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Einleitung

1 Einleitung

Eine Zelle ist im Laufe ihres Lebens vielen schddlichen Einfliissen ausgesetzt. Oxidativer
Stress spielt bei der Bedrohung der intakten Zelle eine wichtige Rolle. Verantwortlich
fiir diese Art von Stress sind reaktive Sauerstoffspezies (ROS) welche einerseits auf
natiirliche Weise als Abfallprodukt verschiedener Stoffwechselwege entstehen (z.B. in
den Mitochondrien), aber auch durch aufdere Einfliisse im Korper angereichert werden
koénnen (Umweltgifte, UV-Strahlung, Alkohol, Medikamente). Reichern sich ROS in
tiberhohten Mengen in einem Organismus an kommt es zu Zellschdden welche sowohl
einzelne Organe als auch den gesamten Organismus schwer schadigen konnen. Es ist fiir
Zellen essentiell sich vor diesen Gefahren zu schiitzen. Vom Prokaryoten bis zum
Eukaryoten stehen den Zellen komplexe Abwehrmechanismen zum Schutz zur
Verfligung. Diese umfassen enzymatische Systeme (Glutathionperoxidase, Superoxid-
Dismutase, Katalase) [1-4], von der Zelle selbst synthetisierte Antioxidantien (z.B.
Glutathion [5, 6]) und Verbindungen, die der Organismus z.B. durch die Nahrung aus der
Umwelt aufnehmen muss, da er sie nicht selbst synthetisieren kann (Vitamine) [7].
Einige dieser Systeme, z. B. Gluthation, sind hoch konserviert und in einer Vielzahl von
Spezies zu finden [8, 9].

Die Aufnahme von Antioxidantien aus der Nahrung bietet die Moglichkeit die
Schutzbarriere der Zellen aktiv zu unterstitzen. Die Erhaltung der Homdostase
zwischen ROS und Antioxidantien spielt im Organismus eine essentielle Rolle im Erhalt

der Gesundheit [10].

1.1 ET - Chemie und Synthese

Eine antioxidative Verbindung, welche sowohl der Mensch als auch Tiere mit ihrer
Nahrung aufnehmen ist Ergothionein (ET). ET wurde 1909 von Tanret in Mutterkorn
(Claviceps purpureum) entdeckt [11, 12]. Die Synthese von ET erfolgt in verschiedenen
Pilzarten (Aspergillus spec., Alternaria spec., und Penicillium spec.) sowie einigen
Mykobakterien. Die Funktion der Verbindung in den Produzenten konnte noch nicht
vollstandig aufgeklart werden. Allerdings gibt es Hinweise darauf, dass ET z.B. bei

Mycobacterium smegmatis mit dem Thiolabwehrsystem assoziiert sein konnte [13].
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ET ist das Betain des L-Histidins, welches an der 2-Position des Imidazolrings eine
Mercaptogruppe tragt [14]. Die Synthese verldauft in Pilzen und Mykobakterien
ausgehend von Histidin und Cystein (Donor des Schwefelatoms) iliber verschiedene
Zwischenprodukte wie z. B. Herzynin hin zum Endprodukt dem ET. In den Produzenten
kann sich dabei ET bis zu Konzentrationen von 2 mg/g Trockenmasse anreichern [15-
19]. Eine Besonderheit des ET ist seine Thiol-Thion-Tautomerie, wobei bei
physiologischem pH-Wert das Gleichgewicht zur sehr stabilen Thion-Form verschoben
ist (Abb. 1). Dies verleiht ET eine besondere Stabilitat und so einen Vorteil gegentiber

anderen Thiolen wie z.B. Glutathion, welches bei physiologischem pH-Wert einer

N
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Gezeigt sind die Thiol-Form (links) und die Thion-Form (rechts). Unter physiologischen Bedingungen liegt

Autoxidation unterliegt.

N
JeA

Abb. 1: Strukturformel von Ergothionein

das Ergothionein in der stabileren Thion-Form vor.

1.2 ET-Aufnahme und -Transport

Hohere Organismen (ET-auxotroph) sind auf die Aufnahme von ET durch die Nahrung
angewiesen [20]. Da ET nicht membrangangig ist [21] ist eine aktive Absorption durch
einen spezifischen Ergothionien-Transporter (ETT, Gensymbol SLC22A4) notwendig
[22, 23]. Die zellulare Aufnahme ist signifikant Temperatur-, Na*- und pH-abhangig und
sattigbar [24-26]. Kato et al. zeigten, dass das Silencing des Transporter-Gens in der
Maus zu einer ET-Aufnahmeunfahigkeit fiihrt [27].

Nach der Resorption aus dem Darm findet eine organspezifische Verteilung des ET statt.

So findet man die hochsten ET-Werte im human Koérper in Knochenmark, Erythrozyten
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und Auge [28]. Zudem kann ET in neuronalem Gewebe nachgewiesen werden [29-33].
In Mdusen wurde gezeigt, dass ET in Geweben nur sehr langsam verstoffwechselt wird.
Schon nach einmaliger oraler Gabe (330 pg/kg Korpergewicht) wurde ET bis zu 14 Tage
nachgewiesen. Dieser Umstand ist wahrscheinlich auf die renale Riickresorption
zuruckzufiihren [27]. Eine Ausscheidung tiber den Urin ist nicht nachweisbar [34, 35]. In
einigen fritheren Experimenten konnte nicht gezeigt werden, dass ein erzeugter ET-
Mangel in vivo einen Effekt ausldst. In diesen Arbeiten wurde versucht in Ratten durch
eine ET-freie Erndhrung einen ET-Mangel zu erzeugen [15, 36]. Versuche von Kato et al.
[27] an ETT-Knockout-Mausen im Vergleich zu Wildtyp (WT)-Mausen gaben Hinweise
darauf, dass ET einen protektiven Effekt gegeniiber intestinalen Schadigungen zeigt. Um
dies zu demonstrieren, wurden die Tiere Ischdamie-Reperfusions-Experimenten am
Darm unterzogen. Das bedeutet, dass der Darm der anesthesierten Mause fiir 60 min
von der Blutversorgung abgeklemmt wird, um ein hohes Maf} an oxidativem Stress zu
erzeugen. Viele Versuche zur Funktion von ET wurden in vitro durchgefiihrt. So
demonstrierten z. B. Song et al. [37] eine neuroprotektive Funktion des ET an primaren
kortikalen Neuronenzellen (PCN) und einer Phdochromocytomzelllinie (PC12) der
Ratte. Dazu wurden die Zellen fiir 2 Stunden mit 0,1 bis 10 pM mit ET inkubiert und
anschlieffend flir weitere 72 Stunden mit Cisplatin. Cisplatin ist ein
Antitumormedikament, das u. a. auch neurotoxisch wirkt. Akanmu et al. [38] arbeiteten
mit Rattenlebermikrosomen. Sie zeigten eine Schutzfunktion von ET gegeniiber der
Peroxidation von Arachidonsaure.

Weitere Versuche, vor allem solche in vivo, sind notwendig um die Funktion von ET
aufzuklaren. Der molekulare Mechanismus von ET ist immer noch unklar.

Die Tatsache, dass ET vermehrt in Organen mit hohem oxidativem Stress akkumuliert

wird [39, 15, 40], gibt Hinweise auf eine moglicherweise antioxidative Funktion in vivo.

1.3 Positive Eigenschaften — Physiologische Eigenschaften

In fritheren Arbeiten zum ET konnten einige der vielseitigen positiven Eigenschaften
dieses Molekiils dargestellt werden. Es istin der Lage ROS und Nitritverbindungen, wie
Hydroxyl-Radikale (¢OH), Hypochlorige Saure (HOCI), Peroxinitrit (ONOO-) und
Singulett-Sauerstoff abzufangen [41, 42, 28, 38, 43]. Auflerdem ist ET fahig die
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Metallionen-abhangige Entstehung von -OH aus Wasserstoffperoxid (H202) (Fenton-
Reaktion) zu verhindern [38]. ET zeigt aufierdem eine hohe Affinitdt zu Him-Gruppen
[44]. Dies kann auf eine Schutzfunktion von ET des Hamoglobis in Erythrozyten
hindeuten. Weiterhin besitzt ET die Moglichkeit Metalle (z.B. Cu?*) zu komplexieren und
dadurch DNA und Proteine zu schiitzen [38, 45] oder sogar die Motilitat von Spermien
positiv zu beeinflussen [46]. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass ET eine schiitzende
Funktion gegen UV- [47-49] und y-Strahlung [50-52] besitzt. ET ist ebenfalls in der Lage
mit Komponenten der intrazellularen Abwehr zu interagieren [53, 54, 44, 55-57, 37]. Mit
H202 und Superoxid (027) reagiert es hingegen nur trage [38].

1.4 Assoziation des ET/des ETT mit pathologischen Prozessen

Untersuchungen zur Funktion des ET zeigen eine Assoziation von Mutationen im
humanen ETT (ETTh) mit chronisch entziindlichen Erkrankungen wie rheumatischer
Arthritis [58, 59] und Morbus Crohn [60, 24, 61, 62]. Tokuhiro et al. [58] zeigten
exemplarisch in einer Fallkontrollstudie in Japan, dass das Auftreten von intronischen
SNPs (engl. single nucleotid polymorphism) in der RUNX1 (engl. runt-related
transcription factor 1)-Bindungsregion vom SLC22A4 mit dem Auftreten von
rheumatischer Arthritis assoziiert ist. Im Zusammenhang mit Morbus Crohn zeigten z.B.
Peltekova et al. [60] das Auftreten einer Missense-Substitution im Bereich des SLC22A4-
Gens. Leung et al. [61] fanden einen Assoziation zwischen dem Auftreten von Morbus
Crohn und dem Auftreten eines Polymorphismus im Genbereich des Transporters. Wie
genau das Auftreten von SNPs und Polymorphismen im Genbereich des Transporters
chronisch entziindliche Erkrankungen begilinstigt ist noch nicht geklart. Da fiir ET eine
Assoziation mit verschiedenen immun- und zellregulativen Faktoren gezeigt wurde,
konnte ein durch Mutation auftretende Fehlverteilung des ETs fiir Verdnderungen in
Immunreaktionen sorgen. So hat ET einen negativen Einfluss auf die Apoptose von
kultivierten Blutzellen [25] und eine positive Auswirkung auf das Uberleben von
Immunzellen [24, 63]. Zudem wurde eine Assoziation zwischen ET und
inflammatorischen Zytokinen [64-66] und dem Transkriptionsfaktor RUNX1 hergestellt
[65].

Der Verlauf des Diabetes mellitus scheint ebenfalls durch ET beeinflusst zu werden [67-

71, 66]. Salt et al. [67] zeigten einen leicht erhohten ET-Spiegel im Blut von Diabetes-
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Patienten. Versuche von Laurenza et al. [66] forcierten eine mogliche positive
Auswirkung von ET auf vaskuldre Komplikationen im Rahmen des Diabetes mellitus. In
einer C2C12-Zelllinie (Maus-Myoblasten) wurde durch die Zugabe plasmafreier
Fettsduren (Palmitinsdure) Lipotoxizitit erzeugt. Zellen die vor dem Versuch 24
Stunden mit 500 bzw. 1000 pM ET inkubiert wurden, zeigten eine verminderte

Sterblichkeit.

Es wurden weitere positive Wirkungen von ET auf verschiedene Erkrankungen gezeigt.
Der durch ET vermittelte Schutz von neuronalem Gewebe gegeniiber degenerativen
Einflissen wurde in vitro und in vivo [72, 37] demonstriert. In Bezug auf
kardiovaskuldre Erkrankungen wurden ebenfalls positive Effekte des ET gezeigt [44, 73-
75]. So fanden Arduini et al. [44] in IR-Versuchen am Rattenherz, dass ein Zusatz von
100 uM ET im Perfusionspuffer myokardialen Schaden entgegenwirkt. Weiterhin wurde
ein erniedrigter ET-Gehalt in Patienten mit Katarakt gemessen [76, 77]. Dies impliziert
eine mogliche Schutzfunktion des ET gegeniiber Katarakt. Nishigori et al. [78] zeigten
am Model des Glucokortikoid-induzierten Kataraktes in Hilhnerembryonen, dass eine

Behandlung mit ET den Katarakt abmildern kann.

1.5 Danio rerio als Modelorganismus

Bereits 1934 wurden die ersten Versuche mit dem Zebrabarbling Danio rerio
dokumentiert [79]. Die eigentliche Einfihrung des Modelorganismus wird aber Georg
Streisinger in den 1960er Jahren zugeschrieben [80, 81]. Attribute wie die preisgiinstige,
platzsparende Haltung und die kurze Generationszeit der Tiere machen den
Zebrabarbling als Model attraktiv. Die Ahnlichkeit zwischen Human- und
Zebrafischgenen ermoglicht eine gute Ubertragbarkeit von Testergebnissen am
Zebrafisch auf den Menschen [82]. Fiir die vorliegende Arbeit eignete sich das
Fischmodel unter anderem, da Gewebe wie das Auge, von ihrer Entwicklung und ihrem
histologischen Aufbau gut vom Zebrafisch auf Menschen uibertragbar sind [83]. Die gute
Verwendbarkeit des Zebrafisches zur Erforschung humaner Krankheiten wurde von
Lieschke & Curie (2007) ausfiihrlich dargestellt [84]. Zudem wurde in zahlreichen
Arbeiten gezeigt, dass einige Medikamente Verbindungen sowohl im Menschen als auch

im Fischmodel pharmakologisch wirksam sind. Hierzu zahlen eine Reihe von Steroiden,
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Statinen und herzwirksamen Verbindungen [85-90].
1.6 Der ETT”-Zebrafisch

Fiir diese Arbeit stand ein Zebrafisch-Knockout-Modell zur Verfiigung welchem der ETT
nicht mehr exprimiert wird. Der Knockout-Fisch wurde aus einer Insertions-Bibliothek
(ZeneMark®-Library, Znomics, Portland, OR, USA) ausgewahlt. Der Transporter wurde
mittels einer Virusinsertion im Exon 1 ausgeschaltet [91]. Aus der Insertion resultiert
ein Stoppcodon, welches den offenen Leserahmen des ETT-Gens unterbricht ([92], Abb.
28). Um sicherzugehen, das die Virusinsertion im Fisch, den zum ETTh orthologen ETTzf
betrifft, wurden vor Auswahl der Mutante Voruntersuchungen von Dr. Markus Bach
durchgefithrt [92]. Da durch Untersuchungen hochkonservierter HOX-Cluster
(Homoobox) gezeigt wurde, dass Knochenfische (Teleostei), wie der Zebrabarbling
Danio rerio, mehr Genduplikate aufweisen als Saugetiere [93], musste geklart werden,
ob eventuell mehrere Kopien des ETTzf-Gens im Genom des Zebrafisches vorhanden
sind. Innerhalb der Untersuchungen von Markus Bach konnte aus 3 moglichen
Kandidatengenen durch funktionelle Analyse sichergestellt werden, dass nur ein
homologer ETT im Zebrafisch existiert. Eine ndhere physiologische Charakterisierung
(Substratspezifitat, Transporteffizienz und Natriumabhangigkeit) des ETTzf wurde von
Dr. Markus Bach durch heterologe Expression des ETTzf in HEK-Zellen vorgenommen.
Eine Virusinsertion in der entsprechenden Gensequenz fiihrt also sicher zum
Funktionsverlust des ETT. Eine ET-Aufnahme ist dem Fisch definitiv nicht mehr méglich
([92], Abb. 31). Dies wurde ebenfalls im Rahmen der Arbeit von Dr. Markus Bach durch
ET-Gehalts-Bestimmung bewiesen. In fritheren Zeiten wurden Versuche unternommen,
in Tieren einen ET-Mangel durch ET-freie Fiitterung zu erzeugen [94, 36]. Da einmal
aufgenommenes ET, aber scheinbar nicht mehr vollstandig verloren geht [36], sondern
auf einem basalen Level verbleibt, sind Versuche die auf so einem erzeugten Mangel
basieren, eher kritisch zu betrachten. Nur ein Knockout des Transporters garantiert eine
absolute ET-Freiheit und ist damit eine solide Basis flr vergleichende Untersuchungen.

Erste Untersuchungen zum Phanotyp des ETT-/~-Fisches wurden bereits von Dr. Markus
Bach durchgefiihrt [92]. Hierbei wurden ET-reiche Gewebe von Adultfischen durch
mikroskopische Untersuchungen histologisch untersucht. Es wurden dabei keine

Unterschiede zwischen ETT-/-- und WT-Fischen festgestellt. Ebenso wurde durch RT-
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PCR die Lokalisation des ETT im Zebrafisch aufgezeigt ([92], Abb 22). Unter den
ausgewahlten Geweben (Leber, Herz, Gehirn, Niere, Auge, Muskel, Kiemen, Darm, Milz)
zeigten besonders Gehirn, Niere und Darm eine starke Expression des Transporters. In
den Augen war eine schwache, in den librigen Organen keine Expression zu finden.
Diese Ergebnisse wurden durch In-situ-Hybridisierungen an Zebrafisch-Embryonen
gestiitzt. Die Signale waren nahezu deckungsgleich mit den Resultaten aus der RT-PCR.
In den in situ Hybridisierungen trat zusatzlich ein Signal in den Kiemen auf, dass nicht
durch die RT-PCR bestitigt werden konnte. Bei einer darauffolgenden ET-
Gehaltsbestimmung der Organe mit Hilfe der LC-MS/MS (normiert auf Prolin) ([92],
Abb. 23) stellten sich besonders der Darm, die Augen, das Gehirn und die Niere als ET-
reich dar. Durch Zufiittern von ET-haltiger Nahrung (ET-inkubierten Zebrafischeier)
wurde eine zusatzliche Steigerung des ET-Gehaltes in den WT-Fischen erzielt (Bach
[92], Abb. 27). Zur weiteren Phanotypisierung folgten bei Dr. Markus Bach
mikroskopische Untersuchungen der Augenlinsen ([92], Abb. 36), sowie histologische
Untersuchungen an Gewebsschnitten der Augen von adulten Tieren ([92], Abb. 37). Hier
konnte kein Unterschied zwischen WT- und ETT-/--Fischen gezeigt werden. Zusatzliche
Bestrahlungsversuche der Augen mit UV-A- und UV-B-Strahlung ([92], Abb. 41 und 42),
zur Erzeugung eines Katarakt durch erhohten oxidativen Stress zeigten keine
Unterschiede in der Linsentriibung zwischen WT- und ET-/--Fischen auf. Zudem wurden
histologische Untersuchungen an Gewebsschnitten von Niere, Gehirn, Darm und Kiemen
durchgefiihrt ([92], Abb. 38). Es wurden ebenfalls keine histologischen Unterschiede
gefunden. Mikroskopische Untersuchungen zu frei zirkulierenden Blutzellen, die an
Blutausstrichen durchgefiihrt wurden, zeigten keine Unterschiede zwischen den beiden
Zebrafischlinien ([92], Abb. 40).

Trotz detaillierter Analysen, vor allem histologischer Natur, konnte von Dr. Markus Bach

kein Unterschied zwischen den WT- und ETT-/~-Fischen aufgezeigt werden.

1.7 ET und Lipidperoxidation

Die Literatur zur Auswirkung von Ergothioneine auf die Lipidperoxidation (LPO) liefert
widerspruchliche Ergebnisse [49]. Wahrend Akanmu et al. 1990 [38] bei Versuchen an
Rattenlebermikrosomen keinen Effekt durch ET fanden, zeigten Kawano et al. 1983 [54]

bei Versuchen zur LPO an Mauseleber einen inhibitorischen Effekt durch ET auf. Die bei
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den Versuchen verwendeten ET-Konzentrationen unterschieden sich hierbei stark
voneinander. Wahrend Akanmu et al. Konzentrationen von weniger als 3 mM
verwendeten, wurden bei Kawano et al. Konzentrationen tiber 10 mM eingesetzt [54,
38]. Die sehr hohe ET-Konzentration in der Arbeit von Kawano et al. wird bereits bei
Akanmu et al. als unphysiologisch kritisiert [38]. Die bisher gemessenen
physiologischen ET-Konzentrationen in Geweben betrugen lediglich ca. 2 mM. Weitere
Untersuchungen fiihrten Dong et al. 2007 [95] an Phosphatidylcholinliposomen durch,
die mit Hilfe von Alloxan unter oxidativen Stress gebracht wurden. Hierbei wurde ein
besserer Schutz vor LPO durch ET als durch Coenzym Q10 gefunden. Bei diesen
Versuchen wurden bis zu 57,3 g/mL ET eingesetzt. In vivo Versuche zur
Lipidperoxidation wurden bereits an Ratten durchgefiihrt [96]. Diese wurden 7 Tage
lang mit 70 mg/kg mit ET gefiittert. Anschlieflend wurde durch einmalige Gabe des
Fenton-Reagenz Eisen(Ill)-nitrilotriacetat (15 mg Fe pro kg Korpergewicht) oxidativer
Stress in den Tieren erzeugt. Bei diesem Versuch wurde ebenfalls ein protektiver Effekt
von ET gegentiber LPO gezeigt.

Die Heterogenitdt der Versuchsaufbauten (Stressinduktor, verwendete Zellsysteme, ET-
Konzentrationen) macht eine klare Aussage zur Protektivitit von ET gegeniiber LPO
schwierig. Weitere Experimente hierzu, besonders in vivo und mit moglichst der Natur

nachempfundenen Stressreizen, sind daher notig.

1.8 Ziel der Doktorarbeit

Trotz diverser Untersuchungen in den letzten hundert Jahren, konnte die spezifische
Funktion von ET noch nicht vollstiandig aufgeklart werden. Cheah und Halliwell haben
2011 den bisherigen Stand der Forschung in einem Ubersichtsartikel zusammengefasst
[97]. Da bisher nur wenige in vivo Experimente publiziert wurden, die Hinweise auf die
physiologische Funktion des ET geben konnen, wurde dieser Ansatz fiir diese Arbeit
gewahlt. Mit Hilfe einer ETT-Knockout-Zebrafischlinie (ETT/) sollte eine in vivo
Charakterisierung des ET vorgenommen werden.

Basierend auf den Voruntersuchung von Dr. Markus Bach sollte der Fokus dieser Arbeit
auf den molekularen Unterschieden zwischen den WT- und ETT-/--Fischlinien liegen.

Hinweisen folgend, das ET in der Lage ware die Folgen von LPO zur verringern [54, 96]
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sollte in ersten Versuchen, ein moglicher Unterschied zwischen WT- und ETT-/--Fischen
beziiglich des Auftretens von Lipidperoxidation unternommen werden. Weiterfithrend
sollten mit der Methode der LC-MS/MS-Differenzabténung Unterschiede im
molekularen Spektrum zwischen WT- und ETT~/--Fischen untersucht werden. Um die
Erfolgsaussichten der Versuche zu erhohen sollte eine Optimierung der ET-Versorgung
der Versuchstiere vorgenommen werden. Da es Vermutungen gibt, dass ET erst unter
Einfluss von Stress seine spezielle Wirkung entfaltet [92] sollte ein geeigneter Aufbau
zur Erzeugung oxidativen Stresses im Fisch ausgearbeitet werden.

Insbesondere vor dem Hintergrund der Assoziation des humanen ETT (ETTh) mit

chronischen Erkrankungen ist es wichtig die Funktion von ET aufzuklaren.
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2 Material und Methoden

Die fiir diese Arbeit notwendigen Experimente wurden in der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Dirk Griindemann am Institut fiir Pharmakologie, Medizinische Fakultat der
Universitdt zu Koln durchgefiihrt. Die Zebrafischhaltung ist in den Raumlichkeiten von
Frau Prof. Dr. Maria Leptin, Institut fiir Genetik, Mathematisch-Naturwissenschaftliche
Fakultat der Universitat zu Kéln und in den Raumlichkeiten des Instituts fiir Biochemie
I, Medizinische Fakultat der Universitat zu Kéln, von Herrn Prof. Dr. Raimund Wagner

lokalisiert.

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterial und Gerate

Die verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen: Sigma-Aldrich
(Miinchen, Deutschland), Fluka (iiber Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland), Acros
Organics (Geel, Belgien), Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA), Alfa Aesar
(Ward Hill, MA, USA), Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland), Merck (Darmstadt,
Deutschland). Soweit nicht anders vermerkt wurden die Chemikalien in den
Reinheitsgraden ,p.a“ und ,reinst“ verwendet.

Die verwendeten Glas- und Plastikgefafie sowie Filtermaterial wurden bezogen von:
Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland), Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland), VWR
International (Darmstadt, Deutschland), Sartorius (Gottingen, Deutschland), BRAND
(Wertheim, Deutschand).

Falls fiir den Versuch notwendig wurden die Materialien vor dem Gebrauch fiir 20 min
bei 121°C und 1,2 bar im Varioklav (H+P Labortechnik, Oberschleifsheim, Deutschland)
sterilisiert. Die Glasgefifle wurden dann im Heif3luftsterilisator T12 (Heraeus
Instruments, Hanau, Deutschland) fiir weitere 4 Stunden bei 200°C sterilisiert.

Fiir die Fischhaltung und Aufzucht wurden folgende Gerate und Materialen verwendet:

Schrankmodule V30 und V60 und 1,5 | Mausboxen zur Fischhaltung (Aqua Schwarz,
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Gottingen, Deutschland), Ablaichboxen/Breeding Tanks (Aquatic Habitats, Apopka, FL,
USA), Luftpumpe 200 (Eheim, Deizisau, Deutschland), Brillant Filter (Tetra, Melle,
Deutschland), Jager Prazisions-Regelheizer 50W (Eheim, Deizisau, Deutschland).
Folgendes Fischfutter wurde verwendet: ST-Futterlinie (Aqua Schwarz, Gottingen,
Deutschland), Sanders Premium Great Salt Lake Artemia Cysts (Rebie, Bielefeld,
Deutschland), Spirulina Mikroalgenpulver (Drak-Aquaristik, Schénaich, Deutschland),
Vipan Flockenfutter (Sera, Heinsberg, Deutschland). Zur Wasserpflege wurde folgender

Wasseraufbereiter verwendet: Aqua Safe (Tetra, Melle, Deutschland).

2.1.2 Losungen und Puffer

Die verwendeten Puffer und Losungen wurden mit deionisiertem Wasser aus der
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Advantage A10 (Merck Millipore, Darmstadt,
Deutschland) hergestellt. Wenn fiir den Versuchsaufbau notwendig wurden diese
anschlieflend autoklaviert (121 °C fiir 20 min). Bei fliissigem Autoklaviergut wurde die
Flasche stets nur zu 2/3 befiillt und der Deckel im Autoklaven leicht aufgedreht um ein
Uberlaufen oder eine Explosion der Flasche zu verhindern.

Allen Verbindungen, die den Vermerk ,DEPC (Diethylpyrocarbonat) behandelt” tragen
wurde 1:1000 DEPC zugesetzt. Anschliefdend wurde die Losung liber Nacht geriihrt und

am nachsten Tag autoklaviert.

2.1.2.1 Algenkulturmedien

Die Losungen wurden von Mitarbeitern der Culture Collection of Algae at the University
of Cologne (CCAC, Koln, Deutschland) hergestellt [98]. Details zu den Medien sind den
Internetseite der CCAC [98] und der Internetseite der Abteilung Experimentelle
Phykologie und Sammlung von Algenkulturen der Universitat Gottingen (EPSAG)/
Culture Collection of Algae at Gottingen University (SAG) [99] zu entnehmen. Hinter den
Bezeichnungen der Medien sind die Stimme angegeben, fiir welche die Medien
verwendet wurden. Stammbezeichnungen die mit ,M“ beginnen sind der CCAC

zuzuordnen; Stammbezeichnungen die mit ,SAG" beginnen, sind der SAG zuzuordnen.
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- Waris-H (fiir M1944, M2010, M3193, SAG 36.72)
- Spirulina medium (fiir SAG 85.79)
- Jones medium (fiir SAG 1380-1c)

2.1.3 Enzyme

- RNase A (DNase-frei; Qiagen, Hilden, Deutschland) in 10mM TRIS-HCI pH 7,5/Glycerol

(1: 1) auf 0,5 mg/ml verdiinnen

- GoTaq Polymerase (5 U/ul, Promega, Madison, WI, USA)

- Reverse Transkriptase (Superscriptll, 200 U/ul, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) .

- RQ1 DNase (1 U/pl, Promega, Madison, WI, USA)

2.1.4 Oligonukleotide

Primer fiir die Genotypisierung

Bezeichnung Sequenz

F_Exon 1 5‘-aga aac tcc agg act acg ag-3°
F_Exon 1 nest 5‘-gtt cca gaa gac tac gag-3°

5tr 5‘-gac gca ggc gca taa aat cag tc-3°
5’ltr nest 5’-aca gac aca gat aag ttg ctg gcc-3°

R_7837-5-48 nest  5’-ctc cga cac tat ggt gga gc-3’
R_7837-5-75 5’-gca gac aga ata acc gca ga-3’
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Primer fiir die Kontrolle der cDNA durch -Aktin Endpunkt-PCR (Sigma)

Zur Kontrolle der Qualitit der cDNA wurde eine Endpunkt-PCR fiir ein Fragment des

Housekeeping-Gens [-Aktin durchgefiihrt.

Bezeichnung Sequenz
F4 5’-ggggtgttgaaggtctctaaa
R4ACTB 5°-ggcatcctcaccctgaagta

- erwartete Bande bei 203bp

Primer fiir die quantitative PCR zum Nachweis des Ergothionein-Transporters

Primer -Aktin (biomers.net, Ulm, Deutschland)

Bezeichnung Sequenz
ACTB zf F 5’-gcccatctatgttacg
ACTB zfR 5°-ggtcacgaccagatcc

- Sonde #60 04 688 589 001 (Universal Probe Library Set, Human; Roche, Mannheim,
Deutschland)

Primer fiir ETT (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)

Bezeichnung Sequenz
F_Dr2#40 5’-cctccaacatccgctatatga
R_DR#40 5’-cacagtacccgatggagacc

- Sonde #40 04 687 990 001 (Universal Probe Library Set, Human; Roche, Mannheim,
Deutschland)
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2.1.5 Fischfutterherstellung

Um die Fische mit einer ausreichenden Menge an ET versorgen zu konnen musste ein
Futter mit entsprechenden ET-Gehalt verwendet werden. Da es ein geeignetes Futter
nicht kauflich zu erwerben gibt wurde es selbst hergestellt. Aus einem Teil Spirulina
Mikroalgenpulver (Drak-Aquaristik, Schonaich, Deutschland) und zwei Teilen Vipan
Flockenfutter (Sera, Heinsberg, Deutschland) wurde unter Zugabe von deionisiertem
Wasser (Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Advantage A10, Merck Millipore,
Darmstadt, Deutschland) eine streichfahige Masse hergestellt und auf Backpapier
(Aromata, Lidl, Neckarsulm, Deutschland) 24 Stunden bei Raumtemperatur
luftgetrocknet. Danach wurde das getrocknete Futter in einem Morser (Morgan
Technical Ceramics, Haldenwagner, Waldkraburg, Deutschland), zu Flocken in

angemessener Grofde, zerkleinert.

2.2 Zebrafisch Danio rerio

Um die Wirkung und Fahigkeiten von ET am lebenden Organismus zu erforschen wurde
der Zebrabarbling Danio rerio als Modelorganismus ausgewahlt.

Um die Studien moglichst vergleichbar durchfiihren zu konnen wurden fiir die Versuche
jeweils Fische verwendet, die gleich alt waren. Die Fische innerhalb eines Experiments
stammen alle vom selben Legedatum aber von unterschiedlichen Elterntieren. Die Tiere
der verschiedenen Gelege wurden zufdllig gepoolt. Es wurden Adultfische verwendet,
welche ca. 1 Jahr alt waren. Fiir die Versuche zur Lipidperoxidation wurden Mannchen
und Weibchen zufillig gepoolt verwendet. Fur alle anderen Versuche wurden

ausschlief3lich Mannchen verwendet.

2.2.1 Zebrafischhaltung

Fiur die Experimente (Genehmigungs-Nr. 31.08.045) wurden die beiden folgenden
Fischlinien verwendet: Fischbezeichnung Gen Referenz Wildtyp (Ekkwill ZFIN ID: ZDB-
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GENO0-990520-2, Znomics, Portland, OR, USA) und eine ETT-Knockout-Linie
(ZM_00007837, Gen slc22a4b, Znomics, Portland, OR, USA). Die Tiere wurden aus
heterozygoten Tieren gezogen, genotypisiert und nach Genotypen getrennt. Wahrend
der Versuche wurde nur genotypenrein verpaart. Die Wildfange wurden liber ZooZajac
(Duisburg, Deutschland) bestellt und in Westbengalen, Indien (Suthimari River bei
Laskarpara nahe Barobisha Town, Japaiguri District, West Bengal GPS-Koordinaten : N
26 °©29.403" E 89 ° 46.259") gefangen. Die Wildfange wurden wahrend des Transportes
nicht gefiittert um eine Verfalschung des ET-Gehalts durch Zufiitterung zu vermeiden.
Die Tiere wurden direkt nach dem Eintreffen euthanasiert und eingefroren.

Im Institut fiir Biochemie II, Medizinische Fakultit der Universitat zu Koln, wurden die
Fische in Mausboxen in einem PP-Modul (Aqua Schwarz, Gottingen, Deutschland)
gehalten. Im Institut fir Genetik, Mathematisch-Naturwissenschaftliche Fakultat der
Universitit zu Koéln wurden die Fische in Mausboxen (Stand-alone Unit V30, Aqua
Schwarz, Gottingen, Deutschland) und in Tankanlagen (Stand-alone Unit V60, Aqua
Schwarz, Gottingen, Deutschland) gehalten. Fiir die gezeigten Experimente wurden
ausschliefdlich die Fische aus der Haltung im Institut fiir Genetik verwendet. Die Anlage
im Institut fiir Biochemie II diente als Backup. Die Fische wurden bei einer Temperatur
von 26-28 °C gehalten [80]. Taglich wurde 1/10 des Gesamtvolumens durch
Frischwasser ersetzt. Um eine geeignete Wasserharte zu erreichen wurde das
Stadtwasser mit VE-Wasser verschnitten. Bei jedem Wasserwechsel wurde der Anlage
Wasseraufbereiter (AquaSafe, Tetra, Melle, Deutschland) zugesetzt. Der Hell-Dunkel-
Rhythmus wurde in 14 Stunden Licht und 10 Stunden Dunkelheit unterteilt. Gefiittert
wurden die Fische wochentags zweimal taglich. Adultfische wurden morgens mit
selbsthergestellte Spirulinaflocken (Vipan Flockenfutter mit Spirulinapulver s.
Fischfutterherstellung; ST-Futterlinie, Aqua Schwarz, Gottingen, Deutschland) und ST-
Futter gefiittert und abends mit Artemien (Sanders Premium Great Salt Lake Artemia
Cysts, Rebie, Bielefeld, Deutschland). Die Larven bekamen Wochentags morgens und
abends Spirulina Mikroalgenpulver (Drak-Aquaristik, Schonaich, Deutschland) und ST-
Futter (ST-Futterlinie, Aqua Schwarz, Gottingen, Deutschland). Nach ca. zwei Wochen
konnte den Larven abends =zusatzlich Artemien gefiittert werden. An Wochenenden
wurden die Fische einmal téglich mit Artemien (Adultfische) bzw. mit Mikroalgenpulver

(Larven) gefiittert.
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Kurz vor den Experimenten wurden die Fische in Aquarien (20 1) in das Institut fir
Pharmakologie iiberfiihrt. Hier wurden sie in einem speziellen ,Doppelbecken” (Abb.:)
gehalten. Durch die Schaumstofftrennwand war gewahrleistet, dass beide Genotypen im
selben Wasser schwammen. Filterung und Beliiftung des Wassers wurde durch einen
Lufthebefilter gewahrleistet (Brillant Filter, Tetra, Melle, Deutschland) welcher durch
eine Luftpumpe (Typ 200, Eheim, Deizisau, Deutschland) betrieben wurde. Eine
konstante Temperatur von 26 °C wurde durch einen Regelheizstab (Jager Prazisions-
Regelheizer 50W, Eheim, Deizisau, Deutschland) eingestellt. Die Wasserqualitdat wurde
jener des Institutes fiir Genetik angepasst. Aufgrund der Ubergangshaltung im Institut
fir Pharmakologie konnten die Fische kurz vor den Experimenten in einem nicht
gestressten Zustand entnommen werden. Auf diese Weise wurde verhindert, dass
wahrend den Experimenten durch den Transportstress Artefakte in den

Messergebnissen durch den Transportstress entstanden. Der Transport zwischen den

Instituten erfolgte im Privatkraftfahrzeug.

20 I Aquarium mit Deckel

Beckenabtrennung aus
Filtermatte

Regelheizstab

Lufthebefilter

Abb. 2: Aquarium Pharmakologie

Aufbau des Aquariums fiir die Ubergangshaltung im Institut fiir Pharmakologie, Medizinische Fakultit der

Universitat zu Koln.
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2.2.2 Verpaarung

Zur Verpaarung wurden abends ein Mannchen und ein Weibchen oder ein Mannchen
und zwei Weibchen in eine 1,5 1 Mausbox (Aqua Schwarz, Gottingen, Deutschland)
gesetzt. Auf dem Boden der Box wurden flaichendeckend bunte Glasmurmeln ausgelegt
um sowohl die Paarung zusatzlich anzuregen, als auch die Fische daran zu hindern die
abgelegten Eier zu fressen. Am darauffolgenden Morgen loste der Lichtreiz das
Paarungsverhalten aus. Nach ca. 30 min wurden die befruchteten Eier aus den Boxen

gesammelt.

2.2.3 Euthanasie

Die Fische wurden jeweils unmittelbar vor der Sektion in Eiswasser getotet. Hierbei
wurde darauf geachtet, dass tber 15 min hinweg keine Kiementatigkeit mehr zu

erkennen war [100].

2.2.4 Stressinduktion

Da es die Vermutung gab, das ein bestimmter Stressreiz notwendig ist, um die Funktion
von ET deutlich erkennbar zu machen wurden folgende Stressoren ausgewahlt:
Schwermetalle (Kupfer, Blei, Zink) und ROS erzeugende Chemikalien (tert-
Butylhydroperoxid, tBOOH).

2.2.4.1 Toxizitatstest

Der Versuchsaufbau der Toxizitdtstests entsprach dem ,Aufbau zur Stressinduktion®.
Die Toxizitdtstests wurden ebenso wie die nachfolgenden Experimente mit adulten
Fischen (ca. 1 Jahr) durchgefiihrt. Die Toxizitdtstests wurden jeweils in einer
unterteilten 1,5 I Mausbox (Aqua Schwarz, Gottingen, Deutschland) mit je 6 Wildtyp
(WT)- und 6 ETT-/--Fischen durchgefiihrt. Als Zeitspanne der Inkubation wurde, wie in
LDso-Tests ublich, 96 Stunden gewahlt [101]. Wahrend des Versuchs wurden die Tiere



18

Material und Methoden

nicht gefiittert, um eine Verunreinigung des Wassers zu vermeiden. Das letzte Mal
bekamen die Tiere unmittelbar vor dem Versuch Vipan Flockenfutter (ET-frei). Die
Wasserqualitat des verwendeten Wassers (2:1 VE-Wasser: Leitungswasser; ohne
Zusatze) wurde vor den Versuchen mit einem Teststreifen (6 in 1, Tetra, Melle,
Deutschland) tiberpriift: pH 6,8-7,2, KH 6 °d, GH 16 °d, NO2- 0 mg/l, NO3- 0-10 mg/1; Cl> 0
mg/l. Die Werte befanden sich alle im angemessenen Bereich fiir Fische (laut
Farbcodierung auf dem verwendeten Teststreifen). Zudem wurde getestet, ob je 8 WT
und 8 ETT/- -Fische ohne Zusatz von Verbindungen in dem vorbereiteten
Versuchsbecken 96 Stunden ohne erkennbaren Stress gehalten werden konnen. Alle
Fische uberlebten die eingeplante Versuchsdauer ohne Anzeichen von Stress wie
Farbverlust, hektisches Atmen oder extremen Gewichtsverlust

[102]. Der Inkubationsaufbau wurde daraufhin als geeignet befunden.

Um einen stressinduzierende aber nicht tddliche Konzentration der verwendeten
Chemikalien zu ermitteln wurden Literaturwerte zur Orientierung herangezogen [103-
106]. Da der exakte Versuchsaufbau nicht in der Literatur zu finden war und keine LDso-
Werte flir D. rerio (adult) vorlagen wurde bei einer h6heren Stoffkonzentration gestartet
und die Konzentration heruntertitriert. Es wurde Blei(Il)-acetattrihydrat (379,33 g/mol,
CAS Nr. 6080-56-4, Sigma), Zinksulfatmonohydrat (179,47 g/mol, CAS Nr. 74446-19-7,
Sigma), Kupfer(Il)-sulfat (159,60 g/mol, CAS Nr. 77-98-7, Sigma) und tert-
Buthylhydroperoxid (tBOOH) (90,12 g/mol, CAS Nr. 75-91-2, Acros) verwendet.
Anfangskonzentrationen: 0,8 mg/1 Blei(Il)-acetat, 5 mg/] Zinksulfat, 1,6 mg/1 Kupfer(II)-
sulfat, 500 pmol/l (~45 mg/1) tBOOH. Von diesen Konzentrationen ausgehend wurden
die Gehalte auf- bzw. herabtitriert bis eine stressende, aber nicht todliche Konzentration
erreicht wurde. So wirkten 5 mg/l Zinksulfat, 1,6 mg/l Kupfer(II)-sulfat, sowie 100uM
tBOOH nach wenigen Stunden und 0,016 mg/1 Blei(II)-acetat nach drei Tagen todlich.
Der Konzentrationsbereich (Metallionen) sollte ein Uberleben der Tiere im
Versuchsaufbau fiir 96 Stunden sichern (tBOOH 24 Stunden). Starben die Tiere vor
dieser Zeit wurde der Versuch abgebrochen, die restlichen Tiere euthanasiert und ein
neuer Versuchsansatz mit einer verringerten Konzentration begonnen.

Die im endglltigen Experiment verwendeten Konzentrationen betrugen 0,16 mg/I
Kupfer(II)-sulfat, 0,008 mg/1 Blei(Il)-acetat und 0,5 mg/l Zinksulfat und 50 pM (~4,5
mg/1) tBOOH. Die Konzentrationen beziehen sich jeweils auf die ReinVerbindung ohne

Wasseranteil.
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2.2.4.2 Aufbau zur Stressinduktion

Zur Stressinduktion wurde der in Abb. dargestellte Versuchsaufbau gewahlt.

20 I Aquarium mit Deckel
als Wasserbad

Beliiftung

1,5 1 Mausbox

Regelheizstab

Abb. 3: Aufbau zur Stressinduktion

Im Inkubationsbecken fiir Toxizitdtstests und Stressinduktion koénnen die Fische mit Hilfe des
umgebenden Wasserbades ideal und gleichméfiig temperiert werden. Die Abtrennung der Genotypen
durch eine durchlassige Plexiglasscheibe ermdglicht gleiche Wasserbedingungen fiir alle Fische. Auf jeder
Seite konnen bis zu 6 Fische inkubiert werden. Fiir eine ausreichende Beliiftung sorgt eine

Membranpumpe.

Die Fische befanden sich hierbei in einer 1,5 1 Mausbox (Aqua Schwarz, Gottingen,
Deutschland). Die Genotypen wurden durch eine mit kleinen Lochern versehene
Plexiglasabtrennung separiert. Das Wasserbad um die Mausbox herum ermdoglichte eine
Temperierung des Fischwassers. Zur Regulation der Temperatur (26°C) wurde ein
Prazisionsheizstab verwendet. Die Beliiftung wurde durch einen Schlauch gewahrleistet,
der mit Hilfe einer Membranpumpe Luft in das Wasser einstromen ldsst. Auf den

Schlauch wurde vorne eine umgearbeitete Einmalpipette aufgesteckt. Dieser Aufsatz
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wurde nach jedem Gebrauch entsorgt. So musste der Schlauch nicht in das belastete
Wasser eingetaucht werden und eventuelle Verschleppungen von Wasserzusatzen
(Schwermetalle, tBOOH) wurden verhindert.

Drei Tage vor dem Versuch wurde den Fischen kein ET-haltiges Futter mehr gegeben.
Sie erhielten nur noch Vipan Flockenfutter. So wurde verhindert, dass sich vor der
Sektion storende ET-haltige Futterreste im Darm ansammeln und die Messergebnisse

verfalschen.

2.2.5 Flutterungsversuch mit Spirulina

Je 4 WT-Fische aus der Fischanlage im Institut fiir Genetik wurden 0, 1, 3 und 5 Tage
lang mit reinem Spirulinafutter gefiittert. Dazu wurden sie einmal am Tag im
Uberschuss gefiittert, so dass jeder Fisch soviel Futter aufnehmen konnte wie moglich.
Das verwendete Spirulinafutter bestand aus Flocken, welche aus 100% Spirulina
Mikroalgenpulver (Drak Aquaristik, Schonaich, Deutschland) hergestellt wurden. Die
Herstellungs- und  Trocknungsprozedur entsprach der im  Unterpunkt
,Fischfutterherstellung 2.1.5“ nur ohne Hinzufiigen von Vipan Flockenfutter. Um den
Fischen ausreichend Zeit zur Verdauung und ET-Aufnahme zu geben, wurden sie jeweils
24 Stunden nach der letzten Fiitterung auf Eis euthanasiert. Der gesamte Fisch wurde
jeweils in 500 pL. 4 mM HCIOs im Potter S Homogenisator (Sartorius, Gottingen,

Deutschland) auf Eis homogenisiert.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Finclip-Typisierung

Die Fische wurden vorsichtig mit einem Fangnetz (grob, 10 cm @ Europet, Rebie,
Bielefeld, Deutschland) aus dem Becken gefangen und so mit der Hand im Kescher
fixiert, dass die Schwanzflosse herausragt. Mit einer kleinen Schere (Typ 11-618-08, KLS
Martin Group, Tuttlingen, Deutschland) wurde ein ca. 1 mm? grofdes Stiick des

Flossensaums abgeschnitten und in ein Eppendorf-Reaktionsgefafd iiberfiihrt. Vor dem
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ersten und jedem weiteren Flossenschnitt wurde die Schere mit 1M NaOH und 70%

[sopropanol gereinigt.

2.3.1.1 Hot-Shot-DNA-Extraktion

Zu dem im Eppendorf-Reaktionsgefafd befindlichen Flossenstiick (ca. 1 mm?) wurden
100 pul 50 mM NaOH pipettiert. Daraufthin wurde das Gemisch fiir 20 Minuten im
Thermomixer compact (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) auf 95 °C erhitzt.
Anschlieflend erfolgte eine Abkiihlung auf Eis auf 4 °C. In jedes Eppendorf-
Reaktionsgefafd wurde nun 10 ul TRIS (1 M; pH 8,0) hinzugefiigt. Abschliefdend wurde
fiir 3 min (13000x rpm/16000xg) zentrifugiert (Zentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland). Der Uberstand wurde sofort fiir die PCR verwendet. War es zeitlich nicht
moglich den Uberstand sofort weiter zu verarbeiten war eine Lagerung bei -20°C bis zur

weiteren Verwendung moglich.

2.3.1.2 Nested PCR (engl. polymerase chain reaction)

Bei der hier durchgefiihrten ,Nested-PCR" handelt es sich um eine Spezialform der PCR
bei welcher zwei PCR-Laufe direkt hintereinander gereiht werden [107]. Diese ist sehr
gut geeignet DNA-Abschnitte zu amplifizieren, welche nur einen geringen Anteil an der
Gesamt-DNA der Probe haben. Bei der ,Nested“-PCR entstehen im ersten PCR-Lauf
neben den erwiinschten Replikaten auch unerwiinschten Amplifikationsprodukte
(durch z.B. durch unspezifische Primerbindung). Die erwiinschten Replikate werden in
der darauffolgenden zweiten PCR als Matrize verwendet. Mit Hilfe von Primern, welche
innerhalb dieser Matrize binden, wird der gewiinschte DNA-Bereich nun spezifisch und

in ausreichender Menge amplifiziert.
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forward: forward: forward: forward: reverse: reverse:
Exon 1 Exon 1 nest 5'ltr (viral) 5’ltr (viral) nest 7837-5-48 nest 7837-5-75 (genomic)

> —> — —> «— <—

Exon 1 ETT Virus DNS Exon 1 ETT Intron 1 ETT

Abb. 4: Primerpositionierung

Schematische Darstellung der Primerpositionierung bei der Nested PCR (modifiziert nach Bach 2009

[92]).

Spezifisch fiir die durchgefiihrten Experimente wurden wie in Abb. gezeigt zuerst die
Primer forward Exonl, forward 5’ltr und reverse 7837-5-75 verwendet. In der zweiten
PCR kamen dann entsprechend die Primer forward Exon 1 nest, forward 5°ltr (viral) nest
und reverse 7837-5-48 nest, welche innerhalb des schon entstandenen, gewiinschten
PCR-Produktes binden. Die Primer wurden so gewahlt, dass neben dem Wiltypbereich
des ETT auch die Virusinsertion innerhalb von Exon 1 nachgewiesen werden konnte. Die
Bande fiir die Virusinsertion weifd3t eine Liange von 731 bp auf. Die Bande des
Wildtypallels hatte eine Lange von 344 bp (Abb. 6). Die Bandenldngen wurden von Dr.
Markus Bach [92] libernommen. Die Lange fiir die Virusinsertion scheint aber etwas zu
lang angegeben zu sein. Bei heterozygoten Tieren sind beide Banden zu erkennen.

Flr die praktische Durchfiihrung wurden die Proben (je 50 pl) in 8-well RealTime PCR-
Gefafde (Brand, Wertheim, Deutschland) pipettiert. Es wurde jeweils ein Mastermix fiir
die entsprechende Probenanzahl hergestellt und auf die einzelnen Reaktionsgefifde
portioniert. Danach wurde jeweils die Flossen-DNA hinzugefiigt.

Flir den ersten Teil der PCR wurde pro Probe 30,65 pl H20 deion, 4,6 pl MgClz (25 mM),
10 pl 5x GoTaq® Flexi Puffer (Promega, Mannheim, Deutschland), 1 pul BSA (10 mg/ml),
1 ul ANTPs (10 mM), 0,5 pl Primer forward:Exon1 (100 pmol), 0,5 pl Primer forward
5'ltr (viral) (100 pmol), 0,5 ul Primer reverse: 7837-5-75 (genomic) (100 pmol), 1 pl
Flossen-DNA (Uberstand aus Hot-Shot-DNA-Extraktion 2.3.1.1.1) und 0,25 pl GoTaq®
Polymerase (5 U/ul Promega, Mannheim, Deutschland) eingesetzt. Pro Ansatz lag am
Ende eine Gesamtmenge von 50pl vor. Es bot sich an, einen geeigneten Mastermix mit
allen Bestandteilen, aufder dem DNA-haltigen Uberstand und der Polymerase
herzustellen und in die Reaktionsgefafde vorzulegen. Anschliefend wurde um den DNA-

haltigen Uberstand und die Polymerase erginzt.
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Fiir die anschlief3ende zweite PCR wurde pro Probe 30,65 ul H20 deion, 4,6 ul MgCl; (25
mM), 10 pl 5x GoTaq® Flexi Puffer (Promega, Mannheim, Deutschland), 1ul BSA (10
mg/ml), 1 pl dNTPs (10 mM), 0,5 pl Primer forward:Exonl nest (100 pmol), 0,5 pl
Primer forward 5°ltr (viral) nest (100 pmol), 0,5 pl Primer reverse: 7837-5-48 nest
(100 pmol), 1 pl Flossen-DNA (Uberstand aus Hot-Shot-DNA-Extraktion 2.3.1.1.1) und
0,25ul GoTaq® Polymerase (5 U/pl, Promega Promega, Mannheim, Deutschland)
eingesetzt. Pro Ansatz lag am Ende eine Gesamtmenge von 50 pl vor. Es wurde
wiederum ein Mastermix hergestellt. Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz verwendet,
der statt der Flossen-DNA lediglich 1 pl H20 (deionisiert) enthielt. Hierdurch sollte
gezeigt werden, dass die amplifizierte DNA auf die korrekte Template-DNA

zuruckzufiihren ist.

2.3.1.3 Amplifikationsprogramm nested PCR

Die PCR wurde mit dem Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
durchgefiihrt.

95°C 5min
95°C 30sek
55°C 1 min
72 °C 1 min
72 °C 5 min

35 Zyklen

2.3.1.4 Probenpraparation fir Gelauftragung, Gelherstellung und
Gelelektrophorese

Es wurden jeweils 9 pl deionisiertes Wasser in ein Eppendorf-Reaktionsgefaf vorgelegt.
Dazu wurden sowohl je 3 pl Glycerolblau als auch 1 pl der DNA hinzugefiigt. Die Losung

wurde durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren gemischt.
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Glycerolblau

- 40% Glycerol

- 0,04% Bromphenolblau

- 0,2% Orange G

-1 mM EDTA

- ad 50 ml mit bidest.. H20 auffiillen

- sterilfiltrieren

Fur die Gelelektrophorese wurde ein 1%iges Agarosegel verwendet. Hierzu wurde
Agarose in 1x TRIS-Acetat (TAE)-Puffer (40 mM TRIS, 1 M EDTA, pH 8,0 mit CH3COOH)
gelost und auf einem Magnetrithrer MR 3002 (Heidolph Instruments GmbH & Co.KG;
Schwabach, Deutschland) kurz aufgekocht. Anschliefdend wurde die Agarose auf 75 °C
abgekiihlt und in eine mit Geltaschenkamm bestiickte Gelform gegossen. Nach Erkalten
des Gels wurde der Kamm vorsichtig entfernt und das Gel in die Gelkammer tiberfiihrt.

In die Geltaschen das Gemisch aus DNA, Wasser und Glycerolblau pipettiert. Als Marker
wurde ein 100 bp Marker (100 bp DNA ladder, Promega, Mannheim, Deutschland)
verwendet. Die Elektrophoreseapparatur (Eigenbau der Feinwerkstatt des Instituts fiir
Pharmakologie und Electrophoresis Power Supply Consort E 432, Turnhout, Belgien)
lief bei 90 bis 100 mV bis sich die Front des Farbmarkers kurz vor Ende des Gels befand.
Im Anschluss an die Elektrophorese anschlieffend wurde das Gel in eine Farbewanne
tiberfithrt und dort fiir 10 min bei 60 °C in einer Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml 1x
TAE) gefarbt um die Banden sichtbar zu machen. Die Ergebnisse wurden fotografisch
dokumentiert. Hierzu wurde UV-Licht der Wellenldnge 302 nm (3UV Transilluminator,
UVP, Upland, CA, USA) verwendet in Kombination mit einem Aufsatz von AlphaDigiDoc
Pro (Alpha Innotech/proteinsimple, bezogen iiber Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland) und einer Canon PowerShot A640 (Canon, Krefeld,
Deutschland). Die Fotos wurden mit der Software AlphaProView (Alpha
Innotech/Proteinsimple, bezogen iliber Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland) aufgenommen. Die Gelfotos wurden daraufthin in Photoshop 7.0 (Adobe
Systems GmbH, Miinchen, Deutschland) geladen und ausgedruckt. In Photoshop wurde
lediglich der Bandenkontrast verbessert und die Farben umgekehrt um die Banden

deutlicher erkennen zu konnen. Es wurde nichts hinzugefligt oder manipuliert.
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2.3.2 Real Time RT PCR (quantitative RT-PCR)

Mit dieser hochgradig sensitiven Methode wird die Akkumulation eines PCR-Produktes
mit Hilfe einer dual-markierten fluoreszierenden Sonde bestimmt. Durchgefiihrt
wurden die Messungen mit einem Roche LightCycler [108]. Da es sich um eine relative
Quantifizierung handelt wird ein Referenz-Gen, hier 3-Aktin, verwendet welches in allen
Zellen gleichmaf3ig exprimiert wird. Durch diese Normierung werden
Mengenunterschiede im eingesetzten genetischen Ausgangsmaterial ausgeglichen [109].
Flir die Messungen in dieser Arbeit wurde mit einer TagMan-Sonde (Lightcycler TagMan
Master, Roche, Mannheim, Deutschland) gearbeitet. Das Prinzip der Sonde basiert auf
einem Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (fluorescence resonance energy
transfer, FRET) innerhalb eines Donor-Akzeptor-Paares mit iberlappenden Emission-
Absorptions Spektren. Die Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffs wird wahrend der
Hybridisierung der Sonde an ihre Zielsequenz durch den 3’-Akzeptor unterdriickt. Die
verwendete Taqg-Polymerase (mit 5°-3’-Exonuklease-Aktivitit) baut am Ende der
Gegenstrangsynthese die Sonde ab und entfernt dadurch den ,Quencher”. Die
Fluoreszenz des Reporter-Fluorophors nimmt so bei jedem Replikationsschritt zu [107].

Diese Fluoreszenzzunahmen wurde zur Quantifizierung verwendet [110].

2.3.2.1 RNA-Isolierung aus Fischorganen

Vom Fisch wurden folgende Organe verwendet: ein Stiick der grau gefarbten
Ruckenhaut, die Augen, das Gehirn, das Herz und die Leber. Fiir die Organe wurden pro
Probe je zwei bzw. fiir Herz drei Fische verwendet. Fiir jeden Organtyp wurden je drei
unabhangige Proben hergestellt.

Die Fischorgane wurden zuerst in je 200 pl Extraktionslosung (4 M
Guanidiniumthiocyanat, 25 mM Natriumcitrat pH 7,0, 0,5% N-Laurylsarkosin, auf pH
7,0 mit NaOH eingestellt, 0,1M Mercaptoethanol) auf Eis mit Hilfe eines Metallpistills
homogenisiert. Pro Reaktionsgefafd wurde 20 pl (1/10 der Extraktionslosung-Menge)
Natriumacetat (2 M; mit Essigsdure auf pH 4,0 eingestellt, DEPC behandelt) zugeben.
Anschlieffend wurden 200 pl Aqua-Roti-Phenol hinzugegeben und geschiittelt.
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Darauffolgend wurde jedem Reaktionsgefafd 200 pl CIA (Chloroform/Isoamylalkohol
(24:1)) zugesetzt, wiederum geschiittelt und die Probe 15 min auf Eis inkubiert. Als
nachstes erfolgte ein Zentrifugationsschritt (10 min bei 13.200 rpm) in einer
Kiihlzentrifuge (4 °C, Zentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die obere
wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefafd iiberfiihrt, die Interphase wurde
dabei nicht beriihrt. In das neue Reaktionsgefaf? wurde im Verhaltnis 1:1 CIA zugegeben
und geschiittelt. Anschlieffend wurde erneut 10 min bei 13.200 rpm in der
Kiihlzentrifuge zentrifugiert. Die obere Phase wurde wieder ohne die Interphase zu
beriihren in ein neues Reaktionsgefaf3 iiberfiihrt. Anschlief3end wurde im Verhaltnis 1:1
mit 100% Isopropanol gefdllt und geschiittelt. Dem folgte eine Zentrifugation fiir 10 min
bei 13.200 rpm in der Kiihlzentrifuge (4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 70% EtOH (in DEPC-H20) gewaschen. Anschlief}end wurde erneut 15 min
zentrifugiert und der Uberstand wiederum verworfen. Das Reaktionsgefif wurde
anschlieflend sofort kopfiiber auf ein Kiichentuch gestellt und fiir 10-15 min bei 60 °C
(Trockenschrank, Memmert GmbH, Schwabach, Deutschland) getrocknet. Das Pellet
wurde anschlieffend in 20 pul DEPC-H20 aufgenommen und geschiittelt bis das Pellet

vollstandig gelost war.

2.3.2.2 Photometrische Gesamt-RNA-Bestimmung

Diese Messung war notwendig um die geeignete Menge an Gesamt-RNA-Losung fiir die
nachfolgende DNase Behandlung zu ermitteln. Durchgefiihrt wurde die Messung mit
Hilfe des Nano Drop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). Die
Angaben des Gerates erfolgten in der Einheit pg/ml. Um spater in den Proben fiir die
Reverse Transkription den Soll-Wert von 20 pg (entspricht 5 pg in den spater
verwendeten vier Reaktionsgefidfien pro Probe) zu erfiillen, wurde die Menge der
einzusetzenden Mikroliter der Gesamt-RNA-Losung bei der DNase-Behandlung
errechnet. Da in den Ansatzen fiir die DNase-Behandlung die Gesamtlosungsmenge pro
Reaktionsansatz mit 50 pl vorgesehen war, musste die eingesetzte H;0-Menge

dementsprechend individuell pro Ansatz ermittelt werden.
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2.3.2.3 RNA-Gel und Denaturierung

Dieser Schritt wurde eingefiigt um den Zustand der RNA zu kontrollieren. Zuerst wurde
Denaturierungslosung (DLG) (67% Dimethylsulfoxid (DMSO0), 1,33 M Glyoxal, 1,33 x BE)
hergestellt und kurz vor Gebrauch Ethidiumbromid (EtBr, Endkonzentration 0,625
pug/ml) zugesetzt. Als nachstes wurde der bendtigte RNA-Marker vorbereitet (1:1:6
RNA-Ladder (1 pg/upl; 0,5-10 kb, (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland))/ DEPC-H20/
DLG (inkl EtBr)). Fiir die Proben wurden pro 1 ul RNA-Ansatz 3 pl der vorbereiteten
DLG (inkl. EtBr) verwendet. Anschliefiend wurden die Proben und der Marker fiir 60
min bei 50 °C inkubiert. Die Inkubationszeit wurde genutzt um ein 1%iges Agarose-Gel
herzustellen. Nach dem Aufkochen wurde die fliissige Agarose auf 45 °C abgekiihlt und
Natriumjodessigsaure (Endkonzentration 0,5 mM) hinzugeben. Die Gelkammer wurde
mit 1 x BE-Laufpuffer (50fach: 10 mM 2-(Bis-[2-hydroxyethyl]-amino)-ethansulfonsaure
(BE), 5 mM EDTA, eingestellt auf pH 6,7 mit NaOH, DEPC-behandelt) aufgefiillt. Die
Schlduche der Perestaltikpumpe (Masterflex 7015-42, Microgon Inc., Laguna Hills, CA,
USA) wurden so in den Puffer getaucht, dass im Bereich der Anode angesaugt und im
Bereich der Kathode ausgestromt wurde. Nach der Inkubationszeit der Proben und des
Markers wurden pro 4 pl Probe 1 pl 0,2 % Orange G und fiir den Marker 20 pl Orange G
zugesetzt.

Es wurde pro Geltasche jeweils die gesamte RNA-Probe bzw. 5 pl Marker auf das Gel
auftragen. Zuerst wurde die Spannungsquelle (Consort E122, Consort bvba, Turnhout,
Belgien) fiir 5 min bei 90 V betrieben ohne die Pumpe laufen zu lassen damit die Proben
ins Gel einziehen kénnen und erst anschliefRend die Pumpe eingeschaltet. Nach dem

Lauf wurde das Gel fotografiert und die Pumpe kurz mit Wasser durchgespiilt.

2.3.2.4 DNase-Behandlung und Phenol-Chloroform-Extraktion

Es wurde eine doppelte DNase-Behandlung durchgefiihrt, um die Reinheit der RT(-)-
Kontrollansatze zu garantieren. Zuerst wurde ein Mastermix angesetzt. Es musste
beachtet werden, dass dieser durch die doppelte DNase-Behandlung auch in doppelter

Menge angesetzt werden musste.
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In jedes Reaktionsgefafd wurde 10 pl Mastermix (5 ul 1 M Triethanolamin-HCL, pH 7,5
(DEPC-behandelt), 5 pl 100 mM MgClz) vorgelegt. Es wurde jeder Probe individuell die
errechnete Menge an DEPC-H20 hinzugefiigt. Danach wurde in jedes Reaktionsgefafd die
errechnete Menge an Gesamt-RNA pipettiert. In jedes Reaktionsgefafd wurde 10 pl RQ1-
DNase (1 U/pl; Promega Mannheim, Deutschland; RNase-frei) pipettiert und die Losung
durch gemischt und 1 min (4 °C, Zentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
zentrifugiert. Im nachsten Schritt wurden die Proben fiir 30 min bei 37°C inkubiert.
Nach der Inkubation wurde den Proben je 100 ul PCI (1 : 1 Aqua-Roti-Phenol/CIA; nur
die gelbe Phase) zugefligt. Anschliefend wurden die Proben geschiittelt und erneut
zentrifugiert (1 min, 4 °C, Zentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die
entstandene obere, wassrige Phase wurde in ein neues, steriles Reaktionsgefaf3
Uiberfithrt ohne dabei die Interphase zu bertiihren. In das ,alte“ Reaktionsgefafl wurden
dann jeweils 50 pl Triethanolamin (10 mM; eingestellt auf pH 7,5 mit HCl; 1 mM EDTA;
DEPC-behandelt) hinzugefiigt; anschliefdend wurde geschiittelt und zentrifugiert (1 min,
4 °C, Zentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die obere, wassrige Phase
aus dem ,alten“ Reaktionsgefaf wurde dann in das ,neue” Reaktionsgefafd zur ersten
wassrigen Phase hinzugegeben (vereinte wassrige Phase). Diese vereinte wassrige
Phase wurde dann jeweils mit 150 pl CIA (24:1) versetzt und die daraufhin gebildete
obere Phase wiederum in ein neues Reaktionsgefaf$ tiberfiihrt. In einem nachsten Schritt
wurde jeder Probe 15 pl Natriumacetat (3 M, eingestellt auf pH 5,2 mit Essigsdure;
DEPC-behandelt) zugesetzt. Darauffolgend wurde in jedes Reaktionsgefafd 375 ul EtOH
(100%, sauber fiir RNA) pipettiert, das Reaktionsgefafd wurde geschiittelt und 10 min
zentrifugiert (4 °C, Zentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Der
Uberstand wurde abschlief}end verworfen. Das Pellet wurde mit 150 ul EtOH (70% in
DEPC-H20) gewaschen und anschliefdend 3 min zentrifugiert (4 °C, Zentrifuge 5415R,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet im
geoffneten Reaktionsgefafd bei 60 °C (Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) getrocknet. Anschlieffend wurde das Pellet in 20 pl DEPC-H20
aufgenommen (Soll-Konzentration 1 pug/ul). In jedes Reaktionsgefafd wurden 10 pl des
anfanglich hergestellten Mastermixes, 50 pl DEPC-H20 und 10 pl RQ1-DNase (1 U/pl;
Promega, Mannheim, Deutschland; RNase-frei) zugegeben, gemischt und kurz
zentrifugiert (1 min, 4 °C, Zentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Im
Anschluss folgte eine 30 minititige Inkubation bei 37 °C. Danach wurde jeder Probe 100
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ul PCI (1:1 Aqua-Roti-Penol/CIA) hinzufiigen (nur die gelbe Phase), geschiittelt,
zentrifugiert (1 min, 4 °C, Zentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und die
obere, wassrige Phase in neues, steriles Reaktionsgefaf$ tiberfiihrt ohne die Interphase
zu beriihren. In das ,alte“ Reaktionsgefafd wurde anschliefend 50 pl Triethanolamin (10
mM; eingestellt auf pH 7,5 mit HCL; 1 mM EDTA; DEPC-behandelt) gegeben; das
Reaktionsgefafd wurde geschiittelt und zentrifugiert (1 min, 4 °C, Zentrifuge 5415R,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die obere, wassrige Phase aus dem ,alten”
Reaktionsgefafd wurde in das ,neue“ Reaktionsgefdfd gegeben ( vereinte wassrige
Phase). Der vereinten wassrigen Phase wurde dann 150 pl CIA (24:1) hinzugeftgt, es
wurde geschiittelt, zentrifugiert (1 min, 4 °C, Zentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) und die entstehende obere Phase wiederum in neues Reaktionsgefaf3
tiberfiihrt. In jede Probe wurden erst 15 pl Natriumacetat (3 M, eingestellt auf pH 5,2 mit
Essigsdure; DEPC-behandelt) und dann 375 ul EtOH (100%, sauber fiir RNA)
hinzugefiigt, anschlieffend wurde geschiittelt und 10 min bei RT zentrifugiert
(Zentrifuge 5415D, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 150 pl EtOH (70% in DEPC-H;0) gewaschen. Im nachstens
Schritt wurden die Proben 3 min bei RT zentrifugiert (Zentrifuge 5415D, Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde abschlieRend
bei 60 °C (Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) getrocknet, dann

20 pl DEPC-H20 aufgenommen (entspricht einer Soll-Konzentration 1 pg/ul).

2.3.2.5 Reverse Transkription zur cDNA-Synthese

Zuerst wurden die Proben in Transporter Proben (+) und (-) und beta-Aktin (+) und (-)
(d.h. aus einer Probe wurden vier) aufteilt. Das bedeutete, dass je 5ul des Ansatzes aus
der DNase-Behandlung pro Reaktionsgefafd verwendet wurden, was 5pug RNA pro
Reaktionsgefafd entsprach. Zur Denaturierung wurden die Proben fiir 5min auf 65°C
erhitzt und dann auf Eis gestellt. Die RNA wurde dann in einem 20 pL Ansatz (1x
Reverse-Transkriptase-Puffer (RT-Puffer), 10mM DTT (Dithiothreitol), 7 mM MgCl2, je
1,5 mM dNTPs und 10 puM randomisierte Primer-Nonamere) weiterverarbeitet. Es kann
ein Mastermix ohne RNA und Polymerase angesetzt werden.

Pro Reaktionsgefaf? wurden 14,5 pl Mastermix hinzugefiigt, durch Auf- und
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Abpipettieren gemischt und anschliefdend kurz zentrifugiert (1 min, 4 °C, Zentrifuge
5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Danach wurde 5 min bei RT und 2 min bei
45 °C (Thermal cycler T100, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) inkubiert. Zu den RT(+)-
Ansatzen wurde je 100 U Reverse Transkriptase (200 U/pl, Superscript I, Invitrogen,
Darmstadt, Deutschland) hinzugegeben. Zu den RT(-)-Ansatzen, welche als Negativ-
Kontrolle dienten, wurde statt Reverser Transkriptase jeweils 0,5 pl DEPC-H20
zugesetzt. Es folgte erst eine einstiindige Inkubation bei 45°C, dann eine Inkubation der
Proben tiber 10 min bei 95°C (Thermal cycler T100, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland)).
Abschliefend wurden die Proben auf Eis abgekiihlt (modifiziertes Protokoll nach
Grindemann et al. 1997 [111]).

Reverse Transkriptase-Puffer (,AW“-Puffer)

- 0,75MKCL

- 0,5 M Triethanolamin_HCI pH 8,7
- mit HCl den pH auf 8,7 einstellen
- 1:1000 DEPC

2.3.2.6 RNase-A-Behandlung

Aufgrund einer geringen RT-Aktivitdt der eingesetzten GoTaq-Polymerase (Promega,
Mannheim, Deutschland) musste tiberschiissige RNA aus den Ansitzen entfernt und so
die Ansdtze weiter aufgereinigt werden. Die verwendete RNase A (Fermentas, St. Leon-
Rot, Deutschland) besteht aus RNase A (Endkonzentration 0,5 mg/ml in 1:1 10 mM
TRIS-HCI pH 7,5/ 50% Glycerol). Die RT-Produkte wurden vor der RNase-A-Zugabe fiir
5min bei 65°C im Thermal cycler T100 (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) inkubiert und
anschlieflend sofort je 5 pl der vorbereiteten RNase hinzugefiigt. Anschliefdend wurde
30 min bei 37 °C (Thermal cycler T100, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) inkubiert. Nach
Beendigung der Inkubationszeit wurden die Proben entweder sofort weiterverarbeitet

oder eingefroren werden.
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2.3.2.7 Kontrolle der cDNA durch B-Aktin-Endpunkt-PCR

Diese Kontrolle wurde durchgefiihrt, um zu zeigen, dass noch geniigend DNA-Material in

den Proben vorliegt um eine quantitative PCR durchzufiihren.

PCR-Ansatz:

1 x GoTagqg-Flexi-Puffer
2,3 mM MgCl;

0,2 mM dNTPs

je 0,5 uM Primer

1,25 U GoTaqg-Polymerase
5 % DMSO

H20 ad 50 pl je Ansatz

Die PCR wurde nach den unten stehenden PCR-Bedingungen durchgefiihrt.

94 °C 5 min
94 °C 30 sek
50-60 °C 30 sek 38 Zyklen

72 °C 1 min
72 °C 5 min

Fir die Gelelektrophorese wurde ein 1,6%iges Gel mit 1x TRIS-Acetat-EDTA-Puffer
(TAE-Puffer) hergestellt. Nach der PCR wurden die Proben fiir die Gelauftragung
vorbereitet. Dazu wurde jeweils zu 10 pl der DNA-Losung 3 pl Glycerolblau gemischt.
Dieser Probenvorbereitungsschritt wurde auf Parafilm (Parafilm ,M“, Brand GmbH & Co,
Wertheim, Deutschland) ausgefiihrt. Danach wurde jeweils der gesamte Tropfen in eine
Geltasche gefiillt. Es wurde zur Bestimmung der Fragmentgrofde ein 100 bp Marker
(Promega, Mannheim, Deutschland) verwendet. Die Gelektrophorese wurde bei einer
Spannung von 90-100 mV durchgefiihrt. Die zu erwartende Fragmentgrofie betrug bei
den verwendeten Primern 202 bp (f3-Aktin F4/R4ACTB; Sigma, Steinheim,
Deutschland).
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2.3.2.8 Durchfiihrung der Real-Time-PCR (quantitative RT-PCR)

Da mehr Proben (60 Proben + 2 Kontrollen) vorhanden waren als Platze im Lightcycler
(32 Platze; Zentrifuge: LC Carousel Centrifuge, Software: Roche Lightcycler Run 5.3.2,
Roche, Mannheim, Deutschland) wurde erst ein Lauf nur mit den ETT-Proben und der
Transportermastermixkontrolle und dann ein zweiter Lauf mit den beta-Aktin-Proben
und der entsprechenden Mastermixkontrolle gestartet.

Der Mastermix wurde aus dem Kit LightCycler® TagMan® Master (Roche, Mannheim,
Deutschland) hergestellt. Hierzu wurde 10 pl von Lésung 1a in ein Reaktionsgefafd mit
Losung 1b pipettiert. Fiir die anschliefende PCR kann ein Mastermix Hierbei galt es zu
beachten, dass die PCR zum Nachweis des ETT und jene zum Nachweis von (-Aktin

unterschiedliche Mastermixe (verschiedene Primer) benotigte.

PCR-Ansatz:

Mastermix (Roche) 1x
F-Primer 0,5uM
R-Primer 0,5uM

0,5% Sonde

5 ng cDNA

H20 ad 10 pl je Ansatz

Flir den mRNA-Nachweis wurden je 9 pl Mastermix (jeweils einmal fiir ETT und einmal
fiir B-Aktin) in einem 50 pl-Reaktionsgefafd vorgelegt und anschliefdend 1 pl cDNA (5pg)
hinzugegeben.. Fiur die beiden Mastermixe wurden zudem entsprechende
Negativkontrollen angesetzt, bei denen 1 pl H20 an Stelle der cDNA zum Mastermix

hinzupipettiert wurde.
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2.4 Praparative Methoden

2.4.1 Sektion Zebrafisch

e) d) c)

Abb. 5: Sektion Zebrafisch.

In der Abbildung ist ein Zebrafischweibchen gezeigt. Die roten Linien markieren die Schnitte, mit denen
die einzelnen Hautbereiche prapariert wurden a) Riickenbereich, b) Schwanzflosse, c) Seitenbereich, d)
Bauchbereich und e) Brustflosse. Der Schnitt welche fiir die Schwanzflossenbiospie durchgefiihrt wurde

war weiter Richtung Flossensaum verschoben.

Die Fische wurden nach der Euthanasie dem Eiswasser entnommen und kurz mit einem
fusselfreien Tuch abgetupft. Die Augen wurden entfernt; anschlief3end wurde der Fisch
mit Nadeln auf einer Styroporunterlage fixiert. Diese wurden durch die Augenhdhlen in
Richtung des Mauls sowie durch die Schwanzflosse gestochen. Auf diese Weise wurde
die Verletzung von Organen vermieden. Mit Hilfe einer Mikro-Federschere (OC 498,
Aesculap AG/Braun Sharing Expertise, Tuttlingen, Deutschland) und Hilfe einer Pinzette
(FMOO3R, 0,3mm, Rostfreier Edelstahl, Aesculap AG/Braun Sharing Expertise,
Tuttlingen, Deutschland und 10.330.31 Dimeda Instrumente GmbH, Tuttlingen,

Deutschland) wurde zuerst ein Schnitt von der Afteréffnung hin zum ersten
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Kiemenbogen durchgefiihrt. Als Nachstes wurden Brustflosse und Kiemendeckel
abgetrennt. Das Herz wurde sichtbar und konnte entnommen werden. Der nachste
Schnitt erfolgte vom Genick entlang der obersten blauen Linie und dann bogenférmig
zuriick zur Afteréffnung. Hierbei war es wichtig den Knorpel oberhalb der Kiemen und
die Graten an der Seite des Fisches zu durchtrennen. Im nachsten Schritt wurde die
Bauchdecke durch Abheben des ,umrissenen” Hautstiickes ge6ffnet werden. Der nun
erkennbare Eingeweidesack wurde mit Hilfe einer Pinzette herausgezogen. Hierzu
wurde der Darm auf Hohe des Schlundes sowie das Darmrohr an der Afteroffnung
herausgezogen. Darm, Leber, Milz und Galle des Fisches wurden anschlief3end
voneinander getrennt. Um eine Beschddigung der Niere zu verhindern, wurde im
Riickenbereich mit grofdter Vorsicht gearbeitet. Die Niere befindet sich im Bereich der
Wirbelsdule und ist in Kopf-, Rumpf- und Schwanzniere unterteilt, wobei lediglich die
Rumpfniere verwendet wurde. Das Organ liefd sich nicht komplett herauspraparieren,
da es eng mit der Aorta verwachsen ist. Um die Haut eines Fisches zu praparieren wurde
er bauchlings durch Augenhdhlen und Schwanzflosse wie oben beschrieben fixiert. Es
erfolgte ein Schnitt im Genick und jeweils seitlich der Wirbelsdule auf Hohe des oberen
blauen Streifens. Anschliefdend wurde die Haut mit einer Pinzette im Genick gefasst und
nach hinten abgezogen, wobei sie vor der Riickenflosse abriss. Nach Abziehen der Haut
wurde das gewlnschte Muskelstiick ausgehend von Genick rechts neben der
Wirbelsdule mit Hilfe von einer Pinzette von den Graten geldst und entnommen. Um das
Gehirn zu entfernen wurde der Kopf durch beide Augenhohlen mit Nadeln fixiert. Unter
Zuhilfenahme von zwei spitzen Pinzetten wurde nun von oben vorsichtig die

Schadeldecke geoffnet und entfernt. Das Gehirn wurde danach vollstdndig entnommen.

2.4.2 Aufschluss von Ganzfisch und Fischorganen

Die Fische wurden unmittelbar vor der Sektion auf Eis euthanasiert. Alle Fische, Organe
und die daraus hergestellten Proben wurden auf Eis gelagert. Zum Schutz der Proben
vor UV-Licht wurden braune Safe Seal Reaktionsgefifde (Sarstedt, Numbrecht,
Deutschland) verwendet.

Zur Ganzfischanalyse wurden die Fische komplett mit 500 pl 4 mM HCLO4 im Potter S
Homogenisator (Sartorius, Gottingen, Deutschland) homogenisiert. Das Homogenat

wurde 1 min bei (13000x rpm/16000 x g, 4 °C, Zentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg,
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Deutschland) zentrifugiert. Anschlieflend wurde 200 pl des Homogenatiiberstandes
mit 800 ul Methanol (reinst) gefillt. Uberstand und Homogenat werden 1 min
geschiittelt (Vortex Genie 2, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) und anschlieféend 30
min zentrifugiert (4 °C, 13000x rpm/ 16000x g, Zentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland). Vom Uberstand wurden jeweils 20 ul fiir die LC-MS/MS-Messung
verwendet.

Zur Herstellung der Organhomogenate wurden die Fische sofort nach der Euthanasie
seziert und die gewiinschten Organe entnommen. Die Sektion wurde unter einem
Binokkular Typ MS 5 (Leica, Solms, Deutschland) unter Beleuchtung mit der
Kaltlichtquelle KL 200 (Leica, Solms, Deutschland) durchgefiihrt. Entnommene Organe
wurden wahrend der Sektion auf einem kleinen Wageschalchen in einer geschlossen
Styrophorbox auf Eis zwischengelagert. Die Organe wurden in braune Safe Seal
Reaktionsgefafie eingewogen und sofort bei -20 °C eingefroren. Nachdem alle Organe
einer Versuchsreihe entnommen, eingewogen und eingefroren waren, wurde jedes
Organ mit 300 pl 4 mM HCLO4 versetzt und liber Nacht bei -80 °C gefroren. Danach
wurden die Organe im Reaktionsgefdfd mit Hilfe eines Mikropistills aus Edelstahl
homogenisiert. Um den Probenaufschluss zu verbessern, wurden die Proben
anschliefdend mit Ultraschall behandelt. Die Proben fiir die Fullscan-Versuche wurden
fiir 3 min in einem Ultraschallbad USR 9 (Qualilab, Merck Euro Lab GmbH, Bruchsal,
Deutschland) inkubiert, die restlichen Proben wurden 3 bis 5 sek mit dem
Ultraschallprozessor UP50H (Hielscher- Ultraschall Technologie, Teltow, Deutschland)
aufgeschlossen. Danach wurden die Homogenate 1 min bei 13000 x rpm/16000 x g
zentrifugiert (4 °C, Zentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Anschlief3end
wurde 200 pl des Homogenatiiberstandes mit 800 pl Methanol (reinst) gefallt. Das
Homogenat-Methanol-Gemisch wurden 1 min geschiittelt (Vortex Genie 2, Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) und anschlieffend 30 min bei 4 °C (13000x rpm/16000x g,
Zentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) zentrifugiert. Vom Uberstand
wurden jeweils 20 pl fiir die LC-MS/MS-Messung verwendet.

Zur Messung von Malondialdehyd (MDA) und 4-Hydroxynonenal (HNE) wurden die
Proben 1:1 mit 12 mM 2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH) fiir 60 min bei

Raumtemperatur im Dunkeln derivatisiert [112].
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2.4.3 Aufschluss Nahrungserganzungsmittel, Fischfutter, Pflanzen,
Pilze, Flechten und Cyanobakterien fur ET- und Herzynin-

Bestimmung

Alle Proben wurden wahrend der Verarbeitung auf Eis gelagert. Zum Schutz der Proben
vor UV-Licht wurden Safe Seal Reaktionsgefifie (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)
verwendet.

Alle Proben wurden zur Normierung der Messungen eingewogen (Trockengewicht). Die
Proben des Austernpilzes trafen bereits im gefriergetrockneten Zustand ein (zur
Verfiigung gestellt von Dr. Marvin S. Hausman (Sherwood, OR, USA), die Flechten
wurden jeweils luftgetrocknet verwendet (Collema tenax und Leptogium gelatinosum
gesammelt und zur Verfiigung gestellt von Dipl. Biol. Dietmar Teuber, -Plantago-
Botanische Gutachten, 35394 Giefien, Deutschland; Cetraria islandica wurde von K.
Leicht, Scheunenlddchen, Kraichtal Gochsheim, Deutschland, zur Verfiigung gestellt). Die
Proben der Nahrungserganzungsmittel und Fischfutter wurden wie geliefert
(getrocknet) verwendet. Bei dem Fischfutter handelte es sich um Spirulina
Mikroalgenpulver und Chlorella Mikroalgenpulver (Drak Aquaristik, Schonaich,
Deutschland), Micron, Goldy color spirulina, Spirulina Tabs, Vipan und Flora (Sera,
Heinsberg, Deutschland), Nauplien Futter (Aquaristika Wirbellosen Shop, Solingen,
Deutschland), Spirulina Flocken (JBL, Neuhofen, Deutschland), Vegetable und Tetraphyll
(Tetra, Melle, Deutschland), Algenfutterblatter (Dennerle, Vinningen, Deutschland), ST-
Futter (Aqua Schwarz, Gottingen, Deutschland), Fry Feed Kyowa N-250 Larvenfutter
(Kyowa Hakko Bio Co.) und Sanders Great Salt Lake Artemia Cysts Artemieneier (Rebie,
Bielefeld, Deutschland). Nahrungsergdanzungsmittel waren Aphanizomenon flos-aquae
(AFA) Tabletten (Naturscheune, Autenhausen, Deutschland), A. flos-aquae Pulver
(Seher’s Uralgenshop, Eisingen, Deutschland), Naturland Spirulina Pulver (GSE Vertrieb,
Saarbriicken, Deutschland) und Spirulina Base Granulat (Dr. Niedermaier Pharma,
Hohenbrunn, Deutschland).

Die Algenkulturen wurden bezogen von der Culture Collection of Algae at the University
of Cologne (CCAC, Koéln, Deutschland) und der Sammlung von Algenkulturen Géttingen
(SAG, Gottingen, Deutschland). Es wurden folgende Stimme verwendet: Oscillatoria sp.

M1944 (mit freundlicher Genehmigung von Algenion GmbH & Co. KG, Dietzenbach,



37

Material und Methoden

Deutschland), Oscillatoria sp. M2010 und Scytonema sp. M3193 (alle drei von der CCAC),
Arthrospira platensis SAG 85.79, Chlamydomonas noctigama SAG 36.72, Porphyridium
purpureum SAG 1380-1c (alle drei von der SAG).

Die Kulturen wurden in der CCAC zwischengelagert und dort bei 23 °C, einer
Lichtintensitdt von 10-20 Imol Photonen/m2/s und einem Hell/Dunkel-Zyklus von
14:10 Stunden weiter kultiviert. Die Kulturen wurden in Erlenmeyerkolben in den
folgenden Medien gehalten: Waris-H (M1944, M2010, M3193, SAG 36.72); Spirulina
medium (SAG 85.79); Jones medium (SAG 1380-1c) (s. Unterpunkt Algenkulturmedien
2.1.2.1) Die Algen aus den Kulturen sowie die Pflanzen und Algen, welche aus den
Aquarien gesammelt wurden, wurden im Gefriertrockner ALPHA 1-4 LSC (Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen, Osterode, Deutschland) gefriergetrocknet. Die hdoheren
Pflanzen Vallisneria sp. (Heimaquarium, Wermelskirchen, Deutschland) und die
Brennnessel Urtica dioica (Waldgebiet, Wermelskirchen, Deutschland) wurden selbst
gesammelt und ebenfalls gefriergetrocknet.

Das Fischfutter, die Nahrungserganzungsmittel, die Algenkulturen und die hoéheren
Pflanzen wurden in Methanol (reinst) homogenisiert. Die Flechtenproben wurden
aufgrund ihrer Oberflachenbeschaffenheit in 4 mM HCLO4homogenisiert und dann 1:5
mit Methanol (reinst) gefallt. Alle Proben wurden vor der LC-MS/MS-Analyse mit Hilfe
von Minisart RC 25 Einwegfiltern (0,20 pm @, Sartorius Stedim Biotech, Gottingen,
Deutschland), Discardit II Einwegspritzen (2 ml, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) und Microlance 3 Kaniilen (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
gefiltert. Fur die LC-MS/MS-Analyse wurden jeweils 20 pl der Proben verwendet. Es
wurden von jedem Probenmaterial drei unabhingige Analyselosungen hergestellt und

ausgewertet.

2.5 HochdruckflUssigkeitschromatografie gekoppelt mit
Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS)

Alle Messungen wurden mit Hilfe der HPLC (High Performance Liquid
Chromatography)-Anlage SLC-20AD Prominance (Shimadzu, Kyoto, Japan) gekoppelt
mit dem Massenspektrometer Typ 4000 Q Trap LC/MS/MS System (Applied Biosystems,
MDS Sciex, Foster City, CA, USA) durchgefiihrt. Die Rohdaten wurden mit der Software
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Analyst 1.4.2 (Applied Biosystems, MDS Sciex, Foster City, CA, USA) generiert und
ausgewertet. Die Molekiile mussten zur Messung in die Gasphase lberfiihrt werden.
Hierfiir wurden Stickstoffgas und zwei beheizbare Turboheater (550 °C) eingesetzt. Die
lonisierung erfolgte mittels Elektronenspray-lonisierung (ESI) (Sprayvoltage: 5500 V).
Die Molekiile wurden im Hochvakuum des Quadrupols durch ein elektrisches Potential
(CE; collision energy, Kollisionsenergie) beschleunigt und in der Kollisionszelle Q2
fragmentiert. Die Vermessung der Proben erfolgte durch Simone Kalis und Dr. Tim

Bauer.

2.5.1 Kalibriergerade

Bei jeder Messung wurde eine entsprechende Kalibrierungsgerade mit 6 bis 9
Konzentrationen der zu analysierenden Verbindung hergestellt. Es wurde jeweils mit
Vorverdiinnungen (1 mg/ml sofern dies die Loslichkeit zuliefd bzw. 0,01 mg/ml)
gearbeitet, die dann passend weiter verdiinnt wurden. Die Vorverdiinnungen wurden
mit deionisiertem H;0 hergestellt. Im Fall von 8-Hydroxyguanin (8-OH-G) wurde 2 M
NaOH verwendet. Die Konzentrationen der Kalibriergerade waren wie folgt: 400 ng/ml,
200 ng/ml, 100 ng/ml, 50 ng/ml, 25 ng/ml, 12,5 ng/ml, 6,25 ng/ml, 3,125 ng/ml und
1,56 ng/ml. Die Kalibriergerade wurde in Methanol (reinst) hergestellt. Der
Konzentrationsbereich, in dem die Gerade zur Anwendung kam, wurde in einem Vortest
mit allen 9 Konzentrationen ermittelt. Da nicht alle Verbindungen in den niedrigsten
Konzentrationen nachgewiesen werden konnten, wurde hier der obere
Konzentrationsbereich der Kalibriergerade verwendet. Pro Kalibriergerade wurden 6
Punkte verwendet.

Wurde in Messungen keine Kalibriergerade verwendet wurden die Peakflachen auf das
Gewicht normiert und die Ergebnisse relativ zu dem Organ mit der grofdten Peakflache

angegeben.
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2.5.2 Auswertung der LC-MS/MS-Analysen

2.5.2.1 Differenzabtonung

Zur Auswertung der Differenzabténung (Difference shading) wurden die Daten mit
einer speziell dafiir entwickelten Software, DS Data covert 0.5.0.0 (© 2003-2012 Dirk
Griindemann, Koéln, Deutschland) zunachst konvertiert und dann mit DS Fullview 0.6.0.3
(© 2003-2012 Dirk Griundemann, Koln, Deutschland) analysiert. Bei der
Differenzabtonung handelt es sich um ein Verfahren, das es ermoglicht Unterschiede im
molekularen Spektrum zweier Proben farblich kenntlich zu machen. Es kénnen immer
drei Probenpaare visuell verglichen werden. Das Prinzip der Methode beruht darauf,
dass aus einem dreidimensionalen LC-MS/MS-Spektrum bestehend aus den
Koordinaten Masse/Ladungs-Verhaltnis, Retentionszeit und der Intensitit ein
zweidimensionales Bild erzeugt wird. Dazu wird auf der y-Achse die Retentionszeit in
der HPLC (zunehmend von oben nach unten) und auf der x-Achse der Quotient von
Masse zu Ladung (m/z, zunehmen von links nach rechts) angegeben. Die Intensitat wird
durch die Farbintensitit des Signals dargestellt. Den beiden zu vergleichenden Proben
wird hierzu ein roter bzw. ein blau-griner Farbkanal zugewiesen (Abb. 56 a). Tritt ein
Molekiil in beiden Proben auf, erscheint die Pixel auf dem Auswertungsbildschirm weif3
oder grau, gibt es in beiden Proben bei einem bestimmten Masse/Ladungs-Verhaltnis
und einer bestimmten Retentionszeit kein Signal erscheinen die Pixel schwarz. Tritt ein
mengenmafdiger Unterschied des Signals in den beiden Proben auf, erscheint ein
tirkises oder rotes Signal. In allen drei Probenparchen die parallel betrachtet werden
koénnen (Abb. 56 b) sollte das Signal gleichermaféen auftreten um als valide betrachtet
werden zu konnen [22, 113]. In den durchgefiihrten Messungen wurden jeweils 4
Organproben vergleichend zueinander betrachtet. Dazu wurde zuerst Parchen 1 bis 3
und anschlieffend die Parchen 1,2 und 4 verglichen. Es wurden fir die weitere
Auswertung nur Signale verwendet die in allen 4 Parchen auftraten. AnschliefRend
wurde in den Rohdaten der Parchen mit Signal, der Faktor des Unterschiedes der

Peakflachen (manuell integriert) ermittelten (Abb. 56 c).

Die gefundenen Signale (755 Stiick) wurden unter Angabe folgender Parameter in einer

Tabelle zusammengefasst: eingesetzter Stressor, m/z, Retentionszeit [sek], Faktor der
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Peakflacheunterschiede, Organ, Laufmittel, Signalfarbe, Laufmodus (positiv/negativ)
und Laufdatum. Anschliefend wurden alle Daten der Tabelle nach m/z aufsteigend
sortiert. Es wurde untersucht, welche Unterschiede besonders haufig auftraten bzw. wo
die grofditen Faktoren in den Unterschieden auftraten. Die Proben, welche Signale
zeigten, die weitergehend untersucht werden sollten, wurden erneut in die LC-MS/MS
injiziert und die fraglichen Molekiile fragmentiert. Das resultierende Molekiilspektrum
wurde mit Hilfe von Internetdatenbanken (Metlin und Massbank [114, 115]), wenn
moglich, identifiziert. Um das Signal zu verifizieren wurde die vermutete Verbindung
kauflich erworben und iiberpriift ob sie in Zebrafischhomogenat dieselbe Retentionszeit

wie das gefundene Signal aufweist und das Fragmentspektrum ebenfalls iibereinstimmt.

Verwendete Saulen:
- HILIC (Normalphasensaule Atlantis™ HILIC Silicia, 5 pm, 3,0 x 100 mm, Waters
Corporation, Milford, MA, USA) mit entsprechender Vorsaule (20 x 4,6 mm))
- zicpHILIC (5 pM, 100 mm x 2,1 mm, di2Zchrom GmbH, Marl, Deutschland )

Verwendete Laufmittel fiir die Fullscans:
- HILIC: ,MeOH"“: A = 0,1% Ameisensaure; B = MeOH + 0,1% Ameisensiure
- HILIC: ,ACN“: A =0,1% Ameisensaure; B = ACN + 0,1% Ameisensaure
- zicpHILIC: ,MeOH"“: 10 mM Ammoniumacetat pH 8,9; B = MeOH
- zicpHILIC: ,ACN“: 10 mM Ammoniumacetat pH 8,9; B = ACN

2.5.2.2 Analyse von Einzelverbindungen

Die Laufe wurden mit der Software Analyst 1.4.2 (Applied Biosystems, MDS Sciex, Foster
City, CA, USA) ausgewertet. Fiir jede Verbindung wurde zunachst im Produktionenscan-
Modus eine geeignete Messmethode ermittelt. Dazu wurde die Verbindung in einer
Konzentration von 500 ng/ml in Methanol (reinst) direkt in das Massenspektrometer
injiziert (10 pl/min). Auf diese Weise wurden die zur Messung geeigneten Fragmente
und die passende Kollisionsenergie (CE) ermittelt. Anschlieffend wurde zur
Quantifizierung der ausgewahlten Massen der SRM-Modus (engl. selected reaction

monitoring) verwendet.
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Tab. 1: Laufbedingung der jeweiligen Verbindungen. Masse/Ladungs-Verhéltnis (m/z) fiir Muttermasse

(Q1) und ausgewahltem Ubergang (Q3), CE (collision ernergy, Kollisionsenergie).

Verbindung Q1 m/z] | Q3 [m/z] CE[V]
Ergothionein 230 127 27
Herzynin 198 95 28
Verbindung Nr. 3 462 333 30
4-Hydroxynonenal (HNE) underivatisiert 155 136,8 -26
4-Hydroxynonenal (HNE) derivatisiert mit DNPH 335 167 -25
Malondialdehyd (MDA) derivatisiert mit DNPH 235 163 -25
Carnitin 162 103 20
Acetylcarnitin 204 145 20
4-Hydroxychinolin 146 91 43
8-Hydroxyguanin 165,8 148 20
Anserin 241 109 31
Xanthin 151 108 -22
Kynurenin 209 146 27
L-Histidin 156 110 19
Histamin 112 95 19
Carnosin 227 110 31
3-Methyl-L-Histidin 170 109 23
Kynuramin 165 136 17
Butyrylbetain 164 60 20
B-Alanin 90 44 17
5-Aminolavulinsaure 132 114 15
Harnsaure 164 124 -22
Taurin 124 80 -28
Riboflavin 372 243 33
L-DOPA 198 152 19
Neopterin 254 236 21
L-Tryptophan 205 188 20
o-Tyrosin 180 134 -30
Prostaglandin E2 351,2 315,1 -20

Das in der Tabelle 1 unter Q1 angegebene Masse/Ladungsverhaltnis (m/z) bezeichnet
jeweils die Muttermasse der gemessenen Verbindungen. Das unter Q3 angegebene m/z
bezeichnet die Tochtermasse/Ubergang der bei den Messungen zur eindeutigen
Identifizierung der Verbindung verwendet wird. In den Ergebnisdiagrammen ist das

m/z von Mutter- und Tochtermasse nach dem Schema m/z Q1 - Q3 angegeben.
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2.6 Berechnungen und Statistik

Alle Ergebnisse sind als arithmetisches Mittel + Standardfehler des arithmetischen
Mittels (SEM, engl. Standard error of mean) angegeben. Die Anzahl der verwendeten
Proben ist mit ,n“ bezeichnet. Zur Bestimmung der Signifikanz wurde, wenn nicht
anders angegeben, ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt (two tailed, confidence level
95%, significant P<0,05) bzw. eine repeated-meassures ANOVA mit Tukey-Post_Hoc-
Test (two tailed, confidence level 95%, significant P<0,05).
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3  Ergebnisse

In den bisherigen Versuchen zur Aufklarung der physiologischen Funktion von ET
wurde hauptsachlich mit Ratten, Mdusen und Kaninchen gearbeitet [116, 69, 94, 29, 36,
54, 71, 72, 58, 96, 27, 37]. Erste Untersuchungen zu ET im Zebrafisch wurden in der
Arbeitsgruppe Prof. Griindemann im Jahr 2009 durch Dr. Markus Bach durchgefiihrt
[92]. Hier konnten keine phanotypischen Unterschiede gezeigt werden. Die Verwendung
der ETT-Knockout-Zebrafischlinie (ETT-/-) ermoglicht vergleichende Untersuchungen
zwischen WT- und ETT-/--Fischen zur Funktionsaufklarung des ET in vivo.

Neben der LC-MS/MS-Analyse wichtiger Indikatormolekiile fiir Lipidperoxidation wird
in dieser Arbeit erstmals die Strategie der LC-MS/MS-Differenzabtonung verwendet.
Diese Methode bietet die Moglichkeit die Molekiilspektren einzelner Zebrafischorgane

vergleichend zu analysieren.

3.1 Finclip-Typisierung/Schwanzflossenbiopsie

Um sicherzustellen, dass die Zebrafische, die fiir Experimente verwendet wurden, dem
korrekten Genotyp entsprechen, wurden regelmafiig Kontrollen durchgefiihrt. Hierzu
wurde eine Schwanzflossenbiopsie durchgefiihrt und das Gewebematerial einer PCR
unterzogen. An die PCR schloss sich eine Gelelektrophorese an, anhand derer der
Genotyp des getesteten Fisches eindeutig zugeordnet werden konnte (Abb. 6). Das
amplifizierte Fragment des Wildtyp (344 bp) ist eindeutig vom Fragment der
amplifizierten Virus-DNA (731 bp) im ETT-/--Fisch unterscheidbar. Ein Auftreten zweier

Banden markiert heterozygote Tiere.
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Abb. 6: Genotypisierung

Agarosegel einer Genotypisierung. Zum Grofdenvergleich wird ein 100-bp Marker (100 bp DNA-Leiter,
Promega, Mannheim, Deutschland) verwendet. Die 731 bp-Bande kennzeichnet die amplifizierte Virus-
DNA (ETT-/- homozygot) und 344 bp-Bande das Wildtyp-Allel. Treten beide Banden auf, handelt es sich
um ein heterozygtes Tier (ETT*/-). Die Angaben zur Fragmentlange wurden von Dr. Markus Bach [92]

ibernommen die Fragmentldnge fiir die Virusinsertion scheint aber etwas zu lang.
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Abb. 7: ET-Gehalt Wildtyp vs. Knockout

Dargestellt ist der relative mittlere ET-Gehalt in Organen adulter Zebrafische. Die Messung wurde ohne
Eichgerade durchgefiihrt. Die relativen Peakflachen wurden auf das Fg normiert und die Gehalte auf den
Mittelwert desjenigen Organs mit der grofdten relativen Peakfldche bezogen. (MW + SEM, n = 5; m/z 230
- 127). Ausgewahlt wurden 3 ET-reiche Gewebe (Auge, Darm, Haut) und ein ET-armes Gewebe (Muskel).
Die Unterschiede zwischen WT und ETT-/--Fischen sind signifikant (Auge WT vs. ETT~/- P < 0,0001; Haut
WT vs. ETT-/- nicht messbar weil alle Werte bei Haut ETT-/- = 0; Darm WT vs. ETT-/- P = 0,0014; Muskel
WT vs. ETT-/-P = 0,0068).

3.1.1 ,Genotypisierung” homozygoter Adultfische mittels ET-

Bestimmung des Schwanzflossensaums per LC-MS/MS

Der hohe ET-Gehalt im Flossensaum (Abb. 7 und 8) der Schwanzflosse fiihrte zu der

Uberlegung, dies als eine zusitzliche Kontrollméglichkeit des Genotyps zu nutzen.
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Abb. 8: ET im Schwanzflossensaum

Dargestellt ist der mittlere ET-Gehalt vom Schwanzflossensaum adulter Zebrafische (MW = SEM, n = 3;
m/z 230 > 127). Der Unterschied im ET-Gehalt ist signifikant (P = 0,0003; ungepaarter t-Test).

3.2 Optimierung der ET-Versorgung der Versuchsfische

Um optimale Versorgung der Versuchsfische mit ET sicherzustellen wurden
Vorexperimente durchgefiihrt. Innerhalb dieser Experimente wurde der aktuelle ET-

Gehalt der Versuchsfische bestimmt und Optimierungsmafinahmen durchgefiihrt.

3.2.1 ET-Gehalt in Anlagenfischen, Wildfangen und Fischen aus einem

naturnahen Aquarium

In einer Versuchsreihe wurden die ET-Gehalte von wildgefangenen Zebrafischen aus
Westbengalen, Indien, den ET-Gehalten von WT-Fischen aus der Fischanlage im Institut
fiir Genetik (Universitat zu Koln), sowie von Zebrafischen aus einem ,Naturaquarium*“
gegentiibergestellt (Abb. 9). Der hochste ET-Gehalt wurde in den Wildfangen und den
Fischen aus dem Naturaquarium gefunden. Die Wildfange wiesen dabei einen 34-mal
hoheren ET-Gehalt als die Tiere aus der Fischanlage auf. Dies deutet darauf hin, dass der

Gehalt an ET in Zebrafischen unter natiirlichen Bedingungen gegeniiber einer
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Fischanlage deutlich erhoht ist.

ET-Gehalt [pg pro g Fg]

Wildfang WT Naturaquarium WT Anlage

Abb. 9: ET-Gehalt-Vergleich Anlage, Wildfang, Naturaquarium

Dargestellt ist der mittlere ET-Gehalt adulter Zebrafische (MW = SEM, WT Anlage n = 7, Wildfdnge n = 8,
Fische aus Naturaquarium n = 7; m/z 230 - 127). Die ET-Gehalte der Wildfinge und der WT-Tiere aus
dem Naturaquarium sind signifikant héher als die der WT-Fische aus der Anlage im Gebaude des
Institutes fiir Genetik (WT Anlage vs. Wildfang P = 0,0004; WT Anlage vs. WT Naturaquarium P =
<0,0001).

3.2.2 ET in Cyanobakterien (Phormidium spec.)

Aufgrund der Ergebnisse aus dem vorherigen Versuch (3.2.1) wurden verschiedene
Futtermittel, Pflanzen und Algen des ,Naturaquariums” im Labor als mégliche ET-Quelle
per LC-MS/MS untersucht und der ET-Gehalt bestimmt. Der Algenaufwuchs (Abb. 10
links), welcher sich auf dem Kieselboden und zum Teil am Lufthebefilter befand, enthielt
nachweislich ET (Abb. 12). Zudem wurden die Fische dabei beobachtet, wie sie die Algen
sowohl absichtlich abzupften oder Teile des Bodenbewuchses beim Aufsammeln
herabgesunkenen Futters passiv mit aufnahmen. Um ein genaueres Bild zur
Artenbestimmung der Algen zu bekommen, wurden kleine Algenstiicke in Petrischalen
mit gefiltertem Aquarienwasser {iberfiihrt und einige Tage in Fensterndhe bei

Raumtemperatur inkubiert. Es entstand hierbei eine sternférmige, fadige Wuchsform
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(Abb. 10 rechts), welche zudem Gas produziert. Zu erkennen war dies an den

anhaftenden Blaschen.

Abb. 10: Bewuchs im Naturaquarium

Dargestellt ist der Bewuchs von Phormidium spec. auf der Kieselschicht des Naturaquariums (links). Die
Sauerstoffproduktion durch Photosynthese ist an den Gasblafichen auf der Oberfldche zu erkennen. Auf
der rechten Seite ist das sternférmige Wachstum, welches die Faden in einer Petrischale mit gefiltertem
Aquarienwasser zeigen, dokumentiert. Auch hier signalisiert ein Gasblafichen die Photosynthesetatigkeit.

Fotographie durch Binokkular mit 10-facher Vergrofierung.

Der algenartige Bewuchs im Aquarium wurde mit Hilfe von Dr. Karl-Heinz Linne von
Berg (Botanisches Institut der Universitat zu Kéln) als Cyanobakterienart bestimmt. Der
fadige Wuchs (Abb. 11 links) und die Gallertscheiden am Ende der Faden (Abb. 11

rechts) identifizierten den Bewuchs als Phormidium spec.
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Abb. 11: Phormidium sp.

Dargestellt ist eine mikroskopische Aufnahme von Phormidium spec. Links ist das typische Flechtwerk des
Cyanobakteriums zu erkennen, wahrend rechts die typische Gallertscheide am Ende des

Phormidiumfadens zu sehen ist (VergréRerung: linkes Bild 400-fach; rechtes Bild 630-fach Olimersion).

3.2.3 ET-Gehalt in Cyanobakterien, Pilzen, Rot- und Griinalgen sowie

Fischfutter und Nahrungserganzungsmitteln

Die Identifizierung des Cyanobakteriums Phormidium spec. als ET-Quelle fiihrte zu der
Uberlegung, dass diese aquatische ET-Quelle dazu verwendet werden konnte, die
Versuchsfische aus der Fischanlage dauerhaft ausreichend mit ET zu versorgen. Nach
Recherchen zu Cyanobakterien erschien der prominente Vertreter Spirulina
(Arthrospira) platensis als geeignetes Futtermaterial. Dies resultierte aus der Tatsache,
dass Spirulina schon in verschiedenen Futtermitteln eingesetzt wird und die
Vertraglichkeit bekannt ist. In diesem Versuch sollte nun ermittelt werden, ob auch das
Cyanobakterium Spirulina platensis ET enthadlt. Weiterhin galt es herauszufinden,
welches Fischfutter oder Nahrungsergdanzungsmittel ET am hdchsten konzentriert
enthdlt und somit als Zusatzfutter fiir die Versuchsfische besonders geeignet ist. Zudem
wurden auch Proben welche nicht zu den Cyanobakterien gehoren als Referenzproben
eingesetzt (Valisneria spec., A. linnaei (Griinalge), Rhodochorton sp. (Rotalge), Babyfutter
Genetik, Artemieneier, Brennnessel, ST-Granulat, Chlorellapulver, Algenfutterblatter
Dennerle). Als Positivkontrolle diente der Austernpilz, von dem bereits bekannt ist, dass

er ET enthalt und produziert [117].
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Abb. 12: ET-Gehalt in Fischfutter, Nahrungserganzungsmitteln, Cyanobakterien und Pilz
Dargestellt ist der mittlere ET-Gehalt in Fischfutter, Nahrungsergdnzungsmitteln, kultivierten
Cyanobakterien und einer Pilzart (Austernpilz; als positiver Referenzwert) (MW = SEM, n = 3; m/z 230 >
127). Die prozentualen Angaben zum Spirulina-Gehalt wurden den Verpackungen oder der personlichen

Korrespondenz des Herstellers entnommen. Abbildung verdandert nach Pfeiffer et al. 2011 [118].

Wie Abb. 12 zu entnehmen ist, gibt es eine Korrelation zwischen Cyanobakteriengehalt

(Afa und Spirulina spec.) von Futter- und Nahrungserganzungsmitteln und ihrem ET
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Gehalt. Dieser iibersteigt sogar teilweise (Spirulina Base Dr. Niedermaier und
Oscillatoria spec. M1944) den ET-Gehalt des Austernpilzes, welcher als eine der ET-
reichsten Pilzarten [117] als Positivreferenz eingesetzt wurde. Das Futtermittel mit

dem hochsten ET-Gehalt ist das Spirulinapulver von DRAK-Aquaristik.

3.2.3.1 ET-Gehalt-Steigerung im Fisch durch Spirulinafiitterung

Um sicherzustellen, dass eine Fiitterung mit Spirulinapulver den ET-Gehalt im Fisch
erhoht, wurde ein Fiitterungsversuch durchgefiihrt. Hierbei wurden Fischen aus der
Fischanlage der Genetik zu definierten Zeitpunkten (0, 1, 3 und 5 Tage) mit
Spirulinaflocken (hergestellt aus 100% Spirulinapulver, Drak Aquaristik; s.
Fischfutterherstellung 2.1.5 S. 14) gefiittert (Abb. 13). Die Fische wurden anschliefsend
jeweils 24 Stunden nicht gefiittert und euthanasiert. Der ET-Gehalt wurde auf das
Frischgewicht der Fische normiert. Wie in Abb. 13 gezeigt, steigert bereits eine

einmalige Futterung mit ET dessen Gehalt im Fisch.

1,2

o
[=0]
1

ET-Gehalt [ug pro g Fg]
o o
NS =)}

o
8]
I

s

2 3 4 5 6

Fiitterungsperiode mit Spirulina [Tage]

=]
=

Abb. 13: Flitterungsversuch
Dargestellt ist der mittlere ET-Gehalt im Ganzfischhomogenat (MW = SEM, n = 4; m/z 230 - 127). Dieser

steigt wahrend der Fiitterung mit Spirulina an und ist am dritten Tag signifikant hoher als der
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Ausgangswert zum Zeitpunkt 0. Um den Fischen ausreichend Zeit zu geben das gefiitterte ET zu
absorbieren, wurden sie jeweils 24 Stunden nach dem angegeben Fiitterungszeitpunkt euthanasiert. Eine
One-Way-ANOVA mit Tukey-Post-Hoc-Test ergab eine signifikante Zunahme des ET-Gehaltes nach 3 und 5
Tagen Flitterung gegeniiber Tag 0. Abbildung verdndert nach Pfeiffer et al. 2011 [118].

3.2.4 ET- und Herzyningehalt in verschiedenen Cyanobakterien, Rot-

und Grunalgen

Y 7

Herzynin

Abb. 14: Strukturformel von Herzynin

Gezeigt ist das ET-Syntheseintermediat Herzynin.

Aufbauend auf der Erkenntnis, dass Cyanobakterienarten ET in deutlichen Mengen
enthalten, sollte nun geklart werden, ob Cyanobakterien ET auch produzieren. Um dies
zu belegen, sollte im folgenden Versuch Herzynin, ein bekanntes Zwischenprodukt der
ET-Synthese in Pilzen und Mykobakterien [119, 16, 18], in Cyanobakterien
nachgewiesen werden (Abb.15). Grin- und Rotalge dienten in diesem Versuch als

Referenzmaterial (Negativkontrolle).
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Abb. 15: ET-Synthesenachweis

Dargestellt ist der mittlere ET- und Herzynin-Gehalt (MW = SEM, n = 3; ET m/z 230 - 127, Herzynin m/z
198 > 95) in Clamydomonas noctigama (Griinalge/Chlorophyta), Porphyridium purpureum
(Rotalge/Rhodophyta), Scytonema spec. (Blaualge/Cyanobacteria), Oscillatoria spec. (CCAC M2010)
(Blaualge/Cyanobacteria), Arthrospira platensis (Blaualge/Cyanobacteria) und Oscillatoria spec. (CCAC
M1944) (Blaualge/Cyanobacteria). Abbildung verdndert nach Pfeiffer et al. 2011 [118].

Wie in Abb. 15 gezeigt, gibt es eine Korrelation zwischen den Gehalten an ET und
Herzynin. Das Zwischenprodukt Herzynin tritt nur dann auf, wenn eine ET-Synthese
stattfindet. Dies bedeutet, dass in der Griinalge keine und in der Rotalge nur eine mafiige
ET-Synthese stattfindet. Die drei Cyanobakterienarten, welche einen deutlichen hoheren
ET-Gehalt aufweisen, zeigten korrelierend dazu auch einen hoheren Gehalt an Herzynin.
Ergebnis dieses Versuches ist, dass die untersuchten Cyanobakterien als ET-

Produzenten identifiziert werden konnten.

3.2.5 Gehalt der Verbindung Nr. 3 in verschiedenen Algen

In seiner Arbeit aus dem Jahre 2010 beschreibt Seebeck anschaulich ein Model fiir die

ET-Synthese in Mykobakterium smegmatis [19]. Um den Syntheseweg der
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Cyanobakterien weiter aufzuklaren wurde der Versuch unternommen, die von Seebeck
identifizierte Zwischenstufe ,Verbindung Nr. 3“ (Abb. 16) per LC-MS/MS-Analyse
nachzuweisen. Das Intermediat wurde von Herrn Dr. Florian Seebeck (Max Planck
Institut fiir molekulare Physiologie, Dortmund, Deutschland) zur Verfligung gestellt. In
der zugesandten Probe war die Verbindung in geringen Mengen nachweisbar. In den

Cyanobakterien-Proben konnte die Verbindung dagegen nicht nachgewiesen werden.

NH, 0

HO N

OH

Abb. 16: Strukturformel der ,Verbindung Nr. 3“
Méglichen ET-Syntheseintermediates ,Verbindung Nr. 3" (Seebeck 2010 [19]).

3.2.6 ET-Gehalt in Flechten

Die Recherche zu verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen Cyanobakterien und
Pilzen ergab, dass Symbiosen existieren, welche beide Spezies verbinden. In Flechten
finden sich symbiontische Lebensgemeinschaften zwischen einem Pilz und einer
Griinalge und/oder Cyanobakterien. Es wurde eine ET-Gehaltsbestimmung in drei
verschiedenen Flechtenarten durchgefiihrt. Eine dieser Flechten (Cetraria islandica)
weist eine Symbiose zwischen einem Pilz und einer Grunalge. Die anderen beiden
Flechten (Collema tenax und Leptogium gelantinosum) bestehen aus einer Symbiose von
Pilz und Cyanoabakterium. In allen drei Flechten wurde ET nachgewiesen, allerdings in
Mengen, die deutlich niedriger sind als jene in den Cyanobakterien und dem Austernpilz

(Abb. 12).
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Abb. 17: ET-Gehalt in Flechten

Dargestellt ist der mittlere ET-Gehalt von Cetraria islandica, Collema tenax und Leptogium gelantinosum
(MW = SEM, n = 3; m/z 230 = 127). Bei Cetraria islandica handelt es sich um eine Symbiose zwischen
Griinalge und Pilz, bei den anderen beiden Flechten um eine Symbiose zwischen Cyanobakterien und

einem Pilz.

3.3 ET-Verteilung in ausgewahlten Organen normiert auf

Gewicht

Um zu ermitteln, welche Zebrafischorgane den hochsten ET-Gehalt aufweisen und so fiir
die nachfolgenden Experimente am besten geeignet sind, wurde eine ET-
Gehaltsbestimmung per LC-MS/MS durchgefiihrt. Es wurde auf das Frischgewicht
normiert. Die Organe wurden nicht geschlechtsspezifisch getrennt, da es bereits in der
Dissertation von Dr. Markus Bach (2009) [92] keine Hinweise darauf gab, dass das
Geschlecht eine Rolle beziiglich des ET-Gehaltes in den Organen spielt [92]. Um bei der
ET-Gehaltsbestimmung des Darmes keine Artefakte durch ET-haltige Futterreste zu
erzeugen, wurden die Fische 3 Tage vor dem Versuch nicht mehr mit ET-haltigem Futter
und 24 Stunden vor der Euthanasie gar nicht mehr gefiittert. Zudem wurde der Darm
nach der Entnahme durch Ausstreichen von samtlichem Inhalt befreit. Die Abb. 18 zeigt,
dass der hochste ET-Gehalt in Haut und Darm zu messen ist. Der Gehalt der Augen ist

etwas hoher als jener in Herz, Hirn und dem restlichen Fisch.
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Abb. 18: Organverteilung von ET im Zebrafisch

Dargestellt ist der mittlere ET-Gehalt in ausgewahlten Organen des adulten Zebrafisches (MW = SEM, n =

2). Die Zebrafischhaut (Schwanzflossensaum) wurde hier erstmalig im Vergleich untersucht.

3.3.1 ET-Verteilung in verschiedenen Korperregionen der

Zebrafischhaut

Da in dieser Arbeit das erste Mal das verstdrkte Auftreten von ET in der Zebrafischhaut
dokumentiert wurde, erfolgte eine detaillierte Analyse zur ET-Verteilung in
verschiedenen Hautbereichen (Abb. 19). Die Hautbereiche (Abbildung zur Praparation,
Abb. 5) wurden hinsichtlich ihrer Pigmentierung aufgeteilt. Die Brustflosse (gelbe
Pigmente), Schwanzflosse (gelbe Pigmente und blaue Pigmente), der Bauchbereich
(silberne Pigmente), der gestreifte Seitenbereich (silberne und blaue Pigmente) und der
Riickenbereich (graue Pigmente) wurden separat mittels LC-MS/MS auf ihren ET-Gehalt
untersucht. Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen

Hautbereichen gemessen.
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Abb. 19: ET in verschiedenen Bereichen der Zebrafischhaut

Dargestellt ist der mittlere ET-Gehalt ausgewéahlter Hautbereiche des adulten Zebrafisches (MW = SEM, n
= 3; 230 & 127). Nur Unterschied in Riicken vs. Seite signifikant nach Eine Repeated-measures-ANOVA
mit Tukey-Post-Hoc-Test ergab einen signifikanten Unterschied (P<0,05) zwischen Riicken- und
Seitenbereich. Separat wurde ein gepaarter t-Test zwischen den Werten fiir Riicken und Seite

durchgefiihrt, welcher einen nicht signifikanten Unterschied ergab.

3.3.2 Quantitativer PCR-Nachweis des ETT in Haut und in

ausgewadhlten Referenzorganen adulter Zebrafische

Da bisher ein Nachweis des ETT in der Zebrafischhaut fehlte, wurde eine quantitative
PCR zum Nachweis der ETT-mRNA durchgefiihrt. Zunachst wurde dazu aus einzelnen
Organen die Gesamt-RNA isoliert. Als Negativkontrolle wurden Herz und Leber
ausgewahlt; das Gehirn, die Augen und die Haut dienten als Positivkontrolle. Pro Organ
wurden 3 separate Proben aufbereitet und analysiert. Fiir jede Probe wurden drei
(Herz) bzw. zwei Organe (alle ibrigen Organe) verwendet.

Nach der Isolation der Gesamt-RNA wurde diese auf ihre Qualitit untersucht. Hierzu
wurde jeweils ein Aliquot der Gesamt-RNA-Losung gelelektrophoretisch untersucht. Bei

intakter RNA sind auf dem Gel deutliche Banden der ribosomalen Untereinheiten zu



58

Ergebnisse

erkennen (Abb. 20).

Abb. 20: Kontrolle RNA-Qualitat

Ausschnitt aus einem Agarose-Gel zur Kontrolle der Gesamt-RNA-Qualitét. (Eine Region wurde mit Hilfe
des Programms Photoshop entfernt, um den Marker ndher an die Probenbanden zu bringen). Zu erkennen
sind (von oben nach unten) die Banden fiir 28S-rRNA (4718 nt), 18S-rRNA (1874 nt) (Marker: 0,5-10kb
RNA-Ladder, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland).

Ein weiterer Kontrollschritt erfolgte nach der reversen Transkription. An dieser Stelle
wurde mittels Endpunkt-PCR die erfolgreiche Umschreibung der mRNA in cDNA
nachgewiesen. Als Kontrollgen diente (-Aktin (Haushaltsgen). Auf dem in Abb. 21
gezeigten Gelausschnitt sind die Banden des 3-Aktins (202bp) zu erkennen. Da in allen
Ansdtzen die gleiche Menge RNA eingesetzt wurde, weisen die Banden eine

vergleichbare Starke auf.
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Abb. 21: Kontrolle cDNA

Ausschnitt aus dem Gel der $-Aktin Endpunkt-PCR zur Kontrolle der Qualitdt der cDNA (A = Auge, HA =
Haut, M = Marker). Bei erfolgreicher Umschreibung sollten gleichmafdig starke Banden bei 202 bp
erkennbar sein (Marker: 100 bp DNA-Leiter, Promega, Mannheim, Deutschland).

Nach Kontrolle der cDNA durch Gelelektrophorese wurde eine quantitative PCR
durchgefiihrt. Hierzu wurde eine Sonde nach dem TagMan-Prinzip eingesetzt. Da bei der
quantitativen PCR eine Normierung der Proben notwendig ist, wurde das Haushaltsgen
B-Aktin als Referenzgen ausgewadhlt. Es wurde von jeder Probe eine quantitative
Messung fiir die mRNAs des ETTs sowie des $-Aktins durchgefiihrt. Ausgewertet wurde

das Ergebnis tiber simultane Kurvenanpassung (Abb. 22).



60

Ergebnisse

Fl Curve 8 ea: 2.23
FO: 3.559e-11

:e®2 F| Curve 10 ea: 219
_ F0:3.311e-11
" FlCurve 9 ea: 2.30
~ FO:2.714e-11
" FICurve  ea:2.32
FO: 2.414e-11
Fl Curve 11 ea: 226
FO: 2.129e-11
% FICurve 7 ea: 2.25
., FO:1.515e-11
Fl Curve 13 ea: 2.25
FO: 1.255e-11
.., FlCurve 14 ea:2.25
"% FO:9.074e-12
° Fl Curve 12 ea: 2.26
FO: 1.840e-12
T scee FICUve 5 ea:2.23
0° FO: 1.164e-13
- FICurve 2 ea:2.25
= F0: 6.453e-14
re ¥ ° _ FlCurve1 ea:2.18
JT11 ¢ ,°° FO:4.930e-14
ol ¢ _ FlCurve3d ea:2.29
ool v 2° FO:4.9108-14
,v‘—_?(\(\nno-e-.nxo..“ol..m."“.“ e Fl Curve 4 ea: 2.27
) R | v F0:2.622e-14
o_f:—)osn'Jc‘.-f.ﬂn_-‘a..."ﬂ'.'v“"‘-'_ |
-

|
I
R

B ponvessoossessersesest

.

RCUNE, ¥y

D ecosvooseeressesssssst 17
o

»
A snsoeeotoeseeseseensd

-
g8 . S o

*" EA: 2.254

— 2 J
g 84 o_r:.s—.:—ccc::vev.w_moo‘.:oﬂﬂ-...a..-'- ol
.
3 20 ot
| dbooneocn
E
2 v
1
E 6 -_v—_?ﬂnvnnt-o—e—&on!a-vom.o-.'ﬂl. ‘--,T_._
@ Wi
@ 28 eccosoosososessssnersssesst
& ol ot
4} e R, . aas® .
@ : .
E 4 h [EE o
g e g sese vy s
L Laea s s R S e
= - o
= -
4 18 » R
S eet? |
o
2 12 3 G '.H..-..'._
- cbeo
T T T -
o 10 20 30 40

Cycle number

Abb. 22: Simultane Kurvenanpassung

Dargestellt ist exemplarisch das Ergebnis einer simultanen Kurvenanpassung. Berechnet wurde die
initiale Fluoreszenz (Fo) und die Amplifikationseffizienz (EA). Aufgetragen wurde die Fluoreszenz gegen

die Zyklusnummer, wobei jeder Punkt im Diagramm fiir einen PCR-Zyklus steht.

Aus den Werten der Initialen Fluoreszenz (Fo) fiir Transporter- und Referenzgen wurde
zur Normierung der Quotient gebildet (Fo ETT/ Fo B-Aktin). Zur Erstellung einer
grafischen Darstellung des ETT-Expressionsmusters wird die Expression relativ
dargestellt. Das Organ mit dem héchsten Fo-Quotienten dient hierbei als Referenz. Wie
in Abb. 23 gezeigt, wurde keine bzw. nur eine geringe Expression des Transporters in
Herz und Leber nachgewiesen, wohingegen in Hirn und Haut eine starke und im Auge

eine mittlere relative Expression zu erkennen ist.
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Abb. 23: ETT-Expressionsmuster

Dargestellt ist das Expressionsniveau des ETT in ausgewahlten Zebrafischorganen (MW + SEM, n = 3). Zur
Normierung der Daten wurde aus den Werten der Initialen Fluoreszenz (Fo) fiir Transporter- und
Referenzgen der Quotient gebildet (Fo ETT/ Fo B-Aktin). Die Quotienten wurden auf den den Mittelwert
desjenigen Organs mit dem hochsten Quotienten bezogen. Im Diagramm ist die ETT-Expression relativ

zum Organ mit dem hochsten Quotienten (Fo ETT/ Fo f-Aktin) angegeben.

3.4 Unterschiede in Indikatormolekllen zwischen WT- und

ETT/-Fischen unter Metallionenbelastung

In der Literatur gib es Hinweise darauf, dass ET eine Schutzfunktion bei der LPO haben
konnte (z. B. [96]). Da ET moglicherweise erst bei erh6htem oxidativen Stress seine
Wirkung entfaltet, wurden versucht die Versuchstiere mit verschiedenen zweiwertigen
Metallionen (Cu2+, Pb2+, Zn?*) belasten. Dazu wurde ein Versuchsaufbau konstruiert und
in Vorversuchen geeignete Schwermetallkonzentrationen (0,16 mg/l Kupfer(II)-sulfat,
0,008 mg/l Blei(ll)-acetat und 0,5 mg/l Zinksulfat) ermittelt (s. Unterpunkt
Toxizitatstest 2.2.4.1 S. 17). Es wurden mannliche und weiblichen Tiere gleichen Alters
zuféllig gepoolt verwendet.

Als Indikatorsubstanzen wurden Malondialdehyd (MDA) und 4-Hydroxy-2-nonenal
(HNE) eingesetzt. Diese dufderst reaktiven, ungesattigten Aldehyde entstehen bei der
LPO ungesattigter Fettsduren. Die LPO wird zumeist von reaktiven Sauerstoffspezies

(ROS) initiiert [120]. Aufgrund der hohen Reaktivitit von MDA und HNE wurden diese
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Verbindungen zur Messung per LC-MS/MS in dieser Arbeit nach der Methode von
Andreoli et al. [112] mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH) derivatisiert. Dies sollte die

Ausbeute der messbaren LPO-Marker erhohen.

3.4.1 4-Hydroxy-2-nonenal (HNE)

Eine haufig verwendete Indikatorsubstanz fiir die Lipidperoxidation (LPO) ist HNE [120,
121]. Mit Hilfe von LC-MS/MS-Messungen wurde der Gehalt an HNE in
Ganzfischhomogenaten von gestressten und ungestressten Fischen ermittelt. Es scheint
eine Tendenz zu erhohter LPO in den ETT-/--Fischen (Abb. 25), allerdings waren die

Unterschiede nicht reproduzierbar signifikant (ungepaarter t-Test).

NH,
N
NO,
OH H o]
@)
/ )\/U\
///A\\\///\\\w//l\\yﬁff\\\“// HO ~ H NO,
4-Hydroxy-2-nonenal Malondialdehyd 2 4-Dinitrophenylhydrazin

Abb. 24: Strukturformeln HNE, MDA und DNPH
Gezeigt sind die Strukturformeln der LPO-Biomarker 4-Hydroxy-2-nonenal und Malondialdehyd sowie

des Derivatisierungsreagenzes 2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH).
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Abb. 25: HNE-Gehalt bei Metallionenbelastung

Dargestellt ist der mittlere HNE-Gehalt im Homogenat adulter Zebrafische (Bleia(Il)-cetat: 0,008 mg/l,
Kupfer(II)-sulfat: 0,16 mg/l; Zinksulfat 0,5 mg/l, MW = SEM, n = 6; m/z 335 - 167). Die Proben wurden
mit DNPH derivatisiert. Der Unterschied ist nur fiir Kupfer(II)-sulfat signifikant (P = 0,0349; ungepaarter

t-Test).

Da der SEM bei der Vermessung von Ganzfischhomogenaten sehr grofd war, wurde
daraufhin mit Fischorganen gearbeitet. Hierbei wurden sowohl Organe ungestresster
Fische (Abb. 27) als auch Organe nach Inkubation mit Schwermetallen (Abb. 26)
analysiert. Der Standardfehler war bei diesen Versuchen kleiner (Abb. 26 und 27), die
Unterschiede zwischen den Fischlinien allerdings ebenfalls nicht signifikant
(ungepaarter t-Test). Die HNE-Gehalte der gestressten Fische sind im Vergleich zur

Kontrolle nicht erhoht.
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Abb. 26: HNE-Gehalt bei Blei(Il)-acetatbelastung
Dargestellt ist der mittlere HNE-Gehalt in Organen adulter Zebrafische, die mit Blei(Il)-acetat belastet
wurden (MW = SEM, n = 3; m/z 335 > 167). Die Unterschiede zwischen WT- und ETT-/--Fischen sind

nicht signifikant (ungepaarter t-Test). Alle Proben wurden mit DNPH derivatisiert.
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Abb. 27: HNE-Gehalt in ungestressten Fischen

Dargestellt ist der mittlere HNE-Gehalt in Organen ungestresster, adulter Zebrafische (MW + SEM, n = 6;
m/z 155 - 136). Alle Unterschiede sind nicht signifikant P= 0,6115 Auge, P= 0,2100 Haut, P= 0,4050
Darm, P= 0,4632 Herz (ungepaarter t-Test). Der Gehalt an HNE wurde ohne Derivatisierung des HNE mit

DNPH gemessen.
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Die in Abb. 27 gezeigten Ergebnisse resultieren aus einer HNE-Messung, in der HNE
nicht mit DNPH derivatisiert wurde. Im Verlauf der Arbeit zeigte sich, dass HNE auch
ohne Derivatisierung nachweisbar war. Da das DNPH eine extreme Orangefiarbung
aufweist und das Massenspektrometer stark verschmutzt wurden spatere HNE-

Messreihen ohne Derivatisierung durchgefiihrt.

3.4.2 Malondialdehyd (MDA)

Eine weitere anerkannte Indikatorsubstanz fiir LPO ist Malondialdehyd (MDA) [120,
122, 121]. Bei Versuchen mit MDA-wurden ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
zwischen WT- und ETT-/-Fischen bei Vermessung von Ganzfischhomogenaten gefunden
(Abb. 28). Die MDA-Gehalte der gestressten Fische sind im Vergleich zur Kontrolle nicht
erhoht.
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MDA-Gehalt [pug pro g Fg]

Abb. 28: MDA-Gehalt bei Metallionenbelastung

Dargestellt ist der mittlere MDA-Gehalt im Homogenat adulter Zebrafische (Blei(Il)-acetat: 0,008 mg/];
Kupfer(II)-sulfat: 0,16 mg/l; Zinksulfat: 0,5 mg/1). (MW=SEM, Kontrolle WT n = 6; Kontrolle ETT/- n = 4;
Blei(Il)-acetat WT n = 5; Blei(Il)-acetat ETT~/- n = 5; Kupfer(II)-sulfat WT n = 5; Kupfer(II)-sulfat ETT-/-n =
3; Zinksulfat WT und ETT7- n = 6). Die Unterschiede in den Wertepaaren sind nicht signifikant

(ungepaarter t-Test). Die Proben wurden mit DNPH derivatisiert.
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3.5 Molekulare Unterschiede in WT- und ETT’-
Zebrafischorganen ermittelt durch LC-MS/MS-

Differenzabtonung

Die Organe der Fische wurden mit einem speziellen Verfahren, der Differenzabténung,
vergleichend untersucht. Das System wurde urspriinglich entwickelt um
Transportersubstrate in einem zellularen Expressionssystem (pEPTetD Vektor) zu
identifizieren [123]. Bei der LC-MS/MS-Differenzabtonung handelt es sich um eine von
Prof. Dr. Dirk Griindemann entwickelte Methode, um Molekiilspektren von
Zellkulturproben paarweise miteinander vergleichen zu konnen (siehe dazu Unterpunkt
Differenzabtonung 2.5.2.1 S. 39). Das Verfahren schien ebenfalls geeignet molekulare
Unterschiede zwischen den verwendeten Zebrafischgenotypen mittels LC-MS/MS zu
ermitteln. Es wurden nur mannliche Tiere exakt gleichen Alters und Grofde verwendet,
um eventuelle Artefakte auszuschliefien. Dabei wurden sowohl gestresste als auch
ungestresste Tiere (Kontrolle) verwendet. Jede Probe wurde mit vier verschiedenen LC-
MS/MS-Methoden analysiert. Es wurden daftir zwei verschiedene HPLC-Saulen (HILIC
und zicpHILIC) und fiir jede Saule zwei verschieden Laufmittel (,MeOH“ und ,,ACN“)
verwendet (detailliert beschrieben im Unterpunkt Differenzabténung 2.5.2.1 S. 39).
Beide Sdulen sind zur Auswertung polarer hydrophiler Verbindungen geeignet. Diese
Eigenschaften treffen auf die meisten gelosten Verbindungen innerhalb von Zellen zu.
Wahrend die eine der verwendeten Sdulen (HILIC) geeignet ist positiv geladene
Molekiile zu analysieren, wird die andere Saule (zicpHILIC) zur Messung negativ
geladener Verbindungen verwendet. Durch den Einsatz von Laufmitteln mit
unterschiedlicher Elutionswirkung wird das Spektrum der messbaren Verbindungen
zusatzlich erhoht. Ein Gradient der Laufmittel innerhalb der LC-MS/MS-Messung erh6ht
das Spektrum der messbaren Verbindungen zusatzlich. Durch die beschriebene
Analysenanordnung soll ein moglichst grofses Spektrum an in der Zelle enthaltenden
Verbindungen gemessen werden.

Es wurden jeweils vier Organparchen parallel untersucht, wobei innerhalb der

durchgefiihrten Messreihen insgesamt 755 potentielle Unterschiede (= Signale)
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gefunden wurden, die jeweils in vier parallel untersuchten Parchen gleichzeitig
auftraten. Jene Signale, die vermehrt auftraten oder sehr grofle Peakflachen-
Unterschiede aufwiesen, wurden weitergehend untersucht. Die den ausgewahlten
Signale zugrunde liegende Verbindungen wurden wenn moglich durch Fragmentierung
und mit Hilfe von Internet-Datenbanken (Metlin und Massbank [114, 115]) identifiziert.
Separat durchgefiihrte Fullscans mit Fischen, die mit tBOOH (50 uM) gestresst wurden,
erbrachten keine weiteren Signale.

Fir die Untersuchungen der Einzelverbindungen (Carnitin, Acetylcarnitin, 8-
Hydroxyguanin, 4-Hydroxychinolin, Xanthin, Kynurenin und Anserin; Strukturfomeln
Abb. 29) wurden jeweils als Positivkontrolle Organe mit starker Transporterexpression
(Auge, Haut, Darm) und als Negativkontrolle Organe mit geringer bis nicht vorhandener
Transporterexpression (Muskel oder Herz) verwendet. Der Muskel wurde aufgrund
seiner grofderen Masse bevorzugt, da nicht alle Verbindungen im deutlich kleineren Herz

nachgewiesen werden konnten.
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Abb. 29: Verbindungen aus Differenzabténung

Dargestellt sind die Strukturformeln der durch Differenzabtonung identifizierten Verbindungen.

3.5.1 Carnitin

Signale fiir Carnitin konnten in verschiedenen Organen mit Hilfe der Differenzabténung
ermittelt und iiber Vergleich mit der Originalsubstanz verifiziert werden. Carnitin ist ein
ubiquitdres Molekil, das u.a. unverzichtbar fiir den Energiestoffwechsel ist. Es
unterstutzt Fettsduren dabei in die Mitochondrien zu gelangen. Hier werden die

Fettsduren durch [-Oxidation in Energie umgewandelt [124-126]. In drei aufeinander
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folgenden Messungen, fiir die Fische unabhdngig voneinander seziert und vermessen
wurde, wurde jeweils ein signifikanter Unterschied im Carnitin-Gehalt gezeigt. Die ETT-
/--Fische enthalten immer in Auge, Haut und Muskel und manchmal im Darm signifikant

weniger Carnitin als die WT-Fische (Abb. 30) (ungepaarter t-Test).
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Abb. 30: Carnitin-Gehalt

Gezeigt ist der mittlere Carnitin-Gehalt in ausgewdahlten Organen ungestresster Zebrafische (MW + SEM, n
=5;,m/z 162 - 103). Die Unterschiede im Carnitin-Gehalt sind in allen Organen signifikant (P = 0,0022
Auge; P = 0,0440 Haut; P = 0,0029 Darm; P = 0,0069 Muskel; ungepaarter t-Test).

3.5.2 Acetylcarnitin

Eine weiteres Signal, das mit Hilfe der Differenzabtonung ermittelt wurde, war das
Acetylcarnitin. Das Signal wurde durch Fragmentspektrenvergleich mit der
Originalsubstanz bestatigt. Das Acetylcarnitin ist zusammen mit dem Carnitin am
Energiestoffwechsel beteiligt [124-126]. In mehrfachen Messungen mit unabhangig
durchgefiihrten Prdparationen wurde ein stabiler und signifikanter Unterscheid
zwischen den Fischlienien festgestellt. Die ETT-/--Fische enthalten immer in Auge und
Haut und meistens in Darm und Muskel signifikant weniger ET als die WT-Tiere

(ungepaarter t-Test).
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Abb. 31: Acetylcarnitingehalt

Gezeigt ist der mittlere Acetylcarnitin-Gehalt in ausgewd&hlten Organen ungestresster Zebrafische (n=>5;
MW=+SEM; m/z 204 - 145). Die Unterschiede sind in allen Organen signifikant (Auge P = 0,0007; Haut P
=0,0065; Darm P = 0,0096; Muskel P = 0,0045Muskel; ungepaarter t-Test).

3.5.3 4-Hydroxychinolin (4-HQ)

Ein haufig auftretendes Signal war das des 4-HQ. Dieses Molekiil ist Teil des
Tryptophanmetabolismus. Hier wird es mit Hilfe der Monoaminoxidase (MAO) aus
Kynuramin oder 5-Hydroxykunuremin gebildet [127]. Das Signal konnte zwar klar
identifiziert werden, der Unterschied zwischen WT- und ETT-/--Fischen ist allerdings
nicht stabil. Als haufigstes Messergebnis (Abb. 32) traten hohere Konzentrationen an 4-
HQ im WT-Fisch auf. Teilweise treten signifikanten Unterschiede auf (ungepaarter t-
Test), die in anderen Experimenten komplett verschwunden sind oder sich in seltenen

Fallen umkehren.
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Abb. 32: 4-HQ-Gehalt

Gezeigt ist der mittlere 4-Hydroxyquinolin in ausgewé&hlten Organen ungestresster Zebrafische (MW =
SEM, n = 6; m/z 146 - 91). Die Unterschiede sind in Darm (P = 0,0344) und Herz (P = 0,0457) signifikant
(ungepaarter t-Test).

3.5.4 8-Hydroxyguanin

8-Hydroxyguanin (8-OH-G) ist ein bekannter Indikator fiir DNA-Lasionen [128-134]. In
drei unabhangigen Prdparationen und darauffolgenden Messungen wurde jeweils ein
signifikant hoherer Wert fiir 8-OH-G in der Haut der ETT-/~-Fische gegeniiber den WT-

Fischen ermittelt (ungepaarter t-Test).
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Abb. 33: 8-OH-G-Gehalt
Gezeigt ist der mittlere Gehalt an 8-Hydroxyguanin in ausgewdhlten Organen ungestresster Zebrafische
(MW=SEM, n=5; m/z 165,8 - 148). Der Unterschied in der Haut ist signifikant (P = 0,0068; ungepaarter

t-Test).

3.5.5 Anserin

Ein Signal, das haufig auftrat, aber schwer zu identifizieren war, weist starke Ahnlichkeit
mit dem Fragmentspektrum des Anserins auf. Anserin ist ein histidinhaltiges Dipeptid,
das Bestandteil der Skelettmuskulatur und des Gehirns von Vertebraten ist [135-139].
In diesen Geweben entsteht es durch Methylierung von Carnosin (Strukturformel Abb.
37) [140]. Aus diesem Grunde wurden nachfolgende Messungen angestellt. Anserin
konnte lediglich im Darm nachgewiesen werden (Abb. 34). In anderen Organen (Auge,
Haut, Hirn) lag es unter der Nachweisgrenze. Es konnte allerdings kein stabiler

Unterschied zwischen den WT- und ETT-/--Fischen ermittelt werden.
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Abb. 34: Anserin-Gehalt

Gezeigt ist der mittlere Anserin-Gehalt im Zebrafisch-Darm ungestresster adulter Zebrafische (MW = SEM,
n =5; m/z 241 - 109). Der Unterschied im Gehalt zwischen WT- und ETT-/--Fischen ist nicht signifikant
(ungepaarter t-Test).

3.5.6 Xanthin

Der Xanthin-Gehalt zeigt keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden

verwendeten Fischlinien (Abb. 35) (ungepaarter t-Test).
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Abb. 35: Xanthin-Gehalt

Gezeigt ist der mittlere relative Xanthin-Gehalt in ausgewahlten Organen ungestresster Zebrafische. Die



74

Ergebnisse

Messung wurde ohne Eichgerade durchgefiihrt. Die relativen Peakflachen wurden auf das Fg normiert und
die Gehalte auf den Mittelwert desjenigen Organs mit der grofdten relativen Peakflache bezogen. (MW =
SEM, n = 5; m/z 151 - 108). Die Unterschiede sind in allen Organen nicht signifikant (ungepaarter t-
Test).

3.5.7 Kynurenin

Das Kynurenin ist ein Molekiil aus dem Tryptophanmetabolismus [127]. Der Kynurenin-
Gehalt zeigt keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden verwendeten

Fischlinien (Abb. 36) (ungepaarter t-Test).
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Abb. 36: Kynurenin-Gehalt

Gezeigt ist der mittlere Kynurenin-Gehalt in ausgewahlten Organen ungestresster Zebrafische (MW =
SEM, n = 5; m/z 209 - 146). Die Unterschiede sind in allen Organen nicht signifikant (ungepaarter t-
Test).

3.5.8 Weitere getestete Verbindungen

Um auszuschlief3en, dass Unterschiede innerhalb der Molekiilspektren durch eventuelle
Artefakte aufgrund von Lagerung, Praparation oder Auswahl der Fische auftraten,

wurde einer Auswahl unterschiedlicher Verbindungen aus verschiedenen
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Stoffwechselwegen per LC-MS/MS gemessen. Dies beinhaltete die Verbindungen
Histidin, Histamin, Carnosin, 3-Methyl-L-Histidin, Kynuramin, Butyrylbetain, (-Alanin,
Aminolavulinsdaure, Harnsdure, Taurin, Glycerophosphocholin, Riboflavin (Vitamin B2),

L-DOPA, Neopterin, Tryptophan, o-Tyrosin und Prostaglandin E2.
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Abb. 37: Strukturformeln I

Strukturformeln weiterhin untersuchter Verbindungen (Teil 1) - Histidin und Histidin-Derivate.

3.5.8.1 Histidin

Das Histidin ist eines der Vorlaufermolekiile des ET und weist grofde strukturelle
Ahnlichkeit mit ihm auf [141, 20]. Histamin, Carnosin und Anserin sind ebenfalls

Histidinderivate [140].
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Abb. 38: Histidin-Gehalt

Gezeigt ist der mittlere Histidin-Gehalt in ausgewahlten Organen ungestresster Zebrafische (MW + SEM, n

=5;m/z 156 > 110). Die Unterschiede sind in allen Organen nicht signifikant (ungepaarter t-Test).

3.5.8.2 Histamin

Histamin wird aus Histidin gebildet und wurde wie ET in Mutterkorn entdeckt [11, 142].

Es wurde kein signifikanter Unterschied ermittelt (ungepaarter t-Test).
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Abb. 39: Histamin-Gehalt
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Gezeigt ist der mittlere Histamin-Gehalt in ausgewahlten Organen ungestresster Zebrafische (MW = SEM,

n=>5;m/z 112 - 95). Die Unterschiede sind in allen Organen nicht signifikant (ungepaarter t-Test).
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3.5.8.3 Carnosin

Aufgrund strukturellen Verwandtschaft zum Anserin [140, 143] und der Ahnlichkeit der
Fragmentspektren der beiden Molekiile wurden die Zebrafische ebenfalls auf ihren
Carnosin-Gehalt untersucht. Es wurden dabei keine signifikanten Unterschiede

festgestellt (ungepaarter t-Test).
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Abb. 40: Carnosin-Gehalt

Gezeigt ist der mittlere Carnosin-Gehalt in ausgewahlten Organen ungestresster Zebrafische (MW = SEM,

n=>5;m/z 227 - 110). Die Unterschiede sind in allen Organen nicht signifikant (ungepaarter t-Test).

3.5.8.4 3-Methyl-L-Histidin

3-Methyl-L-Histidin ist ein Histidinderivat, das in Aktin und Myosin enthalten ist [144,
145]. Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den WT- und ETT-/--Fischen

gemessen (ungepaarter t-Test).
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Abb. 41: 3-Methyl-L-Histidin-Gehalt
Gezeigt ist der mittlere 3-Methyl-L-Histidin-Gehalt in ausgewahlten Organen ungestresster Zebrafische

(MW = SEM, n = 5, bis auf ETT/- Darm: n = 4; m/z 170 > 109). Die Unterschiede sind in allen Organen

nicht signifikant (ungepaarter t-Test).
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Abb. 42: Strukturformeln II

Strukturformeln der weiterhin Untersuchten Verbindungen (Teil 2)

3.5.8.5 Kynuramin

Aufgrund seiner physiologischen Beziehung zu 4-HQ und Kynurenin [127] wurde der
Gehalt des Kynuramin vergleichend analysiert. Das Kynuramin stellte sich als schwer
messbar heraus. Aufgrund seiner sehr geringen Gewebekonzentrationen wurde
lediglich der Gehalt im Auge (Abb. 43) bestimmt. Der Unterschied zwischen den WT-
und den ETT-/--Fischen ist nicht signifikant (ungepaarter t-Test).
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Abb. 43: Kynuramin-Gehalt

Gezeigt ist der mittlere Kynuramin-Gehalt in Augen ungestresster Zebrafische (MW = SEM, n = 6; m/z 165

- 136). Der Unterschied ist nicht signifikant (ungepaarter t-Test).

3.5.8.6 y-Butyrylbetain

Aufgrund der Beteiligung von y-Butyrylbetain an der Carnitinsynthese [125] wurde eine
vergleichende LC-MS/MS-Analyse durchgefiihrt. Es tritt kein signifikanter Unterschied

des Gehaltes zwischen den Fischlinien auf (ungepaarter t-Test).
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Abb. 44: y-Butyrylbetain-Gehalt

Gezeigt ist der mittlere y-Butyrylbetain-Gehalt in ausgewdhlten Organen ungestresster Zebrafische (MW
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+SEM, n = 5; m/z 164 - 60). Die Unterschiede sind in allen Organen signifikant (ungepaarter t-Test).

3.5.8.7 B-Alanin

B-Alanin ist ein Vorlaufermolekiil von Carnosin und Anserin [146, 147]. Es tritt kein

signifikanter Unterschied zwischen den eingesetzten Fischlinien ein.
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Abb. 45: 3-Alanin-Gehalt

Gezeigt ist der mittlere, relative beta-Alanin-Gehalt in ausgewahlten Organen ungestresster Zebrafische
(MW = SEM, n = 5; m/z 90 - 44). Die Messung wurde ohne Eichgerade durchgefiihrt. Die relativen
Peakflachen wurden auf das Fg normiert und die Gehalte auf den Mittelwert desjenigen Organs mit der
grofdten relativen Peakfliche bezogen. Die Unterschiede sind in allen Organen nicht signifikant

(ungepaarter t-Test).

3.5.8.8 5-Aminolavulinsaure

Ein Marker, der bei der humanen Bleivergiftung verwendet wird, ist die 5-
Aminolavulinsaure (AVA) [148, 149]. In diesem Versuch sollte analysiert werden, ob
AVA auch beim Zebrafisch nachweisbar ist und ggf. auch als Indikator fiir eine
Bleivergiftung verwendet werden kann. Die AVA-Konzentrationen wurden im

Ganzfischhomogenat untersucht. Es wurde gezeigt, das AVA zwar messbar ist, aber
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signifikanter Unterschied zwischen gestressten und ungestressten Fischen auftritt.
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Abb. 46: AVA-Gehalt

Dargestellt ist der mittlere AVA-Gehalt im Homogenat adulter Zebrafische (MW + SEM, n = 6; m/z 132 >
114). Der Versuchsaufbau entsprach dem der HNE- und MDA-Inkubationen (Blei(Il)-acetat: 0,008 mg/],
Kupfer(II)-sulfat: 0,16 mg/l, Zinksulfat: 0,5 mg/l. Alle Unterschiede sind nicht signifikant (ungepaarter t-

Test).

3.5.8.9 Harnsaure

Harnsdure ist das Endprodukt des Nukleinsdureabbaus und wird mit Hilfe der
Xanthinoxidase aus Xanthin gebildet [150]. Es konnten in ungestressten Fischen keine

signifikanten Unterschiede festgestellt werden (ungepaarter t-Test).
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Abb. 47: Harnsaure-Gehalt

Dargestellt ist der mittlere, relative Harnsdure-Gehalt in ausgewahlten Organen adulter, ungestresster
Zebrafische (MW = SEM, n = 5; 164 - 124). Die Messung wurde ohne Eichgerade durchgefiihrt. Die
relativen Peakflachen wurden auf das Fg normiert und die Gehalte auf den Mittelwert desjenigen Organs

mit der grofdten relativen Peakflache bezogen. Alle Werte sind nicht signifikant (ungepaarter t-Test).

3.5.8.10 Taurin

Taurin wurde erstmals 1827 aus Ochsengalle isoliert [151] und libernimmt essentielle
Aufgaben fiir kardiovaskuldre Funktionen, Skelettmuskel und das Nervensystem [152].
Es konnten in ungestressten Fischen keine signifikanten Unterschiede festgestellt

werden (ungepaarter t-Test).
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Abb. 48: Taurin-Gehalt

Dargestellt ist der mittlere, relative Taurin-Gehalt in ausgewdhlten Organen adulter, ungestresster
Zebrafische (MW = SEM, n = 5; 124 - 80). Die Messung wurde ohne Eichgerade durchgefiihrt. Die
relativen Peakflachen wurden auf das Fg normiert und die Gehalte auf den Mittelwert desjenigen Organs

mit der grofdten relativen Peakflache bezogen. Alle Werte sind nicht signifikant (ungepaarter t-Test).



85

Ergebnisse
0 o]
eC N\ HO
NH o
HsC N \N/KO NH,
° HO
HO L-DOPA

HO ; “0H 0

Z OH

OH

Riboflavin
H
N N NH, NH,

I o \|( A\

HO = N
N N
E H
OH o]
Neopterin L-Tryptophan
o) OH
0
NS OH
2
OH
o-Tyrosin

HO

Prostaglandin E2

Abb. 49: Strukturformeln III

Strukturformeln der weiterhin untersuchten Verbindungen (Teil 3).
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3.5.8.11 Riboflavin/Vitamin B2

Riboflavin dient unter anderem als Vorstufe von Flavin-Koenzymen (z.B. FAD) [153].
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Abb. 50: Riboflavin-Gehalt

Dargestellt ist der mittlere, relative Riboflavin-Gehalt in Homogenat adulter, ungestresster Zebrafische
(MW=SEM, n=5; 372 -> 243). Die Messung wurde ohne Eichgerade durchgefiihrt. Die relativen
Peakflachen wurden auf das Fg normiert und die Gehalte auf den Mittelwert desjenigen Organs mit der
grofdten relativen Peakflache bezogen. Alle Werte sind nicht signifikant P= 0,4394 Auge, P= 6438 Haut, P=
0,0593 Darm, P=0,7732 Muskel (ungepaarter t-Test).

3.5.8.12 L-DOPA

L-DOPA  (L-3,4-dihydroxyphenylalanine) ist ein Vorlaufermolekil aus der
Katecholaminbiosynthese [154].
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Abb. 51: L-DOPA-Gehalt

Dargestellt ist der mittlere, relative L-DOPA-Gehalt in ausgewdhlten Organen adulter, mit tBOOH (50uM)
gestresster Zebrafische (MW + SEM, n = 5; 198 - 152). Die Messung wurde ohne Eichgerade
durchgefiihrt. Die relativen Peakflachen wurden auf das Fg normiert und die Gehalte auf den Mittelwert
desjenigen Organs mit der grofdten relativen Peakflache bezogen. Die Unterschiede sind nicht signifikant
(Auge und Hirn, ungepaarter t-Test).; die Werte von Haut, Darm und Muskel sind identisch und statistisch

nicht auswertbar.

3.5.8.13 Neopterin

Neopterin wird als klinischer Marker zur Erkennung von Autoimmunerkrankungen wie

rheumatischer Arthritis [155, 156] und Morbus Crohn [157, 158] eingesetzt.
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Abb. 52: Neopterin-Gehalt

Dargestellt ist der mittlere, relative Neopterin-Gehalt in ausgewdahlten Organen adulter, tBOOH (50uM)
gestresster Zebrafische (MW + SEM, n = 5; 254 - 236). Die Messung wurde ohne Eichgerade
durchgefiihrt. Die relativen Peakflachen wurden auf das Fg normiert und die Gehalte auf den Mittelwert
desjenigen Organs mit der grofdten relativen Peakflache bezogen. Die Unterschiede sind nicht signifikant

(Auge, Haut, Darm und Hirn; ungepaarter t-Test); bzw. nicht auswertbar (Muskel).

3.5.8.14 Tryptophan

L-Tryptophan wird im menschlichen Korper hauptsachlich iiber den Kynurenin-
Pathway abgebaut [159]. Ebenso steht Tryptophan im Zusammenhang mit 4-HQ, das

ebenfalls in der Differenzabtonung identifiziert wurde [127].



89

Ergebnisse

120 -
100 -

80 -

60 - =WT
ETT-/-

20 -

relativer Tryptophan-Gehalt [%]

Auge Haut Darm

Abb. 53: Tryptophan-Gehalt

Dargestellt ist der mittlere, relative Tryptophan-Gehalt in Homogenat adulter, mit tBOOH (100uM)
gestresster Zebrafische (MW + SEM, n = 5; 205 - 188). Die Messung wurde ohne Eichgerade
durchgefiihrt. Die relativen Peakflachen wurden auf das Fg normiert und die Gehalte auf das Organ mit

der grofdten relativen Peakflache bezogen Alle Unterschiede sind nicht signifikant (ungepaarter t-Test).

3.5.8.15 o-Tyrosin

Ein Indikator fiir oxidativen Stress an Aminosauren stellt das o-Tyrosin dar. Es entsteht
durch Hydroxylierung von Phenylalanin [160, 121]. Es konnten keine signifikanten

Unterschiede ermittelt werden.
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Abb. 54: o-Tyrosin-Gehalt

Dargestellt ist der mittlere, relative o-Tyrosin-Gehalt in Organen ungestresster, adulter Zebrafische (MW =
SEM, n = 6; m/z 180 > 134). Die Messung wurde ohne Eichgerade durchgefiihrt. Die relativen
Peakflachen wurden auf das Fg normiert und die Gehalte auf den Mittelwert desjenigen Organs mit der
grofdten relativen Peakfldche bezogen. Alle Unterschiede Auge, Haut, Darm sind nicht signifikant Herz alle
Werte 0 kein Test (ungepaarter t-Test); beim Herz wurde kein o-Tyrosin nachgewiesen und daher keine

statistische Auswertung der Daten vorgenommen.
3.5.8.16 Prostaglandin E2

Prostaglandin E2 ist ein ubiquitdr auftretendes Prostaglandin mit verschiedenen

Aufgaben z.B. im Entziindungsgeschehen [161].
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Abb. 55: Prostaglandin E2-Gehalt

Dargestellt ist der mittlere, relative Prostaglandin E2-Gehalt in ausgewahlten Organen adulter,
ungestresster Zebrafische (MW + SEM, n = 5; 351,2 & 315,1). Die Messung wurde ohne Eichgerade
durchgefiihrt. Die relativen Peakflachen wurden auf das Fg normiert und die Gehalte auf den Mittelwert
desjenigen Organs mit der grofdten relativen Peakfliche bezogen. Alle Werte sind nicht signifikant

(ungepaarter t-Test).
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4 Diskussion

4.1 ET in Cyanobakterien — eine neue ET-Quelle

Innerhalb dieser Arbeit sollte die ausreichende Versorgung der Versuchsfische mit ET
sichergestellt werden. Ziel sollte es sein, eine den natirlichen Bedingungen
entsprechende ET-Versorgung zu sichern. Um einen Einblick in den ET-Gehalt
wildlebender Zebrafische zu bekommen, wurden Wildfange aus Westbengalen, Indien,
importiert. Die Wildfange wurden wahrend des Transportes nicht gefiittert, um eine
Verfalschung des ET-Gehaltes zu verhindern. Es wurde eine vergleichende LC-MS/MS-
Messung mit Tieren aus der Fischanlage (Institut fiir Genetik, Universitat zu Kéln), den
Wildfangen und Zebrafischen aus einem naturnah eingerichteten Laboraquarium
durchgefiihrt (Abb. 9). Die Tiere aus der Fischanlage zeigten einen markant geringeren
ET-Gehalt als die Wildfange und die Fische des Naturaquariums. Die ET-Gehalte der
Wildfange und der Tiere aus dem Naturaquarium hingegen unterschieden sich nicht
signifikant. Die Erkenntnis, dass die Wildfange und die Fische aus dem Naturaquarium
einen vergleichbaren ET-Gehalt aufweisen, gab einen Hinweis darauf, dass sich im
Aquarium eine ET-Quelle befinden muss. Das Naturaquarium enthielt neben Kies als
Bodenbelag zusatzlich Wasserpflanzen (Vallisneria spec.) und ein Moosballchen
(Aegropila linnaei). Es waren 2 getrocknete Brennnesselblatter als pflanzliche Nahrung
eingesetzt worden. Diese wurden jeweils ersetzt, wenn die alten Blatter verbraucht
waren. Taglich wurde handelsiibliches Flockenfutter (Vipan, Sera) verfiittert, weiterhin
war Algenbewuchs im Aquarium zu erkennen. Um die mogliche ET-Quelle zu
identifizieren, wurden die einzelnen Komponenten des Beckens auf ihren ET-Gehalt
untersucht (Abb. 12). Als ET-haltig zeigte sich der Algenbewuchs auf dem Boden (Abb.
10, links). Um diesen ndher zu untersuchen, wurde er in einer Petrischale isoliert und
einige Tage das Wachstum beobachtet (Abb. 10, rechts). Unter dem Mikroskop zeigte
sich ein fadiges Geflecht (Abb. 11, links) dessen Ende in Gallertscheiden ausliefen (Abb.
11, rechts). Der Bewuchs konnte als Phormidium spec, eine Cyanobakterienart,
identifiziert werden. Um zu untersuchen, ob neben Phormidium spec. noch weitere
Cyanoabakterienarten ET enthalten, wurde nach weiteren Vertretern dieser Spezies

gesucht. Das bekannteste Cyanobakterium ist Spirulina platensis. Dieses wird im grofden
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Maf3stab sowohl in Fischfutter als auch in Form von Nahrungserganzungsmitteln fiir den
Menschen angeboten. Weiterhin findet man die Griine Spanalge (Aphanizomenon flos-
aquae/AFA) als Nahrungserganzungsmittel. In einer Versuchsreihe (Abb. 12) wurden
sowohl Pflanzen, Algen und Futter des Naturaquariums (Vallisneria spec., Moosball,
Brennnessel, Phormidium spec., Rhodochorton spec. (Rotalge), Vipan Flockenfutter
(Sera)), als auch das Futter aus der Fischanlage des Institutes fiir Genetik (ST-Futter
(Aqua Schwarz), Fry feed (Kyowa) und Artemieneier (Sanders)) auf ihren ET-Gehalt
untersucht. Erganzt wurde die Messung durch verschiedene Fischfuttermittel und
Nahrungserganzungsmittel mit mehr oder weniger hohem Spirulina platensis-Gehalt,
sowie 3 Cyanobakterienkulturen. Als Referenz wurde der ET-Gehalt des Austernpilzes
bestimmt. Dieser ist als einer der ET-reichsten Pilze bekannt. Abbildung 12 zeigt
deutlich, dass von den Futtermitteln (Naturaquarium und Anlage des Institutes fur
Genetik) und den Kompartimenten aus dem Naturaquarium lediglich Phormidium spec.
ET aufweist. Weiterhin ist zu erkennen, dass der ET-Gehalt der Fischfuttermittel und
Nahrungserganzungsmittel mit ihrem Cyanobakteriengehalt (Spirulina spec. und AFA)
zunimmt. Den hochsten ET-Gehalt weist die Cyanobakterienkultur Oscillatoria spec.
(M1944) auf, welche sogar den des Austernpilzes liberschreitet. Von den untersuchten
Nahrungserganzungsmitteln zeigt die Spirulina Base von Dr. Niedermaier den hdéchsten
ET-Gehalt. Das Spirulinapulver (Drak Aquaristik) enthielt das meiste ET bei den
Fischfuttermitteln.

Um den ET-Gehalt der Anlagen-Fische zu steigern, wurde das Spirulinapulver (100%
Spirulina, Drak Aquaristik) als Erganzungsfuttermittel ausgewahlt. Es enthalt zwar
weniger ET als die Spirulina Base von Dr. Niedermaier, ist aber preisgiinstiger. Die
Oscillatoria spec. (M1944) weist ebenfalls einen hoheren ET-Gehalt als das
Spirulinapulver (Drak Aquaristik) auf. Diese Cyanobakterien wachsen allerdings sehr
langsam in Kultur und hatten den Bedarf zur Fiitterung nicht decken kénnen. Zudem gab
es keinen Beleg tiber die Unbedenklichkeit gegentiber den Fischen.

In dieser Arbeit wird gezeig, dass der ET-Gehalt der Fische nach Fiitterung von Spirulina
spec. signifikant ansteigt (Abb. 13). Die Fische aus der Anlage des Institutes fiir Genetik
(Universitit zu Kéln) wurden 0, 1, 3 und 5 Tage jeweils einmal am Tag im Uberschuss
mit Spirulinaflocken gefiittert. Jeweils 24 Stunden nach der Fiitterung wurden die Tiere
euthanasiert und ihr ET-Gehalt mittels LC-MS/MS bestimmt. Die 24 Stunden Wartezeit

wurde gewdhlt, um erstens genug Zeit zur Absorption des ETs aus dem Darm zu
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ermoglichen und zweitens die Entleerung des Darms zu ermoglichen (vermeidet
storende Futterreste). Wie in Abb. 13 zu erkennen ist, steigt der ET-Gehalt der Fische
schon nach einem Tag der Futterung stark an. Nach der dritten Fiitterung unterscheidet
sich der ET-Gehalt der mit Spirulina gefiitterten Fische signifikant von jenen der
Kontrollfische an Tag 0. Dieser Versuch belegt, dass Spirulina spec. geeignet ist, um den
ET-Gehalt der Versuchsfische signifikant zu steigern.

Um zu analysieren, ob Cyanobakterien ET nicht nur enthalten sondern es auch
produzieren, folgten weitere Versuche. Zum Nachweis der ET-Synthese wurde das
bestuntersuchteste Intermediat der ET-Synthese, das Herzynin (Abb. 14) [119, 16-18],
nachgewiesen. In einer LC-MS/MS-Analyse wurden in 6 Algenkulturen der ET- und
Herzyningehalt bestimmt (Abb. 15). Es wurden 4 Cyanobakterienkulturen (Oscillatoria
spec. M1944 und M2010, Scytonema spec. und Spirulina platensis), eine Rotalgenkultur
(Porphyridium purpureum) und eine Grunalgenkultur (Chlamydomonas noctigama)
untersucht. Die 4 analysierten Cyanobakterienkulturen weisen einen deutlich
messbaren ET- und Herzyningehalt auf, die Rotalgenkultur eine geringe Menge ET und
eine marginale Menge Herzynin und die Griinalgenkultur ist ET- und Herzyninfrei. Wie
in Abb. 15 zu erkennen ist, besteht eine Korrelation zwischen dem Auftreten von ET und
Herzynin. Das Syntheseprodukt (ET) und das Intermediat (Herzynin) treten in allen
Cyanobakterienkulturen gemeinsam auf. Die ET-Synthese in den verwendeten
Cyanobakterien kann damit belegt werden. In dieser Arbeit wurde mit den
Cyanobakterien ein neuer, bisher unbekannter ET-Produzent aufgezeigt.

Der geringe ET- und Herzyningehalt in der Rotalgenkultur konnte ein Hinweis darauf
sein, dass auch Rotalgenspezies ET synthetisieren konnen. Um dies ndher zu
analysieren, miissten weitere Rotalgenarten auf ihren ET- und Herzyningehalt
untersucht werden.

Nach dem Beleg der ET-Synthese in Cyanobakterien mit Hilfe des Intermediates
Herzynin sollte ein weiteres mogliches Intermediat der ET-Synthese (Abb. 16) getestet
werden. Dieses Intermediat mit der Bezeichnung ,Verbindung Nr. 3“ wurde 2010 von
Dr. Florian Seebeck (Max Planck Institut fiir molekulare Physiologie, Dortmund,
Deutschland) als mogliches ET-Synthese-Intermediat in Mykobakterium smegmatis
vorgestellt [19]. Das Intermediat wurde von Dr. Florian Seebeck zur Verfligung gestellt,
um weitere Untersuchung durchfiihren zu konnen. Es gelang zwar eine Fragmentierung

der Verbindung; ein Nachweis in Cyanobakterien (verwendete Proben wie in Abb. 15)
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schlug allerdings fehl. Dieses kann zum einen bedeuten, dass die ,Verbindung Nr. 3“ in
den Cyanobakterien in Mengen unter der Nachweisgrenze vorliegt oder dass
,Verbindung Nr. 3“ in Cyanobackterien nicht vorkommt. Ob Cyanobakterien einen

ahnlichen Syntheseweg zeigen wie M. smegmatis kann somit nicht gezeigt werden.
4.1.1 ET in Flechten

Aufgrund des Nachweises der ET-Synthese in Cyanobakterien folgten Uberlegungen, ob
es anhand von Vergleichen der bisher bekannten Produzenten (Mykobakterien und
Pilze) moglich ware, Hinweise auf die Funktion von ET zu bekommen. An dieser Stelle
traten die Flechten in den Fokus. Diese symbiontischen Lebensgemeinschaften
bestehen aus einem Pilz (Mykobiont) sowie aus Griinalgen und/oder Cyanobakterien
(Photobiont). Mit Hilfe von LC-MS/MS-Messungen wurde der ET-Gehalt von 3
Flechtenarten untersucht (Abb. 17). Es wurden eine Flechte bestehend aus Pilz und
Gruinalge (Cetraria islandica) und 2 Flechten aus Pilz und Cyanobacterium (Collema
tenax und Leptogium gelatinosum) untersucht. Hierbei konnte ET in geringen Mengen
nachgewiesen werden. Den hochsten Wert weif3t Leptogium gelatinosum mit
durchschnittlich 0,16 mg/ET pro g Tg auf. Ob der ermittelte ET-Gehalt aus den
Mykobionten oder dem Photobionten resultiert wurde innerhalb dieser Versuchsreihe
nicht geklart.

Ob es Zufall ist, dass 2 der bekannten 3 ET-Produzenten-Gruppen (Cyanobakterien,
Pilze, Mykobakterien) in symbiontischer Beziehung miteinander auftreten kénnen, ist
eine interessante Frage. Die Fragestellung, ob eventuell in fritheren evolutiven Phasen
Gene zur ET-Synthese zwischen Symbionten in Flechten via horizontalem Gentransfer
ausgetauscht wurden oder ob sowohl Pilze als auch Cyanobakterien, die Fahigkeit zur
ET-Synthese durch einen gemeinsam Vorfahren oder separat erworben haben, ist

ungeklart. Weitere Untersuchungen sind hierzu notig.

4.2 Organverteilung von ET im Zebrafish Danio rerio

Da in den Versuchen im Rahmen dieser Arbeit nicht nur ganze Fische sondern auch

Zebrafischorgane verwendet werden sollten, war es das Ziel in ersten Untersuchungen
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einen Uberblick tiber den ET-Gehalt einzelner Organe zu bekommen (Abb. 18). Die
Organe wurden hierzu per LC-MS/MS-Analyse auf ihren ET-Gehalt untersucht. Die
Normierung erfolgte jeweils auf das Frischgewicht (Fg) des Organs. Ziel dieser
Voruntersuchungen war es Organe mit dem hochsten ET-Gehalt fiir die Versuche
auszuwahlen, da hier ein sichtbarer Effekt von ET im Vergleich zwischen WT- und ETT-/-
-Fischen am wahrscheinlichsten ware. Der ETT-/--Fisch ist nicht mehr in der Lage ET in
den Organen zu akkumulieren (Abb. 7). Das Organ mit dem hochsten ET-Gehalt stellt die
Haut mit 16,65 * 2,6 pg/g ET pro g Fg dar (Abb. 18). Kato et al. 2010 [27] fanden in der
Haut von Mdausen einen vergleichbaren ET-Gehalt (19,2 + 2,3 pg/g). Der Darm weist
ebenfalls einen hohen, das Auge einen mittleren ET-Gehalt auf. Herz, Gehirn (Abb. 18)
sowie der Muskel (Abb. 7) enthalten nur geringe Mengen an ET. Dieser Befund korreliert
teilweise mit Befunden aus der Arbeit von Dr. Markus Bach [92]. Wichtig ist zu beachten,
dass in der hier vorliegenden Arbeit und in der Arbeit von Dr. Markus Bach eine
unterschiedliche Normierung des ET-Gehaltes verwendet wurde. Wahrend in dieser
Arbeit eine Normierung auf das Frischgewicht gewdhlt wurde, normiert Dr. Markus
Bach auf den Prolin-Gehalt der jeweiligen Gewebe. Deshalb kann der ET-Gehalt der
einzelnen Organe in dieser Arbeit lediglich in Form eines Rankings wiedergegeben und
verglichen werden. Dr. Markus Bach zeigte einen hohen ET-Gehalt in Darm, Auge, Gehirn
und Niere. In Leber, Kiemen, Herz und Milz wurden von ihm geringe ET-Gehalte
gefunden ([92], Abb. 25). In den Organen, die in beiden Arbeiten auf ihren ET-Gehalt
untersucht wurden, d. h. Darm, Auge, Gehirn und Herz, stimmen die Befunde fiir Darm,
Augen und Herz uberein. Das Gehirn weist in der Arbeit von Dr. Markus Bach im
vergleich zu den anderen gemessenen Organen mehr ET auf, als in dieser Arbeit (1,57 *
0,25 ng/g, Abb. 18).

In den Versuchen wurden jeweils Auge, Haut und Darm als ET-reich gewertet und ihnen
als Negativkontrolle die ET-armen Organe Herz oder Muskel gegentiber gestellt.

Um zu kldren, ob der ET-Gehalt mit der Pigmentierung der Haut korreliert, wurden
Hautproben verschiedener Korperregionen auf ihren ET-Gehalt untersucht (Abb. 19).
Untersucht wurden dabei Brust- und Riickenflosse, die einen gelb pigmentierten
Flossensaum aufweisen. Auf der Bauchseite dominieren silberne Pigmente, auf dem
Riicken graue und auf der Korperseite des Fisches sind sowohl blaue als auch silberne
Pigmente zu finden. Eine durchgefiihrte Repeated-Measures-ANOVA ergab einen

signifikanten Unterschied zwischen Riickenhaut und der Haut an der Korperseite. Ein



97

Diskussion

separat dazu durchgefiihrter gepaarter t-Test konnte diese Signifikanz allerdings nicht
bestatigen. Es scheint kein Zusammenhang zwischen der Pigmentierung der Haut und
dem ET-Gehalt zu bestehen. Der erhohte Standardfehler beruht vermutlich auf
Verunreinigungen in der Praparation. Beim Praparieren der Haut blieben partiell kleine
Stlicke des Unterhaut- oder Fettgewebes an der Haut haften und liefden sich schlecht
entfernen. Fiir alle nachfolgenden Untersuchungen wurde deshalb die Praparation
optimiert um die individuellen Unterschiede zu minimieren. Die Riickenhaut wurde als
bevorzugtes Hautstiick ausgewahlt. Die Praparationen folgten dem immer gleichen
Schnittmuster (Abb. 5). Das Hautstlick kann, auf diese Weise vorbereitet, im Genick
gefasst und nach hinten abgezogen werden. Es reifdt dabei immer an der exakt gleichen
Stelle an der Riickenflosse ab. Mit dieser Methode bleibt kein Unterhautgewebe am
Praparat haften; alle Stiicke haben die gleiche Pigmentierung. Die so praparierten
Hautsttlicke sind fast identisch und gut fiir vergleichende Analysen geeignet.

In dieser Arbeit wurde das erste Mal gezeigt, dass die Haut von D. rerio in der Lage ist ET
in grofen Mengen zu akkumulieren (Abb. 18) und eine sehr starke ETT-Expression
(Abb. 23) aufweist. Im Rahmen der Arbeit von Dr. Markus Bach [92] wurden keine
Untersuchungen zur Haut durchgefiihrt. Der Fund von ET und ETT in der Haut des
Zebrafischs korreliert mit Befunden zur Expression des humanen ETT (ETTh). So
zeigten Dong et al. [95], dass kultivierte humane Fibroblasten den ETTh exprimieren
und in der Lage sind ET zu akkumulieren. Die Expression des ETTh in kultivierten
humanen Keratinozyten und Hautproben von adulten Menschen konnte zusatzlich von
Markova et al. gezeigt werden [49]. In diesen Arbeiten fehlt allerdings eine Analyse
anderer humaner Gewebe, was eine Einordnung der ETTh-Expression im Kontext mit
dem gesamten menschlichen Korper verhindert. Fir den Fisch wurde gezeigt, dass die
Haut innerhalb der getesteten Organe die hochste ET-Konzentration aufweist (Abb. 18).
Ein derartiger Vergleich ware auch fiir den Menschen interessant.

Das vermehrte Auftreten, des ETT in der Haut macht den Zebrafisch zudem interessant
fir weitergehende Versuche. Da der Fisch durch seine aquatische Lebensweise
besonders eng mit seiner umgebenden Materie verbunden ist, konnte der Fisch ein
gutes Model zur Erforschung der physiologischen Funktion von ET in der Haut
darstellen.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden die Tiere routinemaf3ig mittels

Schwanzflossenbiopsie und anschlieffender Nested-PCR und Gelelektrophorese
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genotypisiert (Abb. 6). Anhand der Anzahl und Lange der Fragmente wurde zwischen
den homozygoten WT- und ETT/-Fischen sowie den heterozygoten Tieren
unterschieden. Das verstarkte Auftreten von ET in der Haut, auch im Flossensaum der
Schwanzflosse, fiihrte zu der Uberlegung, die aufwindige Genotypisierung mittels PCR,
partiell durch eine ,Typisierung“ mittels LC-MS/MS-Analyse des ET-Gehaltes des
Flossensaums zu ersetzen (Abb. 8). Die verwendeten Hautstiicke sind fiir beide
Methoden gleich grof}, die LC-MS/MS-Methode bringt aber eine deutliche Zeitersparnis.
Nachteil der LC-MS/MS-Methode ist, dass nur zwischen homozygoten WT- und ETT-/--
Tieren unterschieden werden kann. Da im Rahmen der hier durchgefiihrten
Experimente nur homozygote Tiere verwendet wurden, reichte die LC-MS/MS-Methode
an dieser Stelle aus. In der Fischanlage, in der homo- und heterozygote Tiere gehalten

werden, wurde weiterhin mit PCR genotypisiert.

4.2.1 Expressionsmuster des ETT im Zebrafisch Danio rerio

Da bis zu dieser Arbeit nicht bekannt war, dass die Haut von Danio rerio grofie Mengen
an ET akkumulieren kann, wurde zur Bestatigung angestrebt die mRNA des ETT mittels
quantitativer RT-PCR (qPCR oder real-time RT-PCR) nachzuweisen. Hierzu wurde die
Gesamt-RNA aus der Haut und zu Vergleichszwecken aus Hirn und Auge
(Positivkontrolle) sowie Leber und Herz (Negativkontrolle) isoliert. Die Kontrollen
wurden nach Befunden von Dr. Markus Bach ([92], Abb. 22) ausgewahlt. Dr. Markus
Bach zeigte mittels RT-PCR eine starke ETT-Expression in Gehirn, Niere und Darm sowie
eine mittlere ETT-Expression im Auge. In Leber, Herz, Muskel, Kiemen und Milz wurde
keine Expression des Transporters nachgewiesen [92]. Ein erster Kontrollschritt wurde
in dieser Arbeit nach der RNA-Isolierung durchgefiihrt. Hierbei wurde mittels
Gelelektrophorese die Qualitat der isolierten RNA untersucht. Wie in Abb. 20 zu
erkennen ist, sind bei intakter RNA die Fragmente der ribosomalen Untereinheiten zu
erkennen; in der Wasserprobe findet sich dagegen keine Bande. Die nachste Kontrolle
erfolgte nach der reversen Transkription der RNA in cDNA. Dabei wurde eine Endpunkt-
PCR auf das Haushaltsgen [-Aktin durchgefiihrt. War die reverse Transkription
gelungen, trat in allen Proben eine gleichmafiige Bande (202 bp) auf (Abb. 21). Das
Ergebnis der quantitativen RT-PCR ist in Abb. 23 dargestellt. Zur Auswertung der
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quantitativen RT-PCR wurde eine simultane Kurvenanpassung durchgefiihrt. Ein
Beispieldiagramm dazu ist in Abb. 22 gezeigt. Aus den so ermittelten Werten der
initialen Fluoreszenz (Fo) fiir ETT und B-Aktin wurde anschliefiend der Quotient Fo
ETT/ Fo B-Aktin ermittelt. Somit wird die Expression des ETT zundchst relativ zur
Expression des (3-Aktins berechnet. Anschliefdend wurde auf das Organ mit der starksten
mittleren Expression normiert. In Abb. 23 ist die relative ETT-Expression in Bezug auf
das Organ mit der hochsten ETT-Expression (normiert auf das Haushaltsgen (3-Aktin)
angegeben. Es wurde gezeigt, dass die starkste relative ETT-Expression in Hirn und Haut
auftritt. Im Auge ist ebenfalls eine hohe relative ETT-Expression zu erkennen. In Herz
und Leber ist nur eine marginale bzw. keine Expression nachweisbar. Die Befunde von
Herz, Leber, Hirn und Auge decken sich mit den ermittelten Endpunkt-PCR-Resultaten
von Dr. Markus Bach ([92], Abb. 22). In dieser Arbeit wurde zusaitzlich die starke
Expression des ETT in Zebrafischhaut gezeigt. Es handelt sich hierbei um den ersten

Nachweis des ETT in der Haut adulter Zebrafische.

4.3 Unterschiede im Gehalt von Biomarkern fir LPO zwischen

WT- und ETT”-Zebrafischen unter Metallionenbelastung

In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass ET positive Effekte bei der Abwehr von
Lipidperoxidation (LPO) zeigen kann [96, 49]. Ein Beispiel stellen die Untersuchungen
von Bedirli et al. [73] dar. An Ratten wurden Ischdmie-Reperfusions (IR)-Versuche an
der Leber durchgefiihrt. Als Versuchstiere wurden Tiere mit ET-Didt (1,2 mg/kg
Korpergewicht ET pro Tag, tiber 3 Wochen) und Kontrolltiere mit ET-freier Diat
gewahlt. Nach 3 Wochen wurde der IR-Versuch durchgefiihrt. Als Marker fiir LPO wurde
der MDA-Gehalt mit Hilfe eines Thiobarbitursaure (TBARS)-Assays mit anschliefdender
spektroskopischer Auswertung bestimmt. In den Kontrolltieren ohne ET trat ein
erhohter MDA-Gehalt auf. An dem Versuchsaufbau ist allerdings folgendes zu kritisieren:
Es wurde bei den Kontrollratten nicht iiberpriift, ob nach 3 Wochen ET-freier Nahrung
wirklich kein ET mehr in den Organen vorhanden ist. In diesem Zusammenhang wurde
durch Kawano et al. [36] gezeigt, dass auch nach langerer Zeit ohne ET-haltigem Futter

ein ET-Basisniveau in Ratten noch immer nachweisbar ist.
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Markova et al. 2009 [49] untersuchten die Wirkung von ET auf die LPO in NHEK-Zellen
(engl. neonatal normal human epidermal keratinocytes). Sie untersuchten den ET-
Gehalt dabei in unbehandelten Kontrollzellen und ssUV-bestrahlten (engl. solar
simulating UV; UVA + UVB) NHEK-Zellen. In unbestrahlten NHEK-Zellen wurde
zwischen ET-freien Kontrollzellen und NHEK-Zellen, die mit 500 uM ET vorbehandelt
kein signifikanter Unterschied im HNE-Gehalt festgestellt. Bei ssUV-bestrahlten NHEK-
Zellen zeigte sich dagegen ein erhohter HNE-Gehalt in den ET-freien Zellen. Der HNE-
Gehalt wurde mit Hilfe eines ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
ausgewertet.

Weiterhin gibt es Belege, dass ET in der Lage ist Metallionen, wie z. B. Cu?*, zu
komplexieren und so deren schidliche Wirkung auf den Organismus abzuwehren [45].
Da es bis jetzt keine Untersuchungen zur Funktion von ET in adulten Zebrafischen
beziiglich LPO gibt, sollte in diesem Versuchsteil ein moglicher positiver Einfluss von ET
im adulten Zebrafisch in vivo untersucht werden.

Um LPO in den Fischen zu induzieren, musste ein geeigneter Stressreiz gefunden
werden. Hier boten sich zweiwertige Metallionen, wie Pb2+, Cu?* und Zn?*, an. Diese
Metallionen kommen auch in der natiirlichen Umgebung der Fische vor und stellen hier
einen natirlichen Stressreiz dar [162-165]. In Vortests wurde ein geeigneter
Inkubationsaufbau zur Stressinduktion (Abb. 3), sowie stressende, aber nicht todliche
Metallionenkonzentrationen ermittelt (0,008 mg/1 Blei(Il)-acetat, 0,16 mg/l Kupfer(II)-
sulfat und 0,5 mg/l Zinksulfat) (s. 2.2.4.1 Toxizitiatstest S. 17). Mit diesen
Konzentrationen wurden die Tiere jeweils 96 Stunden (= 4 Tage) inkubiert. Als
Indikatoren fiir LPO wurden die Biomarker 4-Hydroxy-2-nonenal (HNE) und
Malondialdehyd (MDA) verwendet (Abb. 24). Diese wurden dazu mit 2,4-
Dinitrophenylhydrazin (DNPH) (Abb. 24) derivatisiert und per LC-MS/MS-Messung
analysiert [112]. Frithere kolorimetrische Bestimmungsversuche vom MDA nach
Reaktion mit 2-Thiobarbitursdure (TBARS) gerieten zunehmend in die Kritik aufgrund
ihrer hohen Unspezifitit [166, 167, 112]. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit von
einer derartigen Methode abgesehen und nach einer Moglichkeit gesucht MDA per LC-
MS/MS-Messung zu bestimmen. Weiterhin sollte es diese Methode ermoglichen, sowohl
MDA als auch HNE gleichzeitig zu bestimmen. Eine solche Technik wurde von Andreoli
et al. 2003 [112] vorgestellt. Da HNE hochreaktiv ist und sowohl mit Mercaptogruppen

(z. B. im Glutathion) [168] als auch mit Aminogruppen von Proteinen reagieren kann
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[120], bietet es sich an, freies HNE fiir die Messung per LC-MS/MS zu derivatisieren. Dies
vergrofdert die Ausbeute an messbarem HNE. Hierzu bot sich DNPH an, da es wie bei
Andreoli et al. [112] beschrieben sowohl MDA als auch HNE schnell und stabil bindet
[112]. In mehreren Versuchsdurchldufen wurden die Gehalte von HNE und MDA in
Fischen mit metallioneninduziertem Stress untersucht (Abb. 25, 26, 28).

Erganzend wurden in dieser Arbeit Inkubationsversuche mit tBOOH (50 uM)
durchgefiihrt. Bello et al. [12] flihrten Versuche an einer NcDEgt-1-Mutante von
Neurospora crassa durch, wobei diese Knockout-Mutante nicht mehr in der Lage ist ET zu
produzieren. Diese Versuche zeigten eine gesteigerte Empfindlichkeit gegeniiber tBOOH
verglichen mit dem Wildtyp. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Zebrafischorgane nach
Inkubation der Tiere mit tBOOH auf HNE und MDA untersucht. Die LPO-Marker wurden
dabei in diesem Versuchsteil in den Zebrafischorganen nicht nachgewiesen, da die

Konzentration der Marker unterhalb der Nachweisgrenze lag.

4.3.1 HNE

In mehreren Versuchsreihen wurde der HNE-Gehalt in adulten WT- und ETT-/--Fischen,
die mit Metallionen gestresst bzw. ungestresst waren, untersucht. In Abb. 25 ist
exemplarisch eine Messreihe dargestellt. Es besteht sowohl in den ungetressten
Kontrolltieren, als auch in den gestressten Fischen eine Tendenz dazu, dass mehr HNE in
den ETT-/- Tieren als in den WT-Fischen zu finden ist. Fiir die mit Kupfer(II)-sulfat
inkubierten Tiere ist dieser Unterschied fiir die abgebildete Messung signifikant (P =
0,0349). Dieses signifikante Ergebnis liefd sich allerdings nicht reproduzieren. Fiir die
Analyse wurden Ganzfischhomogenate verwendet. Da dies die Problematik beinhaltet,
dass zwischen einzelnen Organen nicht differenziert werden kann, wurden zudem
Analysen an einzelnen Organen vorgenommen. Hier wurden die besonders ET-haltigen
Organe Auge und Darm (hoher ET-Gehalt; Abb. 7 und 18) sowie Gehirn verwendet.
Exemplarisch ist ein Versuchsdurchlauf, bei dem mit Blei(II)-acetat inkubiert wurde in
Abb. 26 dargestellt. Auch auf Organebene wurde im gestressten Fisch kein signifikanter
Unterschied zwischen WT- und ETT-/--Tieren gezeigt. In Kontrollexperimenten mit

ungestressten Fischen traten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede auf (Abb. 27).
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4.3.2 MDA

In Abb. 28 ist exemplarisch eine Messreihe zur MDA-Gehaltsbestimmung in
metallionengestressten Fischen und ungestressten Kontrolltieren abgebildet. Es wurden
fir den MDA-Gehalt weder in gestressten noch in ungestressten Fischen signifikante
Unterschiede ermittelt. Dabei traten z. T. erhebliche interindividuelle Schwankungen
auf. Der Versuch die MDA-Gehaltsbestimmungen auf die Organebene zu iibertragen,

schlug fehl, da die Organe MDA-Mengen unterhalb der Nachweisgrenze enthielten.

4.3.3 HNE- und MDA-Analyse (Probleme und Perspektiven)

Verschiedene Probleme traten bei der Analyse von MDA und HNE auf. Es wurden
vereinzelt signifikante Unterschiede in Ganzfischhomogenaten ermittelt (Abb. 25). An
dieser Stelle gibt es das Problem, dass die interindividuellen Schwankungen sehr grof3
sind und daher die ermittelten Werte schwer zu interpretieren sind. Ein Vorteil der
Ganzfischuntersuchung stellt die grofiere Masse an zu untersuchendem Gewebe dar.
Dadurch liegen die Gehalte der Biomarker in einem Bereich oberhalb der
Nachweisgrenze. Die Untersuchung einzelner Organe hat andererseits den Vorteil, dass
eventuelle Effekte einem bestimmten Organ zugeordnet werden konnen. Beruhen
Unterschiede im Biomarkergehalt auf der Funktion des ET, so sollten diese Unterschiede
nur in ET-reichen Organen zu erkennen sein. Ein solcher Effekt ist in den hier
durchgefiihrten Messungen nicht erkennbar.

Eine Erklarung, warum Unterschiede im HNE-Gehalt im Ganzfisch (Abb. 25) aber nicht
auf Organebene (Abb. 26) zu erkennen sind, kdnnte sein, dass wahrend der Prdparation
der einzelnen Organe zu viel Zeit verstreicht und in dieser Zeit bereits Veranderungen
im Biomarkergehalt auftreten. Zwar wurde weitestgehend auf Eis gearbeitet; durch die
Praparation der Einzelorgane waren die Fische allerdings langere Zeit sowohl Licht als
auch Temperaturen oberhalb des Gefrierpunktes ausgesetzt. Ein Versuch die Organe zu
poolen, um die Menge an Biomarkern soweit zu erhdhen, dass sich der Gehalt deutlich

oberhalb der Nachweisgrenze befindet, wurde deshalb verworfen.
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Ob ET einen Einfluss auf das Auftreten von LPO hat, ist anhand der Daten, die im
Rahmen dieser Arbeit erhoben wurden, nicht eindeutig zu klaren. Zwar zeigen die
Ganzfischhomogenatmessungen (Abb. 25) eine Tendenz dazu, dass in ETT-/--Fischen
einer hoherer HNE-Gehalt auftritt; mit den hier angewendeten statistischen Tests
(ungepaarter t-Test) wurden aber keine reproduzierbaren signifikanten Unterschiede
ermittelt.

Trotz grofdter Bemiihungen konnte der Versuchsaufbau noch nicht optimal gewesen
sein. Weiterhin konnte der verwendete Stressreiz (Metallionen) noch nicht ideal
gewesen sein, um die physiologische Wirkung von ET zu untersuchen. Die Arbeit von
Markova et al. 2009 [49] gibt einen Hinweis darauf, dass die Verwendung eines

geeigneten Stressreizes notwendig ist, um eine Wirkung von ET zu demonstrieren.

4.5 Molekulare Unterschiede zwischen Organen von WT- und
ETT-Zebrafischen analysiert durch LC-MS/MS-

Differenzabtonung

Zum ersten Mal wurde in dieser Arbeit die Technik der LC-MS/MS-basierten
Differenzabtonung verwendet, um molekulare Unterschiede in den Organen von 2
Zebrafischlinien (WT und ETT-/) zu ermitteln. Diese Methode wurde urspriinglich von
Dirk Grindemann entwickelt um mit einem zellkulturbasierten
Transporterexpressionssystem die physiologischen Substrate von

Membrantransportern zu ermitteln [22, 123].
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Abb. 56: Differenzabtonung

Schematischer Ablauf der Auswertung eines Fullscans mittels Differenzabtéonung. a) Der rote Pfeil
markiert ein gefundenes Signal. Auf der Ordinate ist die Retentionszeit zunehmend von oben nach unten
dargestellt. Auf der Abszisse ist das Masse/Ladungs-Verhéaltnis (m/z) zunehmend von links nach rechts
dargestellt. b) Parallelvergleich von drei Probenparchen. Die Ausschnitte stellen das gleiche Signal im
Fullscan zweier Parchen dar (o. li. gelbe Rahmen); die Darstellung der Differenzabtonung des dritten
Parchens fiillt den ganzen Bildschirm. Drei tiirkise Beispielsignale sind erkennbar. c) Verifizierung der
Signale in den Rohdaten. Hier beispielhaft am ET-Signal fiir WT (li.) und ETT/- (re.) gezeigt. Die
Peakflichen (rot) wurden manuell integriert und fiir alle Parchen jeweils der Faktor der
Peakflachenunterschiede (= Intesitdtsunterschiede) zwischen WT und ETT-/- ermittelt. (Zu beachten ist
die unterschiedliche Achseneinteilung der Diagramme. Diese wird von der Software automatisch

eingestellt.)

Die Methode basiert darauf, dass ein dreidimensionaler LC-MS/MS-Datensatz, mit den
Koordinaten Retentionszeit, Masse/Ladungsverhaltnis (m/z) und Intensitdt, in eine
zweidimensionale Abbildung umgewandelt wird. Hierzu wird die dritte Dimension, die
Intensitat, in eine Farbintensitat libersetzt (Abb. 56). In dieser Methode werden Proben
jeweils paarweise verglichen. Der einen Probe wird hierbei ein roter Farbkanal, der
anderen Probe die Farbkandle blau und grin zugeordnet. So entsteht eine
zweidimensionale Darstellung in der die Bilder der beiden zu analysierenden Proben

iberlagert werden (Abb. 56 a). Fir jeden Zeitpunkt (Retentionszeit) ist ein
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Masse/Ladungsverhaltnis (m/z) in Form eines Pixels in der grafischen Darstellung
zugeordnet. So kénnen zu jedem Zeitpunkt der Retentionszeit und zu jedem m/z die
beiden Molekiilspektren der Proben verglichen werden. Tritt bei einer definierten
Retentionszeit in beiden Proben kein Molekiil gleichen Masse/Ladungsverhéltnisses auf,
so erscheint dieser Pixel im Bild schwarz. Tritt bei beiden Proben zur gleichen Zeit ein
Molekiil gleicher m/z in gleicher Menge auf, erscheint dieser Pixel weifd oder grau. Tritt
ein Mengenunterschied bei einer m/z bei gleicher Retentionszeit auf, dominiert in
diesem Pixel des Diagramms die Farbe (tlirkis bzw. rot) der Probe mit der gréfderen
Molekiilmenge (Abb. 56 a). Es konnen die Differenzbilder mehrerer Proben parallel
untersucht werden. Die Molekiilspektren von 3 Parchen sind jeweils parallel auf dem
Bildschirm sichtbar (Abb. 56 b). In dieser Arbeit wurden die Molekiilspektren von
Zebrafischorganen (Auge, Haut, Darm, Herz, Leber, Milz, Hirn, Niere) von gestressten
(gleiche Stressbedingungen wie bei HNE- und MDA-Messung) und ungestressten WT-
und ETT-/~-Fischen vergleichend analysiert. Es wurden immer 4 Organparchen
miteinander verglichen. Nur Signale, die in allen 4 Parchen zu erkennen waren, wurden
als valide betrachtet. Fiir alle Organe (jeweils 2 Versuchsreihen fiir die gestressten und
eine Versuchsreihe fiir die ungestressten Tiere) wurden insgesamt 754 Signale
ermittelt. Diese wurden nach m/z in einer Ubersichtstabelle geordnet, dann wurde
versucht, eventuelle Muster im Auftreten der Signale zu erkennen. Dazu wurde die
Tabelle betrachtet und Vergleiche angestellt, ob bestimmte Signale nur in bestimmten
Organen oder bei bestimmten Stressoren auftraten. Die Signale waren Kkeinen
bestimmten Mustern zuzuordnen, viele traten ubiquitar in allen oder mehreren Organen

auf.

Es sollten diejenigen Signale weitergehend untersucht werden, die sehr haufig auftraten
oder die einen sehr grofRen Unterschied in der Molekiilmenge in WT- und ETT-/--Fischen
aufwiesen. Der Unterschied in der Molekiilmenge wurde bewertet iiber einen Vergleich
der Peakflaichen. Dazu wurde anhand der m/z und der Retentionszeit in den Rohdaten
der Fullscans das entsprechende Peakparchen ausgewahlt und manuell integriert.
Dieser Schritt wird am Beispiel des ETs in Abb. 56 c gezeigt. Nach der Auswahl
potentiell interessanter Signale wurden die Molekiile definierter m/z, welche zur
entsprechenden Retentionszeit auftraten, fragmentiert und die Fragmentspektren, falls

moglich, mit Hilfe von Datenbanken [114, 115] identifiziert. Die Verbindungen wurden
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anschliefdend separat per LC-MS/MS-Analyse in Proben quantifiziert und die Befunde
aus der Differenzabtonung verifiziert.

Mit Hilfe der LC-MS/MS-basierten Differenzabtonung wurden signifikante Unterschiede
in den Molekiilspektren der WT- und ETT-/--Fische aufgedeckt. Einzelheiten zu den
entsprechenden Verbindungen sind in den folgenden Unterpunkten (4.5.1 - 4.5.3)
aufgefiihrt

4.5.1 Carnitin und Acetylcarnitin

Mit Hilfe der Differenzabtonung wurden Unterschiede im Gehalt von Carnitin und
Acetylcarnitin zwischen WT- und ETT-/--Fischen ermittelt (Strukturformeln, siehe Abb.
29). In mehreren unabhangigen Messungen wurden signifikant niedrigere Carnitin- und
Acetylcarnitingehalte in den ETT-/--Fischen festgestellt (Carnitin, Abb. 30; Acetylcarnitin,
Abb. 31). Bei Carnitin waren die Messungen fiir Auge, Haut und Muskel stets und fir
Darm zumeist signifikant. Bei Acetylcarnitin waren die Messungen stets flir Auge und
Haut und zumeist bei Darm und Muskel signifikant.

Der Muskel wurde in den Untersuchungen als Negativkontrolle ausgewahlt, da er nur
marginale Mengen an ET enthalt (Abb. 7) und keine ETT-Expression aufweist ([92], Abb.
22). Der Unterschied in den Gehalten in Carnitin und Acetylcarnitin korreliert nicht mit
dem ET-Gehalt des Muskels. Die Vermutung, dass der ETT, der ein direkter Verwandter
des Carnitintransporters ist, auch Carnitin transportiert, wurde bereits durch
Untersuchungen von Dr. Markus Bach ([92], Abb. 17) im Zellkulturexperiment (ETTzf
heterolog exprimiert in humanen HEK 293-Zellen) widerlegt. Es gibt verschiedene
Moglichkeiten, wie der Unterschied zwischen WT- und ETT-/--Fischen auch in ET-armen
Organen zustande kommen kann. So konnte das freie ET, das sich nach Absorption
durch den Darm im Blut befindet, bereits Effekte auslésen. Da das Blut in allen Organen
zirkuliert konnte somit ein globaler Effekt auftreten. Eine weitere Moglichkeit ware ein
geringfiigig inhibitorischer Effekt des ET auf den Carnitintransporter. Im ETT-/--Fisch

reichert sich das ET im Darm an bis es tiber den Kot ausgeschieden wird.
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4.5.2 8-Hydroxyguanin (8-OH-G)

8-OH-G (Synonyme: 8-Oxoguanin und 8-0xo-7,8-dihydroguanin [169]), wird als
Biomarker fiir DNA-Lasionen durch oxidativen Stress verwendet [128-134]. Es wurde
ein signifikant erhohter 8-OH-G-Gehalt in der Haut der ETT-/--Zebrafische gefunden
(Abb. 33; Strukturformel, Abb. 29).

8-OH-G entsteht typischerweise beim Angriff von Hydroxylradikalen auf die DNA (Abb.
57)[170, 169].

o) o) o)
N N OH N
HN \ . HN Oxidation HN \
| *OH /> ’ —_— | OH
H
H,N X N H,N A N H,N X N
H H H

Guanin 8-OH-Adduktradikal des 8-Hydroxyguanin (8-OH-G)
Guanins

Abb. 57: Entstehung von 8-OH-G.

Die Abbildung zeigt schematisch die Entstehung von 8-OH-G durch Reaktion von Guanin mit einem

Hydroxylradikal (Verandert nach Valko et al. 2006 [169]).

Fiur die Erkennung und Reparatur solcher DNA-Lasionen sind DNA Glykosylasen
verantwortlich. Die Glykosylasen, speziell die 8-Oxoguanin DNA Glykosilase (OGG 1),
schneiden die defekte Base aus der DNA aus. Anschliefdend wird der DNA-Strang durch
eine Endonuklease geoffnet und durch eine Polymerase korrekt ergdnzt. Eine Ligase
schliefdt den Strang nach der Reparatur [171, 172]. Die beschadigte Base wird so aus der
DNA entfernt.

DNA-Lasionen sind eine der Ursachen fiir Krebsentstehung [173, 169]. Marker, wie das
8-OH-G, werden somit auch mit karzinogenem Gewebe in Verbindung gebracht. Jaruga
et al. [129] und Olinski et al. [170] zeigten in Untersuchungen, dass karzinogenes
Gewebe gegeniiber dem krebsfreien umgebenden Gewebe einen erhéhten Gehalt an 8-
OH-G aufweist. In diesen Versuchen wurde das 8-OH-G in Chromatinproben
nachgewiesen. Aufgrund des Zusammenhangs zwischen Biomarkern, wie dem 8-OH-G
und Krebs, besteht ein Interesse daran, Messungen dieser Verbindung auch in Urin

durchzufiihren. Eine LC-MS/MS-Messmethode zur Analyse des 8-OH-G-Gehaltes in Urin
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entwickelten z. B. Weimann et al. 2002 [174]. Loft et al. 2012 [133] und Nishimura 2006
[175] heben in ihren Ubersichtsartikeln die Funktion von 8-OH-G als Biomarker bei
oxidativem Stress hervor.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein signifikant erh6her 8-OH-G-Gehalt in der Haut der
ETT-/--Zebrafische gezeigt (Abb. 33; Strukturformel, Abb. 29). Dies ist ein moglicher
Hinweis fur vermehrte DNA-Lasionen in der Haut der Knockout-Fische. Dieser Befund
weist zudem darauf hin, dass ET moglicherweise in der Lage ist die DNA in der Haut
(hochste ET-Konzentration im Fisch, (Abb. 18)) zu schiitzen. Das Ergebnis dieser Arbeit
steht im Einklang mit fritheren Befunden, die eine DNA-Protektivitiat von ET belegen
[28, 38, 176]. ET ist fahig bis in den Nukleus zur DNA vorzudringen [49]. Zudem gibt es
Hinweise beziiglich einer DNA-Schutzfunktion von ET in Seminalplasma [46, 177, 178].
Auch der protektive Einfluss von ET in Pilzsporen kénnte einen Hinweis auf den Schutz
der in den Sporen enthaltenen DNA geben [12]. So konnte ET auch kanzerogenen
Prozessen entgegenwirken. Der positive Einfluss von ET auf Hautzellen wurde
aufderdem an Keratinozyten in Zellkultur demonstriert. Es wurde gezeigt, dass ET einer
erhohten Caspase-9-Aktivitat und somit einer erhohten Zellsterblichkeit entgegen wirkt
[48, 49]. Dies deutet darauf hin, dass ET nicht nur tiber einen méglichen Schutz der DNA,
sondern auch tber den Einfluss auf andere Zellkompartimente einen positiven Effekt in
der Haut bewirkt.

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal ein moglicher Schutz von DNA durch ET in der
Zebrafischhaut in vivo nachgewiesen.

Der Unterschied im 8-OH-G-Gehalt ist bereits in ungestressten Fischen deutlich zu
erkennen. Ob dieser Unterschied im 8-OH-G-Gehalt durch einen geeigneten Stressreiz (z.
B. UV-Bestrahlung der Haut) noch zu vergroéfiern ist, muss in weiteren Experimente

geklart werden.

4.5.3 4-Hydroxychinolin (4-HQ)

Eine weitere Verbindung, die mit Hilfe der Differenzabtonung detektiert und analysiert
wurde, ist das 4-HQ (Strukturformel, Abb. 29). Es handelt sich hierbei um ein Molekiil,

das im Metabolismus des Tryptophans vorkommt. Innerhalb dieses Stoffwechselweges
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wirde es mit Hilfe der Monoaminoxidase (MAO) sowohl aus Kynuramin als auch aus 5-
Hydroxykynuremin gebildet [127].

In dieser Arbeit wurden z. T. signifikante Unterschiede im 4-HQ-Gehalt zwischen den
WT- und Kockout-Tieren gezeigt (Abb. 32). Die Unterschiede zwischen den beiden
Fischlinien erwiesen sich aber nicht als stabil. Am hdufigsten trat ein verringerter 4-HQ-
Gehalt in den ETT-/--Tieren auf (Abb. 32). Allerdings gibt es vereinzelt auch Messungen
in denen dieses Ergebnis genau entgegengesetzt war oder ein Effekt vollig ausblieb. Die
Moglichkeit, dass Proben vertauscht wurden, konnte nach Kontrolle ausgeschlossen
werden. Ahnlich wie bei Carnitin und Acetylcarnitin treten bei 4-HQ im Herz, einem ET-
und ETT-armen Gewebe signifikanten Unterschiede auf (Abb. 18 und 23). Somit
scheinen die Unterschiede im 4-HQ-Gehalt der Fischlinien nicht auf dem ET-Gehalt des
Gewebes an sich zu beruhen. Stattdessen konnte aus Effekten von freiem ET im Blut

resultieren.

4.5.4 Anserin, Xanthin und Kynurenin

In der Differenzabténung trat hdufig ein Signal auf, dessen Fragmentspektrum dem des
Anserins (Strukturformel, Abb. 29) sehr dhnlich war. Anserin ist ein histidinhaltiges
Dipeptid, das Bestandteil der Skelettmuskulatur und des Gehirns von Vertebraten ist
[135-139]. In diesen Geweben entsteht es durch Methylierung von Carnosin
(Strukturformel, Abb. 37) [140]. Es zeigt antioxidative Eigenschaften und wirkt u. a.
neuroprotektiv [139]. Im Rahmen dieser Arbeit war es lediglich moglich Anserin per LC-
MS/MS-Analyse im Darm nachzuweisen (Abb. 34). In den anderen untersuchten
Geweben, i.e. Auge, Haut und Muskel, lag die Konzentration unter der Nachweisgrenze.
Die Untersuchungen zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen WT- und ETT-/--
Fischen.

Ein weiteres Molekiil das im Rahmen der Differenzabtonung identifiziert wurde ist das
Xanthin. Hierbei handelt es sich um ein Molekiil aus dem Purinabbau innerhalb des
Nukleotidstoffwechsels. Xanthin wird von der Xanthinoxidase in Harnsaure
umgewandelt. Die Untersuchungen in dieser Arbeit konnten keinen signifikanten
Unterschied im Xanthingehalt zwischen WT- und ETT-/--Fischen zeigen (Abb. 35).
Kynurenin (Strukturformel, Abb. 29) ist wie das 4-HQ ein Bestandteil des

Tryptophanabbaus. Es wird mit Hilfe der Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) und der
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Tryptophan-2,3-Dioxygenase (TDO) aus Trypthophan gebildet [127]. Der hochste
Kynureningehalt wurde in der Haut des Fisches gemessen (Abb. 36). Es traten allerdings

keine signifikanten Unterschiede zwischen WT- und ETT-/~-Tieren auf.

4.5.6 Vor- und Nachteile der LC-MS/MS-Differenzabtonung zur

Ermittlung molekularer Unterschiede in Zebrafischorganen

Ein grofder Vorteil der hier angewandten Methode besteht in ihrer Sensitivitat. Da die
Organe des Zebrafisches nur eine sehr geringe Grofde aufweisen, bietet die hochsensitive
LC-MS/MS-Analyse eine hervorragende Moglichkeit, um auch Molekiile zu detektieren,
welche nur in geringen Konzentrationen in den Organen vorkommen. Ein weiterer
Vorteil ist, dass innerhalb der Methode beliebig viele Varianten an Laufmittel- und
Saulenkombinationen verwendet werden konnen, um ein moglichst grofdes
Molekiilspektrum abdecken zu koénnen. Ein Problem der Methode ist allerdings die
Normierung. Diese ware zwar moglich, dazu miisste aber ein geeigneter Parameter
verwendet werden. Der Parameter auf den normiert wird, muss in beiden Proben
identisch sein, damit er seinen Sinn erfiillt. Wird eine bestimmte Zellverbindung,
gewahlt, so fithrt dies dann zu Problemen, wenn durch unterschiedliche
Stoffwechsellagen in den Zellen Unterschiede in der Produktion der ausgewdhlten
Verbindung entstehen.

In dieser Arbeit wurde ohne Normierung gearbeitet. Das bedeutet, dass ungleich grofde
Probenmengen Signalartefakte auslosen. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit
darauf geachtet, dass die Probenpaare so homogen wie moglich gestaltet sind. Es
wurden lediglich Tiere eines Geschlechts verwendet, um Artefaktsignale, z. B. durch
hormonelle Unterschiede zwischen den Geschlechtern, zu verhindern. Weiterhin
wurden exakt gleichalte Tiere eingesetzt um Artefakte auszuschlieflen, die durch
molekulare Unterschiede in verschiedenen Wachstums- und Entwicklungsstadien
entstehen. Um Grofien-/Gewichtsschwankungen in den verwendeten Organen
vorzubeugen, wurden nur solche Tiere fiir die Praparation ausgewahlt, die in Gréfée und

Ernahrungszustand so identisch wie moglich waren.
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Die Differenzabtonung stellt, unter Beachtung der angefiihrten Besonderheiten zur
Probenauswahl, eine gute Methode dar, um molekulare Unterschiede zwischen einer

WT- und Knockout-Zebrafischlinie aufzuklaren.

4.6 Weitere getestet Verbindungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben den Biomarkern fiir LPO und den
Verbindungen die innerhalb der Differenzabténung gemessen wurden einige weitere
Verbindungen auf ihren Gehalt im Fisch untersucht. Die Auswahl dieser Verbindungen
fand nach verschiedenen Kriterien statt. Es wurden solche Molekiile ausgewahlt, die
eine Beziehung zu den Stoffwechselwegen der Verbindungen haben, welche in der
Differenzabtonung identifiziert wurden. Es bestand die Hoffnung auf diesem Wege
eventuelle Stoffwechselveranderungen welche mit ET assoziiert sind, aufzudecken. So
finden sich beispielsweise Kynurenin (Abb. 36), Kynuramin (Abb. 43), Tryptophan (Abb.
53) und das 4-HQ (Abb. 32) im Tryptophanmetabolismus [127]. Das y-Butyrylbetain
(Abb. 44) wiederum steht in enger Beziehung zum Metabolismus von Carnitin (Abb. 30)
und Acetylcarnitin (Abb. 31) [125]. Die Harnsaure (Abb. 47) ist das Endprodukt des
Nukleinsdureabbaus und wird in diesem Zuge mit Hilfe der Xanthinoxidase aus Xanthin
(Abb. 35) gebildet [150]. B-Alanin (Abb. 45) und Carnosin (Abb. 40) stellen
Vorldufermolekiile des Anserins (Abb. 34) dar [140, 147]. Trotz der engen Verkniipfung
der oben genannten Molekiile mit Verbindungen, die in der Differenzabténung z.T.
signifikante Unterschiede zwischen WT- und ETT-/-Fischen aufwiesen, konnten fiir die
weiterhin untersuchten Verbindungen keine signifikanten Unterschiede gemessen
werden.  Tryptophanmetabolismus, Nukleinsdaureabbau, Anserinsynthese und
Carnitinsynthese weisen keine generellen Unterschiede in den beiden Fischlinien auf.

Es wurden weiterhin Molekiile untersucht, die wie ET Histidin als Vorlaufermolekiil
besitzen. Hierzu zdhlen Histamin (Abb. 39), 3-Methyl-L-Histidin (Abb. 41) und Carnosin
(Abb. 40) [142, 144, 145, 140]. Das Carnosin weist hier die Besonderheit auf, dass es
gleichzeitig das Vorlaufermolekiil des Anserins darstellt. Neben den genannten
Histidinderivaten wurde auch Histidin selbst auf seinen Gehalt im Fisch untersucht.
Weder Histidin noch seine Derivate zeigten signifikante Unterschiede in ihrem Gehalt

zwischen WT- und ETT-/--Tieren.
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Drei Biomarker, welche im human Bereich eingesetzt werden, wurden ebenfalls im
Rahmen dieser Arbeit auf Unterschiede gepriift (AVA, o-Tyrosin und Neopterin). AVA
(Abb. 46) wird eingesetzt um Bleivergiftungen zu detektieren; die Entstehung der AVA
basiert hierbei auf der Schiadigung des Hamoglobins durch Blei [179]. Das o-Tyrosin
(Abb. 54) ist ein Marker fiir oxidativen Stress an Aminosduren; es entsteht durch
Hydroxylierung von Phenylalanin [160, 121]. Der dritte Marker, das Neopterin (Abb.
52), wird in der Praxis eingesetzt, um Autoimmunerkrankungen, wie Morbus Crohn und
rheumatische Arthritis, zu detektieren [180, 155, 157, 156]. Alle drei Biomarker sind im
Fisch nachweisbar. Ob ihre Markerfunktion von Mensch auf Zebrafisch iibertragbar ist,
wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Der reine Nachweis der Verbindung
ist nicht gleichbedeutend mit der Funktion im Fisch. AVA, o-Tyrosin und Neopterin
wiesen keine signifikanten Unterschiede zwischen WT- und ETT-/--Fischen auf.

Abschliefend wurden einige Verbindungen wichtiger Stoffwechselwege untersucht,
welche keine direkten Interaktionen mit den bisher getesteten Verbindungen zeigen. Zu
diesen Verbindungen gehort das Taurin (Abb. 48), welches viele essentielle Funktionen
im kardiovaskuldren System, im Skelettmuskel und im Nervensystem tibernimmt [151,
152]. Der Gehalt des Riboflavins (Abb. 50) wurde ebenfalls vergleichend analysiert.
Hierbei handelt es sich um ein Molekiil, welches u. a. als Vorstufe der Flavin-Koenzyme
(z. B. FAD) dient [153]. Auch das L-DOPA (Abb. 51), ein wichtiger Baustein der
Katecholaminsynthese [154], wurde auf seinen Gehalt untersucht. Als ein Molekiil,
welches mafdgeblich am Entziindungsgeschehen beteiligt ist, wurde das Prostaglandin
E2 (Abb. 55) ausgewahlt [161]. Keine der vier zuletzt untersuchten Verbindungen
zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den verwendeten Fischlinien.

Zusammenfassend kann man sagen, dass trotz der signifikanten Veranderung einzelner
Verbindungen im Fisch (ET (Abb. 7,8), Carnitin (Abb. 30), Acetylcarnitin (Abb. 31), 4-HQ
(Abb. 32) und 8-OH-G (Abb. 33)) in dieser Arbeit keine weitere signifikante
Unterschiede in assoziierten Stoffwechselwegen oder strukturell verwandten Molekiilen
gemessen wurden. Grundsatzlich zeigen diese Untersuchungen, dass bei den
Praparationen der Organe sowie der Lagerung und Messung der Proben gleichmaf3ig
gearbeitet wurde. Gemessene signifikante Unterschiede stellen keine Artefakte dar, die
aus der Behandlung der Proben resultieren. Das gleichmafige Auftreten der in diesem
Abschnitt beschrieben Verbindungen unterstreicht somit die Validitat der Messungen

mit signifikantem Unterschied.



113

Diskussion

4.7 Mogliche physiologische Funktionen von ET

ET weist eine organspezifische Verteilung innerhalb verschiedener Spezies auf [28].
Dies konnte fiir verschieden Vertebraten nachgewiesen werden (z. B. Ratte, Kaninchen,
Hund) [35]. Fiir manche Organe treten hier grofde Unterschiede zwischen den Spezies
auf. So wurde in der Ratte ein sehr hoher ET-Gehalt in der Leber nachgewiesen. In
Kaninchen, Hund und Zebrafisch hingegen sind in der Leber nur geringe ET-
Konzentrationen zu finden [35, 92]. Einige Organe zeigen in mehreren Spezies einen ET-
Gehalt. So findet sich ET in Mensch, Rind, Schwein und Zebrafisch (Abb. 7, 18) ET in den
Augen [76, 40, 92]. Bei Mensch, Zebrafisch und Maus wurde ET in der Haut (Abb. 7, 18)
nachgewiesen [95, 49, 27]. Das Auftreten von ET gleichen Organen spricht dabei fiir eine
speziesiibergreifende Funktion. Die Unterschiede zwischen den Spezies (z. B. Leber)
geben einen Hinweis darauf, dass ET auch speziesspezifische Aufgaben in Organen
iibernehmen konnte. Welche Funktionen ET im Speziellen hat, wurde bis jetzt nicht
eindeutig nachgewiesen [97]. Dies gilt fiir seine Funktion sowohl in den Produzenten, als
auch fiir seine Funktion in Konsumenten.

Eine Vielzahl von in vitro Untersuchungen unterstreichen das vielfalltige Potential des
ET. So wurde neben antioxidativen Eigenschaften, gegeniiber einer Mehrzahl von ROS
[41, 42, 28, 38, 43], auch die Moglichkeit der Komplexierung von Metallionen (Cu?+)
nachgewiesen [38, 45]. Zudem wurde eine Affinitat des ET zu Himgruppen gezeigt [44].
Die Interaktionen mit Kompartimenten des Immunsystems wurden in verschiedenen
Studien ebenfalls belegt [53, 54, 44, 55, 57, 37]. An dieser Stelle soll erwédhnt sein, dass
viele der in vitro-Versuche in Systemen durchgefithrt wurden, die von den nativen
Bedingungen in der Zelle stark abweichen. So konnen Versuche an z.B. Liposomen [95]
oder isolierten Rattenlebermikrosomen [38] die natiirliche Situation in der Zelle nur
teilweise abbilden. Aus diesem Grunde sind vor allen in vivo Versuche notwendig um die

physiologische Funktion von ET im Detail aufzuklaren.

4.7.1 ET im Darm
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Im Darm wird ET aus der Nahrung uiber den ETT absorbiert. Ob schon freies ET im
Darmlumen eine spezifische Funktion iibernimmt, wurde noch nicht belegt. Die
Assoziation von Polymorphismen des ETTh mit chronisch entziindlichen Erkrankungen,
wie Morbus Crohn, gibt einen Hinweis darauf, dass eine korrekte Aufnahme und
Verteilung des ET fiir seine Funktion wichtig ist [60, 24, 61-63]. Kato et al. [27] zeigten
in IR-Versuchen am Madusedarm eine schiitzende Funktion des ET gegen oxidativen
Stress. Im Darm konnte ET durch seine antioxidativen Fahigkeiten die natiirliche
Immunabwehr unterstiitzen. Die Immunabwehr im Darm ist durch viele Einfliisse
belastet. Neben z. T. toxischen Substanzen, welche mit der Nahrung aufgenommen
werden (z. B. Pflanzenschutzmittel oder Schwermetalle), fiihrt auch eine erhohte

Keimbelastung zu massivem Stress.

4.7.2 ET im Blut

ET befindet sich nach der Aufnahme durch die Nahrung, bevor es in die Organe verteilt
wird, ungebunden im Blut. Ob ET hier schon eine bestimmte Funktion erfiillt ist unklar.
ET wurde in Blutzellen, wie z. B. den Erythrozyten nachgewiesen. Das Auftreten von ET
in Blutzellen wurde in verschiedenen Spezies gezeigt [56, 33]. Aufgrund seiner Affinitat
zu Hamgruppen [44] konnte eine Funktion von ET darin bestehen, das Hamoglobin vor

oxidativen Schaden zu schiitzen.

4.7.3 ET in der Niere

In der Niere tibernimmt der ETT vermutlich die Riickresorption von ET aus dem Urin
[34, 35]. Wie Kawano et al. 1982 demonstrierten, sank auch nach einer ET-freien Diat
das ET-Niveau in Ratten lediglich auf ein basales Niveau ab [36]. Die Riickresorption des
ET in den Korper unterstreicht die Wichtigkeit dieser Verbindung. Ob auch in der Niere
selbst ET eine Funktion hat, wurde bisher nicht gezeigt.

Dr. Markus Bach zeigte im Rahmen seiner Arbeit einen hohen ET-Gehalt in der Niere des
Zebrafisches nach [92]. An dieser Stelle ist zu beachten, dass beim Zebrafisch die
Blutbildung in der Niere und nicht wie beim Menschen im Knochenmark stattfindet
[181]. Daher konnte, der erhohte ET-Gehalt in der Zebrafischniere auch mit der dort

stattfindenden Blutbildung in Verbindung stehen.
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4.7.4 ET im Auge

In verschiedenen Spezies, so auch beim Menschen und beim Zebrafisch (Abb. 7, 18),
wurde ET in den Augen nachgewiesen [76, 77]. Untersuchungen zeigten, dass mit
zunehmendem Alter der Glutathion-Gehalt in den Augen abnimmt. Durch schleichenden
Verlust, dieses wichtigen Antioxidans wird das Auge so mit dem Alter anfélligen
gegeniiber oxidativem Stress. Im Auge wird dieser vor allem durch UV-Strahlung
ausgelost. Shukla et al. 1981 [76] konnten belegen, dass Katarakt Patienten eine
verminderten ET-Konzentration haben. Dies ldasst vermuten, dass ein erhohter ET-
Gehalt dem Katarakt entgegenwirken kann. In Versuchen an Hithnerembryonen, an
denen durch Glucocorticoide ein Katarakt induziert wurde, wurde eine

kataraktmildernde Wirkung von ET gezeigt [78].

4.7.5 ET im Gehirn

Eine starke Expression des ETT im Gehirn (Abb. 23) [92] konnte ein Hinweis, darauf
sein, dass ET eine wichtige Funktion im Gehirn erfiillt. Da das Gehirn starkem
oxidativem Stress ausgesetzt ist, benotigt es einen entsprechenden Schutz durch
Antioxidantien. Versuche von Song et al. 2010 [37] belegten eine neuroprotektive
Funktion von ET in vitro und in vivo (Maus). Song et al. 2010 schlussfolgern, dass ET das
»Potential hat ein niitzlicher neuroprotektiver Wirkstoff fiir den Menschen zu werden*

[37].

4.7.5 ET in der Haut

In der Literatur finden sich Belege, dass der ETT in humanen Hautzellen exprimiert wird
und diese fahig sind ET zu akkumulieren. Kato et al. 2010 zeigten eine Akkumulation
von ET in der Haut von Mausen [27]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde sowohl die

Expression des ETT als auch die Akkumulation von ET in der Zebrafischhaut
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nachgewiesen. Der Gehalt an ET in der Haut von Mausen dhnelt dabei mit 19,2 + 2,3
ug/g [27] sehr dem Gehalt in Zebrafischhaut (16,7 + 2,6 pg/g) (Abb. 18). Die Haut ist
durch einen sehr engen Kontakt mit ihrer Umwelt besonders vielen Stressreizen
ausgesetzt. Neben natirlichem Stress wie UV-Strahlung leidet die Haut unter
chemischen Verbindungen die zunehmend in der Umgebung des Menschen auftreten. Zu
den schadlichen Einfliissen gehéren neben z. B. Zigarettenrauch auch schadliche
Verbindungen aus z. B. Reinigungsmitteln, Nagellackentfernern, Farben, Treibstoff,
Insektiziden und viele mehr. Zusatzlich dazu kann die natiirliche Hautbarriere durch
hdufiges Waschen mit Seifen angegriffen sein, wodurch die Haut zusatzlichem Stress
ausgesetzt ist. Ein besonderer Hautschutz dieses Organs ist daher notwendig.

Das eingelagerte ET konnte der Haut helfen, den vielfdltigen Stressoren besser zu
widerstehen. In der vorliegenden Arbeit wurden Hinweise gefunden, dass ET fahig sein
konnte DNA-Lasionen zu mindern (Abb. 33; Unterpunkt 4.5.2 S. 107). Da DNA-Lasionen
mit Prozessen wie der Karzinogenese assoziiert sind, ist der Schutz der DNA besonders
wichtig [173]. Markova et al. 2009 [49] zeigten in einer mit ET behandelten NHEK-
Zellkultur (engl. normal human epidermal keratinocytes) einen verminderten Gehalt an
ROS und eine verminderte LPO. Dies spricht fiir eine antioxidative Wirkung in der Haut.
Obayashi et al. 2004 [47] fanden in humanen dermalen Fibroblasten unter UV-Stress
eine hemmende Wirkung von ET auf die Expression von TNF-a (Tumornekrosefaktor)
und MMP-1 (Matrix-Metalloproteasen), wichtigen Signalmolekiilen des Immunsystems.
Diese Befunde deuten darauf hin, dass ET die Haut auf vielfaltige Weise schiitzt und

nicht auf eine einzelne Funktion beschrankt ist.

4.8 Ausblick

In dieser Arbeit wurden neue Erkenntnisse zu ET-Produzenten sowie Unterschieden
zwischen den WT- und ETT-/-Fischlinien aufgezeigt. Diese konnen Hinweise auf die
Funktion von ET geben. So sind die Cyanobakterien als neu entdeckte ET-Produzenten
ein weiterer Organismus, in dem die Funktion von ET studiert werden kann. Weiterhin
sollte die Haut, die hier als sehr ET- und ETT-haltiges Gewebe aufgezeigt wurde, auch in
weiteren Spezies detaillierter untersucht werden. Die Haut stellt, als leicht zugangliches

Organ mit direktem Umweltkontakt, ein sehr gutes Studienobjekt dar. Weiterfithrende
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Untersuchungen sind daher angezeigt, um die Erforschung der physiologischen

Funktion von ET voranzubringen.
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5 Zusammenfassung

Ergothionein (ET), ein Betain des L-Histidins, welches eine Mercaptogruppe in 2-
Position des Imidazolrings tragt, ist ein pharmakologisch interessantes Molekiil.
Mutationen im humanen Ergothionein-Transporter (ETTh) sind mit chronisch
entziindlichen Erkrankungen, wie Colitis Ulcerosa und Morbus Crohn assoziiert. In
Patienten mit Katarakt ist der ET-Gehalt vermindert.

ET ist aufgrund seiner Ladungen nicht membrangidngig und so auf den aktiven
Transport mit Hilfe eines Transporters (ETT, Gensymbol SLC22A4) angewiesen. In der
verwendeten Zebrafisch-Knockout-Linie (ETT+~, retrovirale Insertion in Exon 1) ist der
ETT, welcher fiir die Aufnahme von ET aus der Nahrung notwendig ist, nicht mehr
exprimiert. Die ETT-/~-Fische weisen somit einen kompletten ET-Mangel auf.

Zu Begin der Arbeit waren lediglich Pilze und Mykobakterien als ET-Produzenten
bekannt. Innerhalb dieser Arbeit konnten durch Nachweis von ET und des
Synthesezwischenproduktes Herzynin mittels LC-MS/MS-Messung Cyanobakterien als
neue ET-Quelle entdeckt werden. Mit dem Cyanobakterium Spirulina platensis wird eine
neue, sichere ET-Quelle fiir aquatische Lebewesen aber auch den Menschen aufgezeigt.
Zum ersten Mal konnte mittels LC-MS/MS-Messungen ET in der Haut des adulten
Zebrafisches nachgewiesen werden. Der Befund wurde durch Nachweis der ETT-
Expression in der Haut mittels quantitativer RT-PCR bestatigt.

Zur funktionellen Untersuchung des ET in vivo wurden Biomarker fiir oxidativen Stress
(4-Hydroxy-2-nonenal, Malondialdehyd) mit Hilfe von LC-MS/MS-Messungen im
Zebrafisch nachgewiesen. Fiir die Untersuchungen wurden ungestresste Tiere sowie
Tiere unter schwermetallinduziertem oxidativem Stress analysiert. Es konnte kein
reproduzierbarer, signifikanter Unterschied des Biomarker-Gehaltes zwischen ETT-/-
und Wildtyp festgestellt werden.

Zum ersten Mal wurde die Methode der LC-MS/MS-Differenzabtéonung zur Detektion
molekularer Unterschiede zwischen Zebrafischlinien verwendet. Komplette Organe
adulter Zebrafische wurden vergleichend mit dieser Methode untersucht und
signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp und ETT-/- gezeigt. Die ETT-/--Fische
enthalten in verschiedenen Organen signifikant weniger Carnitin und Acetylcarnitin.
Zudem wurde ein signifikant hoherer 8-Hydroxyguanin (8-OH-G)-Gehalt in der Haut der
ETT -/--Fische nachgewiesen. Da das 8-OH-G einen Indikator fiir DNA-Lasionen darstellt
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liefern diese Untersuchungen einen Hinweis darauf, dass ET in ET-reichen Geweben

DNA schiitzen konnte.
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6 Abstract

Ergothioneine (ET), i. e. the betaine of histidine bearing a mercapto group at Position 2
of the imidazole ring, is a pharmacologic interesting molecule. Mutations within the
human ergothioneine transporter (ETTh) are associated with chronic inflammatory
diseases, such as Ulcerative colitis and Crohn’s disease. Patients suffering from cataract
were found to have a decreased level of ET. Due to its ionic character ET ist not able to
cross membranes. Therefore it is necessary that ET is transported actively by means of a
membrane transporter (ETT, gene symbol SLC22A4). In the zebrafish knockout lineage
used (ETT-/-, retroviral insertion in exon 1) the ETT necessary for ET uptake from food is
not expressed. ETT-/- fish thus show a complete lack of ET.

At the beginning of this study, fungi and some mycobacteria were only ET producers
known. Within this work, cyanobacteria were discovered as a new ET source as they
contain ET and its synthesis intermediate hercynine, which was shown by LC-MS/MS
analysis. We thereby revealed Spirulina platensis as a new and safe ET source for
aquatic organisms and even human beeings. Fort he first time, we showed the presence
of ET in the skin of adult zebrafish by LC-MS/MS analysis. This finding was confirmed by
proof of ETT expression in the skin using quantitative RT-PCR. In ordert o investigate
the function of ET in vivo, biomarkers of oxidative stress, such as 4-hydroxy-2-nonenal
and malondialdehyde, were determined in zebrafish by LC-MS/MS analysis. For this
purpose, both unstressed fish and fish stressed with heavy metals to induce oxidative
stress were analyzed. However, stably significant differences in the biomarker content
between ETT-/- and wild type fish were not found.

The method of LC-MS/MS difference shading was applied for the first time to detect
molecular differences between the fish lineages. Complete organs of adult zebrafish
were comparatively scanned with this method and significant differences between wild
type and ETT-/- fish were shown. The knockout lineage contained significantly less
carnitine and acetyl carnitine in various organs. In addition, a significantly increased 8-
hydroxy guanine (8-OH-G) content in the skin of ETT-/- fish was shown. As 8-OH-G is an
indicator of DNA lesions, there might be the possibility that ET protects DNA in ET rich

tissues.
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7 Abkurzungsverzeichnis

4-HQ
8-OH-G
ACN
ANOVA
bp
CCAC
cDNA
CIA
DEPC
DNA
DNase
EA
EDTA
ET
EtBr
EtOH
ETT
ETT-/-
FO

Fg
FRET
g

GPS

h

HNE

HPLC

KO
L-DOPA

LC
LC-MS/MS

LPO
LD50/LC50
m/z
MDA
MeOH
mRNA
MS
p-Wert
PCI
PCR
RNA
RNase

4-Hydroxychinolin

8-Hydroxyguanin

Acetonitril

analysis of variance, Varianzanalyse

Basenpaare

Culture Collection of Algae at the University of Cologne
complementary DNA, komplementare DNA
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
Diethylpyrocarbonat

deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease

Amplifikationseffizienz

Ethylendiamintetraessigsaure

Ergothionein

Ethidiumbromid

Ethanol

Ergothionein-Transporter

Knockoutmutante ohne funktionierenden Ergothionein-Transporter
initiale Fluoreszenz

Frischgewicht
Forster-Resonanzenergietransfer/Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer
Vielfaches der Erdbeschleunigung (9,81m/s?)

global positioning system

human

4-Hydroxynonenal

Highperformance liquid chromatography,
Hochleistungsflissigkeitschromatographie

Knockout

L-3,4-Dihydroxyphenylalanin

Liquid chromatography, Flussigkeitschromatographie
Liquid chromatography coupled with tandem massspectrometry,
Flussigkeitschromatografie gekoppelt mit Massenspektrometrie
Lipidperoxidation

mittlere letale Dosis/letale Konzentration
Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis

Malondialdehyd

Methanol

messenger RNA, Boten-RNA

massspectrometry, Massenspektrometrie
Signifikanzwert fir statistische Tests

Aqua Roti Phenol/CIA (1:1)

polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

Ribonuklease
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RT(+)/(-)
RTgPCR
SEM

SLC

SRM
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Polymerase
tBOOH
TEA
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TRIS

u

UV-Licht
VE-Wasser
WT

zf
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reaktive Sauerstoffspezies

revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute

Ansatze fir reverse Transkription mit (+) bzw. ohne (-) Enzym (Negativ-
Kontrolle)

Real Time quantitative PCR, quantitative Echtzeit-PCR

Standard error of the mean, Standardfehler des arithmetischen Mittels
Solute carrier

selected reaction monitoring

thermostabile DNA-Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus
tert-Butylhydroperoxid

Tetraethylammounium

Trockengewicht

Tris-(hydroxymethyl)-methylamin

Unit, Einheit der Enzymaktivitat

ultraviolettes Licht

vollentsalztes/demineralisiertes Wasser

Wildtyp

Zebrafisch
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