichender Menge vorkommenden, *O,-Indikator erschwert.

Zusammenfassend konnte beim etablierten MSO intrazelluldar Konzentrationen gemessen
werden. Fur die anderen getesteten Aminosauren sowie Ascorbinséure, Desoxyguanosin und
Harnsaure wurden keine 'O,-Indikatorprodukte fiir Zellen nachgewiesen (Daten nicht

gezeigt).

Deshalb wurde versucht einen exogenen Stoff (TEMP), der ein spezifisches ‘O,-Produkt
(TEMPO) bildet, als intrazellularen 'O.-Indikator zu etablieren (siehe 1.4). Der Versuch,
TEMP als 'O,-Indikator zu entwickeln, stellte sich als schwierig heraus. In der Literatur
wurde TEMPO meist nur mittels Elektronenspinresonanzspektroskopie gemessen [131] und
nicht via LC-MS. Daher musste zuerst eine LC-MS-Methode entwickelt werden. Diese wurde
erfolgreich mit den kauflich erwerbbaren Reinsubstanzen TEMP und TEMPO etabliert.
TEMPOH konnte nicht kommerziell erworben werden. Es ist aufgrund der schnellen
Reaktion von TEMPO zu TEMPOH in ASC-Gegenwart intrazellulér der wichtigere Indikator.
Deshalb musste eine in vitro Reaktion von TEMPO mit ASC angesetzt werden, um TEMPOH
zu generieren und anschlieBend zu tunen (siehe 2.11.4). Ein Optimierungsverfahren per
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Massenspektroskopie war aufgrund der verschieden stérenden Substanzen ungenauer, konnte

aber durchgefiihrt werden.

Damit waren die Methoden zur TEMP-, TEMPO- und TEMPOH-Messung etabliert.
AnschlieRend konnten Zellexperimente mit TMPyP-Belichtung in Gegenwart von TEMP
durchgefuhrt werden. Dabei zeigte TEMPO und TEMPOH nach Lyse in HCIO4 + 3 mM ASC
(um das Gleichgewicht zur TEMPOH-Seite zu verschieben), keinen Unterschied in
ETT(+) Effektzellen und ETT(-) Effektzellen (Abbildung 33). Mit TEMP war der
ET-Schutzeffekt in Zelllysaten von ETT(+) Effektzellen bezogen auf die MSO-Konzentration
gegenlaufig. Es entstand mehr MSO in ETT(+) Effektzellen als in ETT(-) Effektzellen. Die
Positivkontrollzellen ohne TEMP-Inkubation dokumentierten den ET-Schutzeffekt mit MSO,
wobei weniger MSO in ETT(+) Effektzellen gebildet wurde als in ETT(-) Effektzellen. ET
konnte in Gegenwart von TEMP nicht detektiert werden. Dies konnte daran liegen, dass
TEMP oder die Reaktionsprodukte mit ET reagieren und ET nicht mehr messbar ist oder die
erhohte TEMP-Konzentration (20 mM Inkubation) unterdriickt moglicherweise die
ET-Messung an dem Massenspektrometer durch lonensuppression. Die Kontrollzellen ohne
TEMP-Inkubation wiesen in den Zelllysaten eindeutige intrazelluldre ET-Konzentrationen
auf. Da TEMP spezifisch mit 'O, zu TEMPO reagiert, es aufgrund der niedrigen
Elektronendichte aber wahrscheinlich nicht zu den ausgewahlten ‘O,-Reaktionspartnern
gehort [37], wurden die Zellen mit moglichst viel TEMP inkubiert. Um die optimale
TEMP-Konzentration zu bestimmen, wurde zuvor ein Zellexperiment mit verschiedenen
TEMP-Konzentrationen angefertigt (Daten nicht gezeigt). Dabei zeigte sich ab 20 mM TEMP

keine intrazellulédre Konzentrationssteigerung.

Aufgrund der Tatsache, dass TEMPO bzw. TEMPOH den bereits etablierten *O,-Indikator
MSO und die ET-Messung verhinderten, konnten TEMPO und TEMPOH nicht als
Indikatormolekiil fiir *O,-Schaden in der Zelle etabliert werden.

4.3 Minimierung von intrazellularen *O,-Quenchern

Die Konkurrenz an Biomolekilen in 293 Zellen ist wahrscheinlich zu groR fur die
'0,-Generierung  durch DHPNO, Deshalb wurde zum einen versucht, die
MSO-Konzentration durch Methionin-Sulfoxid-Reduktase (MSR)-Inhibition zu erhéhen, zum

anderen sollten einzelne 'O,-quenchende Komponenten wie Ascorbinsaure (ASC) und

150



Diskussion

Glutathion (GSH) in der Zelle gezielt minimiert werden, um den ET-Schutzeffekt gegenuiber

10, messen zu kénnen.

lodoacetamid ist in der Literatur als Inhibitor der MSR beschrieben [95]. Die
lodoacetamid-Inhibition beruht auf einer Alkylierung von Cysteinresten, wie es im aktiven
Zentrum der MSR der Fall ist [96]. Da es sich um eine unspezifische Modifikation aller
zelluléren Cysteine handelt, wurden keine Publikationen gefunden, die lodoacetamid fir die

intrazelluldre Inhibition verwendete.

Ein Experiment wurde dennoch in dieser Arbeit mit 293 Zellen durchgefihrt. Das Ergebnis
zeigte deutlich, dass in lodoacetamid-Gegenwart keine ET-Konzentration innerhalb der Zelle
messbar war (Abbildung 34). Dies kann einerseits auf eine Reaktion des ET inhdrenten
Schwefels mit lodoacetamid hindeuten. Andererseits besteht die Mdglichkeit, dass die Zellen
die Vorbehandlung mit lodoacetamid und die anschlieRende vier stiindige TMPyP-Inkubation
nicht Gberleben. Da die ET-Intensitit ohne Proteinnormierung, aufgrund von
Materialersparnis, analysiert wurde, kann kein eindeutiger Grund fiir den ET-Verlust definiert
werden. lodoacetamid kann nicht fur weitere Experimente zur MSR-Inhibition genutzt
werden. Ohne ET kann kein Vergleich des *O,-generierten Zellschadens in ETT(+/-) Zellen
durchgefuhrt werden, wobei es unerheblich ist, weshalb die Zellen nahezu kein intrazellulares
ET aufwiesen.

Ein weiterer Versuch, die MSO-Konzentration zu erhdhen, wurde durch Minimierung der
zelluldren *O,-Quencher ASC und GSH getestet. In der Literatur wird ASC als effizienter
'0,-Quencher gefiihrt [132]. Dabei reagiert ASC mit O, zu Dehydroascorbinsaure (DHS) und
in stochiometrischer Menge H,0,. H,0, stellt eine weitere reaktive Sauerstoffspezies dar und
fuhrt zu zelluldrem Schaden [54].

In der Literatur ist eine Methode zur ASC-Minimierung in 1HAEo-Zellen beschrieben [99].
Dafur wurden die Metalle Kobalt(Il) und Nickel(ll) verwendet. Der Mechanismus beruht
nicht auf der direkten ASC-Oxidation zu DHS. Die Kobalt- und Nickel-Metallbindung und
der damit einhergehende metallinduzierte Stress, sowie Oxidationen und hydrolytische
Reaktionen fuhren dazu, das ASC als Antioxidans indirekt zu DHS umgesetzt wird.
Auferdem sind die Transporter GLUT3 und SVCT,, welche ASC in die Zelle transportieren,
durch den Kobalt(ll)- und Nickel(Il)-Einsatz gehemmt. Dadurch wird ASC nicht aus dem
Medium aufgenommen. TEMPO wurde als weitere ASC-Minimierungsbedingung getestet.
TEMPO st ein stabiles Radikal, das mit ASC sehr schnell zu TEMPOH reagieren, wodurch
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ASC zu DHS wird [82]. Jedoch konnte ASC im Vergleich zur Kontrolle durch keine der
genannten Bedingungen signifikant minimiert werden (Abbildung 35). Es konnte folglich
keine Methode zur ASC-Minimierung etabliert und weiterverwendet werden.

Auffallig war die niedrige intrazellulare  ASC-Konzentration. Diese  betrug
350 pmol/mg Protein, welches durch Umrechnung mit dem Zellfaktor 52 puM betrug
(6,7 uL = mg Protein [16]). Die Literaturwerte von 293 Zellen, welche 30 Minuten in einer
50 UM ASC-Aufnahmeldsung inkubierten, liegen bei 502 pmol/10°-Zellen [133]. Als
Negativkontrolle wurde eine natriumfreie Aufnahmeldsung verwendet, wobei nach
30 Minuten nur 82 pmol/10°-Zellen ASC messbar waren. Das genaue Basislevel wurde zwar
nicht beschrieben, aber eine Vergleichbarkeit kann trotzdem gelten. 10’-Zellen entsprechen
annédhernd 1mg Protein [16]. Dies wurde in der Arbeitsgruppe Griindemann durch
Zellzahlungen im Vergleich zur gemessenen Proteinmengen bestimmt. Demnach sind
35 pmol/10°-Zellen mit 82 pmol/10°-Zellen aus der Literatur zu vergleichen. Beide Werte
sind dabei sehr gering. Der ASC-Gehalt kann zwar nicht komplett ignoriert werden, jedoch ist
die geringe Konzentration auf den in dieser Arbeit bezogenen Versuchsaufbau nicht von
groRer Bedeutung.

Im Vergleich zu ASC (16*10"/M™*s) wird GSH (0,3*10"/M™*s™) als schwécherer
'0,-Quencher beschrieben [134]. Die hohe intrazelluldren GSH-Konzentrationen von 5 bis
10 mM macht GSH zu einem nicht zu vernachlassigenden 'O,-Quencher [101]. Die
intrazellulare  Minimierung von GSH wurde erfolgreich durchgefihrt. Dazu wurden
Buthioninsulfoximin (BSO) als Schlusselenzyminhibitor der GSH-Synthese [104] und
Diethylmaleat als Reaktant [105] mit GSH in verschieden Konzentrationen getestet. Die
effizienteste GSH-Minimierung konnte mit der Kombination aus 50 uM BSO (24 Stunden
Vorinkubation) und 5 mM DEM (30 Minuten Vorinkubation) erreicht werden. Hierbei ging
nahezu 98% des intrazellularen GSH verloren oder wurden nicht gebildet (siehe 3.5.2). Dies
ist eine sehr potente Methode, GSH intrazellular zu reduzieren. Mit dieser Methode kdnnen
Experimente zum Vergleich des intrazelluldren Quenchverhaltens von ET und GSH

durchgefihrt werden.

Die erfolgreich etablierte GSH-Minimierungsmethode wurde verwendet, um erneut Versuche
in 293 Zellen mit DHPNO,; in ETT(+/-) Zellen zu untersuchen. Die Versuchsaufbauten waren,
abgesehen von der GSH  Minimierung, gleich den zuvor geschilderten

DHPNO,-Experimenten. Die Reproduzierbarkeit der Experimente war nicht gegeben.
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Es konnte keine intrazellulare MSR-Inhibition gezeigt oder die ASC-Konzentration minimiert
werden. Die intrazelluldre GSH-Konzentration wurde sehr deutlich um 98% verringert. Diese
Methode steht fiir weitere Experimente, die dem intrazelluldren *O,-Vergleich von ET und
GSH dienen, zur Verfiigung. Die DHPNO,-Experimente zeigten trotz dieser Methode keinen
reproduzierbaren ET-Schutzeffekt in Bezug auf die MSO-Produktion.

4.4 Vergleich Ergothionein und Glutathion als intrazelluldre *O,-Quencher

GSH zé&hlt zu den wichtigsten Antioxidantien in der Zelle. Dabei ist GSH ubiquitér in den
verschiedenen Zelltypen verbreitet und erreicht Konzentrationen von bis zu 10 mM [101]. In
Erythrozyten kann die ET-Konzentration 0,1 bis 1 mM betragen [117]. Die ET-Konzentration
unterliegt den herkémmlichen Antioxidantien um mindestens den Faktor 10. Es stellt sich also
die Frage, welchen Vorteil ET gegenuber anderen Antioxidantien aufweist, dass es trotz der
hohen Konzentration von GSH benétigt wird?

Die ersten Experimente mit den PST ReAsH, BR und TMPyP zeigten, dass ET hauptséachlich
vor 10, schiitzt. Nach Etablierung der Methode zur nahezu vollstandigen GSH-Minimierung
war es moglich, die ET und GSH quenchende Wirkung hauptséchlich gegeniiber O, in Zellen
getrennt voneinander zu untersuchen. Daflir wurde ein Zeitverlaufexperiment mit
TMPyP-Belichtung als insbesondere 'O,-generierndes System angefertigt. Die 293 Zellen
hatten ~ durch  unterschiedliche =~ Vorbehandlungen  verschiedene  ETT(+/-) und
GSH(+/-)-Konditionen.

Beeindruckenderweise zeigten ETT(+) Effektzellen geringere MSO-Konzentrationen als
ETT(-) Effektzellen (ber die Zeit, unabhédngig der intrazellularen GSH-Konzentration
(Abbildung 38). In ETT(-)/GSH(+) Effektzellen kam es zu einem GSH-Schutzeffekt, wobei
im Vergleich zu ETT(-)/GSH(-) Effektzellen weniger MSO gebildet wurde. Die
ET-Anfangskonzentrationen in ETT(+)/GSH(+/-) Zellen waren gleich (Abbildung 40) und ET
wurde Uber die Zeit nicht verbraucht (Abbildung 39). In ETT(+)/GSH(+) Zellen war die
GSH-Konzentration geringer als in ETT(-)/GSH(+) Zellen (Abbildung 40). Dies lasst
moglicherweise auf einen Effekt von ET auf GSH schlielen. Eine Erklarung hierfur konnte
nicht gefunden werden. Die geringere GSH-Konzentration in ETT(+) Zellen hatte jedoch
keinen Einfluss auf den Ausgang des Experiments, weil dort ET fir den maximalen Schutz

sorgte.
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Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass ETT(+) Effektzellen weder mit noch ohne GSH
eine hohere MSO-Konzentration generierten. In dem vorliegenden experimentellen Aufbau
war ausschlieBlich ET maBgebend fir den groftméglichen Schutz hauptséchlich vor 'O, in
293 Zellen und dabei wurde ET uber die Zeit nicht verbraucht.

Rougee et al. beschrieben durch in vitro Versuche eine effektivere 1O,-Inaktivierung von ET
gegeniiber GSH [28]. AulRerdem zeigten die Ergebnisse von Johanna Kriger, dass ET in vitro
20-fach starker 'O,-quenched als GSH [29]. Die in vitro Beobachtungen unterstiitzen die in
dieser Arbeit generierten Ergebnisse, wobei ET in 293 Zellen besser vor 'O, (aber auch
andere ROS) schiitzte als GSH. Solch ein physiologischer Vergleich von GSH und ET als
'0,-Quencher, wie er in dieser Arbeit stattgefunden hatte, wurde in der Literatur bisher nicht
beschrieben. Eine Einschrdnkung dieses Systems ist zu beachten, denn die in dieser Arbeit
generierten Ergebnisse bezogen sich hauptsachlich auf 'O,, aber bei der Verwendung von

PST kann die Generierung von weiteren ROS nicht ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend konnte unter physiologischen Bedingungen ET als eindeutig effektiverer
'0,-Quencher im Vergleich zu GSH beschrieben werden. Dabei spielte die intrazelluldre

GSH-Konzentration nur in ET-Abwesenheit eine Rolle.

45 Reaktion von 'O, mit Ergothionein und Hercynin in vitro und in 293 Zellen
Fiir die Interpretation und Begutachtung der Ergebnisse aus den in vitro Versuchen von O,
mit ET und Hercynin (HER) sollten einige Grundlagen und Limitierungen vorab erwéhnt

werden:

1) DHPNO, zerfallt exponentiell (iber die Zeit in reaktiven *O,, unreaktiven 0, und DHPN
(siehe 1.3.2) [77]. Dabei Betragt die Halbwertszeit bei 37 °C 23 Minuten. Nach 76 Minuten
ist die *O,-Freisetzung auf 10% herabgesetzt, bezogen auf die initiale Freisetzung.

2) Die O,-Freisetzung aus DHPNO, geschieht thermolytisch, sodass Reaktionen nach dem
Abstoppen bei Temperaturen tber 4 °C noch stattfinden kdnnen. Dies ist der Fall, wenn bei
einigen gefunden Molekdlen Initialintensititen beim 0 Minuten Zeitpunkt nachweisbar waren.
Ein Beispiel hierflr war m/z 246:143 (siehe Abbildung 47). Ungekuhlt durchlduft eine Probe
die HPLC 15 Minuten lang. Bei einer Messung wurde der komplette Zeitverlauf einer
Bedingung gemessen, d.h. von der 0 Minuten Probe bis zur letzten 81 Minuten Probe

vergingen 6,5 Stunden im Autosampler bei 4°C bis die nachste Bedingung gemessen wurde.
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Wahrend der Messung betragt die Saulentemperatur 35 °C. Auch wenn die Proben direkt nach
dem Experiment im Autosampler bis zur Messung lagerten, konnten weitere Reaktionen oder

Neubildungen der gefunden Reaktionsprodukte beeinflusst worden sein.

3) Es konnten keine sehr reaktiven, instabilen Intermediate bestimmt werden. Die postulierten
Strukturen der ET- und HER-Produkte basieren auf den Fragmentierungen, SRM- und
akkurate Massemessungen. Fir eindeutig definierte Strukturen der ET- und HER-Produkte
wéren NMR-Analysen notwendig. Eine NMR-Messung ist nicht realisierbar, weil fur die
Messung einige Milligramm des jeweiligen aufgereinigten Produkts notig sind. AuBerdem
sind viele Produkte selbst bei einer Lagerung bei -20 °C instabil (Daten nicht gezeigt). Aus
diesem Grund wurden die Reaktionsansatze direkt nach der Versuchsdurchfiihrung per
LC-MS/MS gemessen.

4) Ein Vergleich der Produktmenge zwischen den einzelnen Produkten auf der Basis der
gemessenen SRM-Intensitaten ist nicht moglich, da die Effektivitat der Fragmentierungen bei
den verschiedenen Molekilen unterschiedlich ist. Die gefundenen ET- und HER-Produkte
sind zum Teil noch nicht beschrieben und daher nicht kduflich erwerbbar, wodurch eine
genaue Quantifizierung mittels Eichgeraden nicht durchgefiihrt werden konnte. Zum
Vergleich der Produkte untereinander wurde die Fullscanintensitdten herangezogen. In dem
Fullscanmodus sollte die lonisierungseffizienz der gefundenen Molekile am besten
vergleichbar sein (Tabelle 23). Aber auch hier kann es zu Ungenauigkeiten kommen, da das
Mutterion ohne spezifisches Fragment gemessen wird. Molekiile mit gleicher Masse und
Retentionszeit, aber unterschiedlicher Struktur konnten eventuell nicht von dem gefundenen
ET- oder HER-Produkt unterschieden werden. Dies ist allerdings unwahrscheinlich, da
aufgrund der HPLC-Trennung selbst Konstitutionsisomere ein unterschiedliches
Laufverhalten haben. Ein Fullscanpeak kann relativ genau einem Molekl zugeordnet werden,

jedoch kann eine Molekuliberlagerung nicht komplett ausgeschlossen werden.

5) Die einzelnen Kurven aus den SRM-Analysen eines Diagramms (Bsp. Abbildung 50;
m/z 262; H,O, 5 und 25 mM TRIS) sind miteinander vergleichbar. Die Diagramme von
verschiedenen Konditionen wie ASC (Bsp. m/z 262; Abbildung 52), GSH (Bsp. m/z 262;
Abbildung 55) und TRIS (Bsp. m/z 262; Abbildung 50) sind nicht zwangslaufig vergleichbar.
Dabei handelt es sich um unterschiedliche Messungen an unterschiedlichen Tagen mit jeweils
neu angesetzten Chemikalien. Die Vergleichbarkeit kann anhand der H,O-Proben in einem

Diagramm begutachtet werden. Je mehr sich die Intensitaten der H,O-Kurvenverlaufe bei den

155



Diskussion

unterschiedlichen Diagrammen ahneln, desto vergleichbarer sind die gemessenen Intensitaten

eines Produkts.

6) Alle identifizierten Molekile sind auf die Reaktion von 'O, mit ET oder HER
zurlickzufuhren. Dies wurde far jedes Molekadl durch die
DHPNO,-Konzentrationsabhangigkeit mit 1 und 10 mM in den Reaktionsansatzen gezeigt.
Zusétzlich wurden die Summenformeln der Molekile (auler m/z 77 und 349) durch die

akkurate Masse in Bezug zur exakten Masse bestatigt.

45.1 '0O,-Reaktion am Schwefel von Ergothionein

Einige in dieser Arbeit erzielte Ergebnisse und gefundenen Molekule waren bereits in der
Literatur beschrieben. So zeigten Servillo et al. einen in vitro Reaktionsweg von ET oder dem
ET-Disulfid mit verschiedenen reaktiven Spezies, wie Peroxynitrit, Hypochlorit, H,O, mit
und ohne Myoglobin [33]. Keine der untersuchten reaktiven Spezies beschrieb die Reaktion
von 'O, mit ET. Ihre Arbeit postulierte einen ET-Reaktionsweg von ET iiber das ET-Disulfid
bis hin zum oxidierten ET-Disulfid, oder eine direkte Oxidation des ETs am Schwefel mit der
Addition von bis zu 3 Sauerstoffen. Durch Zerfall einiger Intermediate konnten drei Teile ET
wiedergewonnen werden und ein Teil Endprodukte, welche HER und Schweflige S&ure
waren (siehe 1.1.3). Dabei konnte ET, HER, ET-Disulfid und ET-Sulfonséure
massenspektrometrisch nachweisen werden. Die postulierten Zwischenprodukte konnten sie
aufgrund der Instabilitdt nicht zeigen. Bemerkenswerterweise konnten die beschriebenen
ET-Produkte HER (Abbildung 45), ET-Disulfid (Abbildung 44) und ET-Sulfonsaure
(Abbildung 44) auch in dieser Arbeit mit 'O, und ET gefunden werden (Abbildung 42).
Zusétzlich konnte mit der m/z493 ein von Servillo et al. postuliertes, aber nicht
nachgewiesenes ET-Produkt detektiert werden (Abbildung 44). Es handelt sich um das
doppelt oxidierte ET-Disulfid. Alle diese Produkte waren 'O,-konzentrationsabhangig,
wodurch die Entstehung aus der Reaktion von 'O, mit ET bewiesen war. Die
Fullscanintensitdten zeigten relativ geringe Intensitiaten im Vergleich zu anderen gefunden
Molekulen wie m/z 262. Daher kann dem beschrieben Reaktionsweg ber die Oxidation am
Schwefel eine mindere Rolle zugesprochen werden (Reaktionsmechanismus 1). Unterstutzt
wird die Behauptung, dass es sich um eine Nebenreaktion handelt, durch das Experiment mit
!0, und ET in Gegenwart von ASC. ASC ist ein potenter *O,-Quencher [134]. Dabei reagiert
ASC mit 'O, zu DHS und H,0, [54]. H,0, kann dann, wie oben bereits beschrieben, mit ET
uber die Oxidation des Schwefels weiterreagieren. Das Zeitverlaufexperiment zeigte mit
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1 und 5 mM ASC die hochste Intensitat der ET-Sulfonséure bei 0 Minuten und fiel dann tber
die Zeit ab (Abbildung 52). Dies sprache fur eine schnelle Bildung der ET-Sulfonsaure mit
anschlieBendem Zerfall. Beim Zerfall entstand wahrscheinlich HER, da auch erhohte
HER-Intensitdten initial in diesen Reaktionsansdtzen nachgewiesen wurde (Abbildung 52).
Das entstandene HER reagierte wahrscheinlich dann mit H,O, zur m/z 214, da m/z 214 auch in
den 5 mM ASC-Ansétzen Initialintensitaten zeigte (Abbildung 52). Aufgrund der bis zu
50-fach hoheren ASC-Konzentration im Vergleich zu ET regierte 'O, méglicherweise zuerst
mit ASC, wodurch die sortenreine Analyse von 'O, nicht mehr gewahrleistet war. Es kam
wahrscheinlich zu einer Reaktion von ET mit H,O,, welche von Servillo et al. beschrieben
wurde [33]. Die Zeitverlaufe des ET-Disulfids und oxidierte ET-Disulfids zeigten keine
ASC-Abhéangigkeit (Abbildung 52). Hier konnte nicht auf eine H,O,-abhangige Reaktion

geschlossen werden.
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Reaktionsmechanismus 1: 'O,-Reaktion am Schwefel von ET. Dargestellt ist der postulierte
Reaktionsmechanismus von 0, am Schwefel von ET. Dabei reagiert ET zuerst zum ET-Disulfid und
durch eine weitere Reaktion des ET-Disulfids mit *O, zur m/z 493. Durch Addition von Wasser zerfallt
die m/z 493 zu ET und ET-Sulfonsédure. ET-Sulfonsdure kann unter Abspaltung von Schwefliger Séure
zu HER werden. Oder 'O, Reagiert mit ET am Schwefel zur ET-Sulfinsaure (nicht detektiert). H,O
addiert sich an den Schwefel der ET-Sulfinsaure und wird zur ET-Sulfonsaure, welche daraufhin in
Schweflige Séure und HER zerfallt.
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45.2 Unterschiede in der *O,-Reaktion mit Ergothionein und Hercynin

Zur Untersuchung von HER wurde dieses zuerst synthetisiert. Bei der HER-Synthese wurde
eine Ausbeute von 21 mg HER bei Einsatz von 60 mg a-N,N-Dimethy-L-Histidin erreicht.
Die Reinheit wurde mit Hilfe der Massenspektroskopie Uberprift. Neben HER, welches den
Hauptbestandteil des Syntheseansatzes ausmachte, konnte ein Molekil m/z 212, das als
1-Methylhercynin postuliert wurde und m/z 196 nachgewiesen. Dabei handelte es sich
wahrscheinlich um oxidiertes HER mit einer zusatzlichen Doppelbindung (Daten nicht
gezeigt). 1-Methylhercynin-Produkte aus der Reaktion von *O, mit 1-Methylhercynin wurden
analog zu den HER-Produkten beobachtet (Daten nicht gezeigt). Dabei handelte es sich um
m/z 262 (HER analog: m/z 248), m/z260 (HER analog: m/z 246:229) und m/z 244
(HER analog: m/z 230:153). Diese Molekiile dienten einer zusétzlichen Bestatigung der
gefunden HER-Reaktionsprodukte.

Die Reaktionsprodukte von 'O, (aus DHPNO,) mit dem synthetisierten HER waren
vergleichbar mit Reaktionsprodukten von *O, (aus PST) mit Histidin, welche in der Literatur
bereits beschrieben waren [135, 136]. HER und Histidin unterscheiden sich strukturell nur an
der Trimethylamingruppe und die daraus resultierende Betain-Struktur (Abbildung 57). Der
Imidazolring als *O,-Angriffspunkt ist bei beiden Molekiilen identisch. Bei der Reaktion von
0, mit Histidin kommt es zu einer intramolekularen Umlagerung zu einem Lacton [45]. Dies
ist durch die Trimethylamingruppe am HER nicht mdglich, wodurch wahrscheinlich auch die

Funktion dieser Gruppe bei ET erklart werden kann.

5 HO
O)\(\C NH O)\(\/_\JNH
® = —
Hercynin Histidin

Abbildung 57: Strukturformel von Hercynin (links) und Histidin (rechts). In Blau ist der
strukturelle Unterschied hervorgehoben. Beim Hercynin ist dies das Betainriickgrad.

Bei der Reaktion von 'O, mit Histidin wurde ein Reaktionsweg (iber Hydroperoxide
vorgeschlagen [135], der in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden konnten. Die
verwendete Analysemethode zur Detektion der Hydroperoxide wurde mittels

FOX-Assay [137] und nicht mit Hilfe massenspektrometrischer Fragmentierung durchgefuhrt.
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Berechnungen wiesen die Instabilitat des Imidazol-Hydroperoxids nach [138] und dieses ist
wahrscheinlich nur dann nachweisbar, wenn es gezielt stabilisiert oder als Intermediat
abgefangen wird. Die per LC-MS? generierten Fragmentmuster der einzelnen HER-Produkte
konnten logisch erklart und ohne Identifizierung eines Hydroperoxid-Mutterions in

Zusammenhang gebracht werden.

Vermutlich reagierte 0, mit HER zunachst tber eine [4+2] Cycloaddition an Position 2 und 4
oder 5 des Imidazolrings zu einem Endoperoxid-Intermediat (Reaktionsmechanismus 2) [74].
Durch Umlagerung konnte dieses Endoperoxid zu einem Hydroperoxid-Intermediat an
Position 2 des Imidazolrings sowie durch H,O Abspaltung zur m/z 214 reagieren, wie es flr
Histidin bereits beschrieben wurde [138]. Parallel kdnnte sich das Endoperoxid-Intermediat
zu einer Carbonylgruppe an Position 2 und einer Hydroxygruppe an Position 4 oder 5 des
Imidazolrings umlagern, welches dann wiederum die m/z 230 (Retentionszeit: 6,1 oder
7,2 Minuten) bilden koénnte [45]. Durch einen nukleophilen Angriff von H,O entsteht
daraufhin m/z 246:229 (Abbildung 45), welches unter reduzierenden Bedingungen zu m/z 248
reagiert (Abbildung 45). Diese Reaktionswege wurden analog fir Histidin beschrieben [45].
Die HER-Reaktionsprodukte m/z 214 und 230 koénnten, statt durch einen nukleophilen Angriff
von H,0, auch mit den Nukleophilen GSH (Blau), TRIS (Orange) oder Thioharnstoff (Braun)
weiterreagieren, wie es in dieser Arbeit postuliert wurde (Reaktionsmechanismus 2). Dies
wird im Folgenden bei der Beschreibung der Reaktion von 'O, mit ET vergleichend
diskutiert.
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Reaktionsmechanismus 2: HER-Reaktionsweg mit '0,in H,0O, TRIS oder GSH. '0, reagiert mit
Uber eine [4+2] Cycloaddition an Position 2 und 4 oder 5 des Imidazolrings. Nach Umlagerung des
Endoperoxids kénnte ein Hydroperoxid an Position 2 des Imidazolrings entstehen, welches durch H,O
Abspaltung zur m/z 214 reagieren konnte. Daraufhin kdnnte ein nukleophiler Angriff von TRIS zur
m/z 333, von GSH zur m/z 519 oder von Thioharnstoff zur m/z 288 erfolgen. Bei der Parallelreaktion
der [4+2] Cycloaddition kdnnte sich das Endoperoxid zu einer Carbonylgruppe an Position 2 und einer
Hydroxygruppe an Position 4 oder 5 umlagern und wird dann zur m/z 230 (Retentionszeit: 6,1 oder 7,2
min). Die m/z 230 kann infolgedessen durch einen nukleophilen Angriff von H,O zu m/z 246:229, von

TRIS zu m/z 349 oder von GSH zu m/z 535 weiterreagieren. Durch Reduktion der m/z 246:229 wird
aus dieser m/z 248.
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Bei der in vitro Reaktion von O, mit ET im Vergleich zu HER zeigten sich deutliche
Unterschiede. Bei 'O, mit ET ergaben sich 3 Hauptprodukte: ET-Produkt m/z 264, m/z 262
und m/z 246:143 (Abbildung 44; Reaktionsmechanismus 3). Bei einem Vergleich der initialen
Steigung war diese bei m/z 264 groRer als bei m/z 262 (Abbildung 47). Die Fullscanintensitat
von m/z 262 bei 60 Minuten war 8-fach héher im Vergleich zu m/z 264 (Tabelle 23). Warum
m/z 246:143 initial anstieg und dann wieder abfiel oder direkt mit einer erhohten Intensitét
begann und dann konstant abfiel, konnte nicht eindeutig erklart werden (Abbildung 50). Es
konnte sich ahnlich wie bei ET-Disulfid verhalten (Abbildung 50), indem m/z 246:143 schnell
mit *O, gebildet wird und daraufhin schnell weiterreagiert. Eine m/z 246:143-Weiterreaktion
kénnte zum Beispiel mit einem Nukleophil wie H,O erfolgen [135]. Dies wiirde den initialen
Anstieg und danach das Absinken der Kurve beispielsweise in den H,O-Zeitverlaufen
erklaren (Abbildung 50). Zeitverlaufe, bei denen eine erhohte m/z-Initialintensitat und
anschlieBender Intensitatsreduktion Uber die Zeit gemessen wurden (Abbildung 52), kénnen
moglicherweise durch die Messdurchfiihrung erklart werden. Vermutlich wirden die
Zeitverldaufe &hnlich dem biphasische Zeitverlauf aussehen, doch manche Proben wurden erst
nach beispielsweise 6,5, 13, 19,5 oder 26 Stunden im Autosampler gemessen. Deswegen
konnte der Intensitatsanstieg vermutlich nicht mehr beobachtet werden. Die dargestellte
Kurve stellte nur noch den Reaktionsverlauf tber die Zeit nach dem Erreichen des Maximums
dar. Jener deutete auf eine schnelle m/z 246:143-Bildung hin, wobei das Molekil schnell

weiterreagierte.

Bei der Reaktion von 'O, mit Histidin und H,O kann auch TRIS statt H,O als Nukelophil
fungieren [135]. TRIS reagiert als einfaches Amin-Nukleophil durch Addition am
Imidazolring zu einem Imin-Intermediat [136]. Bei einem physiologischen pH-Wert von 7,4
und 37 °C liegen 25 mM TRIS als 8,1 mM freies ungeladenes TRIS vor (pK, 37 °C = 7,71
[139]). Dieses kann mir Intermediaten reagieren. In den Ansatzen mit *O, und ET in TRIS
traten zwei TRIS-Produkte in den Vordergrund: m/z365:230 und m/z 365:244
(Abbildung 48). Die m/z 365:244-Produktion wurde in Reaktionsansatzen mit *O,, ET und
TRIS durch eine steigende GSH-Konzentrationen inhibiert (Abbildung51, A), die
GSH-Konzentration nahm hingegen keinen Einfluss auf m/z 365:230 (Abbildung 51, B).
Dieser aufféllige Unterschied lieRe sich vermutlich auf zwei Hydroperoxid-lsomere
zurlckfihren, die bei der Reaktion als Hydroperoxid-Intermediate an Position 4 oder 5 des
Imidazolrings auftreten kénnten. Das Reaktionsprodukt mit Hydroperoxid an Position 5 des
Imidazolrings besaRe ein geminales Proton (Abbildung 48). Dabei bedeutet geminal, dass sich

zwei gleichartige Substituenten, in diesem Fall Protonen an einem Kohlenstoff-Atom
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befinden. Diese Protonen erlauben eine intramolekulare H,O-Elimination [140].
Maglicherweise entstand dadurch das Intermediat m/z 244, welches daraufhin mit TRIS oder
GSH zum Imin am Imidazolring weiterregierte. Das Molekil mit dem Hydroperoxid an

Position 4 hat kein geminales Proton, weshalb dort keine H,O-Elimination stattfindet.

Bei der m/z 365:230-Fragmentierung entstand ET als Fragment mit der hochsten Intensitat
(Abbildung 48), welches bei m/z 365:244 nicht zu finden war. Dies wurde durch Messungen
mit Hilfe der MS-lonenfalle bestatigt (siehe 2.11.7). Mdoglicherweise verldsst eine
C-Nitrosogruppe wahrend der Fragmentierung m/z 365:230, wodurch es zur ET-Regeneration
kommt. Die Erhéhung der TRIS-Konzentration von 5 auf 25 mM fiihrte zu einer héheren
m/z 365:244-Intensitat, wobei unklar ist, warum m/z 365:230 bei 25 mM TRIS nicht detektiert
wurde. Wahrscheinlich begunstigt TRIS in erhéhten Konzentrationen die Bildung des
Konstitutionsisomers m/z 365:244. Diese Behauptung wurde durch die SRM-Messung
unterstitzt (Abbildung 50). Ein Vergleich von m/z365:230 mit m/z 365:244 bei
verschiedenen TRIS- und GSH-Konzentrationen zeigte mehr m/z 365:244-Intensitat bei
25 mM TRIS unter jeglichen GSH-Konzentrationen (Abbildung 50, B). Allerdings konnte der
zugrundeliegende molekulare Mechanismus nicht aufgeklart und keine Literaturhinweise

gefunden werden.

Der Einfluss von 25 mM TRIS auf die m/z 246:143 und 264-Generierung im ET-Ansatz war
erheblich (Abbildung 50). Beide ET-Produkte wurden inhibiert. Dabei folgten wahrscheinlich
beide Molekile dem Reaktionsweg uUber das postulierte Intermediat m/z 244. Dieses
Intermediat reagierte infolgedessen mit TRIS zu m/z 365:244. Ohne TRIS konnte m/z 244
durch eine Reduktion von ET oder GSH direkt in m/z 246:143 Uberfuhrt werden. Bei der
Reduktion durch ET oder GSH wirden diese entweder zu ET-Disulfid oder GSH-Disulfid
oxidiert. Indirekt konnte eine zusédtzliche H,O-Addition an m/z246:143 zum
Reaktionsprodukt m/z 264 flihren. Dieses war jedoch vermutlich nicht der Hauptreaktionsweg
der m/z 264-Bildung, sondern die Reduktion der m/z 262 zu m/z 264

(Reaktionsmechanismus 3).

Beindruckenderweise hatte TRIS meist keinen inhibierenden Effekt auf die
m/z 262-Produktion (Abbildung 50). Diese Generierung verlief daher vermutlich nicht Gber
das m/z 244-Intermediat und involvierte keinen zusétzlichen nukleophilen Angriff, wie eine
Addition von H,0 oder TRIS zum Imin. Mdglicherweise reagierten beide Sauerstoffe aus ‘O,
initial mit dem Imidazolring an Position 4 und 5 des ETs. Dabei entstand wahrscheinlich

zunéchst ein Dioxetan-Intermediat durch eine [2+2] Cycloaddition, das dann durch
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intramolekulare Umlagerung zum Produkt m/z 262 wurde. Anders verhielt es sich bei den
HER-Ansétze mit 'O, in 25 mM TRIS. Hier kam es zu einer stark verminderten Produktion
aller Produkte durch 25 mM TRIS (Abbildung 49). Es gab keinen TRIS resistenten

Reaktionsweg, wie es beim ET der Fall war.

TRIS und GSH sind beides gute Nukleophile, aber im Vergleich zum TRIS ist GSH
zusétzlich noch ein effektives Reduktionsmittel. 25 mM TRIS hatten keinen Effekt auf die
Bildung von ET-Disulfid (Abbildung 50), aber wie in der Literatur beschrieben, inhibierte
eine geringe Menge GSH (0,1 mM) die Generierung von ET-Disulfid vollstandig
(Abbildung 55) [141]. In Zellexperimenten ist der Reaktionsweg Uber das ET-Disulfid zu

vernachlassigen, da Zellen eine GSH Konzentration von 5 - 10 mM GSH aufweisen [101].

Da GSH sowohl ein Nukleophil als auch ein Reduktionsmittel ist, sind die ET-Produkte von

0, mit ET in Gegenwart von GSH komplexer, verglichen mit den Reaktionen in TRIS.

Besonders aufféallig war, dass das ET-Produkt m/z 262 ab 1mM GSH vollstandig
verschwunden war (Abbildung 55). Dahingegen wurde die m/z 264-Intensitat im Vergleich zu
H20 bereits ab einer Konzentration von 0,1 mM GSH erhéht und behielt die erhdhte Intensitat
auch noch bei 5 mM GSH bei (Abbildung 55). Da m/z 262 bei 25 mM TRIS in den meist
Ansatzen stabil war (Abbildung 50), jedoch in Anwesenheit von GSH sank (Abbildung 55),
schien m/z 262 oder das ET-Dioxetan durch GSH reduziert zu werden und das ET-Produkt
m/z 264 zu bilden. Dies ist wahrscheinlich der Hauptreaktionsweg zur m/z 264. Eine andere
Maoglichkeit ist, dass das Dioxetan von GSH reduziert wurde und dieser Reaktionsweg dann
nicht Uber m/z 262 verlief, sondern dass m/z 264 Uber ein Vorlaufer-Intermediat gebildet
wurde. Diese Unterscheidung konnte jedoch nicht sicher validiert werden, da die verwendeten
Methoden nur in der Lage waren, Endprodukte zu detektieren und keine Intermediate

aufzuzeigen.

GSH besitzt nicht nur reduzierende Eigenschaften, sondern reagiert auch als Nukleophil mit
ET-Produkten aus der Reaktion von 'O, und ET. Durch den nukleophilen Angriff von GSH
konnten die Molekile m/z 551 und 553 erklart werden (Abbildung 53). Diese entstanden nur
in Gegenwart von GSH (Abbildung 55). Der Zeitverlauf zeigte eine schnelle Bildung der
Molekile m/z 551 und 553, welche Uber die Zeit allerdings wieder an Intensitat verloren.
Diese Beobachtung stand im Gegensatz zum TRIS-Produkt m/z 365, welches nach seiner
Bildung stabil blieb (Abbildung 50). Das unterschiedliche Verhalten von den GSH-Produkten

im Vergleich zu den TRIS-Produkten Uber die Zeit, lasst auf eine schnelle Weiterreaktion der
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GSH-Produkten bei sinkender *0,-Belastung schlieBen. Die sinkende O,-Belastung ist durch
die Halbwertszeit von DHPNO,; (23 Minuten) zu erkldren, wobei nach 76 Minuten nur noch
10% 'O, freigesetzt werden [77].

Bei 0,1 mM GSH war die Produktion von m/z 551 hoher und von m/z 246:143 niedriger
(Abbildung 55). Dies legte nahe, dass das Intermediate m/z 244 mit GSH Uber einen
nukleophilen Angriff reagierte und nicht Gber die reduzierenden Reaktion von GSH. Eine
weitere Steigerung der GSH-Konzentration schwéchte die m/z 551-Produktion ab, aber
steigerte die m/z 246:143-Produktion, wobei hier vermutlich die reduzierende GSH-Reaktion
im Vordergrund stand. Die m/z 553-Intensitdt war am hdchsten bei der Hinzugabe von
1 mM GSH. Beim Einsatz von 5 mM GSH wies der Ansatz einen niedrigeren m/z 553 Gehalt
auf als bei 1 mM GSH (Abbildung 55). Die insgesamt niedrigere Akkumulation von
GSH-Produkten (m/z 551 und 553) im Vergleich zu den TRIS-Produkten (m/z 365:230 und
365:244) bezogen auf der Fullscanintensitat (Tabelle 23) legte einen schnellen Zerfall der
ET-'0,-GSH-Produkte nahe. Dabei schien 5 mM GSH iiberwiegend als Reduktionsmittel des
Iminadditionsschritts von 'O, zu wirken. Wahrscheinlich reduzierte GSH das gebildete
ET-Dioxetan und fiihrte so zur Bildung von m/z 264.

Bemerkenswerterweise blieb das ET-Level in dem 5 mM GSH-Ansatz weitgehend stabil
(Abbildung 55), wohingegen es bei 25 mM TRIS iber die Zeit abnahm (Abbildung 50).
Mdoglicherweise inhibierte GSH den Hauptprozess, der den ET-Verlust in H,O verursachte. Es
ist jedoch auch mdglich, dass GSH einen reduzierenden Reaktionsweg fir die Regeneration
von ET eréffnete, welcher mit TRIS nicht méglich war. In allen Anséitzen mit ET und ‘O,
unter den verschiedenen TRIS-sowie GSH-Bedingungen war die HER-Produktion
unvermindert (Abbildung 50,Abbildung 55).

In den Ansatzen mit 'O,, in denen HER als Ausgangsubstrat fir 'O, verwendet und
1 mM GSH hinzugegeben wurde, kam es U(ber die Zeit zu einem abgeschwachten
HER-Verbrauch (Abbildung 54). Dies passte zu den entstandenen HER-Produkt-Intensitéten,
da die Produktion von m/z 248 und 230:153 nahezu vollstandig und die von m/z 246:229 bei
einem Einsatz von 1 mM GSH stark inhibiert war (Abbildung 54). Die Entstehung aller
HER-Produkte war durch GSH negativ beeinflusst, wohingegen das ET-Produkt m/z 264 in
1 mM GSH uber die Zeit stetig zunahm. Dieser beeindruckende Unterschied hebt die Affinitat
von 10, zu ET hervor. Die Thiolgruppe von GSH ist selbst Angriffspunkt von 'O, [142] und
dennoch kann ein 50-facher Uberschuss von GSH (5 mM) gegeniiber ET (0,1 mM) die

m/z 264-Produktion nicht inhibieren (Abbildung 55). Zusammenfassend lasst sich also
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erkennen, dass O, eindeutig ET vor GSH bei der initialen Reaktion favorisiert und das um

einen Faktor von mindestens 50.

Ein weiteres in dieser Arbeit untersuchtes Molekiil im Reaktionsansatz mit *O, und ET war
Thioharnstoff (m/z 77; Abbildung 46). Bei der Generierung handelte es sich um eine Kkleinere
Nebenreaktion, wobei nicht viel Thioharnstoff gebildet wurde (Tabelle 23, Fullscanintensitat).
Jedoch wurden die verschiedenen Eigenschaften von ET und HER bestatigt. So reagierte der
Thioharnstoff direkt mit dem HER-Produkt m/z 214 zu einem stabilen, aromatischen
m/z 288-Molekil (Abbildung 46). ET-Produkte mit Thioharnstoff wurden nicht gefunden.
Wahrscheinlich zeigte dies den geringen Abbau von ET-Intermediaten zu Thioharnstoff,
welcher danach als Nukleophil mit HER-Produkten, nicht aber mit ET-Produkten
weiterreagieren konnte. Bei der Thioharnstoff-Reaktion war vor allem der Schwefel von
entscheidender Bedeutung. Harnstoff generierte keine Reaktionsprodukte mit 'O, und HER
oder 'O, und ET.

Die identifizierten ET-Produkte aus der Reaktion von 'O, mit ET in den verschiedenen
H,O, ASC-, GSH- und TRIS-Konzentrationen fiihrte unter den zuvor beschriebenen

Beobachtungen zu dem im Folgenden zusammengefassten Reaktionsmechanismus 3.
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Reaktionsmechanismus 3: Reaktion von 'O, mit ET in H,O, TRIS oder GSH. ET reagiert
wahrscheinlich mit O, iiber eine Schenck-En-Reaktion zu einem Hydroperoxid an Position 4 oder 5
des Imidazolrings, oder Uber eine [2+2] Cycloaddition an Position 4 und 5. Das durch die [4+2]
Cycloaddition gebildete Dioxetanintermediat lagert sich daraufhin um zu einer Hydroxygruppe und
einer Carbonylgruppe (m/z 262). Durch Reduktion von m/z 262 oder eine Umlagerung mit Reduktion
kann m/z 264 entstehen, welches zwei Hydroxygruppen an Position 4 und 5 aufweist. Bei der
Abspaltung von H,O des Hydroperoxid-Intermediats konnte die Reaktion (ber ein weiteres
Intermediate mit einer Carbonylgruppe an Position 4 fuhren. Durch eine Reduktion kann m/z 246:143
oder durch einen nukleophilen Angriff von H,O m/z 264 gebildet werden. m/z 264 kdnnte (iber weitere
noch unbekannte Reaktionswege zu Thioharnstoff weiterreagieren. Die nicht nachgewiesen
Intermediate kdnnten mit dem nukleophilen TRIS zu m/z 365 (Retentionszeit 6,9 und Ret 7,2) oder mit
GSH zu m/z 551 oder 553 reagieren. In Schwarz sind die ET-Reaktionsprodukte in H,O, in orange die
zusétzlich mit TRIS und in blau die zusétzlich mit GSH entstehen, dargestellt. In roter Farbe sind die
nicht detektieren Intermediate zu sehen. Modifiziert nach [74]
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Nachdem die in vitro identifizierten Reaktionsprodukte von O, mit ET und HER méglichen
Strukturen und Reaktionswegen zugeordnet wurden, fand ein Einblick in 293 Zellen statt.
Dazu wurden die Zellen wie im ET- und GSH-Quenchvergleich behandelt und mittels
LC-MS/MS gemessen (siehe 3.7). GSH wurde intrazellular minimiert um einen mdglichen
GSH-Einfluss auf die Produktbildung von *O, mit ET in Zellen zu untersuchen. TMPyP
wurde zur *O,-Generierung verwendet, wobei PST nicht nur *O,, sondern auch andere ROS
produzieren konnen (Abbildung 9). Bei den Experimenten konnte kein ET-Verlust tber die
Belichtungszeit dokumentiert werden (Abbildung56). Bei der Reaktion von 'O, in
ETT(+) Effektzellen konnten die ET-Produkte m/z 264, 278 und 493, sowie HER und m/z 248
mit steigender Intensitdt Uber die Zeit ohne GSH-Einfluss nachgewiesen werden. Eine
GSH-Abhéngigkeit wurde fir die Molekiule ET-Disulfid, Thioharnstoff, m/z 246:143, 262 und
die HER-Produkte m/z 246:229 und 288 gezeigt. Dabei war die Intensitat der Molekdle in
GSH(+) Effektzellen niedriger als in GSH(-) Effektzellen. Diese GSH-Abhangigkeit
bestatigte die in vitro beobachteten Sachverhalte fur die gefunden ET-Produkte. Gleichzeitig
wurden die ET-Produkte m/z 551 und 553 nur in GSH(+) Effektzellen beobachtet, was deren
Verbindung aus ET-'0,-GSH bewies (Abbildung 56). Die anderen in vitro detektierten
HER-Produkte m/z 519 und 535 konnten nicht in Zellen gezeigt werden und sind deshalb
untergeordnete in vitro Nebenprodukte der Reaktion von 'O, mit ET. Alle intrazellular
nachgewiesen ET-Produkte hatten geringe Intensitdten. Aufgrund der verschiedenen
lonisierungseffizienzen, konnten diese Molekile nicht verglichen werden. ET-Produkte, die
in den Kontrollzellen ohne  TMPyP-Behandlung  detektiert — wurden, waren
Hintergrundreaktionen von intrazellular vorkommenden PST, wie zum Beispiel NADH und
NADPH [143]. Wenn die Kontrollzellen ohne Belichtung ET-Reaktionsprodukte aufwiesen,
lag dies wahrscheinlich an unbeabsichtigter Belichtung des mdglichst dunkel gehaltenen
Raums. Jedoch wiesen die Kontrollzellen in keinem Fall hohere ET-Produktintensitaten auf
als Effektzellen. Dies lieB auf eine spezifische Generierung der ET-Produkte nach
TMPyP-Belichtung in Zellen schlie3en.

Zusammenfassend zeigten die in vitro erhobenen Daten von 'O, mit ET sehr unterschiedliche
Reaktivitaten und Reaktionswege gegeniiber 'O, mit HER. Der Imidazolring von HER
reagiert mit 'O,, wie schon fiir den Imidazolring von Histidin beschrieben [45], iiber eine
initiale [4+2] Cycloaddition (siehe 1.2.1). Diesen Reaktionsweg kann ET aufgrund des
doppelt gebundenen Schwefels an Position 2 des Imidazolrings nicht beschreiten. Es wird
kein Endoperoxid gebildet. Wahrscheinlich kommt es bei der Reaktion von ‘O, mit ET durch

eine [2+2] Cycloaddition zu einem 4,5-Dioxetan-Intermediat, welches nicht nachgewiesen
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werden konnte. Fir dieses Intermediat gibt es jedoch Hinweise in der Literatur [53, 144].
Parallel reagiert ET mittels Schenk-En-Reaktion entweder zu einem Hydroperoxid an Position
4 oder 5 des Imidazolrings (Reaktionsmechanismus 3) [51]. Die fur Histidin beschriebene
intramolekulare Umlagerung der Aminogruppe des Molekilriickgrats zum Lacton ist

aufgrund der dreifachen Methylierung von ET nicht méglich [135].

Die strukturellen und chemischen Unterschiede der ET-Produkte im Vergleich zu den
HER-Produkten wurden mit TRIS gezeigt werden. Dabei wiesen die HER-Produkt
m/z 333 und 349, die mit TRIS reagierten, ein stabiles aromatisches Ringsystem auf, welches
bei  Fragmentierungen nicht zerfiel (Abbildung 48). Dahingegen zerfielen die
ET-TRIS-Produkte m/z 365:230 und 365:244 bei der Fragmentierung leichter auseinander.
Bei den dabei entstehenden Fragmenten handelte es sich vermutlich um stabile, aromatische
Verbindungen, wie ET (Abbildung 43). Mdglicherwiese war die Fragmentierung von
m/z 365:230 ein Hinweis auf einen ET-Regenerationsmechanismus, nachdem 'O, mit ET und

einem Nukleophil reagiert hat.

Intrazellular wurde nach 'O,-Stress (durch TMPyP-Belichtung) kein ET-Verlust festgestellt
und es konnte nur geringe Intensitdten von ET- oder HER-Produkten nachgewiesen werden
(Abbildung 56). Dabei waren einige ET-Produkte GSH-abhéngig. Aufgrund der hohen
intrazellularen GSH-Konzentrationen (bis zu 10 mM [101]) eignet sich GSH als guter
Regenerationspartner, um  Intermediate  abzufangen und ein  Zerfallen  der
ET- '0,-GSH-Produkte m/z 551 und 553 zu ET voranzutreiben.
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4.6 Ausblick

Mit Hilfe der durchgefiihrten in vitro Reaktionen von *O, mit ET und HER konnten einige bis
zur Veroffentlichung dieser Arbeit unbekannte Reaktionsprodukte identifiziert werden. Nach
Lagerung der Proben bei -20 °C gefolgt von einer verspéateten Messung nach einer Woche,
anstatt der sofortigen Messung, waren einige Signale verschwunden oder die Intensitaten der
Molekile verandert. Dieses Phanomen bietet geeignete Anknupfungspunkte fir
weiterflihrende Forschungsvorhaben zur genaueren Aufklarung der Reaktionsmechanismen
von 'O, mit ET oder HER. Dabei konnte beispielsweise Stabilitat, Reaktivitat und Neubildung

der Produkte Uber die Zeit im Fokus stehen.

Durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten in vitro Experimente konnte die
Blockadefunktion an Position 2 des Imidazolrings des ET-Schwefels wahrscheinlich
nachgewiesen werden. Diese Funktion ist charakteristisch fir jenes Molekil und stellt seine
moglicherweise einzigartige Eigenschaft dar. Durch die Blockade reagiert ‘O, ber eine
[2+2] Cycloaddition an Position 4 und 5 des ETs. Weiterhin kénnte durch die Verwendung
von S-Methylergothionein (Methylgruppe am Schwefel von ET) die Funktion des Schwefels
in Bezug zu *O, weiter untersucht werden. Um die Rolle der Trimethylamingruppe des ETs
zu charakterisieren ware auch ein L-2-Thiohistidin-Einsatz (Histidin mit Schwefel an
Position 2 des Imidazolrings) in der Reaktion mit 'O, méglich. Zum jetzigen Kenntnisstand
ist die Trimethylamingruppe fur die Unterdriickung der Lacton-Bildung verantwortlich,

welches noch experimentell zu tberprifen ist.

Des Weiteren kénnte die Einzigartigkeit der Reaktionsprodukte von 'O, mit ET (berpriift
werden. Hierzu wirden andere ROS, wie Hydroxyl-Radikale, H,O, oder Superoxidanion,

in vitro mit ET inkubiert und anschlieRend analysiert.

Trotz der umfassenden Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefuhrten in vitro Experimente
beziiglich des Reaktionsmechanismus von *O, mit ET, konnte lediglich ein kurzer Einblick in
die Zelle bezuglich der gefundenen ET-Produkte geboten werden. Diese gilt es in der Zukunft
weiter zu charakterisieren, um herauszufinden, ob noch weitere stabilere Intermediate
entstehen. Auflerdem wurde beobachtet, dass bei der Verwendung von TMPyP beli
gleichzeitiger Belichtung kein ET verbraucht wurde. Dies weist auf eine ET-Regeneration
hin, welche auch in dieser Arbeit postuliert wurde. Es bedarf weiterer Untersuchungen mit
dem Fokus auf den genauen intrazelluldaren Vorgéngen. Mdglicherweise koénnen einige
ET-Intermediate  bei  tiefen  Temperaturen  festgehalten  werden, um  einen

Regenerationsmechanismus nachzuweisen und dokumentieren zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

Mit Hilfe der Photosensibilisatoren (PST) ReAsH, Bengal Rosa und TMPyP konnte eindeutig
die Singulett-Sauerstoff (*0,)-schiitzende Wirkung von Ergothionein (ET) in 293 Zellen
gezeigt werden. Dabei entstand bis zu 58% weniger Methionin-Sulfoxid (MSO) in Zellen mit
ET, welches mittels Massenspektrometrie gemessen wurde. MSO ist ein Indikatormolekl fur
reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Die gewahlten PST generieren hauptsachlich O,, aber
auch andere ROS, wie Hydroxyl-Radikale, Wasserstoffperoxid oder Superoxidanion.
Deswegen kann nicht geschlussfolgert werden, dass ET spezifisch vor 'O, schiitzt. Um dies zu
untersuchen wurden Experimente mit dem 'O,-generierenden Endoperoxid, DHPNO,
durchgefiihrt. Diese waren nicht reproduzierbar. Der Versuch 'O,-Spezifitit in das
PST-System mit TEMPO als selektiven 'O.-Indikator zu bringen, konnte nicht erbracht
werden. Bemuhungen, das DHPNO,-System durch Hintergrundminimierung reproduzierbarer
zu gestalten, schlugen fehl. Hierflr wurde versucht die Antioxidantien Ascorbinséure und
Glutathion (GSH) zu minimieren. Fir GSH war dies eindrucksvoll gelungen. Intrazelluldres
GSH konnte zu 98% minimiert werden. Durch die Methode der intrazellularen
GSH-Minimierung konnte ein Vergleich des *0,-Quenchverhaltens von ET und GSH in
293 Zellen durchgefiihrt werden. Dabei schiitzt ET eindeutig besser vor *O,-Stress als GSH.
Beeindruckender ist sogar, dass in Zellen mit ET die Anwesenheit von GSH keinen weiteren
Schutzeffekt gegeniiber 'O, hervorbrachte. Erst in Abwesenheit von ET zeigt sich ein
0,-Schutzeffekt von GSH.

Nachdem der ET-Schutzeffekt gegeniber 'O, intrazellular gezeigt wurde, schlossen
massenspektrometrische in vitro Untersuchung zum Reaktionsmechanismus an. Daflr wurde
'0, mit ET und Hercynin (HER; ET ohne Schwefel) analysiert. Dabei zeigten sich
fundamentale Unterschiede. Wahrend HER und anderen Imidazole Uber eine
[4+2] Cycloaddition reagieren, kann ET, wegen des doppelt gebundenen Schwefels, diesen
Weg nicht bestreiten. ET reagiert uber [2+2] Cycloaddition zum Intermediat 4,5-Dioxetan
und Uber Schenck-En-Reaktion zu Hydroperoxiden an Position 4 oder 5 des Imidazolrings.
Die Generierung der ET spezifischen Produkte war resistent gegenlber einem grofien
Uberschuss an TRIS und GSH, aber nicht die von HER. ET favorisiert ‘0, mindestens
50-fach mehr als GSH und mindestens 250-fach mehr als TRIS fiir die initiale Reaktion. Der
Verlust von ET war nahe vollstandig unterdriickt in 5 mM GSH, aber nicht in 25 mM TRIS.
Angerfertigte Fragmentierungsmuster geben Hinweise auf einen Regenerationsmechanismus,

da einige ET-Produkte leicht zerfallen und zu stabilen Aromaten werden
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6 Abstract

Experiments with the photosensitizers (PST) ReAsH, Bengal Rosa and TMPyP clearly
demonstrated that ergothioneine (ET) in 293 cells protect against singlet oxygen (*O,) stress.
This resulted in up to 58% less methionine sulfoxide (MSO) in cells with ET measured via
mass spectrometry (MS). MSO is an indicator molecule for reactive oxygen species (ROS).
The selected PST mainly generate 'O,, but also other ROS, such as hydroxyl radicals,
hydrogen peroxide or superoxide anion. Therefore, it cannot be ruled out that ET is only
responsible for the protection against ‘O,. Thus, experiments were carried out with the
endoperoxide, DHPNO,, which specifically generates 'O,. These results were not
reproducible. Furthermore, it could not be achieved to generate 'O,-specifity with the O,
indicator TEMPO. TEMP is oxidized merely by 'O, to TEMPO. Efforts to make the DHPNO;
system more reproducible through background minimization of *O, quenchers have failed. An
attempt was made to minimize the antioxidants ascorbic acid and glutathione (GSH). For
GSH this was impressively successful. Intracellular GSH could be minimized to 98%. The
method of intracellular GSH minimization allowed a comparison of the ‘O, quench behavior
of ET and GSH in 293 cells. ET is a more effective ‘O, quencher than GSH, which is shown
by cells with ET and GSH, whereby no further protection against 'O, was observed in

comparison to cells without GSH. Only in the absence of ET GSH has a *O, protective effect.

After the ET protection effect against *O, was shown intracellular, in vitro experiments were
performed to analyze the reaction mechanism of ET with O, via MS. Therefore, 'O, was
tested with ET and hercynine (HER; ET without sulfur). The results show fundamental
differences between ET and HER. While HER and other imidazoles react via a [4 + 2]
cycloaddition, ET cannot use this pathway because of its double-bonded sulfur. ET possibly
reacts to the intermediate 4,5 dioxetane via [2 + 2] cycloaddition or via Schenck-ene-reaction
to a hydroperoxide at position 4 or 5 of the imidazole ring. The generation of ET-specific
products is resistant to a large excess of TRIS and GSH, but the hercynine products are not.
ET favors 'O, at least 50 fold more than GSH and at least 250 fold more than TRIS for the
initial reaction. The loss of ET was nearly completely suppressed in 5 mM GSH but not in
25 mM TRIS. Prepared fragmentation patterns indicate a regeneration mechanism, as some

ET products readily disintegrate and become stable aromates.
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Anhang

8 Anhang

Dargestellt ist der der Tetracyclin-Repressor-Sequenz mit dem modifiziert Tetracystein-Motiv
aus dem verwendeten Konstrukt pEBTetD/ETT/TetR-TC. Dabei ist in Grun der
Tetracyclin-Repressor, in Blau der Klonierungsiiberhang, in orange die urspriingliche

BamHI-Restriktionsschnittstelle und in Rot das Tetracystein-Motiv gezeigt.

1 ATG TCT AGA TTA GAT AAA AGT AAA GTG ATT AAC AGC GCA TTA GAG CTG CTT AAT GAG GTC GGA ATC GAA GGT TTA ACA
TAC AGA TCT AAT CTA TTT TCA TTT CAC TAA TTG TCG CGT AAT CTC GAC GAA TTA CTC CAG CCT TAG CTT CCA AAT TGT
M5 RL [ K 5 K Y I it g AL E L L N E Y6 I E G L T

73 ACC CGT AAA CTC GCC CAG AAG CTA GGT GTA GAG CAG CCT ACA TTG TAT TGG CAT GTA AAA AAT AAG COG GCT TTG CTC
TGG GCA TTT GAG CGG GTC TTC GAT CCA CAT CTC GTC GGA TGT AAC ATA ACC GTA CAT TTT TTA TTC GCC CGA AAC GAG
27 T R KoL A oK L G ¥ E [ S | L Y W% H YooK N KR A L L

157 GAC GCC TTA GCC ATT GAG ATG TTA GAT AGG CAC CAT ACT CAC TTT TGC CCT TTA GAA GGG GAA AGC TGG CAA GAT TIT
CTG CGG AAT CGG TAA CTC TAC AAT CTA TCC GTG GTA TGA GTG AAA ACG GGA AAT CTT CCC CTT TCG ACC GTT CTA AAA
53 D A L & I E ML 0 R H H T H F coF L E G E s 0w oQ rF

225 TTA CGT AAT AAC GCT AAA AGT TTT AGA TGT GCT TTA CTA AGT CAT CGC GAT GGA GCA AAA GTA CAT TTA GGT ACA CGG
AAT GCA TTA TTG CGA TTT TCA AAA TCT ACA CGA AAT GAT TCA GTA GCG CTA CCT CGT TTT CAT GTA AAT CCA TGT GCC
7ok L R [ R K s F RC A L L S H R D B A KW HooL G TR

313 CCT ACA GAA AAA CAG TAT GAA ACT CTC GAA AAT CAA TTA GCC TTT TTA TGC CAA CAA GGT TTT TCA CTA GAG AAT GCA
GGA TGT CTT TIT GTC ATA CTT TGA GAG CTT TTA GTT AAT CGG AAA AAT ACG GTT GTT CCA AAA AGT GAT CTC TTA CGT
1esk BT E K0 YE T L 3 M oL i F L coo0 o G F 5L E N A

301 TTA TAT GCA CTC AGC GCT GTG GGG CAT TTT ACT TTA GGT TGC GTA TTG GAA GAT CAA GAG CAT CAA GTC GCT AAA GAA
AAT ATA CGT GAG TCG CGA CAC CCC GTA AAA TGA AAT CCA ACG CAT AAC CTT CTA GTT CTC GTA GTT CAG CGA TTT CTT
131k L ¥ AL 5 S HF T L G C Y L E o o E H [ K E

450 GAA AGG GAA ACA CCT ACT ACT GAT AGT ATG CCG CCA TTA TTA CGA CAA GCT ATC GAA TTA TTT GAT CAC CAA GGT GCA
CTT TCC CTT TGT GGA TGA TGA CTA TCA TAC GGC GGT AAT AAT GCT GTT CGA TAG CTT AAT AAA CTA GTG GTT CCA CGT
157% E R E T P T T D £ M P FooL L R oA I E L F roH Q G A

547 GAG CCA GCC TTC TTA TTC GGC CTT GAA TTG ATC ATA TGC GGA TTA GAA AAA CAA CTT AAA TGT GAA AGT GGG TCC GCG
CTC GGT COG AAG AAT AAG CCG GAA CTT AAC TAG TAT ACG CCT AAT CTT TIT GTT GAA TTT ACA CTT TCA CCC AGG CGC
193¢ E P hoF L F L E L I I CG L E K0 L KT E 5 6 S

Eco RI
25 TAC AGC GGA TTT CTG AAC TGC TGC CCG GGC TGC TGC ATG GAA CCG TCC CGG GAA TTC AGA TCT TAT TAA
ATG TCG CCT AAA GAC TTG ACG ACG GGC CCG ACG ACG TAC CTT GGC AGG GCC CTT AAG TCT AGA ATA ATT|
2Eak v g G F L N [ [ F G [ [ 1 E F s R E F R g s .
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