Aus dem Institut flir Arbeitsphysiologie

an der Universitat Dortmund
Direktor: Prof. Dr. Dr. H. M. Bolt

Das Mykotoxin Ochratoxin A:
Untersuchungen zu

in vitro Genotoxizitat und Metabolismus

Inaugural-Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
beim Fachbereich Ernahrungswissenschaft

der Justus-Liebig-Universitat Giessen

vorgelegt von
Dipl. oec. troph. Stephanie Stock
aus

Solingen

Giessen 2004



Vorsitzender: Prof. Dr. B. Schnieder

1. Gutachter: Prof. Dr. K. Becker-Brandenburg
2. Gutachter: Prof. Dr. Dr. G.H. Degen

Prufer: Prof. Dr. M. Neuhauser-Berthold
Prufer: Prof. Dr. K. Ziegler

Tag der mindlichen Prufung: 10. Dezember 2004



Meiner Familie und A. Karschewsky gewidmet



Danksagung

Mein besonderer Dank gilt Frau Prof. Dr. Dr. Gisela H. Degen, unter deren Anleitung
diese Arbeit entstand, fiir die Uberlassung des Themas sowie ihre standige
Diskussionsbereitschaft und vielfaltigen Anregungen bei der Durchfihrung des

praktischen Teils und der Niederschrift der Arbeit.

Herrn Prof. Dr. Dr. Hermann M. Bolt, Direktor des Institutes fur Arbeitsphysiologie an
der Universitat Dortmund, danke ich fur die Méglichkeit, die vorliegende Arbeit in der

Abteilung Toxikologie und Arbeitsmedizin des Institutes durchzufuhren.

Mein Dank gilt ebenso Frau Prof. Dr. Katja Becker-Brandenburg fiir die Ubernahme

des Erstgutachtens.

Frau Maria Gerber danke ich fur die Herstellung der Mikrosomenpraparationen und

die Durchfuhrung der Mikrokernteste sowie die technische Unterstitzung.

Frau Jutta Hulsemann schulde ich Dank fur die technische Unterstitzung bei den
HPLC Analysen und Frau Dr. Hana Tinel, Max-Planck-Institut fir Molekulare

Physiologie, fur die Hilfe bei den intrazellularen pH-Wert Messungen.

Schlief3lich bedanke ich mich bei allen Kolleginnen und Kollegen fur die vielfaltigen

Anregungen und das stets freundliche und angenehme Arbeitsklima.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

1 Einleitung

1.1

Mykotoxine in Nahrungsmitteln

1.2 Ochratoxin A (OTA) und seine Derivate

1.21 Physiko-chemische Eigenschaften von OTA und seinen Derivaten

1.2.2 Vorkommen von OTA

1.2.3 Toxische Wirkungen von OTA

1.3 Stand der Kenntnis zu Pharmakokinetik und Genotoxizitat von
Ochratoxin A

1.4 Prostaglandin H Synthase als Enzym des Fremdstoffwechsels

1.5 Ziele der Arbeit

2 Material

2.1 Ausgangsmaterial zur Praparation von Prostaglandin H Synthase
und OSV-Zellkulturen

2.2 Enzyme

2.3 Chemikalien

24 radioaktiv markierte Substanzen

25 Zellkulturbedarf

26 sonstige Materialien

2.7 Gerate

3 Methoden

3.1 Kultivierung von Schafsamenblasenzellen (ovine seminal

3.1.1

vesicle cells, OSV-Zellen)
Medium und Puffer flr die Zellkultur

Seite

VI

o A AN -

16
19

21
21
21
22
23
23
24

26
26



Inhaltsverzeichnis 1

Seite

3.1.2 Anlegen einer Primarkultur aus Schafsamenblasen 27
3.1.3 Subkultivierung von OSV-Zellen 28
3.1.4 Bestimmung der Zellzahl 30
3.1.5 Kryopraservation 30
3.2 Zytotoxizitatstest 31
3.3 In vitro-Mikronukleus-Test 32
3.4 Messung des intrazellularen pH-Wertes 37
3.5 Untersuchungen zum Metabolismus von OTA in OSV-Zellen 41
3.6 Untersuchungen zur Proteinbindung von *H-OTA und **C-Indo-

metazin (INDO) 43
3.6.1 Bestimmung von freiem und proteingebundenem *H-OTA und

'“C-INDO mittels Ultrafiltration 44
3.6.2 Proteinbestimmung 46
3.7 Synthese von Ochratoxin alpha (OT alpha) 46
3.7.1 Enzymatische Hydrolyse von Ochratoxin A 46
3.7.2 Aufreinigung von OT alpha 47
3.8 Untersuchungen zur Metabolisierung durch Peroxidasen 48
3.8.1 Umsetzung von OTA mit Prostaglandin H Synthase (PHS) 48
3.8.1.1 Praparation von Schafsamenblasen-Mikrosomen (RSVM) 48
3.8.1.2 Inkubationsansatz 49
3.8.1.3  Aufarbeitung und Analyse nicht radioaktiver Ansatze 51
3.8.1.4  Aufarbeitung und Analyse radioaktiver Ansatze 51
3.8.2 Umsetzung von OTA mit Meerrettichperoxidase (HRP) 53
3.8.2.1 Inkubationsansatz 53
3.8.2.2  Aufarbeitung und Analyse radioaktiver Ansatze 53
3.8.3 Umsetzung von trans-Diethylstilbestrol (E-DES) mit PHS und HRP 54
3.9 Analytik 55
3.9.1 UV/VIS Spektroskopie zur Quantifizierung von OTA und Derivaten 55
3.9.2 Chromatographie 56
3.9.2.1 Dunnschichtchromatographie (DC) 56
3.9.2.2  Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC) 57

3.9.3 Autoradiographie 60



Inhaltsverzeichnis 11

Seite

3.94 Flassigszintillationszahlung 61
3.10 Beseitigung von OTA-Kontaminationen 61
3.1 Statistische Auswertung 62
4 Ergebnisse
4.1 Verstoffwechselung von OTA in OSV-Zellen 64
4.2 Umsetzung von OTA durch mikrosomale PHS und HRP 70
4.2.1 PHS-katalysierter Metabolismus von OTA 70
4211 Radioaktivitatsverteilung 71
4212 HPLC-Analyse der Uberstande 73
4.2.1.3 Radioaktivitatsprofil der Uberstande 80
4.2.1.4  Analyse der Uberstande mittels DC und Autoradiographie 80
4.2.1.5 Umsetzung von trans-Diethylstilbestrol durch die verwendete

PHS-Praparation 81
422 HRP-katalysierter Metabolismus von OTA 82
4221  HPLC-Wiederfindung von OTA 83
4.2.2.2 Fluoreszenzprofil der Ansatze 84
4.2.2.3 Radioaktivitatsprofil der Ansatze 85
4.2.2.4  Analyse der Ansatze mittels DC und Autoradiographie 87
4.2.2.5 Umsetzung von trans-Diethylstilbestrol durch HRP 87
4.3 Genotoxizitat von OTA und seinen Derivaten fur OSV Zellen 89
4.3.1 Untersuchungen zur Genotoxizitat von OTB und OT alpha 89

4311 Induktion von Mikrokernen durch OTB und Einfluf® von Indometazin 89

4.31.2 Induktion von Mikrokernen durch OT alpha und Einfluf3 von Indo-

metazin 92
4.3.2 Untersuchungen zur Toxizitat von OTA auf OSV-Zellen und zum
Einflu® von Indometazin in serumfreier Kultur 94

4.3.21  Zytotoxizitat von OTA und Indometazin fur OSV-Zellen in serum-
freier Kultur 95
4322 Induktion von Mikrokernen durch OTA in serumfreier Zellkultur 97



Inhaltsverzeichnis

43.2.3

4.4

4.5

4.5.1
452
453

4.5.3.1
4532
454
4.5.5

4.5.5.1
4552

Einfluld von Indometazin auf die Induktion von Mikrokernen durch
OTA bei serumfreier Zellkultur

Einflud von OTA und Indometazin auf den intrazellularen pH-Wert
von OSV-Zellen

Bindung von OTA und Indometazin an Proteine des OSV-Zell-
kulturmediums

Proteingehalt im Zellkulturmedium

Bindung von OTA an Proteine des Zellkulturmediums
Verdrangung von OTA durch Indometazin aus der Bindung an
Serumproteine des Zellkulturmediums

Verdrangung bei hoher Serumkonzentration im Zellkulturmedium

Verdrangung bei niedriger Serumkonzentration im Zellkulturmedium

Bindung von Indometazin an Proteine des Zellkulturmediums
Verdrangung von Indometazin durch OTA aus der Bindung an
Proteine des Zellkulturmediums

Verdrangung bei hoher Serumkonzentration im Zellkulturmedium

Verdrangung bei niedriger Serumkonzentration im Zellkulturmedium

5 Diskussion

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5
5.6

5.7

Genotoxische Wirkungen von OTA — und Indizien fur eine Rolle
des Metabolismus?

Aufgabenstellung dieser Arbeit vor dem Hintergrund kontroverser
Vorstellungen zum Wirkmechanismus von OTA

Wird OTA von Peroxidasen (PHS, HRP) oder in OSV-Zellen

(im Sinne einer Bioaktivierung oder Detoxifizierung) metabolisiert?
Bewirken OTA und Indometazin (allein oder in Kombination) eine
melbare Verschiebung des pH-Wertes in OSV-Zellen?
Konkurrieren OTA und INDO um Bindung an Serumproteine?
Genotoxizitat von OTA und OTA-Analoga bei unterschiedlichen
Serumgehalten in Zellkultur — und Modulation durch Indometazin

Bedeutung der Ergebnisse und Ausblick

Seite

98

101

106

106

106

108

108

109

110

112

112
113

115

121

122

126
128

131
134



Inhaltsverzeichnis \%
Seite
6 Zusammenfassung 138
7 Literaturverzeichnis 140
8 Anhang 157



Inhaltsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

€

)\max

Mg
4-OH-OTA
Abb.

ARA

ATA

ATP
BCECF
BCECF-AM
BEN

BgVV

BNC
Bq
BSA
Ci
COX
CYP P450
d

Da

DC
DES
DIES
DMSO
DNA
dpm
E-DES
EtOH
FCS

molarer Extinktionskoeffizient
Absorptionsmaximum

Mikrogramm

Hydroxyochratoxin (hydroxyliert an Position 4)
Abbildung

Arachidonsaure

alimentare toxische Aleukie
Adenosin-Triphosphat
Biscarboxyethylcarboxyfluoreszein
Biscarboxyethylcarboxyfluoreszein-Acetoxymethylester
Balkan Endemische Nephropathie
Bundesinstitut fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und
Veterindrmedizin

binucleated cell (binukleare Zelle)

Bequerel

bovines Serum-Albumin

Curie

Cyclooxygenase

Cytochrom P 450

Tag

Dalton

Dunnschicht-Chromatographie
Diethylstilbestrol

Dienestrol

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acid (-saure)
desintegrations per minute (Zerfalle pro Minute)
trans-Diethylstilbestrol

Ethanol

foetales Kalberserum

gravitations



Inhaltsverzeichnis

VI

HETE
HNE
HPETE
HPLC

HPRT
HRP
IARC
IC50

INDO

kg
KG
LSC

MDCK
mi

MN
mMRNA
MDA
MW

NADPH
ng

nm
NSAID

oSV
OT alpha
OTA
OTB

Stunde

Hydroeicosatetraensaure

4-Hydroxynonenal

Hydroperoxy-eicosatetraensaure

High performance liquid chromatography (Hochleistungs-
Flissigchromatographie)
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase Assay
Horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
International Agency for Research on Cancer

Inhibitory Concentration 50 (Konzentration, bei der eine 50 %-
ige Hemmung des Zellwachstums beobachtet wird)
Indometazin

international Units (internationale Einheiten)

Kilogramm

Korpergewicht

liquid scintillation counting (FlUssigszintillations-Zahlung)
molar

Madin Darby canine kidney cells (Hundenierenzellen)
Milliliter

Mikronukleus (Mikrokern)

Messenger- Ribonucleic acid (-saure)

Malondialdehyd

molecular weight (Molekulargewicht)

Anzahl der Proben

Normalitat

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

Nanogramm

Nanometer

Non steroidal anti-inflammatory derivative (Nichtsteroidales
Antiphlogistikum)

ovine seminal vesicle (Schafsamenblase)

Ochratoxin alpha

Ochratoxin A

Ochratoxin B



Inhaltsverzeichnis

oTC
PBS
PBS-CMS

PEPCK
PG

Phe
PHS
PTWI

PUBEC

RNA
ROS
rpm
RSVM

RT

Rt

S9-Mix
SCE

sec
SHE-cells

Tab.
tRNA

Tx

ubS

uv

V79
Z,Z-DIES
Z-DES

Ochratoxin C
phosphate buffered saline (NaCl-haltiger Phosphatpuffer)

PBS calcium magnesium free (PBS Puffer ohne Kalzium und

Magnesium)

Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase

Prostaglandin

Phenylalanin

Prostaglandin H Synthase

provisional tolerable weekly intake (vorlaufig tolerierbare
wochentliche Aufnahme)

porcine urinary bladder epithelial cells (Epithelzellen der
Schweineharnblase)

Ribonucleicacid (-saure)

reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies)
rotations per minute (Umdrehungen pro Minute)

ram seminal vesicle microsomes (Schafsamenblasen-
Mikrosomen)

Raumtemperatur

Retentionszeit

9000 x g Uberstand des Rattenleberhomogenates

sister chromatid exchange (Schwester Chromatid Austausch)

seconds (Sekunden)

syrian hamster embryo cells (Embryonalzellen des syrischen

Hamsters
Tabelle
transfer-ribonucleic acid (-saure)

Thromboxan

unscheduled DNA synthesis (unplanmafige DNA-Synthese)

Ultraviolett
Hamsterfibroblasten
Dienestrol

cis-Diethylstilbestrol



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Mykotoxine in Nahrungsmitteln

In der Nahrung kénnen sich verschiedene Schadstoffe befinden. Beispielsweise flih-
ren Ruckstande aus der Anwendung von Tierarzneimitteln oder Umweltchemikalien
zu einer Belastung von Nahrungs- bzw. Futtermitteln (Ernahrungsbericht, 1996). Die-
se Kontaminationen anthropogenen Ursprungs sind durch geeignete MalRnahmen
(Einhalten von Wartezeiten bei Tierarzneimitteln, Verzicht bzw. limitierter Einsatz z.
B. von Pflanzenschutzmitteln) prinzipiell vermeidbar. Eine weitaus komplexere Prob-
lematik stellen Belastungen von Lebens- und Futtermitteln mit natlrlichen Toxinen
dar (Bauer und Gareis, 1987; Lindner, 1990)

Solche naturlichen Toxine stellen beispielsweise Mykotoxine dar. Sie werden als Se-
kundarmetabolite, also Produkte des Sekundarstoffwechsels, der ubiquitar vorkom-
menden Schimmelpilze gebildet (Betina, 1984). Der Begriff ,Mykotoxine® fal’t dabei
abgrenzend diejenigen Sekundarmetaboliten mit toxischer Wirkung fir Mensch und
Tier zusammen (Fink-Gremmels, 1994).

Mykotoxine zeichnen sich durch relativ geringes Molekulargewicht sowie ihre haufig
spezifische Synthese durch bestimmte Schimmelpilzgattungen aus (Moss, 1987);
Intoxikationen durch Mykotoxine werden als ,Mykotoxikosen“ bezeichnet. Es sind
heute etwa 300 Mykotoxine bekannt, von denen ca. 20 in signifikanten Mengen und
Haufigkeiten in Lebensmitteln gefunden werden (Steyn, 1995). Zu diesen zahlen
Aflatoxine, Ochratoxine, Trichothecene, Fusarium-Mykotoxine, Fumonisine und Patu-
lin (Ueno, 1985; Pohland und Wood, 1987). Zu den allgemein besonders belasteten
Lebensmitteln gehéren neben verschiedenen Nuf3arten auch Getreide bzw. Getrei-
deprodukte, Fruchtprodukte und tierische Nahrungsmittel wie Milch, Eiprodukte oder
Kase (Kiermeier, 1985).

Mykotoxine kdnnen bei Mensch und Tier verschiedene adverse Effekte hervorrufen.
Einige dieser Mykotoxine zeichnen sich vorwiegend durch akute Toxizitat aus (z. B.
die Trichothecene). Andere wiederum kdnnen Krebs und andere chronische Krank-
heiten hervorrufen (Weber, 1983; Schlatter, 1988; Chu, 1991). Ames et al. (1987)
charakterisieren Mykotoxine als die ,signifikanteste kanzerogene Verunreinigung von

Lebensmitteln in Entwicklungslandern®.
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Insbesondere die Aflatoxine sind von grof3er Bedeutung: Sie werden u. a. fur die ho-
he Inzidenz des primaren Leberkrebses in Afrika und Asien verantwortlich gemacht
(Bilgrami und Sinha, 1992; Eaton und Gallagher, 1994). Die Entdeckung dieser po-
tenten Hepatokanzerogene intensivierte die Suche nach weiteren moglicherweise
kanzerogenen Mykotoxinen in der Nahrung sowie deren Bedeutung in der Atiologie
menschlicher und tierischer Erkrankungen (Steyn, 1984).

Das Mykotoxin Sterigmatocystin wird ebenso wie das chemisch verwandte Aflatoxin
B1 von verschiedenen Aspergillus-Arten gebildet. Es fanden sich bald deutliche Hin-
weise auf eine kanzerogene Wirkung des Sterigmatocystins; das kanzerogene Po-
tential fur die Hepatotoxine Patulin und Penicillinsdure ist dagegen noch ungeklart
(Chu, 1991; Dirheimer, 1998).

Von Fusarium-Spezies produzierte Trichothecene, vor allem das sogenannte T-2
Toxin, werden u.a. flir das Auftreten der Alimentaren Toxischen Aleukie (ATA) ver-
antwortlich gemacht, einer Erkrankung mit schweren gastroinstestinalen Symptomen
sowie Leukopenie (Steyn, 1993; Pohland und Wood, 1987; Steyn, 1995). Schwache
genotoxische Effekte konnten in in vitro-Untersuchungen fur T-2 Toxin gezeigt wer-
den (Chu, 1991). Ergebnisse flr andere Trichothecene wie Vomitoxin, Nivalenol oder
Fusarenon X sind bislang widerspruchlich und bedirfen weiterer Abklarung (Dirhei-
mer, 1998).

Die Fumonisine B4 und By, von Fusarium moniliforme produzierte Mykotoxine, gelten
als Krebs-promovierende Agentien, zeigten in einigen Studien jedoch auch tumor-
initierende Wirkung. Fusarin C zeigt in vitro nach metabolischer Aktivierung Mutage-
nitat im Ames-Test (Chu, 1991).

Das Nephrotoxin Ochratoxin A wird als Kanzerogen angesehen (WHO, 2001). Uber
Auftreten, Toxizitat, Metabolismus, Kinetik und Genotoxizitat liegen inzwischen viele
Daten vor. Der Mechanismus der kanzerogenen Wirkung von OTA ist allerdings noch
nicht aufgeklart, insbesondere ist die Frage, ob OTA direkt oder indirekt genotoxisch

wirkt, offen.

1.2 Ochratoxin A (OTA) und seine Derivate

Ochratoxine sind eine Gruppe strukturverwandter Mykotoxine, die von Spezies der

Pilzgattungen Penicillium und Aspergillus produziert werden. Die zuerst entdeckte
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Verbindung wurde aus einer Kultur von Aspergillus ochraceus isoliert, daher wurde
sie Ochratoxin A (OTA) genannt (van der Merwe et al., 1965).

Abbildung 1 zeigt die chemische Struktur von Ochratoxin A (N-[[(3R)-5-Chloro-8-
Hydroxy-3-Methyl-1-Oxo-7-Isochromanyl]carbonyl]-3-Phenyl-L-Alanin).

Es handelt sich hierbei um ein Dihydroisokumarin-Derivat, das uber seine 7-
Carboxylgruppe mittels einer a-Amidbindung an die Aminosaure L-Phenylalanin ge-

bunden ist.

COOH O OH 0O

Irz

CH
Cl

L-Phenylalanin Isokumarin

Abb. 1: Strukturformel von Ochratoxin A (OTA)

Weitere Arbeiten fUhrten zu der Entdeckung von Ochratoxin B (OTB) und Ochratoxin
C (OTC), dem dechlorinierten Derivat bzw. Ethylester-Derivat von OTA (van der
Merwe et al., 1965). OTA und seltener OTB sind die einzigen Ochratoxine, die als
Kontaminationen in Lebens- und Futtermitteln vorkommen (WHO, 1990).

In gemaRigten Klimazonen der Erde gilt Penicillium verrucosum (friher bezeichnet
als Penicillium viridicatum) als OTA-Hauptproduzent, in warmen und tropischen Kii-
maten dagegen verschiedene Aspergillus-Spezies (Pitt, 1987; Abarca et al., 1994,
Moss, 1996; Varga et al., 1996).
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1.2.1 Physiko-chemische Eigenschaften von OTA und seinen Derivaten

OTA besitzt ein Molekulargewicht von 403,8 Da. Die phenolische Hydroxylgruppe im
Dihydroisokumarinring sowie die Carboxylgruppe des Phenylalanin sind fur das
schwach saure Verhalten des OTA verantwortlich. Das Toxin besitzt zwei Dissoziati-
onskonstanten: pKy = 6,75; pKz = 10,25 (Godin et al., 1997).

Reines OTA ist eine farblose kristalline Substanz mit einem Schmelzbereich von 168-
173 °C. Das Mykotoxin ist in polaren organischen Lésungsmitteln (Chloroform, Etha-
nol, Methanol, Dimethylsulfoxid) oder in walriger Bicarbonatldsung leicht I6slich, in
Wasser dagegen schlecht 16slich (DFG, 1990).

In Losung kann OTA verlustlos Uber lange Zeit dunkel und kihl gelagert werden, bei
Exposition gegen fluoreszierendes Licht erfolgt jedoch nach kurzer Zeit Photolyse
(Krogh, 1987). In neutralen Lésungen ist das Toxin hitzestabil, es wird aber in alkali-
schen Losungen unter Hitzeeinflu® hydrolysiert (Trivedi et al., 1992). Eine vollstandi-
ge Degradation von OTA wird mit einem Uberschu® an Natrium-Hypochlorid-Lésung
erzielt (Castegnaro, 1991).

Saure sowie enzymatische Hydrolyse (durch Carboxypeptidase A) fihren zur Spal-
tung des OTA in Ochratoxin alpha (OT alpha), dem Isokumarin-Anteil des Toxins,
und Phenylalanin (van der Merwe et al., 1965; Pitout, 1969 a,b).

OTA emittiert bei UV-Bestrahlung in saurer bzw. alkalischer Losung intensive grine
bzw. blaue Fluoreszenz. Das UV-Absorptionsspektrum von OTA variiert mit dem pH-
Wert und der Polaritat des Losungsmittels (Chu, 1974; Pitout, 1969b; Harwig et al.,
1983)

Der molare Extinktionskoeffizient (g) ist von der Konzentration der Losung abhangig
und variiert zwischen 1,9 x 10° und 4,8 x 10* M (Nesheim, 1969).

1.2.2 Vorkommen von OTA

Obwohl OTA prinzipiell weltweit und in allen Lebens- und Genuf3mitteln vorkommen
kann, wird es doch am haufigsten in den gemafigten Klimaten der Mais-, Gerste-
und Weizenanbaugebiete der nordlichen Hemisphare nachgewiesen (Kuiper-
Goodman und Scott, 1989; WHO, 1990; IARC, 1993).
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In Deutschland wurden in Gerste bis zu 206 ug OTA pro kg Getreide gefunden, in
Weizen bis zu 12,5 ug pro kg. Aus kontaminiertem Getreide kann OTA in daraus ge-
brautes Bier Ubergehen, und kann dort in Anteilen von bis zu 1 ng / ml nachgewiesen
werden (Scott, 1996).

Ferner kann das Mykotoxin bei Futterung von kontaminiertem Getreide an Schlacht-
tiere in daraus hergestellte Lebensmittel Ubergehen, und zwar in durchaus signifikan-
ten Mengen. So sind in einer deutschen Studie in Schweinewurstchen bis zu 3,4 ug,
in Schweinenieren auch bis zu 10 uyg OTA / kg festgestellt worden (Scheuer und
Leistner, 1986)

Eine andere OTA-Quelle ist Kaffee, da der Rostungsprozeld den Gehalt an OTA in
kontaminierten Kaffeebohnen nicht zu reduzieren vermag. Beim Bruhen kdnnen sig-
nifikante Mengen an Mykotoxin in den Kaffeeextrakt ibergehen und Kaffee somit bei
regelmaligem Konsum einen Beitrag zur menschlichen Exposition gegen das Myko-
toxin leisten (Studer-Rohr et al., 1995; Scott, 1996).

In der Literatur finden sich auch Angaben Uber positive Nachweise von OTA in Kuh-
milch (Breitholtz-Emanuelsson et al., 1993) sowie in der Muttermilch stillender Frau-
en (Micco et al., 1991; Jonsyn et al., 1995).

Als Folge einer Ernahrung mit Mykotoxin-belasteten Lebensmitteln ist OTA im Blut
von Bewohnern verschiedener europaischer Lander gemessen worden (Hald, 1991).
Die hochsten Konzentrationen wurden bei Einwohnern der Balkanlander festgestellt:
Hier wurden Werte von bis zu 100 ng / ml Blut ermittelt (Fuchs et al., 1991; Petkova-
Bocharova und Castegnaro, 1991). In anderen Landern lagen die Werte deutlich
niedriger und korrelierten mit einer geringeren Mykotoxin-Belastung der verzehrten
Lebensmittel (Petkova-Bocharova und Castegnaro, 1991).

Das BgVV (Bundesinstitut fur Verbraucherschutz und Veterinarmedizin) gibt die tagli-
che alimentare Aufnahme von OTA fur den Verbraucher in Deutschland unter
Zugrundelegung des ublichen Lebensmittelkonsums und der Ublichen Verzehrsmen-
gen mit etwa 0,9 ng / kg KG an. Die Aufteilung auf die Hauptzufuhrquellen sei wie
folgt:

- 0,5 ng / kg KG und Tag durch Getreide und Getreideprodukte,

- 0,2 ng / kg KG und Tag durch Kaffee und weitere

- 0,2 ng / kg KG und Tag durch den Verzehr von Bier

(BgVV, 1997, Pressemitteilung 15).
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Von Frank (1991) sowie Wolff et al. (2000) wird die durchschnittliche tagliche Auf-
nahme von OTA mit der Nahrung in Deutschland ebenfalls mit etwa 1 ng / kg Kor-
pergewicht (KG) angegeben. Dazu kdnnen weitere 2 ng / kg KG von Personen auf-
genommen werden, die sich zum groRen Teil von Getreideprodukten ernahren
(Frank, 1991). Dies bedeutet eine durchschnittliche wochentliche alimentare Auf-
nahme an OTA von ca. 20 ng / kg KG fur deutsche Konsumenten. Die WHO (2001)
gibt die durchschnittliche wochentliche Aufnahme von OTA im europaischen Rahmen
mit etwa 45 ng / kg KG an, basierend auf den Konsumdaten der GEMS-Datenbank.
Getreide und Wein tragen hierzu 25 bzw. 10 ng / kg KG bei, Traubensaft und Kaffee
nur je 2 — 3 ng / kg KG. Basierend auf diesen sowie den vorliegenden Daten bzgl.
adverser Effekte des OTA bestatigte die WHO 2001 den vormals festgesetzten PTWI
(provisional tolerable weekly intake) von 100 ng / kg KG pro Woche.

Seit dem 5. April 2002 existieren allgemeine europaische gesetzliche Regulationen
fur OTA-Hochstmengen in Lebensmitteln, allerdings nur flr Getreide (rohe Getreide-
korner: 5 ug / kg; Getreideerzeugnisse: 3 ug / kg) und getrocknete Weintrauben (10
Mg / kg). Eine Hochstmengenregelung fur Kaffee, Wein, Bier, Kakao und Gewirze
wird angestrebt (Verordnung 472/2002 der Europaischen Gemeinschaft vom 12.
Marz 2002). In der laufenden Diskussion um die Anpassung solcher Grenzwerte
schlagen einige Arbeitsgruppen erheblich niedrigere Werte vor als zur Zeit in der

Verordnung festgesetzt (Petzinger und Ziegler, 2000).

1.2.3 Toxische Wirkungen von OTA

Folgende adverse Wirkungen von OTA auf den Organismus wurden beschrieben:

a) Nephrotoxizitéat

OTA wirkt in allen bislang getesteten Spezies (aulRer in Wiederkauern) als potentes
Nephrotoxin (Pohland et al., 1992). Basierend auf verschiedenen Feldstudien wird es
als auslosender Faktor der sogenannten Schweine-Nephropathie angesehen (Krogh,

1987). Diese Erkrankung bei Schweinen geht mit einer Degeneration der proximalen
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Nieren-Tubuli sowie einer Atrophie des tubularen Epithels, interstitieller Fibrose in der
Nierenrinde und hyalinisierten Glomeruli einher (Pohland et al., 1992).

OTA steht im Verdacht, die Ursache der sogenannten ,Balkan Endemischen Nephri-
tis“ (BEN) beim Menschen zu sein. Ein solcher Zusammenhang liegt unter anderem
nahe, da OTA bei Mensch und Tier sehr ahnliche morphologische und funktionale
Schadigungen hervorruft. Ferner wurden besonders hohe OTA-Belastungen in Nah-
rungsmitteln und bei Menschen aus Regionen gemessen, in denen BEN auftritt
(IARC, 1993). Als mdglicher Erklarungsansatz fur das endemische Auftreten der BEN
in Landern des Balkan wird daher eine hohe OTA-Belastung der Lebensmittel disku-
tiert, obwohl auch andere atiologische Faktoren nicht ausgeschlossen werden (Tatu
et al., 1998). Die Mechanismen, welche der Nephrotoxizitat des OTA zugrunde lie-
gen, sind bislang nicht restlos aufgeklart (Godin et al., 1997). OTA wird wahrschein-
lich Uber das organische Anionen Transport System in die proximalen Tubuluszellen
der Niere aufgenommen und dort angereichert (Friis et al., 1988; Gekle et al., 1998;
2000).

b) Kanzerogenitat

Im Jahre 1971 wurde erstmals Uber Nierentumoren nach oraler Gabe von OTA an
Ratten berichtet (zitiert in Pohland et al., 1992). Die Entwicklung von renalen bzw.
hepatischen Tumoren nach oraler Gabe an Ratten und Mause wurden von Kanisawa
und Suzuki (1978) und Bendele et al. (1985) beschrieben. Die kanzerogene Wirkung
wurde durch eine Studie des National Toxicology Program bestatigt (zitiert in IARC
1993).

Bis heute gibt es keine definitiven Beweise daflir, dall OTA auch beim Menschen
kanzerogen wirkt. In einer Reihe von epidemiologischen Studien an Personen in BEN
Endemiegebieten wurde allerdings eine erhdhte Inzidenz von Tumoren in Niere und
Harntrakt (Nierenbecken, Ureter, Harnblase) gegenlber Personen aus nicht-BEN
Endemiegebieten beobachtet (Sostaric und Vukelic, 1991; IARC, 1993).

Weiterhin zeigte sich, daly Nahrungsmittel in Endemiegebieten sehr viel haufiger und
hohergradiger mit OTA kontaminiert sind als in Nicht-Endemiegebieten (Petkova-
Bocharova et al., 1991). Auch konnte gezeigt werden, dall im Blut von in Endemie-
gebieten lebenden Menschen, die zum Teil an BEN bzw. Tumoren der ableitenden

Harnwege erkrankt waren, sowohl die Anzahl der Proben als auch der Gehalt an
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OTA signifikant héher waren als in der Vergleichspopulation aus einem Nicht-
Endemiegebiet (Petkova-Bocharova et al., 1988).

Aufgrund dieser und weiterer Ergebnisse stufte 1993 die International Agency for
Research on Cancer (IARC) das Mykotoxin OTA in die Gruppe 2B, also als ,possibly

carcinogenic to humans® ein (IARC, 1993).

c) Teratogenitat

Experimentell konnte gezeigt werden, da® OTA die Plazentabarriere zu Uberwinden
und in foetalem Gewebe zu akkumulieren vermag (Ballinger et al., 1986).
In den Nachkommen von mit OTA behandelten Ratten konnte ein breites Spektrum
von Effekten (wie Exencephalie, Anomalien der Augen, sonstige Fehlbildungen) beo-
bachtet werden (Pohland et al., 1992; Kuiper-Goodman und Scott, 1989).

Uber teratogene Effekte beim Menschen liegen keine Studien vor.

d) Immunotoxizitit

Luster et al. (1987) berichteten erstmals, dafy OTA die Aktivitat der naturlichen Killer-
zellen zu reduzieren vermag. Diese Wirkung soll auf einer spezifischen Hemmung
der endogenen Interferon-Produktion basieren.

Lea et al. (1989) beobachteten eine potente suppressive Wirkung von OTA auf den
Spiegel an humanen B- und T-Zell-Lymphozyten. In Mausen sind funktionelle Veran-
derungen der Knochenmarkszellen und Makrophagen beobachtet worden (Boor-
mann et al., 1984). Muller et al. (1999) zeigten, dal® OTA bei Lauferschweinen auch
in Dosen unterhalb der Toxizitdtsgrenze zu Immunmodulationen fihrte. Im wesentli-
chen wurden eine Erhdhung der Leukozyten- und Neutrophilenzahl sowie apoptoti-
sche Phagozyten im Blut beobachtet. Die Anzahl der Lymphozyten im Blut war da-

gegen gegenuber der Kontrolle erniedrigt.
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Es werden bisher folgende zellulare Wirkungen des OTA diskutiert, die den oben be-

schriebenen toxischen Wirkungen zugrunde liegen sollen, und zwar:

1) eine Inhibition der Protein-, RNA- und DNA-Synthese sowie EinfluR auf
verschiedene Enzymsysteme,
2) eine Erhohung der Lipidperoxidation und

3) eine Wirkung auf die Mitochondrien bzw. die mitochondriale ATP-Produktion.

Ad 1): Sowohl in vitro als auch in vivo wird eine Hemmung der Proteinbiosynthese
durch OTA beobachtet. Wegen des im Mykotoxin enthaltenen Phenylalanin-Anteils
kommt es zu einer Kompetition mit der Aminosaure Phenylalanin bei der durch die
Phenylalanyl-tRNA™" -Synthetase katalysierten Aminoacylierung der tRNA”". Da-
durch kommt es zu einem Stop der Peptid-Elongation. Die inhibitorische Wirkung des
OTA ist bei Gabe eines Uberschusses an Phenylalanin reversibel.

Bei fortgesetzter Exposition gegen OTA erfolgt nach der Hemmung der Proteinbio-
synthese spater ebenfalls eine Hemmung der RNA-Synthese, schliellich eine Hem-
mung der DNA-Synthese (Creppy et al., 1983; 1984).

Neben diesem Effekt auf die Phenylalanyl-tRNA™"®-Synthetase gibt es offenbar wei-
tere Einflusse des OTA auf Schlusselenzyme des Stoffwechsels: OTA hemmt in iso-
lierten Rattenhepatozyten sowie in vivo die Hydroxylierung von Phenylalanin zu Ty-
rosin durch das Enzym Phenyalanin-Hydroxylase. Hierdurch kénnen Effekte hervor-
gerufen werden, die dem Erscheinungsbild der Phenylketonurie ahneln (Creppy et
al., 1984; 1990).

Weiterhin vermag OTA die Aktivitdt der cytosolischen Phosphoenolpyruvat-
Carboxykinase (PEPCK) in Rattenleber zu hemmen (Meisner et al., 1983; Meisner
und Krogh, 1986). Die Autoren postulieren hierfir eine Degradation der PEPCK
MRNA durch das Mykotoxin. Von anderen Autoren wird jedoch diskutiert, dal3 die
Hemmung der Enzymaktivitat eine Folge der verminderten Proteinbiosynthese sein
konnte, da mRNAs mit hohem Umsatz unter diesen Bedingungen nicht mehr von den
Ribosomen geschutzt werden (Dirheimer und Creppy, 1991). Die Konsequenz dieser

Enzymhemmung ist eine verminderte renale Glukoneogenese (Meisner et al., 1983).



Einleitung 10

Ad 2): Bei Untersuchungen an isolierten proximalen Nierentubuli (Aleo et al., 1990)
sowie an Leber- und Nierenmikrosomen von Ratten ist eine erhodhte Lipid-
Peroxidation durch OTA gezeigt worden (Rahimtula et al., 1988).

Diese wird offenbar durch Komplexierung des Mykotoxins mit im Testsystem enthal-
tenem Eisen Ill (Fe**) hervorgerufen und fiihrt in Gegenwart des NADPH-Cytochrom
P 450-Reduktase Systems zur Produktion eines toxischen Hydroxyl-Radikals. Dieses
Radikal wird von einigen Autoren zum Teil fur die weiter oben beschriebenen adver-
sen Effekte des OTA verantwortlich gemacht (Baudrimont et al., 1997; Hasinoff et al.,
1990; Omar et al., 1990; 1991).

Ad 3): Eine in vitro Studie an Rattenlebermitochondrien zeigte, daf® die Aufnahme
von OTA in die Mitochondrien ein Energie-verbrauchender Prozel} ist, der die Deple-
tion des intramitochondrialen ATPs zur Folge hat. Zusatzlich hemmt OTA offenbar
den intramitochondrialen Phosphat-Transport, welches zu einem allgemeinen Verfall
der Mitochondrien fuhrt (Meisner, 1976). Resultate aus anderen in vitro Studien er-
gaben Uberdies, da OTA kompetitiv die Carrierproteine der inneren Mitochondrien-

membran hemmen kann (Meisner und Chan, 1974; Wei et al., 1985).

Die oben beschriebenen zellularen Effekte des OTA werden einzeln bzw. in Kombi-
nation als zugrundeliegende Mechanismen der adversen Wirkungen des OTA disku-
tiert (Marquart und Frohlich, 1992; Xiao et al., 1996).

1.3 Stand der Kenntnis zu Pharmakokinetik und Genotoxizitat
von Ochratoxin A

Pharmakokinetik

Die Resorption von OTA beginnt bei den meisten Tierspezies bereits im Magen (Roth
et al., 1988). Anhaltspunkte fur eine effiziente Resorption aus dem proximalen Jeju-
num liegen ebenfalls vor (Kumagai und Aibara, 1982). Nach Kumagai (1988) soll die
Resorption aus dem Gastrointestinaltrakt passiv in der nichtionisierten Form erfolgen.
Wiederkauer spalten OTA nach alimentarer Aufnahme effizient durch Hydrolyse in
OT alpha und Phenylalanin (Hult et al., 1976).
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In vivo und in vitro bindet OTA an Serumproteine des Plasmas, allerdings mit relativ
geringer Affinitat im Bereich von etwa 10 bis 10° M (Chu, 1971). In humanem
Plasma bindet OTA wesentlich spezifischer (2,3 x 107 M, Stojkovic et al., 1984) an
bislang unidentifizierte Makromolekule der Gréfie 20.000 Da. Eine Sattigung dieser
Bindung ist bereits im Dosisbereich von 10 — 20 ng OTA / ml Serum erreicht (Hult
und Fuchs, 1986). In vitro wurde ermittelt, dal} bei einer Gesamtkonzentration von
10° — 10® M der Anteil an ungebundenem OTA in humanem Plasma bei nur 0,02 %
liegt (Hagelberg und Hult, 1989).

In einer kurzlich publizierten Arbeit berichten die Autoren Uber einen humanen
Selbstversuch, in dessen Verlauf nach Ingestion von 395 ng Tritium-markiertem OTA
eine Plasma-Halbwertzeit von 35,55 Tagen ermittelt wurde (Studer-Rohr et al.,
2000). Dies ist etwa achtmal so lang wie die fur Ratten kalkulierte Plasma-
Halbwertzeit mit ca. 103 Stunden (Li et al., 1997).

Biliare Exkretion und glomerulare Filtration sind die Hauptwege der Ausscheidung
von OTA; ein Beitrag der tubularen Sekretion wird ebenfalls diskutiert (Stein et al.,
1985). Der Anteil der jeweiligen Exkretionsroute variiert dabei zwischen den einzel-
nen Spezies (Hagelberg und Hult, 1989). OTA unterliegt einem enterohepatischen
Kreislauf (Fuchs et al., 1988b; Roth et al., 1988).

Primare Zielgewebe in allen bislang untersuchten Spezies sind unter anderem Niere,
Hoden und Samenblase (Kane et al., 1986; Galtier, 1979; Fuchs et. al., 1988a;

Breitholtz-Emanuelsson et al., 1992).

Metabolismus

In Studien mit Mausen, Ratten und Kaninchen sind verschiedene Metabolite erkannt
und identifiziert worden. Es sind dies hydroxylierte Metabolite wie 4-OH-OTA
(Stgrmer und Pedersen, 1980;) und 10-OH OTA (Stgrmer et al., 1983). Diese hydro-
xylierten Metabolite werden in vivo und in vitro durch verschiedene Cytochrom P450
Isoenzyme gebildet (Stermer und Pedersen, 1980). 4-OH-OTA kann dabei in den
zwei isomeren Formen (4R)- bzw. (4S)-OH-OTA vorkommen (Stgrmer et al., 1981).
Je nach Spezies variieren die Anteile der Isomere: In Ansatzen mit Lebermikrosomen
aus humanem und Rattengewebe Uberwiegt der Anteil an (4R)-OH-OTA, wahrend in

Schweinegewebe hauptsachlich das (4S)-Isomer gebildet wird (Starmer et al., 1981).



Einleitung 12

10-OH-OTA wurde bislang nur in Ansatzen mit Lebermikrosomen des Kaninchens
nachgewiesen.

Neben diesen hydroxylierten Metaboliten wird auch Ochratoxin alpha (OT alpha), der
Dihydroisokumarin-Anteil des OTA, durch enzymatische Aktivitdt in vivo gebildet
(Roth et al., 1988). Die Bildung von OT alpha erfolgt durch Spaltung der Peptidbin-
dung des OTA mittels der Enzyme Carboxypeptidase oder Chymotrypsin in Darm
(Pitout, 1969b) und Pankreas (Suzuki et al., 1977). Die Hydrolyse von OTA wird als
Detoxifizierungsreaktion angesehen, da OT alpha in verschiedenen Tests (Zytotoxizi-
tat, Genotoxizitat) weniger toxisch als OTA bzw. nicht wirksam ist.

Abbildung 2 zeigt eine Ubersicht Gber die bekannten Metabolisierungswege des
OTA.

COOH Carboxypeptidase
Chymotrypsm HOOC
N
Darm, Pankreas

Ochratoxin A CH,

Ochratoxm alpha
Cytochrom P 450

\*Leber

OOH
Cytochrom P 450

Leber, Niere
CH,OH

Cl
10-Hydroxyochratoxin A

OOH O

OOH c| OH H
(4S)-4-Hydroxyochratoxin A

(4R)-4-Hydroxyochratoxm A

Abb. 2: Metabolisierung des Mykotoxins Ochratoxin A in vivo
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Sowohl (4R)-OH OTA als auch (10)-OH-OTA kdénnen in vitro durch das Enzym Alko-
holdehydrogenase zu 4-Oxo-OTA bzw. 10-Oxo-OTA weiter metabolisiert werden
(Syvertsen und Stgrmer, 1983). /n vivo sind diese Metabolite nicht gefunden worden.
In der Literatur wird berichtet, dal3 wahrscheinlich mehrere Isoformen des Cytochrom
P450 an der Metabolisierung des OTA beteiligt sind. Es gibt Hinweise auf eine Betei-
ligung der IA-, der IIB- und der llIA-Familien (Omar et al., 1996). Zepnik et al. (2001)
zeigten auch, dal CYP P450 IA1, 11IA4 und IIC9 die Bildung von (4R)- und (4S)-OH-
OTA aus Ochratoxin A katalysieren. Der Umfang der Metabolisierung von OTA durch
die genannten Enzyme war jedoch sehr gering. Es wird daher eher als unwahr-
scheinlich angesehen, dal} diese Metabolisierungswege eine wichtige Rolle fur die
Toxizitat von OTA spielen. Einige Autoren postulieren aber eine Beteiligung der Bio-
transformation an adversen, insbesondere den genotoxischen Effekten des OTA
(Malaveille et al. 1994; De Groene et al., 1996a,b; Obrecht-Pflumio et al., 1996;
Castegnaro et al., 1998; Gillman et al., 1999).

Genotoxizitat

Die uberwiegende Zahl der Mutagenitatsteste mit Salmonella typhimurium (mit / ohne
metabolischer Aktivierung durch S9-Mix) beschreibt OTA als nicht mutagen (Kuczuk
et al., 1978; Wurgler et al., 1991). Bei Einsatz von Zellkulturmedium, das durch Inku-
bation von Rattenhepatozyten mit OTA gewonnen wurde, zeigte sich in einigen Sal-
monella-Teststammen zwar erhohte Mutagenitat (Hennig et al., 1991), doch bislang
konnte dieser Befund nicht bestatigt werden (Follmann und Lucas, 2003).

Vor kurzem sind positive Befunde in Salmonella typhimurium Mutagenitatstesten un-
ter Verwendung von Maus-Nierenmikrosomen berichtet worden (Obrecht-Pflumio et
al., 1999).

In Saugerzellen zeigten sich genotoxische Effekte zunachst als schwach oder wider-
spruchlich. So untersuchte Bendele (1985) die OTA Genotoxizitat in einer Reihe von
in vitro und in vivo Testsystemen. Es wurden damals weder Anzeichen einer "Un-
scheduled DNA Synthesis” (UDS) in Primarkulturen von Rattenhepatozyten noch
Anhaltspunkte flr das Auftreten von Sister chromatid-exchanges (SCE) in Zellen des

Chinesischen Hamsters gefunden.
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Spater ist jedoch durch Follmann et al. (1995) gezeigt worden, da® OTA in Epithel-
zellen der Schweineharnblase SCE induziert. Ebenso wurde UDS in Primarzellen
des humanen Urothels nachgewiesen (Ddrrenhaus et al., 2000).

Creppy et al. (1985) beschreiben das Auftreten von DNA Einzelstrangbrichen in
OTA-behandelten Milzzellen von Mausen. Dieses in vitro Ergebnis wurde in einem in
vivo Versuch bestatigt (Kane, 1986).

Die Frage, ob eine metabolische Umsetzung des Mykotoxins diese und weitere ge-
notoxische Effekte bedingt, wird in der Literatur kontrovers diskutiert:

Von der Arbeitsgruppe um Pfohl-Leszkowicz wurde mittels *P-Postlabelling Analyse
gezeigt, dal} die Gabe von OTA in Versuchstieren dosis- und zeitabhangig die Bil-
dung von DNA-Addukten induziert (Pfohl-Leszkowicz et al., 1991; 1993 a,b,c,e). Eine
Reihe von Addukten wurden in verschiedenen Spezies (Mausen und Ratten) und in
unterschiedlichen Geweben nachgewiesen (Niere, Leber, Milz), auch in der Harnbla-
se von Mausen (Obrecht-Pflumio et al., 1996). Die in den einzelnen Organen gefun-
denen Muster waren nicht identisch und offenbar wurden Addukte in unterschiedli-
cher Geschwindigkeit repariert, welches die Autoren als Indiz flr einen organspezifi-
schen Metabolismus nahmen. Die Art dieser Addukte ist bislang aber unbekannt. Es
gibt zwar Hinweise auf Guanin-Addukte (Obrecht-Pflumio und Dirheimer, 2000), an-
dere Gruppen konnten allerdings auch mit sehr empfindlichen Methoden keine OTA-
Bindung an DNA-Basen nachweisen (Gautier et al., 2001a; Gross-Steinmeyer et al.,
2002).

De Groene et al. (1996a,b) untersuchten die Mutagenitat von OTA in NIH/3T3 Maus-
zellinien, die mit verschiedenen CYP P450 Gene transfiziert wurden und einen Shut-
tle-Vector mit dem lacZ'-Gen als Reportergen fur Mutationen enthielten: Sie fanden
hauptsachlich groRe DNA Deletionen und bringen diesen OTA-Effekt mit einer Bio-

transformation des Mykotoxins durch die Cytochrom P450 Isoenzyme in Verbindung.

Degen et al. (1997) konnten zeigen, dal® OTA in Zellkulturen von Schafsamenblasen
(ovine seminal vesicle cells, OSV-Zellen) dosisabhangig Mikrokerne induziert. In die-
sen Zellen wird das Enzym Prostaglandin H Synthase (PHS) in hohem Malde expri-
miert (Degen, 1993a,b). Zusatz des PHS-Inhibitors Indometazin (INDO) zum Ver-
suchsansatz ergab einen interessanten Befund, namlich eine hdhere Mikrokernrate,
also eine Verstarkung des OTA-Effektes. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in

der folgenden Grafik zusammengefal3t:
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Abb. 3: Dosisabhangige Mikrokerninduktion durch OTA und Einflul® von Indometa-
zin (INDO) in Schafsamenblasen-Zellen (ovine seminal vesicle cells, OSV-
Zellen), nach Degen et al. (1997)

Die Auslosung genotoxischer Effekte durch OTA ist also unbestritten, aber die Frage
nach den zugrundeliegenden Mechanismen, insbesondere die Rolle des Metabolis-

mus von OTA, ist noch nicht geklart. Wahrend einige Wissenschaftler z. B. eine PHS-
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katalysierte Umsetzung von OTA im Sinne einer Bioaktivierung vermuten (vgl. Ab-
schnitt 1.5) sprechen die Befunde von Degen et al. (1997) eher fur eine Umsetzung

im Sinne einer Entgiftung.

1.4 Prostaglandin H Synthase als Enzym des Fremdstoffwechsels

Viele Chemikalien, darunter auch verschiedene Mutagene bzw. Kanzerogene, sind
selbst nicht (geno-)toxisch, sondern rufen genotoxische Wirkungen erst nach meta-
bolischer Aktivierung (Bioaktivierung, Toxifizierung) zu reaktiven Intermediaten her-
vor. In der Leber werden diese Reaktionen hauptsachlich durch Cytochrom P450-
abhangige Monooxygenasen katalysiert (Guengerich, 1991). In extrahepatischen
Geweben mit sehr geringer Monooxygenase-Aktivitat wird alternativ eine Beteiligung
von Peroxidasen an der Bioaktivierung von Fremdstoffen diskutiert (Eling et al., 1990;
Degen et al., 2002). Eine solche Peroxidase ist die Prostaglandin H Synthase (PHS,
E.C. 1.14.99.1). Die PHS ist ein Schllsselenzym in der Synthese biologisch aktiver
Prostanoide wie Prostaglandine (PGE;), Thromboxane (TxA;) und Prostacycline
(PGly). Als autokrin bzw. parakrin wirkende Mediatoren sind Prostanoide an einer
Vielzahl physiologischer (Reproduktion, Bluthomdostase, Salz- und Wasserhaushalt,
Plattchenaggregation) und pathophysiologischer (Fieber, Schmerz, Infektion) Pro-
zesse beteiligt (Smith und Marnett, 1991; Hershman, 1996).

PHS-Aktivitat findet sich in nahezu allen Saugergeweben (Eling et al., 1990); beson-
ders hohe Expression findet man im Nierenmark (Davis et al., 1981), Blasenepithel,
Reproduktionstrakt (Christ und van Dorp, 1972) und in Gefallendothelien (Smith et
al., 1983). Das Enzym befindet sich als integrales Membranprotein des endoplasma-
tischen Reticulums bzw. der Kernmembran (Rollins und Smith, 1980) in der Mikro-
somen-Fraktion entsprechender Gewebehomogenate. Da die Samenblase von
Schafbocken und Rindern besonders hohe PHS-Aktivitat aufweist, gilt dieses Organ
als bevorzugte Quelle fur die Praparation des Enzyms (Marnett und Maddipati,
1991).

Die zuerst aus Schaf-Samenblasen gewonnene PHS ist ein glykosyliertes Homodi-
mer aus zwei je ca. 70 kDa grof3en Untereinheiten (van der Oudera et al., 1977).

PHS besitzt Ham (Eisen-Protoporphyrin Fe3+-PP IX) als prosthetische Gruppe;
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beobachtet wurde die Bindung von 0,5 bis 1 Hamgruppe je Untereinheit (Ruf et al.,
1984; Kulmacz und Lands, 1984). Inzwischen wurde die Aminosaure-Sequenz der
PHS verschiedener Spezies (Mensch, Schaf, Ratte, Maus) aufgeklart. Die Primar-
struktur des Enzyms von Schaf und Maus ist zu 88 % homolog, zwischen Schaf und
Mensch bestehen Ubereinstimmungen von sogar 91 % (Smith und Marnett, 1991).
Mittlerweile sind zwei Isoformen der PHS bekannt, PHS-1 und PHS-2, die in der Lite-
ratur auch COX-1 bzw. COX-2 genannt werden. Beide Isoformen sind strukturell sehr
ahnlich und katalysieren die gleichen Reaktionen (Fletcher et al., 1992), ihre Expres-
sion ist aber unterschiedlich reguliert (Degen et al., 2002).

Die PHS besitzt zwei Enzymaktivitaten: Eine Cyclooxygenase- und eine Peroxidase-
Aktivitat (Kulmacz und Lands, 1984). In der durch die Cyclooxygenase katalysierten
Reaktion kommt es zum Einbau von zwei Mol Sauerstoff in ein Mol Arachidonsaure
(ARA). Es entsteht das Endoperoxidhydroperoxid PGG,. Die Peroxidasereaktion re-
duziert dieses Intermediarprodukt zum Alkohol, dem Endoperoxidhydroxid PGH>.
Wahrend der durch die Peroxidase katalysierten Reaktion kommt es zur Oxidation
eines Kosubstrates. Die Fremdstoffe, die als Kosubstrate der PHS umgesetzt werden
(man spricht auch von ,Kooxidation®), sind z. B. aromatische und heterozyklische
Amine (Rice et al., 1985; Wolz et al., 1995), polyzyklische aromatische Kohlenwas-
serstoffe (Eling et al., 1990), und Diethylstilbestrol (Degen et al., 1982) [in Abbildung
4 am Beispiel von ,X* gezeigt].

Fur Diethylstilbestrol (Degen et al., 1986) sowie fur das heterozyklische Amin 2-
Amino-3-methylimidazo[4,5-flchinolin (1Q; Wolz, 1995) konnte gezeigt werden, dal}
wahrend der Reaktion gebildete reaktive Intermediate kovalent an Proteine binden.

In vitro unterliegt die PHS einer raschen Autoinaktivierung, die durch Zusatz kleiner
Mengen an reduzierendem Kosubstrat verhindert werden kann (Markey et al., 1987).

Ein endogenes Kosubstrat ist bislang unbekannt.

Abbildung 4 zeigt eine Ubersicht (iber diese PHS-katalysierte Reaktion.
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Phospholipide  Phospholipasen
(Zellmembran) > ARACHIDONSAURE
Veresterung \
20, \ | Lipoxygenase  Lipidperoxidation
Cyclooxygenase
v 4
PHS PGG, HPETEs
2X
Peroxidase
2 Xoxid
v v
PGH, HETEs
Prostaglandine
Abb. 4: PHS-katalysierte Kooxidation von Fremdstoffen. | = Hemmung durch

Indometazin; X = reduzierendes Kosubstrat; PGG, = Endoperoxidhydroper-
oxid; PGH; = Endoperoxidhydroxid (Alkohol); HPETEs = Hydroperoxy-
eicosatetraensaure; HETEs = Hydroeicosatetraensaure.

Nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAIDs), wie Indometazin (INDO) oder Acetylsalicyl-
saure (Aspirin) vermogen die Cyclooxygenase-Aktivitat der PHS (und infolge dessen
auch die Kooxidation von Fremdstoffen) effizient zu hemmen (Smith und Marnett,
1991). Die Wirkung des Indometazins beruht dabei (wie bei den meisten NSAIDs) auf
einer Kompetition der Substanz mit ARA um die Bindung an das aktive Zentrum des
Enzyms, wahrend Acetylsalicylsaure die Cyclooxygenaseaktivitat durch Acetylierung

des Serinrestes im katalytischen Zentrum des Enzyms irreversibel hemmt (DeWitt et
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al., 1990). In beiden Fallen bleibt jedoch die Peroxidase-Aktivitat des Enzyms erhal-
ten. Ein experimenteller Zusatz von INDO oder Aspirin mul® die PHS-katalysierte
Fremdstoffmetabolisierung nicht unbedingt vollstandig hemmen, wenn durch Lipoxy-
genase-Aktivitat oder nicht-enzymatische Lipidperoxidation gebildete Lipidperoxide
(Hydroperoxy-eicosatetraensaure, HPETESs) vorliegen und an Stelle von PGG, fur

die Kooxidation von Xenobiotika genutzt werden (Degen et al., 2002).

1.5 Ziele der Arbeit

Wie in den Abschnitten 1.2 und 1.3 dargestellt, muf® Ochratoxin A als Krebsrisikofak-
tor fur den Menschen angesehen werden. Die Auspragung gesundheits-
schadigender Wirkungen hangt primar von der Exposition ab. Zur Begrenzung der
Exposition werden daher gesetzliche Regelungen fur OTA-HO6chstmengen in Le-
bensmitteln angestrebt, die das Risiko flr den Verbraucher minimieren.

Eine toxikologische Risiko-Abschatzung wird aber neben Daten zur Exposition des
Menschen und zur Dosis-Wirkungs-Beziehung (im Tierversuch) auch als weiteren
wichtigen Aspekt den Wirkungsmechanismus heranziehen.

In diesem Zusammenhang interessiert die Frage, ob OTA selbst oder ein Metabolit
fur die genotoxischen Effekte (DNA-Schadigung und / oder numerische Chromoso-
menaberrationen) verantwortlich ist. Beispielsweise konnten Unterschiede im Meta-
bolismus von OTA zu spezies-, stamm- und geschlechtsspezifischen Unterschieden
in der Auspragung kanzerogener Wirkungen beitragen. Ferner boten sich Ansatz-
punkte zur Modulation, zum Beispiel im Sinne einer verstarkten Detoxifizierung von
OTA bzw. einer Hemmung von Bioaktivierungsreaktionen.

Allerdings war zu Beginn dieser Dissertation die Diskussion und die Datenlage zur
Rolle des Metabolismus flr die Toxizitat von OTA alles andere als klar und zwar so-
wohl in Hinblick auf Cytochrom P450- als auch eine PHS-katalysierte Umsetzung. So
sahen die Gruppen um Dirheimer und Pfohl-Leszkowicz Anhaltspunkte fur die Bil-
dung reaktiver Intermediate (z. B. Dirheimer, 1998; Grosse et al., 1995a,b; Pfohl-
Leszkowicz et al., 1993d) und vertraten die Position, Bioaktivierung von OTA sei ent-
scheidend fur dessen genotoxische Effekte. Andere, darunter die Gruppen am Dort-
munder Institut fur Arbeitsphysiologie (IfADo) um Degen und Folimann vertraten eine

eher skeptische Position. Zum einen lieRen sich Befunde von Hennig et al. (1991)
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nicht reproduzieren (Féllmann und Lucas, 2003), des weiteren waren die in Abbil-

dung 3 dargestellten Befunde im Mikronukleus-Assay nicht damit vereinbar.

Ausgehend von der Publikation von Degen et al. (1997) wurden die folgenden alter-

nativen Hypothesen zur Erklarung der dort beobachteten genotoxischen Effekte des

Mykotoxins und moéglicher Interaktionen zwischen OTA und Indometazin aufgestellt:

1)

3)

Wird das Mykotoxin OTA durch die in den OSV Zellen exprimierte Peroxidase
PHS metabolisiert? Und bedeutet diese Metabolisierung moéglicherweise eine
Detoxifizierung des OTA? Ist also OTA selbst genotoxisch und wird es durch
PHS in den Zellen detoxifiziert, hatte somit also eine Hemmung dieses Metabo-

lismus durch Indometazin zur Folge, so dal® mehr OTA selbst wirken kann?

Bewirkt der Indometazin-Zusatz eine pH-Wert-Verschiebung in den OSV Zellen,
infolge derer es zu einer erhohten Aufnahme bzw. Retention der schwachen
Saure OTA in die / den Zellen und damit zu einer verstarkten genotoxischen

Wirkung kommt?

Erfolgt zwischen beiden Substanzen eine Kompetition um die Bindung an Se-
rumproteine, und vermag Indometazin das OTA aus dieser Bindung zu dran-
gen, was zur Folge hatte, dal® mehr ungebundenes OTA vorliegt, welches in

dieser Form vermehrt in die Zellen eindringen und genotoxisch wirken kann?

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, diese Fragen mit geeigneten Methoden zu unter-

suchen und dann die Befunde im Kontext vorliegender und neuer Studien zum Wir-

kungsmechanismus von OTA zu diskutieren.
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2 Material

2.1 Ausgangsmaterial zur Praparation von Prostaglandin H
Synthase und OSV-Zellkulturen

Von frisch geschlachteten Schafbocken wurden im 6rtlichen Schlachthof Samenbla-
sen entnommen, welche unter Eiskiuhlung in PBS-CMF-Puffer moglichst rasch fur die

weitere Praparation ins Labor transportiert wurden (vgl. 3.1.1 und 3.1.2).

2.2 Enzyme

Carboxypeptidase A, 51 units / mg, Typ 2 (aus
Rinderpankreas), E.C. 3.4.17 1

Meerrettichperoxidase (HRP), 190 units / mg
Typ 2 (aus Meerrettich), E.C. 1.11.1.7

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

2.3 Chemikalien

Ameisensaure (98 - 100 % )
Arachidonsaure (ARA)
Bio-Rad Protein-Assay Kit |

(incl. bovine y-globulin Standard)
Chloroform (RotiDSoIv)

Diethylether
Dimethylsulfoxid (DMSO)
E-Diethylstilbestrol (E-DES)
Eisessig

Ethanol absolut

Ethylacetat

Ethylendiamintetraessigsauredinatriumsalz (EDTA)

Indometazin (INDO)

Merck (Darmstadt)
Pasel & Lorei (Frankfurt)

Bio-Rad (Munchen)
Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Deisenhofen)

(

Sigma (Deisenhofen)
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IsotonDII Coulter Electronics (Krefeld)
Methanol (RotiDSoIv) Roth (Karlsruhe)
gradient grade Merck (Darmstadt)

Natronlauge Sigma (Deisenhofen)

Ochratoxin A (OTA) Sigma (Deisenhofen)
Promochem (Wesel)

Ochratoxin alpha (OT alpha) biochemische Synthese (siehe
3.7)

Ochratoxin B (OTB) Promochem (Wesel)

Rotiszint R 2200 Roth (Karlsruhe)

Salzsaure Merck (Darmstadt)

Toluol Sigma (Deisenhofen)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Merck (Darmstadt)

Wasserstoffperoxid, 30 % Aldrich (Steinheim)

Z,Z-Dienestrol (Z,Z-DIES) Sigma (Deisenhofen)

Z-Diethylstilbestrol (Z-DES) Sigma (Deisenhofen)

Weitere Chemikalien und Puffersalze wurden in p.a. Qualitat von folgenden Firmen
bezogen: Aldrich (Steinheim), Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Serva (Heidel-
berg) und Sigma (Deisenhofen).

Zur Herstellung von Pufferlésungen sowie zur Verdinnung von Stammldsungen wur-

de Aqua bidest verwendet, sofern nichts anderes angegeben ist.

2.4 radioaktiv markierte Substanzen

[2-"C]-Indometazin (**C-INDO, in Ethanol) DuPont (Bad Homburg)

Radioakt. Konz. 3,7 MBqg / ml (0,1 mCi / ml)
Spezif. Aktivitat 0,83 GBq / ml (22,3 mCi / mmol)
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[°H(G)]-Ochratoxin A (*H-OTA, in Ethanol)
Radioakt. Konz. 9,25 MBq / ml (0,25 mCi / ml)
Spezif. Aktivitat 144,3 GBq / ml (3,9 Ci / mmol)

2.5 Zellkulturbedarf

96-well-Platten
Collagen R, steril, Losung 2 mg/mi

in 0,1 % Essigsaure
D-[+]-Glucose (Zellkultur-getestet)
Deckglaschen, @ 18 mm
Dispase-Ldsung (Grad Il)
Foetales Kalberserum (FCS)
IBR-Medium, Sonderanfertigung

(modification formula 78-5006)

Kenacidblau
Kulturflaschen
Objekttrager (8-Loch)
Penicillin/Streptomycin (Penstrep), Fertiglosung
10000 1U/ml
Streptomycin: 10000 ug/ml

Penicillin:

Petrischalen

Trypsin-Losung 2,5 % (10 x Konzentrat)

2.6 sonstige Materialien

Autoradiographiekassette Kodak (24 x 30 cm)
DC-Platten: Kieselgel 60 Fzs4 (0,2 mm)

PSC Kieselgel 60 (0,5 mm)
DC-Platten Halterung Vario-KS-Techno
Entwicklerkonzentrat

Fixierkonzentrat

Moravek Biochemicals
(Brea California, USA)

Greiner (Nurtingen)

Serva (Heidelberg)
Sigma (Deisenhofen)
Assistent

Boehringer (Mannheim)

Life Technologies (Karlsruhe)

Life Technologies (Karlsruhe)
Serva (Heidelberg)
Greiner (Nurtingen)

ICN Biomedicals (Meckenheim)

Life Technologies (Karlsruhe)
Greiner (Nartingen)

Life Technologies (Karlsruhe)

Hartenstein (Wirzburg)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Camag (Schweiz)
Hartenstein (Wirzburg)
Hartenstein (Wurzburg)
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Pipetten (0,5 - 10 pl, 10-100 pl, 200-1000 pl,
1000 - 5000 I

Radioaktivititsstandards (*H, geldscht)
Rontgenfilm Kodak X-OMAT AR

(20,3 x 24,4 cm)
Sterilfilter ZAP CAP 0,45 und 0,2 ym
Szintillationsflaschchen (5 bzw. 22 ml)
Vivaspin 4 ml-Konzentrator (MW 10.000)

2.7 Gerate

Autoklav Modell Webeco

Begasungsbrutschrank Modell IG 150
Coulter Counter Modell Industrial D
Dioden-Array Spektrophotometer Modell 8452A

Fraktionssammler HeIiRacTM LKB 2212

Inverses Mikroskop Modell IM 35
Magnetruhrer Modell MR 2000
Mikroplatten-Schuttler Modell MTS 2
Mikrotiterplatten-Lesegerat SLT 340 ATC

Milli-Q Water System
Oxygraph Modell Gilson5/6 H
pH-Elektrode Modell InLab 422

pH-Meter Modell CG 825
Rotationsverdampfer Modelle  Buchi RE 111

und Buchi RE 120
Rotator

Schuttelwasserbad GFL 1083

Abimed (Langenfeld),
Eppendorf (Hamburg),
Labsystems (Helsinki,Finnland)
Zinsser (Frankfurt)

Hartenstein (Wurzburg)
Schleicher & Schuell (Dassel)
Zinsser (Frankfurt)

Sipan (Lier, Belgien)

Webecke & Co.

(Bad Schwartau)

Jouan (Munchen)

Coulter Electronics (Krefeld)

Hewlett Packard (Boblingen)
LKB (Freiburg)

Zeiss (Oberkochen)
Heidolph

Ika Labortechnik (Staufen)
SLT Labinstruments
(Crailsheim)

Millipore (Eschborn)
Abimed (Langenfeld)
Mettler Toledo (Greifensee,
Schweiz)

Schott (Hofheim)

Bulchi (Flawil, Schweiz)
Ismatec
GFL Labortechnik (Burgwedel)
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Scintillationszahler Modell Tri-Carb 2200 CA Canberra Packard (Frankfurt)
Sterilbank Modell HBB 2472 Heraeus (Hanau)
Ultraturrax Ika-Labortechnik (Staufen)
UV-Lampe Camag (Schweiz)
Vaporisator Reacti-Vap Modell 18780 Pierce Chemical Company
(Rockford, lllinois, USA)
Vortex Bender & Hobein AG
(Zurich, Schweiz)
Waagen:
Modelle AE 240 und PB 602 Mettler Toledo (Greifensee,
Schweiz)
Zentrifugen:
Eppendorf Typ 5415 Eppendorf (Hamburg)
Kuhlzentrifuge J2-21 (Rotor JA-20) Beckmann (Munchen)
Kuhlzentrifuge Minifuge 2 Heraeus (Munchen)
Megafuge 1.0R Heraeus (Munchen)

Ultrazentrifuge TGA-50 (Rotor TI-50.2) Kontron (Eching)
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3 Methoden

3.1 Kultivierung von Schafsamenblasen-Zellen (ovine seminal
vesicle cells, OSV-Zellen)

3.1.1 Medium und Puffer fiir die Zellkultur

Alle Salz- bzw. Pufferldsungen flr die Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen
angesetzt. Sofern nichts anderes angegeben ist, wurden die Ausgangsstoffe bzw. die
fertigen Losungen in einem Autoklaven dampfsterilisiert und bei 4 °C bis zum
Gebrauch gelagert. Fir die Zellkultur wurden sie nach Erwarmung auf 37 °C

eingesetzt.

IBR-Medium (Modification formula 78-5006)

Fir die Kultivierung von OSV-Zellen (ovine seminal vesicle cells) wurde IBR-Medium
verwendet, eine Sonderanfertigung, das in seiner Zusammensetzung dem DMEM-
Medium (Dulbecco’s Minimal Essential Medium) der Firma Life Technologies
vergleichbar ist. Die genaue Formulierung ist bei Foth (1992) beschrieben.

Das Pulvermedium wurde in sterilem Wasser geldst, mit Penicillin/Streptomycin-
Fertiglosung zu 50 ml auf 10 | Medium versetzt und anschliel3end sterilfiltriert.

Vor Gebrauch wurde es aliquotiert und durch folgende Zusatze komplettiert:

® 35 %-ige Glucoseldsung
175 g Glucose in 500 ml Endvolumen A. bidest 16sen, dem Medium 1 %-ig (v/v)
zusetzen (5 ml Glucosel6sung/500 ml), Endkonzentration: 1,75 g Glucose/500 mi

Medium

® 7,5 %-ige NaHCO3-Losung
37,5 g NaHCO3 in 500 ml Endvolumen A. bidest I6sen, dem Medium 3 %-ig (v/v)
zusetzen (15 ml NaHCO3/500 ml), Endkonzentration: 1,125 g NaHCO3/500 ml

Medium
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Vor Zugabe von FCS (fetal calf serum, foetales Kalberserum) wurde das Medium mit
CO; bis zum Indikatorumschlag von rot-violett nach gelb-orange begast.

AnschlieRend wurde FCS je nach Fragestellung 2,5; 10 bzw. 15 %-ig (v/v) zugesetzt.
In dieser Zusammensetzung ist das Medium etwa 3 Monate lang gekuhlt haltbar und

kann fur die Zellkultur direkt eingesetzt werden.

® LOsungen

Pufferlosungen
PBS-CMF PBS
NaCl: 140 mM (8,2 g/l) 140 mM (8,2 g/l)
KCI: 27mM (0,2 g/l 2,7mM (0,2 g/l)
Na,HPO,: 3,2mM (0,57 g/l) 3,2mM (0,57 g/l)
KH5POy,: 1,5mM (0,2 g/l) 1,5mM (0,2 g/l)
MgCl,: 0,5mM (0,1 g/l)
CaCl,: 1,2mM (0,13 g/l)
Sterilfiltrieren Autoklavieren

Trypsin-Losung (0,25 %)

Trypsin-Losung 2,5 % 100 ml
EDTA 200 mg
PBS-CMF 900 ml

Losung wird nach Sterilfiltration bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert

3.1.2 Anlegen einer Primarkultur aus Schafsamenblasen

Primarkulturen aus Schafsamenblasen wurden nach der Methode von Freyberger et
al. (1987) mit Modifikationen nach Foth (1992) gewonnen.

Frisch enthommene Samenblasen von Schafbdcken wurden vom 6rtlichen
Schlachthof in PBS-CMF-Puffer (mit Penicillin 100 1U/ml und Streptomycin 100
pg/ml) unter Eiskdhlung mdglichst schnell ins Labor verbracht. Alle folgenden

Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen in einer sterilen Werkbank.



Methoden 28

Die Organe wurden von Fettgewebe und Drusenepithel befreit und der innere
Drusenbereich mit einer Schere grob zerkleinert. Nach Aufnahme der Gewebeteile in
PBS-CMF und nachfolgender Homogenisierung mittels Ultraturrax wurden dem
Homogenat zum enzymatischen Verdau der interzellularen Verbindungen 10 ml
Dispaselosung (Grad Il) zugesetzt. Nach 10 min Ruhren bei Raumtemperatur wurde
der Uberstand abgenommen und fiir 5 min bei Raumtemperatur mit 920 x g
zentrifugiert (Megafuge 1.0 R, Heraeus). Das Zellpellet wurde in 10 ml IBR-Medium
mit 15 % FCS resuspendiert, darin in eine 75 cm? Kulturflasche tberfiihrt und bei 37
°C und 12 % COg2 im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurde ein Medium-
Wechsel durchgefuhrt, wobei nicht angeheftete Zellen entfernt wurden. Nach ca. 1
Woche war der Zellrasen konfluent und die Zellen konnten subkultiviert werden.
Primarkulturen von OSV-Zellen enthalten Fibroblasten und epitheliale Zellen. Das
Wachstum der Fibroblasten wurde jedoch durch die Verwendung von
unbeschichteten Kulturgefallen sowie Medium mit 15 % FCS gefdrdert. Wahrend in
OSV-Zellkulturen anfangs (und bis Passage 8) etwa 8 % der Zellen epithelialen
Ursprungs sind, verringert sich dieser Anteil in Kulturen, die nach Kryopraservation
wieder in Kultur genommen werden, auf 1 - 2 % (Foth, 1992).

Alle Untersuchungen wurden mit Zellisolaten der gleichen Praparation (Nummer 18)
durchgefuhrt. Bei Angaben zum entsprechenden Isolat steht die Nummer der
Praparation (18) vor, die Passagezahl der Zellkultur (z. B. 10) hinter dem
Schragstrich  (also 18/10). Die Numerierung der Praparationen erfolgte

chronologisch.

3.1.3 Subkultivierung von OSV-Zellen

Nach Erreichen der Konfluenz des Zellrasens wurden die OSV-Zellen zur weiteren
Vermehrung umgesetzt. Hierzu wurde zunachst das Kulturmedium abpipettiert und
verbleibende Mediumreste mit PBS-CMF abgespdlt. Die Zellen wurden anschlief3end
mit 0,25 %-iger Trypsin-Losung bei 37 °C fur ca. 20 sec inkubiert, die Trypsin-Losung
abgegossen und die Zellen durch Klopfen vom Kulturgefal abgelost. Nach Abldsung
der Zellen vom Gefaltboden wurde der Vorgang gestoppt, indem das Trypsin durch
Zugabe von Medium mit 10 % FCS inaktiviert wurde. Entsprechend ihrer weiteren

Verwendung wurden die Zellen dann gezahlt bzw. in neue Kulturgefalle umgesetzt.
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Wahrend der Wachstumsphase wurde das Kulturmedium (mit 10 % FCS) alle 2 - 3
Tage gewechselt.

Abbildung 5 zeigt mit Giemsa-Losung gefarbte, unbehandelte OSV-Zellkulturen der
Passage 18/13, die auf 60 mm Petriplatten (Greiner, Nirtingen) in 4 ml IBR-Medium
gezogen wurden: A: 200.000 Zellen, B: 700.000 Zellen je Petrischale. Nach dem
Abnehmen des Mediums wurden die Zellen vorsichtig zunachst bei Raumtemperatur
(RT, 21°C) mit je 3 ml Methanol fir 10 Minuten, und dann 3 mal mit je 3 ml A. bidest
gespult. Die Giemsa-Losung (Merck, Darmstadt) wurde mit A. bidest 1:10 verdlnnt,
anschlieend wurden die Zellen mit je 3 ml der so verdinnten Farbelésung angefarbt
und spater 3 mal mit A. bidest abgespdlt. Die Aufnahmen wurden mit einem Kodak
Gold Film 200 ISO mit Hilfe des inversen Lichtmikroskops (Zeiss, Oberkochen) bei

20-facher ObjektivvergroRerung gemacht.

Abb. 5: Lichtmikroskopische Aufnahme von mit Giemsa angefarbten, unbehandel-
ten OSV-Zellkulturen (18/13), A: 200.000 Zellen pro Petrischale,
B: 700.000 Zellen je Petrischale
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3.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen wie unter 3.1.3 beschrieben

abtrypsiniert und in 10 ml IBR-Medium resuspendiert. Nach Verdunnung eines 0,5
ml-Aliquotes der Zellen mit 9,5 ml IsotonDII wurde die Zellzahl mittels eines Coulter

Counters bestimmt.

3.1.5 Kryopraservation

Die OSV-Zellen kénnen uber langere Zeit ohne sichtbare Veranderungen der
Morphologie bzw. Vitalitatsverluste kryopraserviert werden (Degen, 1993a). Der
Vorteil einer solchen Lagerungsmoglichkeit besteht vor allem darin, daf} Uber langere
Zeitraume mit Zellmaterial des gleichen Ursprungs gearbeitet werden kann.

Die Kryopraservation ist ausfuhrlich bei Foth (1992) beschrieben. Dazu wurden die
Zellen wie unter 3.1.3 beschrieben abtrypsiniert und die Zellzahl bestimmt. Je 1 x 10°
Zellen wurden in insgesamt 1,8 ml IBR-Medium (supplementiert mit 15 % FCS und 5
% DMSO) in Polypropylen (PP)-Kryogefalte (Greiner, Nurtingen) aliquotiert. Die
Zellen wurden zunachst fur 24 h bei - 20°C, anschlieRend fur weitere 24 h bei - 80 °C
eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei etwa - 160 °C in flissigem
Stickstoff gelagert.

Zur Rekultivierung kryopraservierter Zellen wurden zwei dieser PP-Kryorohrchen bei
37 °C im Wasserbad schnell aufgetaut und die Zellen nach Aufnahme in 10 ml IBR-
Medium (10 % FCS) bei Raumtemperatur (21°C) fir 5 min bei 920 x g zentrifugiert
(Megafuge 1.0 R, Heraeus). Das nun von DMSO weitgehend befreite Zellpellet
wurde in 10 ml Zellkulturmedium (10 % FCS) resuspendiert und in einer 25 cm?
Kulturflasche ausgesat. Ein Mediumwechsel erfolgte am nachsten Tag.

Alle im folgenden beschriebenen Versuche wurden mit Zellen durchgefihrt, die nach
Kryopraservation rekultiviert worden waren. Die Zellen wurden bei 37 °C und 12 %

COz im Brutschrank gehalten.
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3.2 Zytotoxizitatstest

Die Zytotoxizitat von OTA in OSV-Zellen wurde anhand der Bestimmung des
zellularen Proteingehaltes mittels des Kenacidblau-Assays nach Knox et al. (1986) in
96-well Mikrotiterplatten gemal dem InVitTox-Protokoll Nr. 3 (1990) gepruft. Dieser
Test nutzt die Tatsache, dall eine zytotoxische Substanz (unabhangig vom
Mechanismus der Schadigung) die Zellvermehrung beeintrachtigt bzw. zum
Absterben von Zellen fuhrt und so die Zellzahl erniedrigt. Bei der Messung wird das
weitgehend konstante Verhaltnis zwischen Zellzahl, Proteingehalt der Zellen und
Proteinanfarbung mit Coomassie-Blau genutzt (InVitTox-Protokoll Nr. 3, 1990).

Die Bestimmung erfolgte photometrisch nach Inkubation der Zellen mit OTA und
Vergleich mit Losungsmittel-behandelten Kontrollen.

15 x 10° Zellen wurden in 200 pl IBR-Medium (10 % FCS) pro well (Mulde) ausgesét
und wuchsen fur 21 h bei 37 °C und 12 % CO; an (,Anwachsphase®). Dieses
Medium wurde gegen frisches Medium (0 % FCS) ausgetauscht, welches die
Testsubstanzen OTA (in 0,1 M NaHCOs;, pH 7,4) und/oder INDO (in 0,1 M NaHCO3
pH 7,4/DMSO 90/10 (v/v)) bzw. Ldésemittel in den gewunschten Konzentrationen
enthielt (Endkonzentration an NaHCO3; bzw. NaHCO3;/DMSO im Medium in allen
wells: 1 % (v/v)). Wurden Doppelinkubationen mit Indometazin und OTA
durchgefuhrt, wurden beide Substanzen gleichzeitig zugesetzt.

Die Platten wurden mit den Testsubstanzen fur 21 h bei 37 °C und 12 % CO;
inkubiert (,Behandlungsphase®) und nach Absaugen des Mediums dreimal mit PBS
gewaschen. Zur Zellfixierung wurden pro well 200 ul Fixierlosung aufgegeben und
die Platten 20 min lang auf einem Mikroplatten-Schuttler geschuttelt. AnschlieRend
wurde diese Losung abgegossen und die Platten erneut mindestens zweimal mit
PBS gewaschen, bevor pro well 200 pl der frisch angesetzten Farbelésung zugesetzt
und fur weitere 30 min geschuttelt wurde. Nach Entfernen der Farbeldsung wurden
die Platten zweimal fur je 5 min mit Waschlésung gewaschen und die Ldsung
dekantiert. SchlieBlich wurde in jedes well 200 pl Desorberldsung gegeben und
erneut 20 min lang geschuttelt. Die Absorption wurde im Mikrotiterplatten-Lesegerat
bei 570 nm gegen einen Referenzfilter von 405 nm gemessen.

Die Bestimmung der Plattenhintergrund-Absorption erfolgte in wells, in welche keine

Zellen ausgepflanzt wurden. Nach der wie oben beschriebenen ,Anwachsphase®
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(ohne Zellen) mit 10 % FCS im Medium wurden in jedes dieser wells 200 pl
Nahrmedium ohne FCS gegeben, die wells dann wie oben beschrieben
weiterbehandelt. Die so gemessene Absorption wurde als Blindwert von den

Absorptionen aller anderen wells abgezogen.

® Lodsungen

NaHCO3; 0,1 M, pH 74

840 mg NaHCOg3; in 100 ml A. bidest I6sen, mit 1 N HCI auf pH 7,4 einstellen

Fixierldsung Waschlésung
50 % (250 ml) Ethanol und 10 % (50 ml) Ethanol und

1% (5ml) Eisessig l0sen in 5% (25 ml) Eisessig I0sen in
49 % (245 ml) A. bidest (v/v/v) 85 % (425 ml) A. bidest (v/v/v)
Desorberlésung

1 M K-Acetat (49,1 g) in 70 % Ethanol 16sen (350 ml Ethanol/150 ml A. bidest, v/v)

Kenacid-Blau Farbeldsung

Stammlésung: 0,2 g Coomassie-Blau in 315 ml A. bidest und 125 mi
Ethanol I16sen

Gebrauchslésung: pro zu farbende Platte je 22 ml Stammlésung 3 ml Eises-
sig zusetzen

3.3 In vitro Mikronukleus-Test

Theoretische Grundlagen und Prinzip der Methode

Der in vitro Mikronukleus-Test ist ein Genotoxizitatstest an proliferierenden
eukaryoten Zellen und dient der Erkennung Substanz-induzierter struktureller und
numerischer Chromosomenaberrationen (Romagna, 1993). Diese manifestieren sich,

infolge einer Fehlverteilung des genetischen Materials bei der nachfolgenden
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Zellteilung, in der anschlieBenden Interphase als sogenannte Mikrokerne (Heddle
und Salamone, 1981). Mikrokerne kdnnen, je nach Art der Schadigung des Erbgutes,
azentrische Chromosomenfragmente (Wirkung klastogener Substanzen) bzw. ganze
Chromosomen (Wirkung aneugener Substanzen wie Spindelgifte) enthalten (Adler,
1984). Sie sind wie der Zellkern von einer Kernmembran umgeben, besitzen aber nur
einen Bruchteil von dessen Grofle. Die quantitative Erfassung mikrokernhaltiger
Zellen wird als indirekter MeRparameter zur Untersuchung einer zytogenetisch
wirksamen Substanz herangezogen (Romagna, 1993).

Der Test beruht auf einer Fluoreszenzfarbung des genetischen Materials sowohl im
Zellkern als auch in den Mikrokernen, nachdem proliferierende (OSV-) Zellen der
Testsubstanz ausgesetzt wurden. Die Verwendung des interkalierenden Farbstoffes
Acridin-Orange (Heddle et al., 1981) resultiert in der fluoreszenzmikroskopischen
Auswertung bei Vorschaltung entsprechender Filter in einer intensiven Gelbfarbung
der DNA, wahrend das Zytoplasma schwach orange gefarbt ist.

Eine Erhdhung der Empfindlichkeit dieses Testsystems wird mit der Zytokinese-
Blockierungsmethode mit Cytochalasin B erreicht (Fenech und Morley, 1985).
Cytochalasin B verhindert nach erfolgter Karyokinese, also Kernteilung, die Teilung
des Zytoplasmas. Die resultierenden Zellen weisen daher zwei Zellkerne auf und
werden als ,binukleare Zellen* bezeichnet. Damit sind sie eindeutig als

teilungsaktive, vitale Zellen erkennbar.

Behandlung der Zellen

Die Durchfuhrung des Testes sowie der Farbung sind schematisch in Abbildung 6

dargestellt.
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IVersuchsphase | IVorgénge auf Zellebene |

@ Anheftung und Proliferation

Anwachsphase 23 h jﬁ( ﬁ( > %ﬁ

@® genetische Schadigung und Proliferation

Behandlungsphase 6h
> ISR

MN

Erholungsphase 1h | @ Proliferation

@ keine Zytokinese nach Kernteilung

Zytokineseblockierungs-

phase 21h —)
] BNZ

® DNA-Férbung

Abb. 6: Schematische Ubersicht des in vitro-Mikronukleus-Testes.
Dargestellt sind neben den Versuchsphasen und deren Dauer die ent-
sprechenden Vorgange auf zellularer Ebene. MN: Mikronuklei; BNZ:
binukleare Zelle

Nach Kryopraservation rekultivierte OSV-Zellen der Praparation 18 wurden in
Vorbereitung auf den in vitro-Mikrokerntest zur  Vermeidung einer
Mykoplasmeninfektion mit BM-Cyclin (in A. bidest, Boehringer, Ingelheim) behandelt
(Pleuromutilin-Derivat BM Cyclin 1: Endkonzentration 40 ng/ml Medium fir 3 d;
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Tetracyclin-Derivat BM-Cyclin 2: 10 ng/ml Medium fur 4 d). Die Zellen wurden in IBR-
Medium (10 % FCS), wie in 3.1.3 beschrieben bis zur Passage 7-9 kultiviert.

Danach wurden sie abgeerntet und die Zellzahl bestimmt (vgl. 3.1.3 bzw. 3.1.4).

3,5 x 10° Zellen wurden auf sterile 8-well Objekttrager (ICN Biomedicals,
Meckenheim) in Quadripermschalen (Heraeus, Hanau) in je 5 ml IBR-Medium (10 %
FCS) pro Kammer ausgesat. Die Zellen wurden flr 23 h im Brutschrank gehalten
(-Anwachsphase®) und nach Mediumwechsel fur 6 h bei 37 °C und 12 % CO, mit den
Testsubstanzen behandelt (,Behandlungsphase®).

Die Testsubstanzen OTB und OT alpha wurden in den gewunschten Konzentrationen
in DMSO gel6st, fur die entsprechenden Testansatze wurde IBR-Medium mit 10 %
FCS verwendet. Bei Doppelinkubationen mit INDO (in DMSO) wurden beide
Substanzen gleichzeitig zugesetzt (Endkonzentration DMSO: max. 0,5 %, v/v). Fur
den Mikrokerntest mit OTA bei 0 % FCS im IBR-Medium wurde OTA in 0,1 M
NaHCOs;, pH 7,4 gelost, INDO dagegen in Ethanol (Endkonzentration NaHCOs: 0,25
% vlv; Endkonzentration Ethanol: 0,1 %, v/v). Als Kontrollen dienten jeweils die
Lésungsmittel bzw. INDO in entsprechenden Konzentrationen. Nach der
,Behandlungsphase“ wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen konnten
sich in frischem Medium (10 % FCS) ohne Testsubstanzen fur 1 h erholen
(,Erholungsphase®).

AnschlieBend wurde dem Nahrmedium Cytochalasin B (in DMSO; Sigma,
Deisenhofen) in einer Endkonzentration von 3 pg/ml zugesetzt und die Zellen weitere
21 h in Medium mit 10 % FCS inkubiert (,Zytokineseblockierungs-Phase®).

Nach dieser Zeit wurde das Medium abgenommen, die Objekttrager wurden mit PBS
gewaschen und bei RT (21°C) fur 2 min in Methanol vorfixiert.

AnschlieBend wurden die Zellen fur mindestens 1 h bei - 20°C in 96 %-igem
Methanol auf den Objekttragern fixiert. In diesem Zustand sind sie bei 4°C flr
langere Zeit lagerfahig.

Pro Dosisgruppe wurden n = 4 Objekttrager in dieser Weise behandelt.

Féarbung der Préparate

Vor der Farbung der Praparate wurden die Zellen bei RT (21°C) fur mindestens 20

min in Soerensen-Puffer (pH 8,0) rehydriert.
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Anschlie®end wurden sie mit Acridin-Orange Gebrauchslosung (in Soerensen-Puffer
pH 6,8, Serva, Heidelberg) bei RT (21°C) fur 5 min gefarbt. Die Objekttrager wurden
zweimal fur je 5 min mit Soerensen-Puffer pH 6,8 gewaschen und schlieBlich in

angefeuchtetem Zustand mit Deckglasern abgedeckt.

Auswertung

Die Auswertung der Obijekttrager erfolgte unter Eindeckung in Soerensen-Puffer pH
6,8 mit einem Leitz Fluoreszenzmikroskop (Modell DMBR, Leica, Wetzlar) mit
Phasenkontrast (Okularvergrof3erung: 10; ObjektivvergroRerung: 40, Neofluar;
Osram HBO 50 W Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe; Anregungsfilter: BP 450-490
nm; Sperrfilter LP 520; alles Leica, Wetzlar).

Es wurden die gangigen Kriterien zur Auswertung von Mikrokerntesten befolgt
(Eastmond und Tucker, 1989), d.h. je Objekttrager wurden 1000 binukleare Zellen
ausgezahlt, wobei jeder Mikrokern als Ereignis gewertet wurde, sofern er vom
Zellkern klar abgegrenzt und deutlich kleiner als dieser war. Aullerdem wurden nur
solche Zellen ausgewertet, die keine Anzeichen von Karyorrhexis aufwiesen.

Fir jede Behandlungsgruppe wurden zusatzlich die Anteile binuklearer Zellen
bestimmt, indem pro 300 Zellen/Objekttrager die Anzahl der Zellen mit zwei Kernen

gezahlt wurde.

® Ldsungen

Soerensen-Puffer (33 mM Na;HPO,/ 33 mM KH,POy4, pH 6,8 bzw. 8,0

(1) Herstellung einer 66 mM Na;HPO4-Losung: 4,68 g in 500 ml A. bidest I6sen
(2) Herstellung einer 66 mM KH,PO4-Losung: 4,49 g in 500 ml A. bidest I6sen
Lésung (1) mit Lésung (2) auf pH 8,0 bzw. 6,8 einstellen
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Acridin-Orange Farbeld6sung

Stammlésung (0,1 %-ig): 100 mg Acridin-Orange in 100 ml A. bidest I6sen
Gebrauchslésung: Stammldsung 1:15 mit Soerensen-Puffer pH 6,8 ver-

dinnen (4,5 ml Stammldésung + 67,5 ml Puffer)

3.4 Messung des intrazellularen pH-Wertes

Theoretische Grundlagen und Prinzip der Methode

Die Messung des intrazellularen bzw. zytoplasmatischen pH-Wertes erfolgte mittels
an konfokale Laser Scanning-Mikroskopie gekoppelte Ratio-Fluorimetrie (Bright et
al., 1987) unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes BCECF [2°,7 -bis-(2-
carboxyethyl)-5 (und 6)-carboxyfluorescein] (Wehner et al., 1993; Slayman und
Moussatos, 1994; Weill et al, 1994).

Dieses Fluorescein-Derivat wird als neutraler, lipophiler Acetoxymethyl-Ester
(BCECF-AM) von den Zellen aufgenommen und durch =zellulare Esterasen
hydrolysiert, wodurch BCECF freigesetzt wird.

Mit einem pKs;-Wert von 6,98 besitzt dieses bei physiologischem pH-Wert 4-5
negative Ladungen und wird in dieser Form in den Zellen retiniert (Haugland und

Larison, 1992). Abbildung 7 zeigt die Strukturformeln der beiden Derivate.
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Abb. 7: Strukturformeln von BCECF-Acetoxymethylester (BCECF-AM) und unver-
estertem BCECF. A: Acetylrest, AOCH,: Acetoxymethylrest.
Modifiziert nach Slayman und Moussatos, 1994.

Der in den mikroskopisch beobachteten Zellen retinierte Farbstoff wird von zwei
Laserstrahlen unterschiedlicher Wellenlangen (A1 und Az) angeregt, wobei Ay nahe
des Absorptionsmaximums (505 nm) und A, nahe des isosbestischen Punktes (439
nm) von BCECF gewahlt wird (Haugland und Larison, 1992). Die dadurch vom
Farbstoff emittierten Fluoreszenzintensitaten sind durch Anregung mit A1 pH-Wert-
abhangig bzw. mit A, pH-Wert-unabhangig. Das Verhaltnis dieser beiden
Emissionsintensitaten wird kontinuierlich Gber ein computergesteuertes bildgebendes
Verfahren gemessen und gespeichert. Bei Versuchsende ermdoglicht ein Zusatz des
K*-lonophors Nigericin zu den gefarbten Zellen eine intrazelluldre Kalibrierung mit
Eichldsungen verschiedener pH-Werte und hohem K*-Gehalt (Thomas et al, 1979).

Aufgrund der hier ermittelten Emissionsintensitaten kénnen der vormalige
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intrazellulare pH-Wert einzelner Zellen ebenso wie mogliche Veranderungen Uber die

Zeit automatisch bestimmt werden.

Kultivierung der OSV-Zellkulturen

Nach Kryopraservation rekultivierte OSV-Zellen der Praparation 18 wurden in IBR-
Medium (10 % FCS) bei 37 °C und 12 % CO; bis zur Passage 8-10 in Kulturgefallen
kultiviert. 24 h vor Messung des pH-Wertes wurden sie abtrypsiniert und je 400.000
Zellen in 2 ml IBR-Medium (10 % FCS) auf runde sterile Deckgléschen (J 18 mm,
Assistent) ausgepflanzt, die mit einem Tropfen Collagen R (Serva) am Boden kleiner
Petrischalen (35 x 10 mm, Greiner) befestigt wurden. Dadurch wurde gewahrleistet,
dald die Zellen nur an einer Seite der Deckglaschen anhaften, eine Voraussetzung fir

die spatere mikroskopische Auswertung der Praparate.

Beladen der Zellen

Bei Versuchsbeginn wurden die bepflanzten Deckglaschen mit einer Pipette
vorsichtig von der unterliegenden Petrischale abgenommen und in frische
Petrischalen mit je 1 ml IBR-Medium (10 % FCS) verbracht, das durch Begasung mit
Carbogen auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt worden war. Im Dunkeln gelagertes
BCECF-AM (Molecular Probes, Eugene, USA) in DMSO wurde dem Praparat in einer
Endkonzentration von 10 yM (Endkonzentration DMSO: 0,3 %, v/v) zugesetzt und
die Zellen bei 37 °C und 5 % CO; fur 30 min in dieser Farbeldsung inkubiert.

Versuchsdurchfiihrung

Unmittelbar im Anschlufy an die 30-minttige Farbung wurde das entsprechende

Zellpraparat in BCECF-freiem IBR-Medium (10 % FCS) grundlich gewaschen und

umgedreht in eine 0,1 ml-Perfusionskammer eingespannt.
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Die Fluoreszenzemission wurde durch Bestrahlung der Zellen mit einem Argon-lonen
Laser (lon Laser Technology, Salt Lake City, USA) bei 488 nm bzw. einem Helium-
Cadmium Laser (Modell 4310 N, Liconix, Santa Clara, USA) bei 442 nm angeregt.
Die einzelnen Zellen wurden unter einem mit der konvokalen Laserscan-Einheit
(MRC-600, BioRad, Hemel, Hampstead, England) gekoppelten Standard-Mikroskop
(Diaphot, Nikon, Dusseldorf) mit einem 6,3 x Neofluar Objektiv (Zeiss, Oberkochen)
beobachtet; Bilder der jeweils emittierten Fluoreszenz wurden alle 60 sec
aufgenommen und die Daten von einem Mikrocomputer (RM Nimbus AX/2, Oxford,
England; MeRRprogramm COMOS, BioRad, Hemel, Hampstead, England) digitalisiert
und ausgewertet.

Wahrend der 30-minltigen Messung wurden die Zellen kontinuierlich mit auf 37 °C
erwarmtem und mit Carbogen begastem IBR-Medium (10 % FCS) mit 2,5 ml/min
uberstromt, in welchem die Testsubstanzen gel6st waren.

Eingesetzt wurden die Testsubstanzen OTA 20 bzw. 30 yM sowie Indometazin in 50
MM Konzentration jeweils einzeln sowie in Kombination. Die Substanzen wurden in
DMSO geldst, der Anteil an DMSO betrug in allen Versuchsansatzen 0,2 %, v/v.
Unmittelbar vor und nach der Messung wurden die Zellen fur einige Minuten mit
erwarmtem Zellkulturmedium mit 10 % FCS ohne Testsubstanzen Uberstromt

(Vorlauf- bzw. Nachlaufphase).

Eichung der Messungen

Im Anschluf3 an die Nachlaufphase erfolgte die Eichung. Dazu wurde den Zellen das
K*-lonophor Nigericin (Endkonzentration 10 uM) in Kombination mit Eichlésungen
verschiedener pH-Werte (pH 6.4; 7.2; 7.8) und hohem K*-Gehalt (140 mM) in 10 mM
HEPES-Puffer zugesetzt.

Die Emissionsintensitaten wurden nach so erzielter Equilibrierung von extra- und
intrazellularem pH-Wert wie oben beschrieben bestimmt und der vormalige
intrazellulare pH-Wert anschlieend computergesteuert berechnet und automatisch
in Microsoft Excel Tabellen Gbertragen.

Die oben beschriebenen Versuche wurden in Zusammenarbeit mit und am Max-

Planck-Institut fir Molekulare Physiologie in Dortmund durchgefthrt.
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3.5 Untersuchungen zum Metabolismus von OTA in OSV-Zellen

Behandlung der Zellen

Zur Untersuchung einer mdglichen Metabolisierung von OTA durch OSV-Zellen
wurden Zellen der Praparation 18/10 herangezogen. Je 1,3 Mio. Zellen wurden in 10
ml Zellkulturmedium mit 10 % FCS in Petrischalen Uber Nacht angezogen. Das
Medium wurde abgenommen und gegen 7 ml frisches Medium mit 10 % FCS
ausgetauscht, welches die Testsubstanzen (in DMSO) in folgenden Konzentrationen
enthielt: OTA 15 uM bzw. OTA 15 pyM und Indometazin 50 uM; die Konzentration von
DMSO betrug in allen Ansatzen 0,22 % (v/v).

Zur Beurteilung einer moglichen Veranderung bzw. Zersetzung wahrend der
Aufarbeitung wurde OTA (15 pM) in Medium ohne Zellen inkubiert, sowie Zellen in
Medium (zur Beurteilung maoglicher, nicht von OTA, von sondern von normalem
Zellmetabolismus herrihrender HPLC-Peaks) und OT alpha (105 nM) zur
Beurteilung der Extraktionseffizienz (bzgl. des Entstehens moglicher untoxischer
Metabolite) eingesetzt.

Je Behandlungsgruppe wurden 2 Petrischalen angesetzt, die Ansatze wurden fur 6
bzw. 24 h bei 37°C inkubiert. Tabelle 1 zeigt einen Uberblick Uber die
Behandlungsgruppen.

Gruppe: Zellen: Behandlung mit: Behandlungsdauer:
1 18/10 OTA 15 uM 6 h
2 18/10 OTA 15 uM 24 h
3 18/10 OTA 15 uM/INDO 50 pM 6h
4 18/10 OTA 15 uM/INDO 50 pyM 24 h
Kontrollen:
5 - OTA 15 uM 6
6 18/10 -- 24 h
7 -- OT alpha 105 nM 24 h
Tab. 1: Uberblick (ber die einzelnen Behandlungsgruppen zur Untersuchung

der Metabolisierung von OTA durch OSV-Zellen
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Extraktion und Analytik

Die Aufarbeitung der Ansatze erfolgte leicht modifiziert nach Rosner (1997, pers.
Kommunikation) bzw. Hult et al. (1982) und Beker und Radic (1991).

Nach Beendigung der Inkubation wurden je Ansatz 5 ml Zellkulturmedium
abgenommen. Zur Losung einer Bindung des OTA an Proteine des
Zellkulturmediums wurden 25 ml eines Gemisches von 0,1 M MgCl, / 0,05 M HCI
zugegeben. Die Suspension wurde mit 15 ml Chloroform versetzt und fir 30 min bei
35 U / min und RT (21°C) am Rotator durchmischt. AnschlieRend wurde das
Gemisch unter Kuhlung (10°C) bei 1600 x g fur 20 min zentrifugiert (Heraeus-
Zentrifuge) und die Chloroformphase enthnommen. Im Anschluf daran erfolgte eine
zweite Chloroformextraktion unter den oben beschriebenen Bedingungen. Die
Chloroformphasen wurden vereinigt und bei 40°C am Rotationsverdampfer
eingeengt. Der Ruckstand wurde in 1 ml mobile Phase aufgenommen und im
Ultraschallbad geldst. Nach der anschliellenden 30-minutigen Zentrifugation (14.000
rom, Eppendorf-Zentrifuge) bei RT (21°C) wurde der Uberstand abgenommen und
bis zur Analyse mittels HPLC in Bordelgefallen mit Septumdeckel verschlossen bei
4°C aufbewahrt.

Die Analyse der so gewonnenen Extrakte wurde wie in 3.9.2.2. beschrieben mittels
HPLC durchgeflnhrt.

Abbildung 8 zeigt die Wiederfindung von OTA in % der eingesetzten Konzentration
(15 M = 100 %) nach erfolgter Extraktion.



Methoden

43

F
< 2 120 -~
- 2 i
O= 100 -
c c .
()]
§ § 80 -
= ]
3¢ o1
s 2 7
E ‘S 40 —_
£ o0
Zellen: ja ja ja ja nein ja
Inkubations-
dauer: 6 h 24 h 6 h 24 h 6h 24 h
MM OTA: 15 15 15 15 15 0
MM INDO: 0 0 50 50 0 0
Abb. 8: Wiederfindung an OTA in % der eingesetzten Konzentration (15 pM)

nach Inkubation mit OSV-Zellen und Chloroformextraktion. Dargestellt
sind n = 2 Ansatze je Behandlungsgruppe sowie die jeweiligen
Inkubationsbedingungen.

3.6 Untersuchungen zur Proteinbindung von *H-OTA und *C-
Indometazin (INDO)

Aus der Literatur ist bekannt, daly sowohl OTA (Chu, 1971; Hagelberg und Hult,
1989; Galtier 1991) als auch Indometazin (Hucker et al., 1966; Hvidberg et al., 1972;
Ekman et al., 1980) an Plasmaproteine binden koénnen. Mit den im folgenden
beschriebenen Versuchsansatzen sollte untersucht werden, inwieweit OTA bzw.
INDO an Proteine des Zellkulturmediums (je nach Fragestellung enthielt ja das
Medium 2,5 bzw. 10 % FCS) binden. Proteingebundenes OTA bzw. INDO werden
vermutlich nicht in die Zellen aufgenommen und werden daher nicht wirksam.
Aulerdem sollte Uberprift werden, inwieweit ein INDO-Zusatz eine Verdrangung des
OTA aus dieser Bindung bewirkt bzw. ob mdglicherweise vice versa OTA das INDO
aus einer solchen Bindung zu drangen vermag.

Im ersteren Fall wirde OTA dann in héherem Malde in der ungebundenen, freien

Form vorliegen, daher besser in die Zellen aufgenommen werden und dort
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genotoxisch wirken konnen. Ziel war somit die Bestimmung des Anteils an
physiologisch aktiver, ungebundener Substanz.

In der Literatur beschriebene Verfahren dazu umfassen beispielsweise Equilibriums-
Dialyse (Chu, 1971), Ultrazentrifugation oder Gel-Filtration (Kurz et al., 1977).
Daneben wird zunehmend auch die Methode der Ultrafiltration angewandt, der in der
Literatur gleiche Genauigkeit bei der Bestimmung des nicht proteingebundenen

Anteils bestatigt wird wie der Gleichgewichts-Dialyse (Sophianopoulos et al., 1978).

Fir die Versuche wurden radioaktiv markiertes OTA (*H-OTA) sowie INDO (**C-
INDO) eingesetzt. Ein von der Firma Sipan entwickeltes System (Vivaspin 4 ml
Konzentrator) erlaubt per Ultrafiltration in einer Zentrifuge die Trennung von
proteingebundener, auf speziellen Filtern zurlickgehaltener Substanz von der ins
Ultrafiltrat abzentrifugierten ungebundenen Substanz. Die Anteile an ungebundener
Substanz im Ultrafiltrat sind mittels LSC (vgl. 3.9.4) quantifizierbar. Die Versuche

wurden in (zellfreiem) Kulturmedium durchgefuhrt.

3.6.1 Bestimmung von freiem und proteingebundenem °H-OTA und '“C-INDO
mittels Ultrafiltration

Die Trennung von freier und proteingebundener Substanz erfolgte mittels
Ultrafiltration. Dazu wurde ein kommerziell erhaltliches System verwendet: Die
Vivaspin 4 ml Konzentratoren der Firma Sipan kdnnen ein Volumen von maximal 4
ml aufnehmen und sind mit einer Biomax-Polysulphon-Trennmembran der

PorengrofRe 10.000 Da ausgestattet.

Fir die Bindungs- bzw. Kompetitionsstudien mit radioaktiv markiertem OTA wurden
4,5 ml zellfreies, steriles Kulturmedium mit 2,5 bzw. 10 % FCS-Gehalt (vgl. 3.1.1) mit
*H-OTA (in Ethanol, spezif. Aktivitat: 3,9 Ci / mmol) zu 1,01 pCi (500.000 dpm/ml)
versetzt und nicht radioaktiv markiertes OTA (in Ethanol) in verschiedenen
Konzentrationen (30, 20, 10, 5 pM) zugegeben. Bei Kompetitionsstudien wurde
gleichzeitig mit OTA auch nicht markiertes Indometazin (in DMSO) in 50 pM
Endkonzentration zugegeben. Der Anteil an Ethanol / DMSO betrug in allen
Ansatzen 0,1 % / 0,2 % (v/v).
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FiUr die Bindungs- bzw. Kompetitionsstudien mit radioaktiv markiertem Indometazin
wurden analog ebenfalls 4,5 ml zellfreies, steriles Kulturmedium (FCS-Gehalt 2,5
bzw. 10 %) mit "*C-INDO (in Ethanol, spezif. Aktivitat: 22,3 mCi/mmol) zu 0,2 uCi
(100.000 dpm/ml) versetzt und nicht radioaktiv markiertes INDO (in Ethanol) in
verschiedenen Konzentrationen (10, 25, 50 yM) zugegeben. Bei Kompetitionsstudien
wurde gleichzeitig mit INDO nicht markiertes OTA (in Ethanol) in 5 bzw. 30 uM
Konzentration zugegeben. Der Anteil an Ethanol betrug in allen Ansatzen 0,245 %
(V/v).

Diese Gemische wurden bei 37°C im Wasserbad zur Gleichgewichtseinstellung fur 3
h inkubiert. AnschlieRend wurden je 4 ml des jeweiligen Reaktionsgemisches
entnommen und in Vivaspin 4 ml Konzentratoren (Sipan) pipettiert. Die
Konzentratoren wurden in 15 ml-Falcon-Rohrchen gesteckt und bei RT (21°C) in
einer Zentrifuge (Minifuge 2, Heraeus) mit Schwingrotor (Typ 3350, Heraeus) fur 5
min bei 3.860 x g zentrifugiert. Nach dieser Zeit ergaben sich ca. 1,5 ml Ultrafiltrat.
Hiervon wurden je 1 ml in ScintillationsgefalRe verbracht, mit jeweils 2 ml
Scintillationscocktail versetzt und uUber Nacht kuhl und dunkel aufbewahrt. Am
folgenden Tag erfolgte eine Quantifizierung der Radioaktivitat im Ultrafiltrat mittels
Fllssigszintillationszahlung (vgl. 3.9.4).

Die Umrechnung der erhaltenen Radioaktivitat in pmol erfolgte aufgrund der
unterschiedlichen spezifischen Aktivitaten der jeweils eingesetzten Stammldsungen
(Mischung markierte / unmarkierte Substanz). Der Anteil an ungebundener Substanz
(Ultrafiltrat) konnte so direkt ermittelt werden, der Anteil an gebundener Substanz
ergab sich aus der Subtraktion des freien Anteils von der eingesetzten

Gesamtmenge.

Da die unspezifische Filterbindung sowohl fiir *H-OTA als auch fiir *C-INDO mit 0,1
%o als extrem niedrig ermittelt wurde, konnte darauf verzichtet werden, die erhaltenen

Werte um diesen Anteil zu korrigieren.
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3.6.2 Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehaltes im Zellkulturmedium sowie in
Schafsamenblasen-Mikrosomen (vgl. 3.8.1.1) erfolgte nach der Methode von
Bradford (1976) unter Verwendung von bovinem Serumalbumin als Standard. Der
Test wurde mittels eines kommerziell erhaltlichen Kits (Bio-Rad, Munchen)
durchgefuhrt. Das Testprinzip beruht darauf, da} sich nach Proteinbindung das
Absorptionsmaximum des Farbstoffes Coomassie-Blau von 465 nach 595 nm
verschiebt. Zellkulturmedium mit 2,5 % FCS sowie Schafsamenblasen-
Mikrosomensuspension wurden zur Proteinbestimmung unverdinnt eingesetzt,
Medium mit 10 % FCS wurde zuvor 1:5 mit A. bidest verdunnt.

Je 20 pl dieser Testlosungen wurden mit 980 ul einer 1:5 VerdiUnnung des sauren
Farbstoffkonzentrates vermischt und nach 5 Minuten bei RT (21°C) die Absorption
bei 595 nm gemessen. Unter den gleichen Bedingungen wurde eine Eichkurve mit
bovinem Serumalbumin erstellt, anhand derer der Proteingehalt der Proben ermittelt

wurde.

3.7 Synthese von Ochratoxin alpha (OT alpha)

3.7.1 Enzymatische Hydrolyse von Ochratoxin A

Die enzymatische Hydrolyse von Ochratoxin A zum Isokumarin-Derivat Ochratoxin
alpha (OT alpha) wurde in Anlehnung an Pitout (1969 a, b) durchgefuhrt. Hierbei wird
mittels der Protease Carboxypeptidase A (E.C. 3.4.17.1) der Phenylalanin-Anteil des
Mykotoxins hydrolytisch abgespalten. Aufgrund der beschriebenen Empfindlichkeit
des in Puffer gelosten Mykotoxins fur UV-Licht (Pitout, 1969 a) wurde weitgehend
unter Tageslichtausschlul gearbeitet.

10 mg Ochratoxin A wurden in 110 ml Puffer (0,1 M NaCl / 0,02 M TRIS, pH 7,5)
geldst (entspricht 225 uM).

Nach Zusatz von Carboxypeptidase A (308 Units, entspricht 6,048 mg oder 54,98
pg/ml) wurde das Reaktionsgemisch in einem Wasserbad bei 25 °C unter Schutteln
fur 48 Stunden inkubiert.
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Zum Nachweis der Umsetzung zu OT alpha wurden nach verschieden langen
Inkubationszeiten (0; 2,5; 24; 48 h) Aliquots von je 350 pl entnommen. Je 50 ul
davon wurden fur eine spatere HPLC-Analyse mit eisgekihltem reinem Ethanol ad
80 Vol.% versetzt, zur Proteinfallung Uber Nacht bei -20°C gehalten und
anschlieBend bei 16 000 x g zentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge). Der Uberstand
wurde einer HPLC-Analyse unterzogen (siehe 3.9.2.2.).

Weitere 50 ul wurden unverdunnt auf eine analytische DC-Platte aufgetragen und
entwickelt (siehe 3.9.2.1).

Zweimal je 100 pl der Inkubationsansatze wurden 1:10 mit 96 %-igem Ethanol
verdunnt und das Absorptionsspektrum im Dioden-Array Spektrophotometer
bestimmt (siehe 3.9.1).

® Puffer: 0,1 M NaCl/ 0,02 M Tris, pH 7.5

Herstellung einer 0,2 M NaCl-Loésung: 5,84 g NaCl in 500 ml A. bidest I6sen
Herstellung einer 0,04 M TRIS-Lésung: 2,42 g TRIS in 500 ml A. bidest |6sen

beide Lésungen zusammengeben, mit 1 N HCI auf pH 7,5 einstellen

3.7.2 Aufreinigung von OT alpha

Nach beendigter Inkubation wurde das Reaktionsgemisch mit 1 N HCL auf einen pH-
Wert von 2,0 angesauert und dreimal mit dem doppelten Volumen Chloroform
extrahiert. Die das OT alpha enthaltenden Chloroformphasen wurden vereinigt und
bei RT (21°C) im Vakuum zur Trockne eingeengt. Der Rickstand wurde in 6 ml
Chloroform aufgenommen, jeweils 2 ml davon wurden strichformig auf eine
praparative DC-Platte aufgegeben (PSC-Kieselgel 60) und entwickelt (siehe 3.9.2.1).
Die unter UV-Licht (366 nm) blau fluoreszierenden Banden (OT alpha) der einzelnen
Platten wurden abgekratzt und vereinigt. Das Kieselgel wurde mit 200 ml Methanol
uber einer G4-Fritte eluiert, das Eluat bei RT (21°C) im Vakuum abgedampft. Der
verbleibende Niederschlag wurde mit HCI-gesattigtem Chloroform solange eluiert, bis
im Niederschlag unter UV-Bestrahlung (366 nm) keine Fluoreszenz mehr

nachweisbar war. Das Eluat mit dem OT alpha wurde bei RT (21°C) im Vakuum bis
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zur Trockne eingedampft, der Ruckstand in 10 ml Chloroform aufgenommen und der
unlosliche Rest bei 1000 x g (Heraeus Zentrifuge) abzentrifugiert, mehrmals mit
Chloroform gewaschen und die vereinigten Chloroformphasen wiederum bei RT
(21°C) im Vakuum eingeengt. Der Rickstand wurde mit 1 ml Ethanol versetzt und im
Wasserbad bei 60°C vollstandig geldst. Die Losung wurde uber Nacht bei - 20°C
gehalten. Die abgesetzten weilRen Kristalle wurden in Chloroform geldst, welches bei
RT (21°C) unter Ny bis zur Trockne eingeengt wurde. OT alpha wurde in dieser
Pulverform unter Argon aufbewahrt und bei Bedarf in Losemittel gelost.

Die Bestimmung der Reinheit des so gewonnenen OT-alpha erfolgte mittels HPLC
(siehe 3.9.2.2.), die Quantifizierung geldster Aliquots spektrophotometrisch wie in
3.9.1 beschrieben.

Die Ausbeute an OT alpha betrug zwischen 40 und 60 %. Ein typisches HPLC-Profil
ist in Abbildung 10 gezeigt.

3.8 Untersuchungen zur Metabolisierung durch Peroxidasen

3.8.1 Umsetzung von OTA mit Prostaglandin H Synthase (PHS)

FUr Studien zur Umsetzung von OTA durch die Peroxidase PHS wurden als
Enzymquelle Schafsamenblasen-Mikrosomen (ram seminal vesicle microsomes,
RSVM) eingesetzt, denn sie weisen eine besonders hohe enzymatische Aktivitat auf
(Wild und Degen, 1987).

3.8.1.1 Préparation von Schafsamenblasen-Mikrosomen (RSVM)

Samenblasen wurden im Ortlichen Schlachthof von frisch geschlachteten
Schafbdécken entnommen und in PBS-CMF-Puffer auf Eis gelegt. Anschlielend
wurden sie von Fett und Bindegewebe befreit und vakuumverpackt in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren Aufarbeitung wurden sie bei - 70°C

gelagert.



Methoden 49

Schafsamenblasen-Mikrosomen (RSVM) wurden, wie bei Wild und Degen (1987)
beschrieben, gewonnen. Fur die Praparation wurden die gefrorenen Organe
zerkleinert und das Geschabsel in das dreifache Volumen Puffer (TRIS / HCI 0,1 M,
pH 7,5; Saccharose 0,25 M) aufgenommen. Nach Aufschluf® im Ultraturrax (Stufe 6,
10 min) wurde das Homogenat fur 15 min bei 4°C mit 12000 x g zentrifugiert (Rotor
JA 20, Kuihlzentrifuge J2-21, Beckmann). Das Pellet wurde verworfen und der
postmitochondriale Uberstand fiir 60 min bei 4°C mit 100000 x g zentrifugiert (Rotor
Tl 50/2,Ultrazentrifuge TGA-50, Kontron). Der das Cytosol enthaltende Uberstand
wurde verworfen und das mikrosomale Pellet in einem Volumen Puffer (s.o.)
resuspendiert. Nach Aliquotierung wurde die Suspension in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -70°C aufbewahrt.

Der Proteingehalt der RSVM wurde nach Bradford (1976) mit dem BIO-RAD-Protein-
Assay gegen bovines Serumalbumin als Standard bestimmt (vgl. 3.6.2).

Zur Bestimmung der Cyclooxygenase-Aktivitat der Mikrosomenpraparationen wurde
der Arachidonsaure-abhangige Sauerstoffverbrauch mittels einer Clark-Elektrode im
Gilson-Oxygraph gemessen (Degen et al. 1986; Clark 1993). Die Aktivitat wurde
aufgrund der initialen Sauerstoffverbrauchsraten [nmol O,/ min / mg Protein = ,units®]

berechnet.

@ Puffer: 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5/0,25 M Saccharose

12,11 g TRIS in 1 | A. bidest I6sen, mit 1 N HCI auf pH 7,5 einstellen
Zugabe von 8,55 g Saccharose/100 ml Puffer, Endkonzentration: 0,25 M

3.8.1.2 Inkubationsansatz

Die Inkubationen wurden in 2,0 ml Gesamtvolumen durchgefihrt (Kaliumphosphat-
Puffer 0,05 M, pH 7,5). Wenn nichts anderes angegeben ist, enthielten die Ansatze
OTA in 50 yM Konzentration; in radioaktiven Ansatzen wurde ferner jeweils 1 pCi 3H-
OTA (spez. Aktivitat: 3,9 Ci / mmol) zugesetzt.

Nach Angaben der Herstellerfirma befinden sich ca. 85 % der Tritummarkierung im

Isokumarinanteil und ca. 15 % im Phenylalanin-Teil des OTA-Molekils. Mikrosomale
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PHS wurde den Ansatzen zu je 1,0 mg zugesetzt, Arachidonsaure (gelost in Ethanol)
in einer Endkonzentration von 100 pM. Die Inkubation und nachfolgende
Aufarbeitung sowie Analyse der Ansatze mit radioaktiv markietem OTA sind

schematisch in Abbildung 9 dargestellit.

Ansitze mit PHS I Ansatze mit HRP I

® Kaliumphos- ® Tris-Puffer CZ)
. gtjr?;puﬁer ® OTA =
<
® RSVM ® HRP o
® ARA ® 1202 2
5 min blei 37 °C 60 min bei 25 °C z
|
Prote/;n fallen verdlinnen

' * 2

= D =
UBERSTAND * VERDUNNUNG 2‘
v .4 Autoradiographie - <z(
Konzentrat 6
HPLC %
Y ’—:uoreszenzdetektion ~—] E
— Eluat fraktioni m
PROTEINPELLET ua r? lonieren °<:
v ' s
=)
solubilisieren —————————» LSC B R <

Abb.9: Schema der Inkubation,  Aufarbeitung und  Analyse der
Inkubationsansatze von *H-OTA mit PHS bzw. HRP

Im Anschluf® an eine etwa dreiminutige Prainkubation bei Raumtemperatur wurde die
Reaktion durch Zugabe von 100 uM Arachidonsaure (ARA) gestartet. Die Ansatze
wurden anschlieBend fur 5 Minuten bei 37 °C unter Schatteln im Wasserbad
inkubiert. Gestoppt wurden die OTA-Inkubationen durch Zugabe von 8 ml
eisgekuhltem Ethanol.

Parallel dazu wurden verschiedene Kontrollansatze inkubiert. Diese enthielten neben
dem Losungsmittel und OTA entweder hitzeinaktiviertes Enzym (10 min / 100 °C)

oder wurden ohne Zusatz von ARA bzw. ohne Enzym inkubiert.
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Zur Hemmung der Cyclooxygenase-Aktivitat der PHS wurde manchen
Inkubationsansatzen 70 yM Indometazin zugesetzt.

Zur Kontrolle der Inkubationsbedingungen wurden auch Ansatze mit dem nicht
radioaktiv markierten synthetischen Ostrogen trans-Diethylstilbestrol (E-DES)
inkubiert, das ein bekanntes Substrat der PHS ist (Degen et al., 1983). Die
Inkubationsbedingungen, Aufarbeitung und Analyse dieser Proben sind unter 3.8.3
bzw. 3.9.2.2 beschrieben.

@ Puffer: 0,05 M Kaliumphosphat, pH 7.5

(1) Herstellung einer 0,1 M K;HPO4-Losung: 8,7 g in 500 ml A. bidest I6sen
(2) Herstellung einer 0,1 M KH,PO4-Losung: 6,8 g in 500 ml A. bidest I6sen
Ldsung (1) mit Loésung (2) auf pH 7,5 einstellen

3.8.1.3 Aufarbeitung und Analyse nicht radioaktiver Ansétze

Zur Fallung des mikrosomalen Proteins wurden die Inkubationsansatze mit dem
vierfachen Volumen (8 ml) an eisgekihltem Ethanol versetzt und tGber Nacht kuinhl
gelagert (18 h/-20 °C). AnschlieRend wurden die Ansatze zentrifugiert (5 min, 4 °C,
1700 x g, Megafuge 1.0 R) und die Uberstande abgenommen, wahrend das Pellet
verworfen wurde. Diese Uberstande wurden mit mobiler Phase, wie sie fiir die HPLC-
Analyse von OTA verwendet wurde, verdinnt und mittels HPLC analysiert (vgl.
3.9.2.2). Die Gehalte an OTA bzw. an bekannten Metaboliten / Derivaten wurden

mittels jeweils aktuell hergestellter Eichkurven ermittelt.
3.8.1.4 Aufarbeitung und Analyse radioaktiver Ansétze
Nach wie unter 3.8.1.2 durchgefuhrter Inkubation wurde das mikrosomale Protein wie

unter 3.8.1.3 beschrieben ausgefallt und Proteinpellet und Uberstand getrennt

weiterverarbeitet.
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Aufarbeitung der Proteinpellets

Jedes Pellet wurde einmal mit 1 ml Ethanol gewaschen und der Uberstand nach
Zentrifugation (5 min, 4°C, 1700 x g, Megafuge 1.0 R) mit dem restlichen Uberstand
des jeweiligen Ansatzes vereinigt.

AnschlieRend wurden die Pellets mit je 1 ml 1 N NaOH versetzt und im Wasserbad
bei 50 °C unter Schatteln 2 h lang solubilisiert. Aliquots von je 950 pl wurden mit 2 mli

Scintillator versetzt und der Flissigszintillationszahlung unterworfen (vgl. 3.9.4).

Aufarbeitung der Ubersténde

Die ethanolischen Uberstande wurden nach Verdiinnung mit mobiler Phase, die zur
HPLC-Trennung eingesetzt wurde (pH 2,5, vgl. 3.9.2.2), zunachst einer direkten
Analyse durch HPLC unterworfen und zur Bestimmung des OTA-Gehaltes an mit
entsprechenden Eichkurven verglichen. Zur Aufkonzentrierung wurden die
Uberstande anschlieRend im Dunkeln bei 50 °C im Wasserbad fiir ca. 2 h unter N
bis zur Trockne eingedampft und anschliel3end in 4 ml mobile Phase aufgenommen,
in BordelgefalRe mit Septendeckeln pipettiert und luftdicht verschlossen bis zur
HPLC-Analyse bei 4 °C gelagert. Diese Konzentrate wurden mittels HPLC und
anschlielender Fraktionierung des Eluates analysiert (vgl. 3.9.2.2). Die pro Fraktion
enthaltene Radioaktivitat wurde mittels Flussigszintillationszahlung (vgl. 3.9.4)
bestimmt.

Ferner wurde eine Analyse mittels Dunnschichtchromatographie (vgl. 3.9.2.1)
durchgefuhrt und die enthaltene Radioaktivitdt anschlieRend durch eine
Autoradiographie (vgl. 3.9.3) qualitativ ermittelt.

Zur Bestimmung von Wiederfindung und Verteilung der Radioaktivitat wurden
entsprechende Aliquots der Uberstéande bzw. des solubilisierten Proteins entnommen

und die enthaltene Radioaktivitat mittels LSC bestimmt.
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3.8.2 Umsetzung von OTA mit Meerrettichperoxidase (HRP)

Auler der Umsetzung von OTA mit PHS wurde das Toxin auch einer Inkubation mit
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) unterworfen. Dieses Enzym
konnte im Gegensatz zu den PHS-haltigen Schafsamenblasen-Mikrosomen in
hochreiner Form eingesetzt werden. Eine mdgliche Proteinbindung des Substrates

wurde dadurch extrem reduziert, die Aufarbeitung der Ansatze gleichzeitig erleichtert.

3.8.2.1 Inkubationsansatz

Inkubation und nachfolgende Aufarbeitung sowie Analyse der Ansatze mit radioaktiv
markiertem OTA sind schematisch in Abbildung 9 dargestellt.

In je 2 ml Tris-Puffer (0,01 M, pH 7,2) wurden jeweils 50 yM OTA und 100 ng (0,019
units) HRP nach Zugabe von 330 yM H;O, fur 60 min bei 25 °C im Wasserbad
inkubiert. Radioaktive Ansatze enthielten ebenfalls jeweils 1 pCi *H-OTA (spezif.
Aktivitat: 3,9 Ci / mmol). Die Inkubation wurde gestoppt, indem die Ansatze auf Eis
gelagert wurden und je 2 ml mobile Phase (vgl. 3.9.2.2) zugesetzt wurden.

Parallel wurden Kontrollansatze ohne H,O,, ohne Enzym bzw. ohne H,O, und
Enzym durchgeflihrt. Auch hier wurde wunter gleichen Bedingungen zu
Kontrollzwecken der Umsatz von E-DES mit HRP analysiert (Degen und McLachlan,
1985; vgl. 3.8.3).

3.8.2.2 Aufarbeitung und Analyse radioaktiver Ansétze

Zur Inaktivierung des Enzymproteins wurden die Ansatze mit einem Volumen (2 ml)
an mobiler Phase (pH 2,5) versetzt und Uber Nacht kuhl gelagert (18 h/-20 °C).
Anschlieend wurden die Ansatze zentrifugiert (5 min, 4 °C, 1.700 x g, Megafuge 1.0
R) und die Uberstdnde abgenommen, wahrend das Pellet verworfen wurde. Die
Uberstande wurden in mobiler Phase verdiinnt und mittels HPLC-Analyse untersucht
(3.9.2.2). Die Gehalte an OTA bzw. an bekannten Metaboliten wurden mittels jeweils
aktuell hergestellter Eichkurven ermittelt. Im Anschlu® an die Fluoreszenzdetektion

wurde das Eluat fraktioniert aufgefangen und die in den Fraktionen enthaltene
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Radioaktivitat mittels Flussigszintillationszahlung (vgl. 3.9.4) bestimmt. Weiterhin
wurden Aliquots der nach 3.8.2.2 erhaltenen Uberstande
dunnschichtchromatographisch untersucht und die Radioaktivitatsverteilung mittels

Autoradiographie (vgl. 3.9.3) qualitativ ermittelt.

3.8.3 Umsetzung von trans-Diethylstilbestrol (E-DES) mit PHS und HRP

Umsetzung von E-DES mit mikrosomaler PHS

Die Inkubationen mit DES (Endkonzentration 50 uM) wurden, analog wie fur OTA
unter 3.8.1.2 beschrieben, durchgefihrt: In 2,0 ml Kaliumphosphat-Puffer (0,05 M,
pH 7,5) wurde nach etwa dreiminltiger Prainkubation bei Raumtemperatur (21°C) die
Reaktion durch Zugabe von 100 uM Arachidonsaure (ARA) gestartet. Parallel dazu
wurden Kontrollansatze (mit hitzenaktiviertem Enzym, mit Zusatz von 70 uM
Indometazin, ohne ARA, ohne Enzym) inkubiert. Die Ansatze wurden jeweils fur 5
Minuten bei 37 °C unter Schuitteln im Wasserbad inkubiert und die Umsetzung
anschlielend durch Zugabe von 4 ml des eisgekuhlten Extraktionsgemisches
Ethylacetat / Diethylether (1:1, v/v) gestoppt. Nach dreimaliger Extraktion wurde das
Ldsemittel unter Vakuum am Rotationsverdampfer eingeengt und der Rickstand in
200 pl MeOH aufgenommen. Die Analyse der Umsetzung erfolgte mittels HPLC
(siehe 3.9.2.2) Uber entsprechende Eichgeraden fur E-DES, Z-DES bzw. Z,Z-DIES.

Umsetzung von E-DES mit HRP

Analog wie fir OTA (unter 3.8.2.1) beschrieben, wurde die Inkubation mit DES (50
MM) in 2 ml Tris-Puffer (0,01 M, pH 7,2) unter Zugabe von 330 uM H,O, fur 60 min
bei 25 °C im Wasserbad durchgefihrt (nach Degen und McLachlan, 1985).
Kontrollansatze (ohne HRP, ohne H;0, wurden ebenfalls mitgefuhrt. Nach
dreimaliger Extraktion mit je 4 ml eines eisgekuhlten Gemisches aus Ethylacetat /
Diethylether (1:1, v/v), Einengen des Losemittels und anschlieRender Aufnahme des
Ruckstandes in 200 ul MeOH wurden Aliquots zur Analyse der Umsetzung mittels

HPLC unter Verwendung geeigneter Eichgeraden herangezogen.
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3.9 Analytik

3.9.1 UV/VIS-Spektroskopie zur Quantifizierung von OTA und Derivaten

Die UV/VIS-Spektroskopie wurde zur Quantifizierung von OTA- bzw OTB- oder OT
alpha enthaltenden Losungen eingesetzt. Dabei wurden die charakteristischen UV-

Absorptionen des OTA bzw. seiner Derivate genutzt:

Ochratoxin | UV-Absorptions- | molarer Absorptions- Referenz
maximum (Amax) koeffizient (g)

OTA 333 nm 5550 Nesheim et al., 1973

OoTB 318 nm 6700 Nesheim, 1969

OT alpha 338 nm 5600 van der Merwe et al., 1965

Tab. 2: UV-Absorptionen von OTA und seinen Derivaten

Mittels eines Dioden-Array Spektrophotometers (Modell 8452A, Hewlett Packard,
Bdblingen) wurden in 1 cm Quarzkiuvetten von den Ldésungen UV-Spektren
aufgenommen und die maximale Absorption zur Berechnung der Konzentration nach

dem Lambert-Beer schen Gesetz herangezogen:

mit c: Konzentration der Losung
A: Absorption (Extinktion) der Losung im Maximum
€: molarer Extinktionskoeffizient der Losung
d: Schichtdicke der Quarzkuvette (1 cm)
V: Verdunnungsfaktor der Lésung in Ethanol (Cooper, 1981)
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Da diese sowohl mit dem pH-Wert als auch mit der Polaritat des verwendeten
Losemittels variieren (Pitout, 1969b; Chu, 1974), wurde unter weitgehend
standardisierten Bedingungen gearbeitet: Aliquots der verschiedenen Mykotoxin-
Stammldsungen wurden in absolutem Ethanol aufgenommen und spektroskopisch
quantifiziert.

Typische Spektren von OTA-, OTB- bzw. OT alpha-haltigen Lésungen finden sich im
Anhang (Abbildung 43).

3.9.2 Chromatographie

3.9.2.1 Diinnschichtchromatographie (DC)

Die Dunnschichtchromatographie wurde als analytische DC mit anschlieRender
Autoradiographie (vgl. 3.9.3) zur Untersuchung von Inkubationsansatzen mit
radioaktiv markierter Substanz (vgl. 3.8.1.4 und 3.8.2.2) sowie zur Kontrolle der
enzymatischen Umsetzung von OTA zu OT-alpha (vgl. 3.7) eingesetzt.

Mittels préaparativer DC erfolgte die Aufreinigung von OT alpha.

Wahrend flr die analytische DC Platten mit Kieselgel F 60 ,54 als Adsorbens und 0,2
mm Schichtdicke auf Plastikfolie verwendet wurden, wurden fir die praparative DC
Glasplatten mit PSC Kieselgel 60 und 0,5 mm Schichtdicke eingesetzt (beide von
Merck, Darmstadt).

Die Platten wurden in einer DC-Kammer mit Toluol : Ethylacetat : Ameisensaure
6:3:1 (v/v/v) fur ca. 70 min entwickelt und nach Trocknung im UV-Betrachter (Camag)
unter langwelligem UV-Licht (366 nm) ausgewertet (Roberts und Patterson, 1975;
Stermer und Pedersen, 1980; Hadidane et al., 1992; Abarca et al., 1994).

OTA erschien dabei als grin, OTB und OT alpha als grun-blau bzw. blau
fluoreszierender Spot. Die Fluoreszenzintensitdt von OTA konnte durch
Ammoniakdampfe erhoht werden, gleichzeitig schlug die Fluoreszenzfarbung von
grun nach hellblau um (Nesheim, 1982). In Gegenwart von Ammoniak wird OTA als
freie Saure in das Ammonium-Salz umgewandelt, wobei das Absorptionsmaximum
von 330 nm nach 370 nm verschoben und die Fluoreszenz-Emission bei 460 nm
verstarkt wird (Pohland et al., 1992).
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Neben den in der Literatur beschriebenen R-Werten fur OTA bzw. OTB oder OT
alpha kann auch dieses Merkmal zur ldentifizierung der Substanzen herangezogen

werden.

3.9.2.2 Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC)

HPLC-Trennungen wurden zur Analyse bzw. Fraktionierung von Inkubationsansatzen
bzw. zur Analyse der Reinheit von OTA und Syntheseansatzen von OT alpha
eingesetzt. Organische Losungsmittel wurden in HPLC-Qualitat benutzt, Wasser
wurde uber das Milli-Q Water-Purification System aufbereitet. Elutionsmittel wurden
durch Ultraschall bzw. durch Einleiten von Helium entgast. Pufferldsungen wurden
uber 0,45 pm Membranfilter filtritert. Die reversed-phase Trennsaulen (RP 18-

Material) wurden zur Analyse mit Vorsaulen aus demselben Material kombiniert.

HPLC-Analytik von OTA und Derivaten

Aus der Vielzahl der in der Literatur beschriebenen HPLC-Analysemethoden fur OTA
und seine Metabolite bzw. Derivate — und ausgehend von der apparativen
Ausstattung- wurde ein geeignetes Verfahren ausgewahlt, das es erlaubte, die
Substanzen mit ausreichender Sensitivitdt zu detektieren und voneinander zu

separieren:

HPLC-Anlage:
Pumpe Modell LC5A (Shimadzu, Dusseldorf),
Injektor Modell HMV-P (Latek, Eppelheim),
Spektrofluorimeter Modell JY3D (ISA Jobin Yvon, Longjumeau, Frankreich),
Integrator Modell HP 3394 (Hewlett Packard, Boblingen)
RP-18 Saulenmaterial:
Nucleosil 100 (250 x 3 mm), 5 uM (VDS Optilab, Berlin)
Elutionsmittel (mobile Phase):
Methanol : Wasser: Eisessig (65 : 35: 0,5, v/v/v), pH: 2,5
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FluRrate:
1,5 ml / min, isokratisch

Wellenléngen:

A Excitation: 333 M

A Emission: 467 nm

Abbildung 10 zeigt unter diesen Bedingungen gewonnene typische HPLC-Profile von
je 2 ng (50 pl) OTA und OT alpha (A) bzw. 1 ng OTB (B) im Einspritzvolumen.
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A OT alpha
v OTA
5.85 ¢
15.58

1
L

oTB

9.56

Abb. 10: Typische HPLC-Profile von je 2 ng im Einspritzvolumen (50 pl) OTA und
OT alpha (A) bzw. 1 ng OTB (B).
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Die Nachweisgrenze fur OTA wurde mit 140 pg / 50 ul Einspritzvolumen ermittelt,

dies entspricht einem Gehalt von 2,8 ug OTA je Liter Losung.

HPLC-Analytik von Diethylstilbestrol und Analoga

HPLC-Anlage:
2 LC-Pumpen Typ 414 (Kontron, Eching),
Injektor Modell 7125 (Rheodyne)
Mischkammer M 800 (Kontron, Eching),
Spektralphotometer UVIKON 735 LC (Kontron, Eching) bzw.
SPD 10-A (Shimadzu, Dusseldorf),

Programmer Series 200 (Kontron, Eching),

Integrator C R 3-A-Chromatopac (Shimadzu, Dusseldorf)
RP-18 Saulenmaterial:

Zorbax ODS (250 x 4 mm), 5 uM (Bischoff, Leonberg)
Elutionsmittel (mobile Phase):

A: Wasser : Methanol (80 : 20, v/v)

B: Methanol
Gradient:

45 -100 % B in A fir 30 min und 100 % B fur 3 min
FluRrate:

1 ml/min

Wellenlange:
A get. 254 nm

3.9.3 Autoradiographie

Nach dinnschichtchromatographischer Auftrennung von Radioaktivitat enthaltenden
Inkubationsansatzen (siehe 3.9.2.1) wurden die Kieselgelplatten unter
Lichtausschlu® auf einen Rodntgenfilm aufgelegt. Nach Einschlul3 in eine
Autoradiographiekassette wurden diese fir 10 Wochen bei - 80 °C gelagert.

Anschlieend erfolgte die Entwicklung des durch Radioaktivitat geschwarzten Filmes.
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3.9.4 Flussigszintillationszahlung

Definierte Aliquots [°H]- bzw. ['*C]-haltiger Proben wurden nach Versetzen mit
Szintillationscocktail (Rotiszint R 2200, Roth, Karlsruhe) uber Nacht kuhl und dunkel
aufbewahrt und im Flussigszintillationszahler (Tri-Carb 2200 CA, Canberra Packard,
Frankfurt) gezahlt.

Die Radioaktivitat in den Proben wurde mittels externer Standardisierung Uber
Eichkurven mit definiert gequenchten Radioaktivitatsstandards bestimmt und in dpm

(desintegrations per minute) angegeben.

3.10 Beseitigung von OTA-Kontaminationen

OTA-Kontaminationen an Geraten, sowie Reste von OTA in fester bzw. geldster
Form wurden nach der Methode von Castegnaro (1991) beseitigt. Das Verfahren
nutzt die Empfindlichkeit von OTA und Analoga gegen Oxidation durch Natrium-
Hypochlorid (NaOCI) -Losung.

Kontaminierte Stellen an Geraten wurden mit Ethanol befeuchtet und fir 30 min in

224 mM NaOCI-Lésung getaucht bzw. mehrfach mit selbiger abgewischt.

Zur Beseitigung fester Rickstande wurden diese zunachst in Ethanol aufgenommen

(je 400 ug OTA bzw. Derivat: 400 ul Ethanol). Anschliel3end wurden fur 30 min je 400

Ml Losung 20 ml 224 mM NaOCI-Lésung dazugegeben und im Ultraschallbad

behandelt. Dieses Verfahren wurde auch angewandt fur

- walrige Lésungen von OTA und Derivate (nach Ansauern auf pH 2,5 mit konz.
HCI),

- Ldsungen in fluchtigen Losemitteln (nach Einengen im Vakuum),

- Loésungen in DMSO (nach Addition des zweifachen Volumens an A. bidest,
dreimaliger Extraktion mit dem gleichen Volumen Dichlormethan und Einengung
der Extrakte im Vakuum).

OTA-haltige DC-Platten wurden fur eine 30-minutige Einwirkzeit mit einer 224 mM

NaOCI-Lésung eingespriht. Zur Uberpriifung der Vollstandigkeit der OTA-
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Degradation wurden die so behandelten DC-Platten unter langwelligem UV-Licht
(366 nm) auf fluoreszierende OTA-Spots untersucht.

Die Ubrigen dekontaminierten Proben wurden stichprobenartig mittels HPLC auf die
Vollstandigkeit der Degradation untersucht, nachdem nach Ansauern auf pH 3 mit
konz. HCI und Stickstoffbegasung das verbliebene Chlorid aus der Losung eliminiert

wurde.

3.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels des t-Testes auf Gleichheit zweier
Mittelwerte. Dieser Test beurteilt, ob sich zwei Kollektive in Bezug auf ein bestimmtes
Merkmal (z.B. durchschnittliche Menge an nicht proteingebundenem OTA bei Zusatz

unterschiedlicher Mengen Indometazin im Zellkulturmedium) unterscheiden (vgl. 3.6).
Stellen also Xund Y die durchschnittlichen Anteile an freiem Toxin dar, wird die

Hypothese Ho: , X = Y “zum Niveau a verworfen, falls gilt:

M= "
Jn(n_”m(xi-i)z+ oy 2V

Hierbei ist t* die t-Approximation des kritischen Wertes nach Cochran und Cox
(1957). Die durchschnittlichen Anteile an freiem OTA in den Kollektiven berechnen

sich nach x = 1in bzw l = Zy wobei x; und y; die jeweiligen Auspragungen
n 4 m P

des Merkmals und n bzw. m die jeweiligen Stichprobenumfange darstellen. Da t” ein

approximativer Wert ist, sind die darauf basierenden p-Werte (Niveau, zu dem die
Hypothese Hp verworfen werden kann) ebenfalls Naherungswerte nach Cochran und

Cox (1957).
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FUr die Ermittlung der p-Werte und die Durchfuhrung der statistischen Tests wurde

das Statistikprogramm SAS" fiir Windows, Version 6.08 eingesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Verstoffwechselung von OTA in OSV-Zellen

Degen et al. (1997) hatten gezeigt, dal OTA in Zellen der Schafsamenblase (OSV-
Zellen) Mikrokerne induziert (vgl. Abbildung 3). Die OSV-Zellen exprimieren die
Peroxidase Prostaglandin H Synthase (PHS) in hohem Ausmal (Degen, 1993b). Da
in der Literatur die Mdglichkeit einer Metabolisierung von OTA durch Peroxidasen wie
PHS diskutiert wird (Malaveille et al., 1994; Obrecht-Pflumio et al., 1996; Pfohl-
Leszkowicz et al., 1993d) lag es nahe, mit OSV-Zellen zu untersuchen, inwieweit sie
OTA metabolisieren. Dazu wurden Zellkulturen mit OTA bzw. OTA und Indometazin
inkubiert. Das Zellkulturmedium wurde nach Chloroformextraktion mittels HPLC und
Fluoreszenzdetektion auf Metabolite untersucht (vgl. 3.5). Zur Kontrolle (Stérpeaks
bzw. Uberlagerungen) wurden auch das Zellkulturmedium allein und die

Stammldsungen analysiert. Nachfolgend sind typische HPLC-Profile dargestellt:
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<+— OTA
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32.78
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Abb. 11: typische HPLC-Profile von (A): einer Inkubation von Zellen ohne OTA und
(B) der fir die Inkubation verwendeten OTA-Stammldsung;
Chromatogramm mit 1 ug OTA im Einspritzvolumen (50 pl)

Wie Chromatogramm (B) der Abbildung 11 zeigt, wies die verwendete OTA-
Stammlosung neben dem OTA-Peak bei einer Retentionszeit (Rt) von 18.30 min
einen weiteren Peak bei Rt 9.38 min auf. Dies deutet auf eine sehr geringgradige
Kontamination der Stammlésung mit einer polareren Substanz als OTA hin.
Spikeversuche zeigten, dal es sich hierbei nicht um das OTA-Derivat OTB handelt
(Ergebnisse nicht gezeigt).

Aus Chromatogramm (A) der Abbildung 11 ist ersichtlich, dalk in OTA-freien
Inkubationen von Zellen in Kulturmedium mit 10 % FCS keine Stérpeaks auftreten,
die mit der HPLC Analyse von OTA Metaboliten interferieren.

Nachfolgend finden sich typische Chromatogramme der verschiedenen Inkubationen
mit OTA bzw. mit der Kombination von OTA und INDO in Abhangigkeit von den

Inkubationsbedingungen (mit/ohne Zellen, Dauer der Inkubation).
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Inkubation: 6 h 24 h

17.48
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Abb. 12: HPLC-Profile von Extrakten verschiedener Inkubationsansatze mit OSV-
Zellen sowie Kontrollen zur nicht-enzymatischen Degradation im
Kulturmedium wahrend 6 bzw. 24 h Inkubationszeit. Das Einspritzvolumen
(50 ul) enthalt (bei 100 % Wiederfindung) 1 pyg OTA (gemald einer
Berechnung ausgehend vom Inkubationsansatz)

Es zeigt sich, dal’ der schon in der Stammldsung detektierte Peak (bei Rt 9.38 min)
ebenfalls in allen anderen Proben zu finden war, allerdings manchmal mit geringfugig
nach vorn verschobener Retentionszeit, doch in recht konstanten Anteilen
(unabhangig von der Art der Probe). In einigen Proben wurde der Peak aufgrund der
geringen HoOhe nicht integriert. Es handelt sich daher bei diesem Peak
augenscheinlich nicht um einen durch zellulare Aktivitat entstehenden Metaboliten.
Wie in Abbildung 12 ebenfalls erkennbar, zeigte sich bei einer Rt von ca. 6.80 min in
allen Proben ein in der Stammldsung nicht detektierter Peak. Die Hohe dieses Peaks
stieg mit der Behandlungsdauer der Proben in allen Ansatzen an.

Dieser Peak fand sich aber auch in Proben, die ohne OSV-Zellen inkubiert wurden.

Daraus kann geschlossen werden, dal} es sich hierbei um ein (nicht enzymatisch)
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gebildetes Degradierungsprodukt (in kleiner Menge) handelt. Bei diesem Experiment
zeigt sich der Nutzen von konsequent mitgefuhrten Kontrollansatzen. Nur durch die
untersuchten Kontrollinkubationen war es maoglich, bei dem fraglichen Peak auf ein

Degradierungsprodukt zu schliel3en.

In einem weiteren Experiment wurde gepruft, ob es sich bei dem vermuteten
Degradierungsprodukt um OT alpha handelt. Dazu wurde nach der Extraktion des
Inkubationsansatzes OT alpha (4,8 ng) zur Analysenprobe dazu gegeben. Abbildung
13 zeigt das Ergebnis.
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Abb. 13: Chromatogramme von ungespikten (A, C) und mit je 4,8 ng OT alpha
gespikten (B, D) Inkubationsansatzen.
(A, B): Inkubationsdauer: 6 h, 15 uM OTA, ohne INDO, mit Zellen
(C, D): Inkubationsdauer: 24 h, 15 uM OTA, 50 uM INDO, mit Zellen
Das Einspritzvolumen (50 pl) enthalt (bei 100 % Wiederfindung) 1 ug OTA
(gemaf einer Berechnung ausgehend vom Inkubationsansatz)

Da OT alpha etwas fruher von der Saule eluiert (Rt 6.15 min bzw. 6.11 min), ist klar
erwiesen, dal} es sich bei dem fraglichen Peak nicht um OT alpha handeln kann. Die
Identitat des Peaks wurde nicht weiter aufgeklart, da es sich offensichtlich nicht um

einen (enzymatisch entstandenen) Metaboliten handelt.

4.2 Umsetzung von OTA durch mikrosomale PHS und HRP

4 2.1 PHS-katalysierter Metabolismus von OTA

Bei Inkubation von OTA mit OSV-Zellen, die die Peroxidase PHS exprimieren,
wurden also keine Anhaltspunkte flr die Entstehung von Metaboliten des Mykotoxins
gefunden. Dennoch ist nicht definitiv auszuschlieen, dall die PHS das Mykotoxin
umsetzen kann, in Zellkulturen jedoch nur sehr geringer Umsatz erfolgt, da der
Gehalt an freier Arachidonsaure (vgl. Abbildung 4) in den OSV Zellen u. U. als
limitierender Faktor wirkt. Auch konnte die die Zellen umgebende Membran als
.Barriere” wirken und evtl. eine Abgabe von Metaboliten in das analysierte
Zellkulturmedium verhindert haben.

FUr weitergehende Untersuchungen zur peroxidativen Umsetzung von OTA durch die
PHS wurde daher ein zellfreies Untersuchungssystem, d. h. Schafsamenblasen-
Mikrosomen (ram seminal vesicle microsomes, RSVM) als Enzymquelle eingesetzt
(Degen et al., 1986).

50 pM tritiertes OTA (*H-OTA) wurden mit mikrosomaler PHS (1 mg Mikrosomen,
Aktivitat: stimuliert 4800 nmol Oz/min/mg = units) in Form von RSVM inkubiert.

Wenn nichts anderes angegeben ist, wurde das Mykotoxin mit aktivem Enzym in
Gegenwart von Arachidonsaure (ARA) inkubiert. Die Inkubation, Aufarbeitung und

Analyse der Ansatze erfolgte wie unter 3.8.1.2 - 3.8.1.4 beschrieben.
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Zur besseren Ubersicht sind in Tabelle 3 die einzelnen Ansétze und ihre
Zusammensetzung angegeben.
Komponente Ansatz
Versuch Kontrollen
~,Komplett‘] ohne mit INDO hitzeinaktivierte ohne
ARA Mikrosomen  Mikrosomen
(1) (2) (3) (4) ()
Kaliumphosphat- 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml
Puffer
*H-OTA 50 uM 50 uM 50 uM 50 uM 50 uM
1 uCi 1 uCi 1 uCi 1 uCi 1 uCi
RSVM 1mg 1mg 1mg 1mg --
ARA 100 uM -- 100 uM 100 uM 100 uM
INDO - - 70 uM - --
Tab. 3: Zusammensetzung der einzelnen Inkubationsansatze fiur die Inkubation

von *H OTA mit RSVM (Ansatz (1): Versuchsansatz, Ansatze (2) — (5):
Kontrollen)

Es wurde erwartet, dal® sich bei einer PHS-katalysierten Kooxidation des OTA im
.kompletten® Versuchsansatz (1) weniger Ausgangssubstanz (OTA) als in den
Kontrollen (Ansatze (2) — (5)) analysierbar ist. Im Falle einer Umsetzung des
Mykotoxins konnten ein oder mehrere Produkte entstehen, die mit den eingesetzten
Analysemethoden (Fluoreszenz- / Radioaktivitatsdetektion) nachweisbar waren. Die
Bildung reaktiver, an Protein bindender Intermediate ware Uuber den Anteil
proteingebundener Radioaktivitat mel3bar. In den Ansatzen (2) — (5) ware dagegen
keine Umsetzung bzw. eine Umsetzung nur in deutlich geringerem Umfange maglich,
da darin das Enzym gehemmt (Ansatze (2) — (3)) bzw. inaktiviert ist (Ansatz (4)) oder

ganz fehlt (Ansatz (5)).
4.2.1.1 Radioaktivitatsverteilung

Aus der Literatur ist bekannt, daly OTA eine hohe Affinitdt zu Serumproteinen zeigt

(vgl. 1.3). In unserem Fall sollte untersucht werden, ob bei einer PHS-katalysierten
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Umsetzung von OTA reaktive Intermediate entstehen, die kovalent an Proteine
binden. Daher wurde die Radioaktivitdtsverteilung in den einzelnen
Inkubationsansatzen zwischen dem nach der Aufarbeitung erhaltenen Uberstand und
dem Proteinpellet (Mikrosomen) untersucht (vgl. 3.8.1.4). Es wurden entsprechende
Aliquots von Uberstand und Pellet enthnommen und darin OTA bzw. OTA-Produkte

mittels Flussigszintillationszahlung (LSC, vgl. 3.9.4) quantifiziert.

100 _ Uberstand:
."E 80 _
2]
o)
(]
a—, 60 _
°
S
:"t-B' 40 4
=
P
x
© 20
0
o
@
- 0.
(]
°
o i} - .
c 1,0 Proteinpellet:
= ]
o 0,8 -
: -
= 0,6 -
S 04-
o -
§ 0,2 -

0,0 -

"komplett" -ARA +INDO hitzein- -Enzym Ansatz
aktiviert

(1) (2) 3) (4) (5)

Abb. 14: Radioaktivitatsverteilung und -wiederfindung nach Inkubation (5 min bei
37°C) von *H-OTA (50 pM) mit PHS (1 mg, 4.800 Units, Ansatz (1)) bzw.
in Kontrollen (Ansatze (2) — (5)). Zusammensetzung der Ansatze siehe
Tabelle 3. Dargestellt sind Mittelwerte + SD von jeweils triplikaten
Ansatzen
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Die Wiederfindung der eingesetzten Radioaktivitat (1 uCi/Ansatz) lag in allen
Ansatzen bei ca. 90 %.

Der Anteil proteinassoziierter Radioaktivitat lag in allen Ansatzen deutlich unter 1 %
(Abbildung 14). Man findet also keine ausgepragte Bindung von OTA an das
mikrosomale Protein. Ein Vergleich der Ansatze (1) mit (2) bzw. (3) spricht ferner
gegen eine signifikante Bindung moglicher in Ansatz (1) enzymatisch entstandener
reaktiver Metabolite (denn in diesem Fall mufdte die proteingebundene Radioaktivitat

in Ansatz (1) am hochsten sein).

4.2.1.2 HPLC-Analyse der Ubersténde

Im *H-OTA sind laut Herstellerangaben (Moravek Biochemicals) zu ca. 85 % der
Phenylalaninanteil des OTA und zu ca. 15 % der Isokumarinanteil des Molekuls
markiert. Bei einer Abspaltung des Aminosaureanteils im Laufe der Inkubation oder
Aufarbeitung wirden Metabolite, die aus dem Isokumarinanteil resultieren, noch
radiochemisch detektiert und auch mittels Fluoreszenzdetektion nachweisbar sein.
Daher wurden die Versuchsansatze zum Nachweis fluoreszierender Metabolite mit
HPLC und Fluoreszenzdetektion untersucht und durch fraktioniertes Auffangen des
HPLC-Eluates auch Radioaktivititsprofile der Ansatze erstellt. So kénnen auch °H-

markierte, aber nicht mehr fluoreszierende Metabolite nachgewiesen werden.

Mittels HPLC- Fluoreszenz-Analyse (vgl. 3.9.2.2) wurde die Wiederfindung von OTA
ermittelt und innerhalb der einzelnen Ansatze verglichen. Eine geringere
Wiederfindung an OTA in kompletten gegenuber Kontrollansatzen ware ein erster
Anhaltspunkt fur eine enzymatische Umsetzung und die Entstehung von Metaboliten.
Die Proben wurden mit mobiler Phase 1:100 verdunnt und anhand einer Eichkurve

quantifiziert. Das Ergebnis ist in Abbildung 15 dargestelit.
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Abb. 15: HPLC-Wiederfindung von OTA in den einzelnen Inkubationsansatzen in %
der eingesetzten Konzentration (50 uM). Dargestellt sind Mittelwerte £ SD
von jeweils triplikaten Ansatzen. Zusammensetzung der Ansatze siehe
Tabelle 3

In ,kompletten“ Ansatzen (1) wurde praktisch die gesamte Menge des eingesetzten
OTA (50 uM) wiedergefunden, mehr als in den Kontrollansatzen ((2) — (5)).
Dieses Ergebnis IaRt darauf schlief3en, dal3 OTA nicht bzw. nur in sehr geringem

Umfang verstoffwechselt wird.

Eine weitergehende Untersuchung der Extrakte ergab im HPLC-Fluoreszenz Profil
des kompletten Ansatzes (Abbildung 16 A) neben dem OTA-Peak (Rt: 16.40 min)
weitere Peaks, die auf im Reaktionsansatz vorhandene fluoreszierende, polarere
Komponenten als OTA hindeuteten.

Das entsprechende Profil der Kontrollinkubation ohne Mikrosomen (Abbildung 6 B)
zeigt neben dem OTA-Peak (Rt: 16.36 min) ebenfalls zusatzliche Peaks; diese
entsprachen zum Teil den bereits im kompletten Ansatz neben OTA detektierten

Peaks. Die relativen Anteile an der Gesamtpeakflache sind in Tabelle 4 angegeben.
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Abb. 16: Darstellung von HPLC-Fluoreszenzprofil und Radioaktivitatsprofil fur (A)
kompletten Inkubationsansatz (50 uM *H-OTA, (1 pCi), 1 mg (4.800
Units) PHS und (B) Kontrollinkubation ohne Enzym. Inkubation bei 37°C
fur 5 min. Das Einspritzvolumen (50 pl) enthalt (bei 100 % Wiederfindung)
1 ug OTA (gemal einer Berechnung ausgehend vom Inkubationsansatz).
Dargestellt sind die Ergebnisse eines HPLC-Laufs von je 0 - 30 Minuten,
aufgefangen und analysiert wurden jeweils 30-Sekunden-Fraktionen.

Aus Grinden der Ubersichtlichkeit wurde die Radioaktivitat im mit OTA
korrespondierenden Peak nur bis 500 Zerfalle pro Minute (desintegrations
per minute, dpm) angegeben. Die Menge an Radioaktivitat in den OTA-

Peaks in Abbildung (A) und (B) war vergleichbar.

Peak Nr. Ansatz Eigenschaften
komplett Kontrolle (- Enzym)
1 6.16 6.20 Rt (min)
0,83 1,88 % Gesamtpeakflache
2 8.21 8.37 Rt (min)
0,15 0,89 % Gesamtpeakflache
3 9.63 9.71 Rt (min)
1,52 1,60 % Gesamtpeakflache
4 14.23 14.31 Rt (min)
0,02 0,23 % Gesamtpeakflache
5 (OTA) 16.40 16.36 Rt (min)
97,21 94,68 % Gesamtpeakflache
Tab. 4: Retentionszeiten und Anteil an der Gesamtpeakflache einzelner Peaks in

einem kompletten und einem Kontrollansatz; Inkubation von 50 yM OTA
komplett mit 1 mg (4.800 units) RSVM bei 37 °C fur 5 min bzw. ohne

Enzym

Im weiteren wurde untersucht, ob die in Abbildung 16 A gezeigten Peaks wahrend

der Aufarbeitung entstehen, und zwar moglicherweise wahrend des Abdampfens der

Uberstande. Dazu wurden Anséatze mit unmarkiertem OTA (ohne Mikrosomen) unter

identischen Bedingungen wie im Hauptversuch inkubiert und unterschiedlich lange

unter N, abgedampft. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 dargestellt: Abbildung 17

A zeigt das Fluoreszenzprofil nach 30 min, Abbildung 17 B nach 2 h Abdampfen

unter Ny. Es zeigte sich, dal} die fraglichen Peaks in Abhangigkeit von der Dauer des
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Abdampfens zunehmen. Obwohl also ein gangiges und schonendes Verfahren zur
Aufarbeitung der Proben verwendet wurde, fuhrte das Abdampfen unter N2-Strom zu
einer Reihe von Storpeaks (d.h. zu nicht durch enzymatische Aktivitat entstandenen
Produkten).

Abdampfen unter N flr 30 min Abdampfen unter N, flir 2 h

A N B 3

e o e

| 1
Tp}
(o]
o

<+— OTA <+— OTA

4.36

6.39

9.84

AL

Abb. 17: Chromatogramme von Inkubationsansatzen ohne Mikrosomen nach 30
min (A) und 2 h (B) Abdampfen unter No.
Das Einspritzvolumen (50 pl) enthalt (bei 100 % Wiederfindung) 1 ug OTA
(gemal einer Berechnung ausgehend vom Inkubationsansatz)

Inwieweit OTB oder OT alpha mit einem der im Fluoreszenzprofil erhaltenen
Storpeaks cochromatographiert, wurde durch Spiken von einigen zufallig
ausgewahlten Proben untersucht. Abbildung 18 zeigt die entsprechenden

Chromatogramme nach HPLC-Analyse.
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Abb 18: HPLC-Fluoreszenzprofile von einem (A) kompletten Inkubationsansatz
ungespikt, (B) komplettem Inkubationsansatz gespikt mit 2 ng OT alpha
und 20 ng OTB im Einspritzvolumen (50 ul), (C) Kontrollansatz ohne
Enzym ungespikt, (D) Kontrollansatz gespikt mit 2 ng OT alpha und 20 ng
OTB im Einspritzvolumen (50 pl).

Wie Abbildung 18 zeigt, entstand wahrend der Inkubation/Aufarbeitung der Ansatze
kein mit OT alpha cochromatographierendes Produkt. Bei Zusatz von OTB zeigt sich,
dal} einer der Peaks (Rt ca. 11 min) mit diesem OTA-Derivat cochromatographiert.
Die Ausbeute dieses Produktes, im folgenden als “OTB” bezeichnet, wurde mittels

einer Eichkurve ermittelt und stellt sich wie folgt in den einzelnen Ansatzen dar:

Ansatz Mg “OTB*/ 2 ml Ansatz
komplett 0,21 £ 0,01
- ARA 0,18 £ 0,02
+ INDO 0,33 £ 0,08
hitzeinaktiviertes Enzym 0,46 + 0,05
- Enzym 0,25+ 0,05

Tab. 5: Entstehung von “OTB” in den einzelnen Inkubationsansatzen. Dargestellt
sind Mittelwerte £ SD von jeweils triplikaten Ansatzen.

Wie Tabelle 5 zeigt, entstand “OTB” in geringen Mengen in allen
Inkubationsansatzen, unabhangig von deren Zusammensetzung. Die Tatsache, dal
es auch in Ansatzen ohne bzw. mit inaktiviertem Enzym gefunden wurde, spricht
daflr, dal® das Produkt nicht enzymatisch, sondern wahrend der Aufarbeitung
entstand.

Die Tabelle zeigt auch, da® am meisten “OTB” in Ansatzen mit hitzeinaktiviertem
Enzym gefunden wurde.

Die Identitdt des Produktes “OTB” wurde nicht weiter untersucht, da es sich

offensichtlich nicht um ein von PHS gebildetes Produkt handelt.
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4.2.1.3 Radioaktivitatsprofil der Ubersténde

Neben den Fluoreszenzprofilen der Inkubationsansatze wurden auch die
entsprechenden Radiochromatogramme untersucht, die durch fraktioniertes
Auffangen der Eluate (Fraktion: 30 sec) und anschlielende Bestimmung der
Radioaktivitat in den einzelnen Fraktionen mittels LSC (vgl. 3.9.4) erhalten wurden.
Dargestellt sind in Abbildung 16 (A) ein kompletter Inkubationsansatz und (B) ein
Kontrollansatz  (Inkubation ohne Enzym). Zum direkten Vergleich des
Fluoreszenzprofiles mit dem Radioaktivitatsprofil wurden beide Abbildungen des
entsprechenden Inkubationsansatzes Ubereinander gelegt. In beiden Ansatzen
korrespondierte der jeweilige Fluoreszenzpeak fur OTA (Rt 16.40 min bzw. 16.36
min) gut mit dem entsprechenden Radioaktivitatspeak.

In dem mit “OTB” bezeichneten Fluoreszenzpeak konnte ebenfalls etwas
Radioaktivitat detektiert werden. Es konnte sich bei dem fraglichen Produkt also
tatsachlich um OTB gehandelt haben. Eine weitere Absicherung war aufgrund der
geringen Mengen aber nicht mdoglich. Zudem war die Entstehung offenbar nicht durch
PHS katalysiert.

4.2.1.4 Analyse der Ubersténde mittels DC und Autoradiographie

Zur Analyse der Uberstande mittels Autoradiographie wurden je Inkubationsansatz
100 pl (entsprechend ca. 55.500 dpm oder maximal 1 pg OTA) mittels einer
Hamilton-Spritze auf analytische DC-Platten aufgetragen. Als Kontrolle wurde ein
entsprechend verdinntes Aliquot der radioaktiv markierten OTA-Stammldsung
(555.000 dpm/100 pl) aufgetragen und die Platten wie in 3.9.2.1 beschrieben

entwickelt. Anschlie3end erfolgte die autoradiographische Darstellung der Spots.

In allen Ansatzen fand sich als Hauptkomponente ein radioaktiver fluoreszierender
Fleck mit einem Rf-Wert von ca. 0,614, der mit der als Kontrolle aufgegebenen °H-
OTA-Stammldsung korrespondierte. Weitere Schwarzungen, die auf radioaktiv
markierte Produkte einer Umsetzung hindeuten wirden, konnten nicht detektiert

werden (Daten nicht gezeigt). Die auf Absorptionschromatographie beruhenden
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Analysen waren zwar weniger empfindlich, bestatigten aber im Prinzip den Befund

der HPLC-Analyse, namlich keine mef3bare Umsetzung von OTA.

4.2.1.5 Umsetzung von trans-Diethylstilbestrol durch die verwendete PHS-

Préparation

Die nach 4.21.1 bis 4.2.1.4 erhaltenen Befunde sprechen nicht fur eine
Metabolisierung von OTA durch die Peroxidase PHS. Um auszuschlieen, dal} dies
auf einer mangelnden Aktivitat der eingesetzten Mikrosomenpraparation beruht,
wurde zur Kontrolle das bekannte PHS-Substrat frans-Diethylstilbestrol (E-DES) mit
der gleichen Charge von RSVM umgesetzt.

Die Inkubation sowie Aufarbeitung und Analyse der Ansatze sind unter 3.8.3 bzw.
3.9.2.2 beschrieben. Das Ergebnis dieser Kontrollinkubation zeigt Abbildung 19.
Dargestellt sind die HPLC-Analysen der E-DES-Umsetzung in kompletten Ansatzen

sowie in Kontrollansatzen ohne Enzym (Mittelwerte aus n = 2 Ansatzen).

14 |1 W@ Eopes
| Z-DES
B 7ZDIES
12 4

nmol

Ansatz komplett - Enzym

Abb. 19: Umsetzung von trans-Diethylstilbestrol (E-DES) durch PHS. Inkubation
von E-DES (100 pM) mit 1 mg RSVM (PHS-Aktivitat: 4.800 units) fur 5
min bei 37°C und ohne Enzym, Mittelwerte aus duplikaten Ansatzen

Das in Abbildung 19 dargestellte Ergebnis zeigt, daf’ die fur Metabolismusstudien mit

OTA verwendete PHS-Préparation das synthetische Ostrogen trans-Diethylstilbestrol
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(E-DES) sehr effizient zum oxidativen Metaboliten Z,Z-Dienestrol (Z,Z-DIES)
umsetzt. Die verwendeten Mikrosomen waren also enzymatisch sehr aktiv und
fuhrten zu einer fast vollstandigen Oxidation von E-DES, jedoch keiner messbaren

Umsetzung von OTA.

4 2.2 HRP-katalysierter Metabolismus von OTA

Keines der oben beschriebenen Ergebnisse sprach also flir eine oxidative
Umsetzung von OTA durch die Sauger-Peroxidase PHS.

Nachfolgend wurde eine weitere Peroxidase, die Meerrettichperoxidase (horseradish
peroxidase, HRP) eingesetzt; dieses Enzym ist in hochreiner Form verfugbar und
eine Proteinbindung von OTA oder auch von potentiell reaktiven, an Protein
bindende Metaboliten konnte daher weitgehend ausgeschlossen werden. Gleichzeitig
konnte die Aufarbeitung der Inkubationsansatze weniger aufwendig gestaltet werden
(vgl. 3.8.2.2). Das in geringen Mengen im Inkubationsansatz enthaltene HRP-Protein
wurde durch Zugabe von mobiler Phase (pH 2,5) inaktiviert, ausgefallt und
anschliellend abzentrifugiert. Somit war keine weitere Aufarbeitung der Proben (wie
Abdampfen) erforderlich; eine Verteilung der Radioaktivitat auf Proteinpellet und
Uberstand entfiel.

Die Zusammensetzung der einzelnen Inkubationsansatze zeigt Tabelle 6 als
Ubersicht.

Komponente Ansatz

Versuch Kontrollen

.Lkomplett*] ohne ohne HRP ohne H,O,/ohne HRP

H20,
TRIS-Puffer 2 mi 2ml 2ml 2ml
*H-OTA 50 uM 50 uM 50 uM 50 uM
1 uCi 1 uCi 1 uCi 1 uCi

HRP 100 ng 100 ng -- --
H20, 338 uM - 338 uM --

Tab. 6: Zusammensetzung der einzelnen Inkubationsansatze zur Umsetzung
von *H OTA mit HRP
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4.2.2.1 HPLC-Wiederfindung von OTA

Zunachst wurde mittels HPLC-Analyse (vgl. 3.9.2.2) die Menge an OTA ermittelt und
innerhalb der einzelnen Ansatze verglichen. Eine geringere Wiederfindung an OTA in
kompletten Ansatzen gegenuber Kontrollansatzen ware, wie bereits fur die
Untersuchungen mit PHS erlautert, ein erster Anhaltspunkt fur eine enzymatische
Umsetzung und Entstehung von Metaboliten.

Die Proben wurden mit mobiler Phase 1:100 verdunnt und anhand einer Eichkurve

fur OTA quantifiziert. Das Ergebnis zeigt die folgende Abbildung.
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Abb. 20: HPLC-Wiederfindung von OTA in den einzelnen Inkubationsansatzen in
% der eingesetzten Konzentration (50 uM). Dargestellt sind Mittelwerte +
SD von ftriplikaten Ansatzen. Zusammensetzung der Ansatze siehe
Tabelle 6

Wie Abbildung 20 zeigt, wurde in allen Ansatzen praktisch die gesamte eingesetzte
OTA-Menge bei der HPLC-Analyse wiedergefunden. Dieses Ergebnis spricht
dagegen, dalR OTA in kompletten Ansatzen in nennenswertem Umfang

verstoffwechselt wird.
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Im folgenden wurden die Inkubationsansatze noch genauer auf ihre

Zusammensetzung (z. B. Metabolite) hin untersucht.

4.2.2.2 Fluoreszenzprofil der Ansétze

Abbildung 21 =zeigt reprasentative HPLC-Fluoreszenz-Profile von (A) einem

kompletten Inkubationsansatz mit HRP und (B) einer Kontrollinkubation ohne Enzym.

— A

6.73
9.07

—

T B
6.69
9.01
OTA

1 17.55

Abb. 21: HPLC-Fluoreszenzprofile von (A) einem kompletten Inkubationsansatz (50
UM 3H-OTA, (1 uCi), 100 ng HRP und (B) einer Kontrollinkubation ohne
Enzym. Inkubation bei 25°C fur 30 min. Das Einspritzvolumen (50 pl)
enthalt (bei 100 % Wiederfindung) 1 ug OTA (gemafl einer Berechnung
ausgehend vom Inkubationsansatz)

OTA

) 17.97
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Im HPLC-Profil des kompletten Ansatzes (Abbildung 21 A) fanden sich neben dem
OTA-Peak (Rt: 17.97 min) noch 2 weitere Peaks, die auf fluoreszierende, polarere
Komponenten als OTA hindeuteten (Rt: 6.73 min bzw. 9.07 min). Diese Peaks
machten im Reaktionsansatz einen Bruchteil der Gesamtpeakflache aus, zusammen
weniger als 0,5 %. Diese Peaks fanden sich in vergleichbaren Anteilen ebenfalls im
Kontrollansatz ohne Enzym und in allen weiteren Kontrollansatzen (Ergebnisse nicht
gezeigt).

Dieses Ergebnis spricht dagegen, dal} aus OTA bei Umsetzung mit der Peroxidase

HRP fluoreszenzierende Metaboliten entstehen.

4.2.2.3 Radioaktivitatsprofil der Ansétze

Die Ansatze wurden auch mit Hilfe des Radioaktivitatsprofils weiter untersucht. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 22 dargestellit.

Auch bei dieser Analyse fanden sich keine Hinweise dafur, dal® bei Inkubation von
OTA mit HRP neue (radioaktive) Metabolite entstehen. Polare, frih eluierende
Radioaktivitdt (ohne Fluoreszenz) ist in gleichem Umfang in der Kontrolle (ohne

Enzym) enthalten.
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Abb. 22: Darstellung von HPLC-Fluoreszenzprofil und Radioaktivitatsprofil flr (A)

kompletten Inkubationsansatz (50 uM *H-OTA, (1 uCi), 100 ng (4.800
Units) HRP und (B) Kontrollinkubation ohne Enzym. Inkubation bei 25°C
fur 30 min. Das Einspritzvolumen (50 pl) enthalt (bei 100 %
Wiederfindung) 1 pg OTA (gemal® einer Berechnung ausgehend
vom Inkubationsansatz). Dargestellt sind die Ergebnisse eines HPLC
Laufs von je 0 - 30 Minuten, aufgefangen und analysiert wurden jeweils
30-Sekunden-Fraktionen.
Aus Grinden der Ubersichtlichkeit wurde die Radioaktivitat im mit OTA
korrespondierenden Peak nur bis 500 Zerfalle pro Minute (desintegrations
per minute, dpm) angegeben. Die Menge an Radioaktivitat in den OTA-
Peaks in Abbildung (A) und (B) war vergleichbar.

4.2.2.4 Analyse der Ansétze mittels DC und Autoradiographie

Die Analyse der Ansatze mittels DC und Autoradiographie wurde wie folgt
durchgefuhrt: Je Inkubationsansatz wurden 100 ul (entsprechend ca. 55.500 dpm
oder maximal 1 ug OTA) mittels einer Hamilton-Spritze auf analytische DC-Platten
aufgetragen. Als Kontrolle wurde ein entsprechend verdinntes Aliquot der radioaktiv
markierten OTA-Stammldsung (555.000 dpm/100 ul) aufgetragen und die Platten wie
in 3.9.2.1 beschrieben entwickelt. AnschlieBend erfolgte die autoradiographische

Detektion der Spots.

In allen Anséatzen fand sich wiederum nur unverstoffwechseltes OTA, d. h. Flecke mit
einem Rf-Wert von ca. 0,619 wie bei der zur Kontrolle aufgegebenen °H-OTA-
Stammldsung. Weitere Schwarzungen, die auf radioaktiv markierte Produkte einer

Umsetzung hindeuten wirden, wurden nicht detektiert (Daten nicht gezeigt).

4.2.2.5 Umsetzung von trans-Diethylstilbestrol durch HRP

Zur Kontrolle der enzymtischen Aktivitat der verwendeten Meerrettichperoxidase
wurde wiederum frans-Diethylstilbestrol (E-DES) verwendet, das auch als Substrat
der HRP bekannt ist (Degen und McLachlan, 1985; Ross et al., 1985).

Die Inkubation sowie Aufarbeitung und Analyse der Ansatze sind unter 3.8.3 bzw.

3.9.2.2 beschrieben. Das Ergebnis dieser Umsetzung zeigt Abbildung 23. Dargestellt
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sind die HPLC Analysen der Umsetzung von E-DES in kompletten Ansatzen und in

Kontrollansatzen ohne Enzym (Mittelwerte aus duplikaten Ansatzen).

100

y M E-DES
90 - O zDEs
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Abb. 23: Umsetzung von trans-Diethylstilbestrol (E-DES) durch HRP. Inkubation
von E-DES (100 pM) mit 100 ng PHS fir 30 min bei
25°C, Mittelwerte aus duplikaten Ansatzen

Auch hier wird E-DES durch HRP sehr effizient zum oxidativen Metaboliten Z,Z-DIES
umgesetzt. Die Inkubationsbedingungen waren daher offensichtlich geeignet

gewesen, eine peroxidative Umsetzung von OTA durch HRP zu zeigen.

Die vorliegenden Untersuchungen ergaben somit keine Anhaltspunkte fir eine

Metabolisierung des Mykotoxins OTA durch die beiden eingesetzten Peroxidasen.
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4.3 Genotoxizitat von OTA und seinen Derivaten fur OSV Zellen

4.3.1 Untersuchungen zur Genotoxizitat von OTB und OT alpha

Weder in PHS-kompetenten Zellkulturen noch mit isolietem Enzym wurden
Anhaltspunkte daflr gefunden, dall OTA peroxidativ verstoffwechselt wird. Die
Hemmung einer PHS-katalysierten Umsetzung von OTA durch Indometazin erklart
somit nicht die Verstarkung der Genotoxizitat von OTA im Mikrokerntest (vgl. Kapitel
1.5 Hypothese # 1). Deshalb galt es, die alternativen Hypothesen zu untersuchen.
Zunachst war es von Interesse zu prifen, ob Indometazin auch Einflull auf
genotoxische Effekte der OTA Derivate OTB und OT alpha hat. Dazu wurde ein
Mikrokerntest mit diesen Toxinen unter den gleichen Bedingungen durchgefuhrt wie
zuvor mit OTA (siehe Abbildung 3).

Zur Untersuchung des genotoxischen Potentials der OT-Analoga wurde der in vitro
Mikronukleus-Test mit OSV-Zellen herangezogen, um strukturelle und numerische
Chromosomenaberrationen detektieren zu konnen (vgl. 3.3).

In (unbehandelten) OSV-Zellkulturen wurden von Foth (1992) durchschnittliche
Mikrokernraten von 1,5 — 3,5 % gefunden. Da mit Zellen héherer Passagezahl aber
ein Anstieg der Spontan-Mikrokernrate beobachtet worden war (> 100
Mikrokerne/2000 Zellen), wurden hier fur den Mikronukleus-Test nur Zellen bis max.

Passage 10 (eines batches Nummer 18) verwendet.

4.3.1.1 Induktion von Mikrokernen durch OTB und Einflul3 von Indometazin

Im folgenden Versuch wurde gepruft, inwieweit OTB in OSV-Zellen Mikrokerne
induzieren kann. Die Untersuchungen wurden in Zellkulturmedium durchgefuhrt, das
10 % FCS enthielt; die Befunde kénnen daher mit den Ergebnissen fir OTA
(Abbildung 3) verglichen werden.

Wie Tabelle 7 zeigt, werden in OSV-Zellen durch OTB Mikrokerne induziert,
allerdings etwas weniger als in einem ahnlichen Konzentrationsbereich wie zuvor
durch OTA (Degen et al., 1997).
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Behandlung Mikrokerne/1000 BNC |BNC (%)
Kontrolle (DMSO, 0,3%) 5+4 54 +7
OTB ( 6 pM) 5+2 49+ 5
OTB (12 uyM) 12+6 48 £ 6
OTB (18 uM) 147 45+5
OTB (24 uM) 14 +5 43+5

Tab.7: Konzentrationsabhangige Induktion von Mikrokernen durch OTB in OSV-
Zellen. % BNC = Anteil binuklearer Zellen in der Kultur

Ab einer Konzentration von 12 yM OTB fand sich eine Verdoppelung der
Mikrokernrate gegentber der Kontrolle; hohere OTB-Konzentrationen fihrten zu
keiner erheblichen Steigerung. Der Anteil der % BNC nahm mit steigenden OTB
Konzentrationen kaum ab; es trat also keine massive Toxizitat auf.

AnschlieRend wurde untersucht, inwieweit der PHS-Inhibitor Indometazin die OTB-
induzierte Mikrokernrate beeinflussen wirde. Dies wurde durch einen Zusatz von
INDO (10 bzw. 50 pM) zu den Versuchsansatzen mit 18 bzw. 24 yM OTB untersucht.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 24 dargestellt.

Wie die Abbildung zeigt, hatte ein Zusatz von INDO in 10 yM Konzentration keinen
Effekt auf die Mikrokerninduktion durch 18 uM OTA, wahrend ein 50 uM INDO-
Zusatz eine deutliche Erhohung der Mikrokerninduktion bewirkte.

INDO (in 10 und 50 uM Konzentration) verstarkte die Mikrokerninduktion durch 24
MM OTB in OSV-Zellen. Der Effekt fiel prinzipiell ahnlich aus wie die Modulation der
Genotoxizitat von OTA durch INDO unter ahnlichen Bedingungen (30 uM INDO in
Kombination mit OTA, vgl. Abbildung 3).

Insgesamt zeigte sich, da OTB in den eingesetzten Konzentrationen weniger
Mikrokerne induzierte als OTA. Auch der modulierende EinfluR des PHS-Inhibitors

INDO war weniger ausgepragt.
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Abb. 24  Konzentrationsabhangige Induktion von Mikrokernen durch OTB und
Einflul von Indometazin (10 bzw. 50 uM) auf die Mikrokerninduktion
durch 18 bzw. 24 yM OTB.



Ergebnisse 92

4.3.1.2 Induktion von Mikrokernen durch OT alpha und EinfluR von Indometazin
Ebenfalls wurde eine mdgliche Mikrokerninduktion durch den allgemein als nicht
genotoxisch angesehenen Metaboliten OT alpha untersucht. Wie schon zuvor bei

OTB, wurden die Zellen auch hier in Medium, welches 10 % FCS enthielt, exponiert.

Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse:

Behandlung Mikrokerne/1000 BNC |BNC (%)
Kontrolle (DMSO. 0,55%) 5+2 48 +7
OT alpha (60 uM) 2+1 51+6
OT alpha (120 uM) 32 517
OT alpha (180 pM) 2+1 57 +6

Tab. 8: Induktion von Mikrokernen durch OT alpha in OSV-Zellen. % BNC =
Anteil binuklearer Zellen in der Kultur

OT alpha, in Konzentrationen zwischen 60 und 180 uM, induzierte keine hohere
Mikrokernrate als in der Kontrolle (vgl. Tabelle 8). Demgegeniber waren zehnfach
geringere Konzentrationen an OTA und OTB im Mikrokerntest wirksam (vgl.
Abbildung 3 und 24). Es wurde auch keine Toxizitat von OT alpha beobachtet, die
sich als Erniedrigung der Zahl an binuklearen Zellen manifestiert hatte.

Ein moglicher Einflud von Indometazin (50 uM) in Kombination mit OT alpha
(Konzentration 120 und 180 pM) auf die Mikrokernbildung wurde ebenfalls
untersucht.

Wie in Abbildung 25 dargestellt, induzierte OT alpha weder allein noch in
Kombination mit INDO gegenuber der Ldsemittelkontrolle eine erhdhte

Mikrokernrate.
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Abb. 25: Induktion von Mikrokernen durch OT alpha und Einflu® von Indometazin
(50 yM) auf die Mikrokerninduktion in OSV-Zellen.
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4.3.2 Untersuchungen zur Toxizitat von OTA auf OSV-Zellen und zum Einflull von
Indometazin in serumfreier Kultur

Wie in der Einleitung dargestellt, bindet OTA recht gut an Serumproteine. Dies erklart
und manifestiert sich beispielsweise durch unterschiedliche Wirkkonzentrationen
(Effective Concentration, EC) von OTA im Zytotoxizitatsassay (vgl. 3.2) mit

Zellkulturmedium von geringem und hohem Serumgehalt:

OTA- Toxizitat in OSV-Zellkulturen bei niedrigem und
hohem Serumgehalt im Medium
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Abb. 26: Zytotoxizitdt von OTA bei verschiedenen Serumkonzentrationen im Zell-
kulturmedium (2,5 und 10 % FCS). Dargestellt sind die EC 20, EC 50 und
EC 80 Werte fur 2 Parameter (¢ Neutralrotaufnahme, m Kenazidblau-
Assay).

Aus Abbildung 26 wird deutlich, dal3 der Serumgehalt im Zellkulturmedium einen
deutlichen Einflud auf die Toxizitdt des Mykotoxins hat. So ist die erforderliche
Menge an OTA, die bei OSV-Zellen zu 50 % Zytotoxizitat fihrt, bei 10 % FCS im

Serum ca. 2 — 3 mal hoher als in Medium mit 2,5 % FCS.
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4.3.2.1 Zytotoxizitdt von OTA und Indometazin flir OSV-Zellen in serumfreier
Kultur

In Vorbereitung auf Untersuchungen zur Genotoxizitat von OTA in Kombination mit
INDO an OSV-Zellen in serumfreier Kultur sollte zunachst die Frage geklart werden,
welche OTA-Konzentrationen (auch in Kombination mit INDO) unter diesen
Bedingungen toxisch auf die Zellen wirken. Hierbei war zu beachten, daf} die Zellen
unter serumfreien Bedingungen nicht proliferieren (Foth, 1992). Daher wurden fur
den Toxizitatstest doppelt so viele Zellen pro well angesetzt wie sonst Ublich (vgl.
3.2). Um eine zusatzliche Belastung der Zellen durch organische Ldsemittel zu
vermeiden, wurden OTA und INDO fiur diesen Test nicht in DMSO oder EtOH,
sondern OTA stattdessen in 0,1 M NaHCO3 gel6st. INDO ist in reinem NaHCO3 nicht
I6slich und wurde daher in 0,1 M NaHCO;3; / DMSO 90/10 (v/v) geldst. Diese

Stammldsungen wurden spater auch fur den Mikrokerntest verwendet.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 27 dargestellt.

Bei einer Inkubationszeit von 21 h wurde fur OTA allein und fir OTA in Kombination
mit 10 oder 30 uM INDO eine konzentrationsabhangig zunehmende Zytotoxizitat
gefunden. Bereits ab 60 nM zeigten sich zytotoxische Effekte: geringere Zellzahl
bzw. verringerte Zellproteinmenge verglichen mit I6semittelbehandelten Kontrollen.
Bei den hochsten OTA-Konzentrationen (auch in Kombination mit Indometazin)
waren deutliche Toxizitatsanzeichen bereits im Lichtmikroskop erkennbar, wobei der

grolte Teil der Zellen abgel6st war.
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Abb. 27: Zytotoxizitat in OSV-Zellen von A: OTA allein, B: OTA + INDO 10 uM, C:
OTA + INDO 30 uM nach 21 h Behandlung. Dargestellt sind Mittelwerte +
SD von n = 5-6 Proben fur Zellprotein (in mOD-Einheiten bei 570 nm)
sowie @ : Losemittelkontrolle (0,95 % NaHCOj3; / 0,05 % DMSO (v/v))
bzw. & Indometazin-Kontrolle (10 bzw. 30 uM).
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Eine Bestimmung der IC-Werte (Inhibitory Concentration, IC 20, IC 50,
Konzentration, bei der die mit der Zellzahl eng korrelierte Proteinfarbung um 20 bzw.

50 % reduziert ist) faldt die folgende Tabelle zusammen:

Behandlung IC20 IC50

OTA allein 140 nM 1800 nM
OTA /INDO 10 uM 100 nM 570 nM
OTA /INDO 30 uM 79 nM 280 nM

Tab.9: IC-Werte zur Zytotoxizitat von OTA bzw. OTA in Kombination mit INDO
auf OSV-Zellen in serumfreier Kultur bei 21 h Behandlung

4.3.2.2 Induktion von Mikrokernen durch OTA in serumfreier Zellkultur

Die im Vorfeld durchgefuhrten Zytotoxizitatsteste liellen erwarten, dald bei
serumfreier Kultur unterhalb einer OTA-Konzentration von 0,1 uM noch keine
nennenswerte zytotoxische Schadigung eintritt, zumal bei den Mikrokernversuchen
die Behandlungsdauer (6 h) deutlich kirzer ist als im Zytotoxizitatstest (21 h).

Tabelle 10 fallt das Ergebnis eines Mikrokerntestes mit OSV-Zellen zusammen, die

fur 6 h in serumfreiem Medium mit 0,1 — 3 uM OTA behandelt wurden.

Behandlung Mikrokerne/1000 BNC |BNC (%)
Kontrolle (0,1M NaHCOs3, 0,25%) 4+ 1 50+5
OTA (0,1 uM) 4+ 3 49+ 6
OTA (1 uM) 45+ 10 28+6
OTA (3 uM) 153 + 11 72

Tab. 10: Konzentrationsabhangige Induktion von Mikrokernen durch OTA in OSV-
Zellen in serumfreier Kultur. % BNC = Anteil binuklearer Zellen in der
Kultur
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Ein Zusatz von 0,1 uM OTA bewirkte keine Erhéhung der Mikrokernrate gegenlber
der Losemittelkontrolle; dagegen fuhrte 1 yM OTA schon zur Verzehnfachung der
Rate. Mit 3 uM OTA war eine 38-fach hdohere Rate an Mikrokernen zu finden.
Gleichzeitig sank ab 1 yM OTA der Anteil an binuklearen Zellen auf die Halfte, bei
Zusatz von 3 yM OTA auf etwa ein Siebtel ab. Dies spricht fir massive Stérungen

der Karyokinese und / oder Zytotoxizitat.

4.3.2.3 EinfluB von Indometazin auf die Induktion von Mikrokernen durch OTA bei
serumfreier Zellkultur

In friiheren Versuchen mit OSV-Zellen in serumhaltigem Kulturmedium fand sich eine
dosisabhangige Mikrokerninduktion durch OTA, die bei Zusatz von Indometazin
verstarkt wurde (Degen et al., 1997). Im Zusammenhang mit diesen Befunden
interessierte besonders, ob ein Zusatz von INDO gegebenenfalls auch unter
serumfreien Bedingungen einen Einflul auf die Induktion von Mikrokernen durch
OTA ausubt.

Abbildung 28 zeigt das Ergebnis der neuen Versuche zur Mikrokerninduktion durch
OTA in Kombination mit INDO (unter Einbeziehung der bereits in Tabelle 10
aufgefuhrten Werte). In Tabelle 11 sind die Befunde, gemeinsam mit den Anteilen

binuklearer Zellen (BNC %), nochmals aufgelistet.
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Abb. 28: Konzentrationsabhangige Induktion von Mikrokernen durch OTA und
Einflud von Indometazin (10 bzw. 30 pM) auf die Mikrokerninduktion
unter serumfreien Bedingungen.
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Behandlung Mikrokerne/1000 BNC  BNC (%)
Kontrolle (0,1M NaHCOs3, 0,25%) 4+ 1 50+5
Indometazin (30uM, in 0,1 % EtOH) 51+ 4 47 + 4
OTA (0,1 uM) 4+ 3 49+ 6
+ INDO 10 uM 3+ 1 46 + 4
+ INDO 30 uM 10+ 5 355
OTA (1 uM) 45+ 10 28+6
+ INDO 10 uM 171 £ 12 1514
+ INDO 30 uM 157 £ 12 9+3
OTA (3 pM) 153 £ 11 72
+ INDO 10 uM 174 £ 11 103
+INDO 30 pM 130 + 45 1314

Tab. 11: Wertetabelle zur konzentrationsabhangigen Induktion von Mikrokernen
durch OTA, Einflud von Indometazin (10 bzw. 30 pM) auf die
Mikrokerninduktion unter serumfreien Bedingungen sowie Anteile von %
BNC (binukleare Zellen) in der Kultur.

OTA in 0,1 yM Konzentration induzierte weder allein noch in Kombination mit 10 uM
INDO eine gegenuber der Kontrolle erhdhte Mikrokernrate. Erst in Kombination mit
30 uM INDO zeigte sich eine leichte Erhéhung der Mikrokernrate in Verbindung mit
einem etwas geringeren Anteil an binuklearen Zellen.

Bei Einsatz von 1 yM OTA war die Mikrokernrate in Gegenwart von INDO (10 bzw.
30 puM) deutlich héher als mit OTA allein (3,8 bzw. 3,5-fach). Auffallend sind ferner
die massiven Steigerungen der Mikrokernraten (10- bzw. 30-fach gegenlber der
Losemittel- und INDO-Kontrolle), die in serumfreier Kultur bei Behandlung mit
vergleichsweise geringen OTA Konzentrationen (1 und 3 pM) beobachtet werden.
Die genotoxischen Effekte von OTA werden durch Zusatz hdherer Konzentrationen
an INDO (30 uM) nicht wesentlich anders moduliert als bei Zusatz von weniger INDO
(10 uM), vermutlich weil bereits unspezifische Toxizitat eine Rolle spielt. Betrachtet
man in Tabelle 11 die zugehdrigen Anteile an binuklearen Zellen, so liegt dieser
Schlufd nahe. Im Prinzip zeigen die Untersuchungen zur Mikrokerninduktion durch

OTA in serumfreien Zellkulturen, dal} auch unter diesen Bedingungen Indometazin
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die Genotoxizitdt des Mykotoxins verstarken kann. In diesem Fall kann der
.verstarkereffekt von Indometazin nicht als Folge einer verstarkten Freisetzung von
OTA aus der Bindung an Serumproteine im Medium gedeutet werden. Es ware aber
mdglich, dall INDO mit OTA um eine Bindung an intrazellulare Proteine konkurriert
oder auf anderen Wegen die (Geno-)Toxizitat des Mykotoxins in den Zellen erhoht,

beispielsweise durch eine Verschiebung des intrazellularen pH-Wertes.

4.4 EinfluB von OTA und Indometazin auf den intrazellularen pH-
Wert von OSV-Zellen

Im folgenden wurde die Moglichkeit untersucht, ob aufgrund eines Zusatzes des
PHS-Inhibitors Indometazin der intrazellulare pH-Wert der OSV-Zellen verschoben
wird. Dies kdonnte zur Folge haben, dal die schwache Saure OTA vermehrt in die
Zellen aufgenommen bzw. dort in hdherem Mal3e retiniert wird.

Der intrazellulare pH-Wert wurde mittels der an konfokale Laser Scanning-
Mikroskopie gekoppelten Methode der Ratio-Fluorimetrie, unter Verwendung des
Fluoreszenzfarbstoffes BCECF (vgl. 3.4; Abbildung 7) bestimmt. Abbildung 29 zeigt
ein typisches Bild von mit BCECF beladenen OSV-Zellen.

Abb. 29: OSV-Zellen mit BCECF fluoreszenzgefarbt bei einem pH-Wert von 7,3
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Zur Validierung einer Messung des intrazellularen pH-Wertes von OSV-Zellen und
um zu prufen, wie die Zellen auf den Zusatz eines bekannten intrazellularen pH-

Wert-"shifters” reagieren, wurden sie zunachst gegen NH4CI exponiert.
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Abb. 30: Anderung des intrazelluldren pH-Wertes der OSV-Zellen nach Zusatz von
10 mM NH4CI; dargestellt sind Mittelwerte £ SD von n = 15 exponierten
Zellen

Wie in Abbildung 30 gezeigt, stieg der intrazellulare pH-Wert unmittelbar nach
Zugabe von NH4Cl um etwa 0,8 pH-Einheiten an, um nach beendeter Exposition
unter das Niveau der Ausgangsbedingungen zu fallen, bevor er sich nach wenigen
Minuten wieder auf den Ausgangs-pH-Wert von ca. 7,3 einstellte. Ein solcher Verlauf
wurde flr andere Zellkulturen von Wehner et al. (1993) schon beschrieben.

Im folgenden wurde der intrazellulare pH-Wert bei Exposition der Zellen gegen OTA
bzw. OTA in Kombination mit INDO untersucht. Diese Substanzen wurden dabei in
vergleichbaren Konzentrationen eingesetzt, wie bei Genotoxizitatstesten in
serumhaltiger Kultur (Degen et al., 1997). Dargestellt sind in den folgenden

Abbildungen jeweils die Mittelwerte aus den oben rechts angegebenen Zellzahlen.
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Abb. 31: Intrazellularer pH-Wert wahrend einer 30 minutigen Inkubation in
Zellkulturmedium mit 10 % FCS und DMSO (0,5 %, v/v)
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Abb. 32: Intrazellularer pH-Wert wahrend 30 minutiger Inkubation in Zellkultur-
medium mit 10 % FCS und 50 uM INDO
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Abb. 33: Intrazellularer pH-Wert wahrend 30 mindtiger Inkubation in Zellkultur-
medium mit 10 % FCS und 20 uM OTA
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Abb. 34: Intrazellularer pH-Wert wahrend 30 minutiger Inkubation in Zellkultur-
medium mit 10 % FCS und 20 uM OTA /50 uM INDO



Ergebnisse

105

pHi
8,00 1
7,80 +

7,60 +

7,00 +
6,80 +
6,60 +

6,40 +

740 T
N
7,20 4

n =239

6,20 +

OTA 30 pM

6,00

10 12 14 16 18 20
Zeit [min]

Abb. 35:

Intrazellularer pH-Wert wahrend 30 minutiger Inkubation in Zellkultur-
medium mit 10 % FCS und 30 uM OTA
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Abb. 36:

Intrazellularer pH-Wert wahrend 30 minutiger Inkubation in Zellkultur-
medium mit 10 % FCS und 30 uM OTA / 50 uM INDO
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Die Abbildungen 31 - 36 zeigen, dal in vergleichbaren Konzentrationen, wie sie auch
fur den Mikrokerntest an OSV-Zellen eingesetzt wurden, weder INDO noch OTA,
noch beide Substanzen in Kombination, einen meRbaren Effekt auf den
intrazellularen pH-Wert haben. Es fallt auf, da} die intrazellularen pH-Werte bei
Beginn der Inkubationen zwischen 7,2 und 7,4 liegen (im Falle der Positivkontrolle,
Abbildung 30, auch hoher). Der Grund fur diese kleinen Differenzen zwischen den
Versuchen ist unbekannt, hat jedoch keinen Einfluly auf das Ergebnis. Unabhangig
vom Absolutwert zu Beginn der Inkubation erfolgte jedenfalls keine nennenswerte
Anderung desselben im Verlauf der Inkubation mit den gepriiften Stoffen (OTA und
INDO).

4.5 Bindung von OTA und Indometazin an Proteine des OSV-
Zellkulturmediums

4.5.1 Proteingehalt im Zellkulturmedium

Der Proteingehalt im Zellkulturmedium wurde nach der Methode von Bradford (1976)
bestimmt (vgl. 3.6.2). Fur Zellkulturmedium mit 2,5 % FCS wurde ein Proteingehalt
von 16,63 mg / | Medium ermittelt, fur Medium mit 10 % FCS ein Proteingehalt von
55,82 mg / | Medium.

4.5.2 Bindung von OTA an Proteine des Zellkulturmediums

Eine Bindung des Mykotoxins OTA an Proteine des Zellkulturmediums wurde mittels
Ultrafiltration bestimmt. Dazu wurde radioaktiv markiertes OTA in unterschiedlichen
Konzentrationen mit (zellfreiem) Medium inkubiert, das 2,5 bzw. 10 % FCS enthielt,
dann der Anteil freies, ungebundenes Toxin mittels LSC aus dem Ultrafiltrat bestimmt
(vgl. 3.6.1). Die im Ultrafiltrat gemessene Radioaktivitat wurde anhand der
spezifischen Aktivitaten der eingesetzten OTA-Losungen in uM freies (nicht Protein-

gebundenes) Mykotoxin umgerechnet. Abbildung 37 zeigt das Ergebnis.
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Abb. 37: Konzentration von freiem (nicht protein-gebundenem) OTA in
Abhangigkeit von der eingesetzten Mykotoxinkonzentration und bei 2,5
bzw. 10 % FCS im Medium. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus
jeweils triplikaten Ansatzen

Wie erwartet zeigen die Kurven, dal} bei 10 % FCS im Medium der Anteil an freiem
OTA wesentlich niedriger liegt als bei 2,5 % FCS im Medium. Zum Beispiel liegen
jeweils 0,25 uM freies OTA vor, wenn bei dem niedrigen Serumgehalt 10 yM OTA
zugesetzt wurden bzw. bei hohem Serumgehalt ca. 27 yM. Anders ausgedrickt: Um
die gleiche Konzentration an freiem OTA einzustellen, muf3 bei 10 % FCS im Medium

etwa 2 — 3 mal soviel Mykotoxin zugesetzt werden wie in Medium mit 2,5 % FCS.

Unter Bedingungen, die relevant fur die durchgeflhrten Mikrokerntests waren, wurde
nun im folgenden untersucht, ob das Mykotoxin durch Indometazin aus einer Bindung

an Serumproteine des Zellkulturmediums verdrangt wird.
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4.5.3 Verdrangung von OTA durch Indometazin aus der Bindung an Serumproteine

des Zellkulturmediums

4.5.3.1 Verdrdngung bei hoher Serumkonzentration im Zellkulturmedium

Im ersten Versuch wurde Zellkulturmedium mit einem FCS-Gehalt von 10 % mit OTA
in unterschiedlichen Konzentrationen (5, 10, 20, 30 uM) und Zusatz von Indometazin
(50 uM) inkubiert. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde als Darstellungsform in
Abbildung 38 der Quotient aus gebundenem und freiem Mykotoxin in Ansatzen mit

und ohne Indometazin gewahlt.
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Abb. 38: Verdrangung von OTA (in unterschiedlichen Konzentrationen) durch
Indometazin (50 pM) aus der Bindung an Serumproteine des
Zellkulturmediums. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SD aus jeweils
triplikaten Ansatzen bei 10 % FCS im Medium.

* bzw. **: signifikant ( p < 0,05 bzw. p < 0,01) nach t-Test

Aus Abbildung 38 ist ersichtlich, daf3 bei Zusatz von INDO (50 uM) ein Teil des OTA

aus seiner Bindung an die Serumproteine (10 % FCS) verdrangt wird: erkennbar



Ergebnisse 109

durch einen erniedrigten Wert fur den Quotient aus gebundenem und freiem OTA in
Gegenwart von INDO. Eine Erniedrigung dieses Quotienten bedeutet eine Erhéhung
des ungebundenen, also freien und verfugbaren Mykotoxin-Anteils.

Bei OTA-Konzentrationen von 5 yM und 20 pM war die Verdrangung durch

Indometazin aus der Proteinbindung signifikant (p < 0,01).

4.5.3.2 Verdrdngung bei niedriger Serumkonzentration im Zellkulturmedium

Nachdem eine Verdrangung des OTA durch Indometazin aus der Bindung an
Proteine des Zellkulturmediums bei hoher Serumkonzentration beobachtet werden
konnte, war zu erwarten, dal® sich dieser Effekt bei einer niedrigeren
Serumkonzentration im Kulturmedium noch deutlicher bemerkbar macht. Im
folgenden wurde dies bei 2,5 % FCS im Medium mit bzw. ohne Zusatz von
Indometazin (50 uyM) und OTA in unterschiedlichen Konzentrationen (5, 10, 20, 30
MM) untersucht. Die Befunde sind in Abbildung 39 dargestellt; auch hier wurde aus
Griinden der Ubersichtlichkeit als Darstellungsform der Quotient aus gebundenem
und freiem Mykotoxin gewahlt.

Abbildung 39 zeigt sehr deutlich, dal} bei niedrigeren Serumkonzentrationen im
Kulturmedium eine Verdrangung von OTA aus der Proteinbindung durch Indometazin
erfolgen kann. Die Unterschiede im Quotienten sind bis zur hochsten OTA-
Konzentration (30 uM) signifikant und wie erwartet am deutlichsten bei den
niedrigsten OTA-Konzentrationen. Ein weiterer Versuch mit ahnlichem Ergebnis ist
im Anhang (Abbildung 44 ) dargestellt.
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Abb. 39: Verdrangung von OTA (in unterschiedlichen Konzentrationen) durch
Indometazin (50 pM) aus der Bindung an Serumproteine des
Zellkulturmediums. Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SD aus jeweils
triplikaten Ansatzen bei 2,5 % FCS im Medium
* bzw. ***: signifikant ( p < 0,05 bzw. p < 0,001) nach t-Test

4.5.4 Bindung von Indometazin an Proteine des Zellkulturmediums

Die Proteinbindung von Indometazin wurde analog wie unter 452 fuar OTA
beschrieben ermittelt. Nun wurde aber radioaktiv markiertes Indometazin in
unterschiedlichen Konzentrationen in zellfreiem Medium mit 2,5 bzw. 10 % FCS
inkubiert und der Anteil freier, ungebundener Substanz mittels LSC aus dem
Ultrafiltrat bestimmt (vgl. 3.6.1). Die im Ultrafiltrat gemessene Radioaktivitat wurde
anhand der spezifischen Aktivitat der verwendeten Stammldsungen in uM freies,
nicht proteingebundenes Indometazin umgerechnet. Abbildung 40 zeigt das
Ergebnis.
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Abb. 40: Konzentration an freiem, nicht proteingebundenem Indometazin in
Abhangigkeit von der eingesetzten Konzentration und bei 2,5 bzw. 10 %
FCS im Medium. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus jeweils
triplikaten Ansatzen

Wie erwartet zeigen die Kurven, daf} bei 10 % FCS im Medium der Anteil an freiem
Indometazin niedriger liegt als bei 2,5 % FCS im Medium. Zum Beispiel liegen jeweils
etwa 0,65 uM freies INDO vor, wenn bei dem niedrigen Serumgehalt 25 yM INDO
zugesetzt wurden bzw. bei hohem Serumgehalt ca. 45 yM. Anders ausgedrickt: Um
die gleiche Konzentration an freiem Indometazin einzustellen, muf® bei 10 % FCS im
Medium etwa doppelt soviel INDO eingesetzt werden wie in Medium mit 2,5 % FCS.
Das Ergebnis betatigt somit (was bereits die Verdrangung von OTA aus der
Proteinbindung zeigte, namlich) eine Bindung von Indometazin an Serumproteine.

Im folgenden wurde nun untersucht, ob Indometazin durch das Mykotoxin OTA aus

seiner Bindung an die Serumproteine des Zellkulturmediums verdrangt wird.
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455 Verdrangung von Indometazin durch OTA aus der Bindung an Proteine des
Zellkulturmediums

4.5.5.1 Verdrdngung bei hoher Serumkonzentration im Zellkulturmedium
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Abb. 41: Verdrangung von Indometazin (in unterschiedlichen Konzentrationen)
durch OTA (5 bzw. 30 pM) aus der Bindung an Proteine des
Zellkulturmediums. Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SD aus jeweils
triplikaten Ansatzen bei 10 % FCS im Medium

Wie aus Abbildung 41 deutlich wird, ist OTA in den eingesetzten Konzentrationen
nicht in der Lage, Indometazin in signifikantem Umfang aus der Bindung an
Serumproteine (10 % FCS) zu drangen. Ein zweiter Versuch mit ahnlichem Ergebnis
findet sich im Anhang (Abbildung 45).
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4.5.5.2 Verdrdngung bei niedriger Serumkonzentration im Zellkulturmedium

Im folgenden sollte gepruft werden, ob bei einer niedrigeren Serumkonzentration im
Kulturmedium (2,5 % FCS) eine Verdrangung des Indometazins durch OTA aus der
Bindung an Proteine eher zu sehen ist. Abbildung 42 zeigt das Ergebnis dieses

Experimentes.
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Abb.42: Verdrangung von INDO (in unterschiedlichen Konzentrationen) durch OTA
(5 bzw. 30 pM) aus der Bindung an Proteine des Zellkulturmediums.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus jeweils triplikaten Ansatzen bei
2,5 % FCS im Medium
* bzw. ** bzw. ***: signifikant (p < 0,05 bzw. p < 0,01 bzw. p < 0,001) nach
t-Test

Wie Abbildung 42 zeigt, kann OTA bei einer geringeren Serumkonzentration im
Zellkulturmedium auch Indometazin aus seiner Proteinbindung verdrangen. Die
Resultate waren hier nur fur die beiden hodheren Indometazin-Konzentrationen

signifikant: wenn 5 yM OTA oder 30 uM OTA zum Ansatz hinzugegeben werden,
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findet man eine signifikante (p < 0,01 bzw. p < 0,001) Erniedrigung des Quotienten,

d.h. einen Anstieg des ungebundenen Indometazins im Versuchansatz.

Zusammenfassend zeigen die durchgefuhrten Experimente zur konzentrations-

abhangigen Serumproteinbindung von OTA und INDO daf}

* beide Stoffe eine hohe Affinitat zu Serumproteinen haben und daher
* nur ein Bruchteil der nominalen Konzentration in freier Form vorliegt
» bei 2,5 % FCS im Medium weniger als 1 %
» bei 10 % FCS im Medium ca. 0,1 %.
* OTA und Indometazin konkurrieren um eine Bindung an Serumproteine und

kénnen einander aus dieser Bindung verdrangen.

Je nach Konzentrationsverhaltnis zwischen OTA und INDO fuhrt dies zu einer mehr
oder weniger deutlichen Verschiebung der Anteile an freier und proteingebundener

Substanz.
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5 Diskussion

Vorbemerkung: Zwischen dem Abschluss der experimentellen Arbeiten und der
Niederschrift dieser Dissertation ergab sich aus beruflichen Grinden ein langeres
Zeitintervall (ca. 5 Jahre). Dies mag auf den ersten Blick als ,Handycap® erscheinen,
doch liegt darin auch die Chance, eigene Ergebnisse und Hypothesen im Kontext
neuer Befunde anderer Gruppen zu diskutieren sowie die Entwicklung der Diskussion
uber die Wirkmechanismen von Ochratoxin A, insbesondere zur Rolle des Metabo-
lismus fur die genotoxischen Effekte, nachzuzeichnen und Interpretationen kritisch zu

beleuchten.

5.1 Genotoxische Wirkungen von OTA — und Indizien fir eine
Rolle des Metabolismus?

Zu Beginn der experimentellen Arbeiten (1995) war ein genotoxisches Potential flr
OTA zwar bekannt (vgl. Einleitung 1.3, Abschnitt Genotoxizitat), doch noch nicht hin-
reichend charakterisiert. Zu einer besseren Charakterisierung genotoxischer Effekte
von OTA trugen u.a. Studien am Institut flr Arbeitsphysiologie an der Universitat
Dortmund (IfADo) bei, in denen verschiedene Endpunkte genutzt wurden, um ein
breites Spektrum an moglichen Schaden am Erbgut zu erfassen (Tests auf Genmu-
tationen, Auslosung von DNA-Reparatur; DNA-Strangbriuche, Mikrokerninduktion,
SCE, vgl. Tabelle 12).
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Untersuchungen zur Genotoxizitat von Ochratoxin A am Institut fur

Arbeitsphysiologie an der Universitat Dortmund (IfADo)

Zellen Assay Befund Referenz
PUBEC SCE positiv Follmann et al., 1995
Humanlymphozyten = SCE schwach Pietsch, 1995
positiv
PUBEC uDS positiv Ddrrenhaus und Follmann,
1997
Humane Urothelzellen UDS positiv Dorrenhaus et al., 2000
osVv Mikrokerne positiv Degen et al., 1997
MDCK COMET-Assay | positiv Lebrun und Foélimann,
2002
V79 HPRT-Test negativ Follmann und Lucas, 2003
(+S9 Mix)
S. typhimurium Mutationstest negativ Follmann und Lucas, 2003
(+ S9 Mix)

PUBEC = porcine urinary bladder epithelial cells;

SCE = sister chromatid exchange;

ubDS = unscheduled DNA-synthesis;

osv = ovine seminal vesicle cells;

MDCK = Madin Darby canine kidney cells;

V79 = hamster fibroblasts;

HPRT = hypoxanthin-guanin-phosphoribosyl-transferase assay

Tab. 12: Ubersicht Uber Untersuchungen zur Genotoxizitat von OTA am Institut fur
Arbeitsphysiologie an der Universitat Dortmund (IfADo).

OTA-Behandlung von Harnblasenepithelzellen des Schweins (PUBEC) flhrte zu
vermehrter DNA-Reparatur, deren Intensitat von der einwirkenden Mykotoxin-
Konzentration abhangig war und die eine Schadigung anzeigt. Auch OTA-
Behandlung von Rattenhepatozyten flhrte zur konzentrationsabhangigen Induktion

der DNA-Reparatur. Im Vergleich zu Leberzellen ist die mit dem UDS-Test nach-
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weisbare OTA-Wirkung in Harnblasenzellen aber ausgepragter (Ddérrenhaus und
Follmann, 1997), eine Beobachtung, die zu der bevorzugten Schadigung dieses Ziel-
organs durch OTA im Tierversuch passt.

Darlberhinaus weisen konzentrationsabhangige Effekte im SCE-Assay mit zwei Zell-
typen auf eine genotoxische Wirkung von OTA hin (Foéllmann et al., 1995; Pietsch,
1995). Schadeffekte wurden auch mit Hilfe des Mikrokern-Assays naher untersucht,
einem Test, der aneuploidogene (Fehlverteilungen ganzer Chromosomen bei der
Zellteilung) und/oder clastogene Substanzwirkungen (Bildung von Chromosomen-
bruchstiicken) anzeigt. OTA- Behandlung von OSV-Zellen flhrte zu einer konzentra-
tionsabhangigen Induktion von Mikrokernen (Degen et al., 1997). Eine detaillierte
Analyse der Mikrokerne lie® auf Uberwiegend clastogene, aber auch auf aneuploido-
gene Wirkungen schlieffen. Dies wurde spater in einem weiteren Mikrokern-Assay
mit SHE-Zellen (syrian hamster embryo fibroblasts) bestatigt (Dopp et al., 1999).
Weitere Untersuchungen aus jungster Zeit mit Hilfe des Comet-Assay und MDCK-
Zellen runden das Bild nun weiter ab: Positive Befunde sprechen fur Schadwirkungen
wie DNA-Strangbriche in OTA-behandelten Zellen, die aber offenbar auch in gewis-
sem Umfang (zeitabhangig) wieder repariert werden. Durch Variation der Behand-
lungsbedingungen wurde ferner gezeigt, dal® der Zusatz eines Hemmstoffs der DNA-
Reparatur die genotoxischen Effekte von OTA noch verstarkt. Bei Koinkubation mit
Substanzen, die Uber sogenannte Transporter in Zellen aufgenommen werden, wird
andererseits die Toxizitat von OTA deutlich vermindert. Die Befunde sprechen dafir,
dal DNA-Reparatur die Auspragung der Schaden moduliert und Transporter wie
OATP (organischer Anionentransporter) die Aufnahme von OTA in Zellen maligeb-

lich beeinflussen (Lebrun und Fdéllmann, 2002).

Diese und weitere Untersuchungen (siehe unten) belegen nunmehr eindeutig ein ge-
notoxisches Potential fur OTA. Das Schadensspektrum ist fur OTA aber offenbar ein
anderes als fiur Aflatoxin B1, ein sehr potentes kanzerogenes Mykotoxin, das vor al-
lem Genmutationen auslost (Eaton und Gallagher, 1994; Dirheimer, 1998; Smela et
al., 2002). Dies zeigen Befunde fur bakterielle und andere Mutagenitatsteste mit
OTA. Hier interessieren diese Befunde primar unter dem Aspekt einer Metabolisie-

rung / Bioaktivierung von OTA.

Hennig et al. (1991) berichteten ein positives Ergebnis im Ames-Test bei Verwen-

dung eines mit OTA-prainkubierten Hepatozyten-Uberstandes. In vergleichbaren,
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noch umfangreicheren Versuchen mit etlichen Salmonella typhimurium Stammen
konnte dies aber nicht bestatigt werden: Follmann und Lucas (2003) fanden keine
Punkt- oder Leseraster-Mutationen. Auch im HPRT-Test (Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyl-Transferase) mit V79-Zellen (Hamsterfibroblasten) war bei Einsatz
von Hepatozyten-Uberstand oder externem Metabolisierungssystem (S-9 Mix aus
Leber oder Niere) keine Mutagenitat fur OTA zu finden. Auch weitere Ames-Teste mit
und ohne Einsatz verschiedener Enzymsysteme (Cytochrom-P450 und/oder HRP)
zeigten nur negative Befunde (Kuczuk et al., 1978; Wurgler et al., 1991; Zepnik et al.,
2001), wahrend ein Ames-Test fur OTA (mit Nierenmikrosomen) positiv war
(Obrecht-Pflumio et al., 1999).

Andere Befunde lassen eine metabolische Aktivierung von OTA als notwendig fur
eine genotoxische Wirkung erscheinen:

Bei Tests mit NIH/3T3 Zellen, die mit CYP-Isoenzymen transfiziert wurden und einen
Shuttle-Vector mit dem lacZ’-Gen als Reportergen fur Mutationen enthielten, fuhrte
OTA-Behandlung primar zu groRen Deletionen (De Groene et al., 1996b). Da diese
auch Folge clastogener Effekte sein kdnnen, und solche z.B. im Mikrokerntest auftra-
ten (Degen et al., 1997; Dopp et al., 1999) ist der Befund kein Widerspruch zu den
oben genannten negativen Resultaten fur OTA in bakteriellen und Saugerzell-

Assays, er spricht aber fur eine Beteiligung von Cytochrom P450 Enzymen.

Malaveille et al. (1994) berichten, dal} die in einem modifizierten SOS-Chromotest in
E. coli gefundenen genotoxischen Effekte von OTA durch Zusatz von Trolox C, einer
wasserloslichen Form des Vitamin E (eines Radikalfangers), komplett zu unterdri-

cken waren. Sie vermuteten, daf® durch Peroxidase-Aktivitat in den Bakterien ein

OTA-Radikal (mdglicherweise ein Alkoxy-Radikal am C8) entsteht, das die genotoxi-
schen Effekte (SOS DNA repair) auslést. OTA (und einige Strukturanaloga) war(en)
in diesem Test ohne Zusatz eines externen metabolisierenden Systems wirksam; ein
Bakterienenzym mit peroxidativer Aktivitat wurde nicht charakterisiert. E. coli gehdren

zu den wenigen Organismen, die keine endogenen CYP450 Enzyme exprimieren.

Spater berichteten Gillman et al. (1999) tber Untersuchungen mit einem wasserlosli-
chen Fe-Porphyrin-Oxidationssystem (FeTPPS) zur in vitro Modellierung des Myko-
toxin-Metabolismus: Bei Oxidation mit FeTPPS und H,O, forderte OTA die Entste-

hung von Einzelstrangbrtchen in supercoiled Plasmid-DNA, vermutlich durch Bildung
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reaktiver Sauerstoffspezies (Hydroxylradikale). Die Autoren fanden Anhaltspunkte fur
eine Phenol-Oxidation Uber ein intermediares Phenoxy-Radikal zu einem (dechlorier-
ten) OTA-Chinon-Derivat, das in Gegenwart eines reduzierenden Agens (Natrium-
Ascorbat) zum Hydrochinon reduziert wurde. Unklar ist bisher, inwieweit dieses in
vitro System tatsachlich zellulare metabolische Prozesses modelliert, da keines die-
ser Produkte in vivo oder in Zellkultur beschrieben worden ist. Das Hydrochinon ist
zwar durch Autoxidation ,abbaubar® doch ein Chinon sollte an Nukleophile, z.B. Pro-

tein oder Glutathion, binden und somit (indirekt) nachweisbar sein.

Bei Inkubation von [°H]-OTA mit primaren Hepatozyten von Ratte oder Mensch ent-
standen nur geringe Mengen an 4-Hydroxy-OTA und zwei neue Metabolite (Hexose
und Pentose-Konjugate), doch fand sich keine Evidenz fur eine kovalente Bindung
oder metabolische Aktivierung (Gross-Steinmeyer et al., 2002). Ein erniedrigter Quo-
tient an reduziertem/oxidiertem Glutathion in OTA-behandelten Zellen weist auf oxi-
dativen Stress hin; der Befund spricht aber nicht zwingend fur die Entstehung von
OTA-Radikalen, weil verschiedene Ausloser fur oxidativen Strel} in Frage kommen
(Sies, 1997; Gate et al., 1999).

Ferner hatte die Gruppe um Dirheimer und Pfohl-Leszkowicz gezeigt, dall eine OTA-
Behandlung von Nagern und Zellkulturen zu DNA-Modifikationen fuhrt, die mit Hilfe
der *?P-Postlabelling-Methode nachweisbar sind (Pfohl-Leszkowicz et al., 1991;
1993, a-e; Grosse et al., 1995, a,b; Obrecht-Pflumio et al., 1996; Castegnaro et al.,
1998). Die als ,DNA-Addukte” angesehenen Modifikationen (spots) zeigten teilweise
unterschiedliche Muster in verschiedenen Organen von Ratte und Maus und in ver-
schiedenen Zellen. Dies wurde als Hinweis auf Organ-spezifischen Metabolismus
gewertet. Dal} die Adduktlevel bzw. die Intensitat einzelner Flecke in vivo unter Gabe
von Indometazin und Aspirin geringer waren, sprach nach Ansicht der Autoren flr
eine Beteiligung der Prostaglandin-H-Synthase an der Bildung reaktiver OTA-
Intermediate (Obrecht-Pflumio et al., 1996). Interessanterweise fuhrte in vitro auch
Zusatz von Katalase, Superoxiddismutase, Ascorbinsaure oder a-Tocopherol zu ei-
ner deutlichen Verringerung der Adduktanzahl und Menge (Grosse et al., 1997). Die-
ser Befund spricht daflir, dal® reaktive Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen spe-
cies) — generiert infolge OTA-induzierter Zytotoxizitat — zumindest fur einen Teil der

LAddukte” verantwortlich sein kdnnten.
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Die Identitat der vermeintlichen DNA-Addukte ist aber bislang nicht geklart: Eine Ar-
beit legt nahe, dal® mit mikrosomal aktivietem OTA hauptsachlich Guanin-
Modifikationen entstehen (Obrecht-Pflumio und Dirheimer, 2000). Andere Gruppen
haben in jingster Zeit mit hochempfindlichen Methoden versucht, eine Bindung von
tritiertem OTA an DNA nachzuweisen, aber mit negativem Befund (Gautier et al.,
2001a; Gross-Steinmeyer et al., 2002). Dazu passen altere Arbeiten, in denen eben-
falls keine Bindung von [°H]-OTA an DNA detektierbar war (Rasonyi, 1995; Schlatter
et al., 1996). Diese Autoren bezweifeln daher, dal3 reaktive OTA-Intermediate ent-

stehen und kovalent an DNA binden.

Die zu Beginn der Dissertation (und auch heute noch) schwierige Datenlage laft sich

kurz wie folgt zusammenfassen:

Es besteht Konsens, dal} OTA ein gentoxisches Potential aufweist und erbgutveran-
dernde Wirkungen zeigt, aber offenbar keine Punkt- und Leseraster-Mutationen indu-
ziert (Benford et al., 2001).

Kontrovers diskutiert wird die Bedeutung des Metabolismus (einer Bioaktivierung)

von OTA; der Dissens kann in zwei Positionen ausgedrtickt werden:

. Position 1: Oxidativer Metabolismus ist notwendig fir genotoxische Effekte; er
wird von Cytochrom P450 und / oder Peroxidasen katalysiert.
. Position 2: Metabolismus ist nicht notwendig fur genotoxische Effekte; diese

werden von bzw. durch OTA ausgeloste Sekundarprozesse bewirkt.
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5.2 Aufgabenstellung dieser Arbeit vor dem Hintergrund
kontroverser Vorstellungen zum Wirkungsmechanismus von
OTA

Wie oben dargestellt, gab (und gibt es weiterhin) unterschiedliche Positionen dazu,
welche Rolle eine metabolische Aktivierung von OTA fir genotoxische Effekte spielt

und welche Enzyme eine Bioaktivierung katalysieren.

Zum einen wurde eine Beteiligung von Cytochrom P450 Enzymen postuliert, und
zwar in Hinblick auf unterschiedlich hohe Tumorinzidenzen und ,,Adduktspiegel” in
zwei Rattenstammen sowie geschlechtsspezifischer Unterschiede in der Auspragung
der teils miteinander korrelierten Endpunkte (Castegnaro et al., 1998; Pfohl-
Leszkowicz et al., 1998). Andererseits postulierte die Gruppe um Dirheimer und
Pfohl-Leszkowicz auch eine Rolle fur Prostaglandin-H-Synthase (PHS), da diese Pe-
roxidase in relevanten Zielgeweben (siehe unten) exprimiert wird (Davis et al., 1981),
in Niere und in Harnblase OTA-exponierter Tiere vergleichsweise hohe ,DNA-
Adduktspiegel® gefunden wurden (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993 ¢ - €), und bei Gabe
von Indometazin und Aspirin, zwei bekannten PHS-Inhibitoren, die Adduktmengen in
der Harnblase deutlich reduziert wurden (Obrecht-Pflumio et al., 1996).

Die Autoren schlossen auf eine metabolische Aktivierung von OTA durch PHS, die
von Indometazin verhindert wurde. Jedoch sind auch andere Erklarungen des in vivo
Befundes und die quasi protektive Wirkung von Indometazin denkbar: So fuhrt bei-
spielsweise Behandlung von OTA-exponierten Ratten mit Piroxicam zur erhdhten
renalen Ausscheidung von OTA (Baudrimont et al., 1995). Piroxicam ist - wie Indo-
metazin - ein nicht-steroidales anti-inflammatorisches Agens (NSAID) mit ausgeprag-
ter Bindung an Plasmaproteine (Skerlj, 1989). Es kame bei Verdrangung von OTA
aus seiner Bindung an Plasmaproteine zur erhéhten (schnelleren) renalen Eliminati-
on und daher zu geringeren Spiegeln des Mykotoxins im Zielgewebe. Der protektive
Effekt von NSAIDs ware also auf eine veranderte Kinetik von OTA zurtckzufihren,
und nicht auf die Hemmung einer PHS-katalysierten Aktivierung.

Gegen die Hypothese einer PHS-abhangigen Bioaktivierung sprechen die in vitro
Befunde aus dem Mikronukleus-Assay mit OSV-Zellen, wo Indometazin die Genoto-
xizitat von OTA verstarkte (Degen et al., 1997). Dabei handelt es sich um ein Zellkul-

tursystem, das in Hinblick auf seine frendstoffmetabolisierende Leistung gut charak-
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terisiert ist. OSV-Zellen exprimieren PHS Enzym in hohem Male (Freyberger et al.,
1987; Foth, 1992; Degen, 1993 a,b); eine Aktivitat der Cytochrom P 450 Enzyme ist
zwar durch Ah-Rezeptor Liganden induzierbar, aber nicht konstitutiv vorhanden
(Schuhmacher et al., 1996).

Verglichen mit der in vivo Situation werden durch die geringere Komplexizitat der
Zellkultur weitere Untersuchungen und eine Ausdeutung der Ergebnisse begunstigt.
Wie eingangs dargestellt, wurden zur Klarung des Befundes aus dem Mikronukleus-
Assay drei Arbeitshypothesen zu Interaktionen von OTA und INDO aufgestellt (vgl.
Abschnitt 1.5) und untersucht.

Die durchgefuhrten Experimente fokussierten auf drei Fragen:

1)  Wird OTA durch OSV Zellen und/oder mikrosomale Prostaglandin-H-
Synthase (PHS) bzw. Meerettich-Peroxidase (HRP) metabolisiert?

2) Haben OTA und INDO, in Konzentrationen wie im Mikrokern-Assay, einen
Einfluss auf den intrazellularen pH-Wert von OSV-Zellen?

3) Konkurrieren OTA wund INDO um Bindung an Serumproteine?

Die dazu erhobenen Ergebnisse und Schluf3folgerungen werden im folgenden disku-
tiert.

5.3 Wird OTA von Peroxidasen (PHS, HRP) oder in OSV-Zellen (im
Sinne einer Bioaktivierung oder Detoxifizierung) metabolisiert?

Zunachst wurde untersucht, ob OTA durch mikrosomale Prostaglandin H Sythase
(PHS) umgesetzt wird: Dazu wurden Schafsamenblasen-Mikrosomen (ram seminal
vesicle microsomes, RSVM) als Enzymquelle und Arachidonsaure als Kofaktor ein-
gesetzt und ftritiertes OTA mit aktivem Enzym bzw. in Kontrollansatzen (ohne/mit
inaktiviertem RSVM) inkubiert (vgl. 3.8.1). Nach Aufarbeitung wurden die Ansatze mit
HPLC und Fluoreszenzdetektion bzw. LSC analysiert.

Ein Vergleich der Fluoreszenzprofile von kompletten Inkubationen mit Kontrollen
zeigte weder signifikante Unterschiede in der OTA-Menge noch deutliche Zunahmen

an neuen Metaboliten (polarere, unpolarere Peaks). Zwar waren in kompletten An-
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satzen neben OTA noch weitere fluoreszierende Substanzen/Produkte in geringer
Menge detektiert worden, doch eher weniger als in den Kontrollansatzen ohne PHS-
Aktivitat.

OT alpha konnte in keinem der Ansatze nachgewiesen werden. Aufsetzversuche mit
dem OTA-Derivat OTB zeigten, daly sowohl in kompletten Ansatzen als auch in An-
satzen ohne Enzym eine Substanz von der Saule eluiert, die offenbar mit OTB co-
chromatographiert. Eine genauere Analyse dieses Peaks wurde nicht vorgenommen,
da er in ahnlicher Menge auch in den Kontrollen auftrat, also offenbar nicht enzyma-
tisch gebildet wird, sondern wahrscheinlich wahrend der Aufarbeitung der Proben
entsteht und somit ein Artefakt darstellt. Aus den gleichen Grinden wurde die Natur
der Ubrigen Peaks ebenfalls nicht weiter analysiert, zumal es sich dabei nur um Spu-
ren (geringe Fluoreszenzintensitat) handelte.

Die Entstehung neuer radioaktiv markierter Metaboliten wurde auch durch fraktionier-
tes Auffangen des HPLC-Eluates und Analyse mit LSC untersucht. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 16 dargestellt. Es zeigte sich, in Ubereinstimmung mit dem HPLC-
Fluoreszenzprofil, da} die im Eluat gemessene Radioaktivitdt sich nahezu aus-
schlie3lich in den Fraktionen wiederfand, die OTA entsprechen. Nur ein sehr geringer
Anteil der eingesetzten Radioaktivitat eluierte vor OTA von der Saule (Hinweis auf
polarere Produkte), u.a. eine Fraktion mit der Retentionszeit von OTB. Dies spricht
dafur, dal} es sich bei dem im Fluoreszenzprofil detektierten Peak tatsachlich um
OTB handelt. Auch hier waren die Mengen in kompletten Ansatzen und Kontrollen

vergleichbar und sprachen gegen eine Enzym-katalysierte Bildung.

Weder die Ergebnisse der HPLC Analyse noch die unter 4.2.1.4 beschriebenen Be-
funde einer Analyse der Uberstéande mittels DC und Autoradiographie ergaben einen
Hinweis darauf, daly OTA durch die Peroxidase PHS metabolisiert wird.

Madglicherweise kdnnten bei einer metabolischen Umsetzung des Mykotoxins durch
PHS aber reaktive OTA-Intermediate entstanden sein, die bei den genannten Analy-
sen der Extrakte nicht erfasst wurden. Dagegen sprechen aber die in Abbildung 14
gezeigten Daten: Die in verschiedenen Inkubationsansatzen gemessene Radioaktivi-
tat lag nur zu maximal 0,8 % gebunden an mikrosomales Protein vor, und in komplet-
ten (also enzymatisch aktiven) Ansatzen war die Radioaktivitdtsmenge geringer als
oder vergleichbar mit den Kontrollen ohne Arachidonsaure oder mit Inhibitor- (INDO-)

Zusatz.
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Um ausschlielien zu kénnen, daf die ,Null-Befunde® fir OTA auf einer mangelnden
Aktivitat des verwendeten Mikrosomenbatches beruhen, wurde eine Inkubation mit
dem als PHS-Substrat bekannten trans-Diethylstilbestrol (Degen et al., 1982; Degen
und McLachlan, 1985) durchgefuhrt. Sie zeigte, da® der verwendete Enzymbatch

diese Substanz sehr effizient zum Metaboliten Z,Z-Dienestrol oxidierte (vgl. 4.2.1.5).

Als Zwischenfazit 13t sich festhalten, da® aus Experimenten mit aktivem mikroso-

malem Enzym keine Hinweise fur eine PHS-katalysierte Umsetzung von OTA vorlie-

gen, weder im Sinne einer metabolischen Aktivierung (keine Zunahme protein-
gebundener Radioaktivitat nachweisbar), noch als detoxifizierende Metabolisierung

(keine Zunahme von OT alpha, OTB oder neuen Metaboliten nachweisbar).

Im folgenden wurde dann untersucht, ob das Mykotoxin moglicherweise durch eine
andere Peroxidase, die Meerrettichperoxidase (HRP) metabolisiert werden kann.
Fur eine Reihe von Fremdstoffen kann HRP als ,Modellperoxidase® fur die PHS die-
nen und generiert die gleichen Metabolite wie das Saugerenzym (z.B. E-DES). Ande-
rerseits gibt es auch Unterschiede im Spektrum der Substrate, die von PHS und HRP
umgesetzt werden: Beispielsweise wird Anilin von HRP, aber nicht von PHS oxidiert;
Amitrol und Lipoic acid werden von PHS, aber nicht von HRP oxidiert (Ubersicht in
Degen et al., 2002).

Anders als mikrosomale PHS wurde HRP in hochreiner Form eingesetzt: Bindung
der Ausgangssubstanz OTA bzw. reaktiver Intermediate an Enzymprotein ist daher
von vornherein zu vernachlassigen und nicht Gegenstand der Analysen. Dies ermdg-
lichte aber, das Verfahren zur Aufarbeitung der Proben weniger aufwendig zu gestal-
ten als mit PHS. So kann die Gefahr des Entstehens von Artefakten wahrend der
Aufarbeitung reduziert werden, und es sollten glnstigere Bedingungen fir den

Nachweis etwaiger entstehender Metabolite vorliegen.

Die unter 4.2.2 dargestellten Ergebnisse, insbesondere die Abbildungen 20 und 21
zeigen eine praktisch vollstandige Wiederfindung des eingesetzten OTA in allen In-
kubationsansatzen. In Untersuchungen mit dieser Peroxidase fanden sich also eben-
falls keine Anzeichen einer OTA-Metabolisierung. Zur Absicherung der metaboli-

schen Aktivitat des Enzyms wurde eine Kontrollinkubation von HRP mit E-DES
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durchgefuihrt: Sie zeigte, daly das Enzym unter unseren Inkubationsbedingungen ak-

tiv ist und eine Oxidation von OTA hatte katalysieren konnen.

Unser negativer Befund flr OTA steht in Einklang mit einem kurzlich publizierten Er-
gebnis von Zepnik et al. (2001): Diese Autoren fanden bei Inkubation von OTA mit
HRP keine detektierbare Umsetzung des Mykotoxins und auch keine Aktivierung zu

mutagenen Produkten.

Aus den erhaltenen Befunden lassen sich folgende Schluf3folgerungen ziehen:

» Die von einigen Autoren (vgl. Abschnitt 5.2) postulierte peroxidative Bioaktivie-
rung von OTA kann mit Blick auf die negativen Resultate der experimentellen
Studien zur Umsetzung von OTA durch PHS, HRP und OSV-Zellen nicht bestatigt
werden. Unsere und die von Zepnik et al (2001) erhaltenen Befunde sprechen

vielmehr gegen eine Umsetzung des Mykotoxins OTA durch Peroxidasen wie

HRP oder PHS im Sinne einer metabolischen Aktivierung.

» In jlungster Zeit publizierte Arbeiten anderer fanden auch keine Anhaltspunkte
fur eine Cytochrom P450-katalysierte Bildung reaktiver OTA-Intermediate (vgl.
Abschnitt 5.1).

* Ferner kann die Hypothese einer Detoxifizierung des Mykotoxins durch PHS
(oder andere Enzyme) ad acta gelegt werden, denn:
> Die Analyse der Inkubationen von OTA mit mikrosomaler PHS, HRP oder

OSV-Zellen lieferte keine Hinweise auf eine Bildung von weniger toxischen

Metaboliten wie OT alpha oder OTB (bzw. Hemmung ihrer Produktion durch
INDO; siehe unten).

> Auch folgende Uberlegung spricht dagegen: Wie von Foth (1992) gezeigt, wird
in OSV-Zellen exprimierte PHS schon bei Zusatz von < 5 yM Indometazin fast
vollstandig gehemmt. Daher ist nicht einzusehen, warum ein Zusatz von 50
MM INDO zur Zellkultur mehr genotoxisch wirkendes OTA ,produziert” (mittels

Hemmung einer OTA-Detoxifizierung) als ein Zusatz von 10 yM INDO.

Unsere Hypothese # 1 (vgl. Abschnitt 1.5) kann also verworfen werden, denn sie
erklart nicht den modulierenden Einfluss von INDO auf die OTA-induzierten Mikro-

kern-Raten in Zellkultur (Degen et al., 1997). Eine erhdhte Genotoxizitat von OTA in
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Gegenwart des Inhibitors ware aber ebenfalls zu erwarten gewesen, falls andere En-
zyme als PHS in den OSV-Zellen in nennenswertem Umfang OTA detoxifizieren und
wenn INDO diese Reaktion hemmt.

Indometazin ist ein potenter Hemmestoff verschiedener Decarboxylasen (Grygliewski,
1979); von denen ist allerdings nicht bekannt, ob sie OTA umsetzen und ob sie in
OSV-Zellen exprimiert werden. Dies gilt sinngemass auch fur Hydrolasen, die even-
tuell eine Detoxifizierung (zu OT alpha) katalysieren.

Aus diesen Grunden wurde im folgenden eine Umsetzung von OTA durch die OSV-
Zellen untersucht, mit besonderem Augenmerk auf eine Bildung von Metaboliten.

Es wurden aber keine Anzeichen fur eine Metabolisierung von OTA durch OSV-
Zellen gefunden (also keine Zeit- oder Zell-abhangige Bildung neuer Produkte; vgl.
Abschnitt 4.1). Auch diese Variante von Hypothese # 1 (vgl. Abschnitt 1.5) wird da-

her verworfen.

Zur Erklarung der im Mikrokerntest gefundenden Resultate mit Indometazin waren

daher weitere Hypothesen und damit verknupfte Fragestellungen zu untersuchen.

5.4 Bewirken OTA und Indometazin (allein oder in Kombination)
eine meRbare Verschiebung des pH-Wertes in OSV-Zellen?

Mit Konzentrationen, die im Mikrokern-Assay wirksam waren, wurde untersucht, ob
OTA bzw. INDO (allein und in Kombination) den intrazellularen pH-Wert der OSV-
Zellen beeinflussen. Es ware denkbar, dald ein Zusatz von INDO den intrazellularen
pH-Wert der OSV-Zellen dahingehend andert, daf die schwache Saure OTA leichter
in die Zellen aufgenommen bzw. dort besser retiniert werden kann. Die Bestimmung
des intrazellularen pH-Wertes erfolgte unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes
BCECF mittels der an konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie gekoppelten Methode
der Ratio-Fluorimetrie.

Der intrazellulare pH-Wert unbehandelter oder nur mit Losemittel (DMSO) behandel-
ter OSV-Zellen wurde mit ca. 7,3 bis 7,4 ermittelt. Zusatz von OTA allein in Konzent-
rationen von 20 bzw. 30 yM zum Zellkulturmedium fuhrte in zwei Versuchsreihen bei
30-minutiger Inkubation nicht zu einer Verschiebung des intrazellularen pH-Wertes
(vgl. Abschnitt 4.4).
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Analog dazu wurden auch Untersuchungen zur Frage einer moglichen intrazellularen
pH-Wert Veranderung durch Indometazin allein bzw. Indometazin in Kombination mit
OTA durchgefuhrt. In keinem der Versuchsansatze war bei Zusatz der Substanzen in
Konzentrationen, wie sie auch im Mikrokern-Assay in serumhaltigem Kulturmedium
eingesetzt worden sind, bei 30-minutiger Inkubationsdauer ein Einflul auf den intra-
zellularen pH-Wert zu detektieren.

Als Positiv-Kontrolle wurde ein bekannter "pH-Wert-Shifter”, namlich NH4Cl in 10 mM
Konzentration, dem Medium der OSV-Zellen zugesetzt: Damit wurde der intrazellula-
re pH-Wert innerhalb von 1,5 Minuten um etwa 0,8 Einheiten in den alkalischen Be-
reich verschoben. So konnte gezeigt werden, dal} die OSV-Zellen mit einer pH-Wert-
Verschiebung reagiert hatten, wenn die anderen Prufstoffe unter unseren Versuchs-

bedingungen eine solche hervorgerufen hatten.

In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dal® OTA in MDCK-Zellen (Madin-Darby
Canine Kidney Cells) den intrazellularen pH-Wert und die Chlorid-Homdostase zu
beeinflussen vermag. So wurde berichtet, da® unter Bedingungen, unter denen der
CI/HCO3 Austausch in den Zellen aktiv war, Zusatz von 1 yM OTA zum Medium in-
nerhalb von 3 - 5 Minuten zu einem Anstieg des intrazellularen pH-Wertes um 0,11 +
0,03 Einheiten fuhrte (Gekle et al., 1994). Dies beruht nach Ansicht der Autoren auf
einer Hemmung der Leitfahigkeit der Plasmamembran fur Anionen wie CI" (Gekle et
al., 1993). Da CI' Uber den CI/HCOg3  Austauscher in die Zelle aufgenommen wird,
bricht mit dem durch Hemmung des CI" AusstofR3es verbundenen Anstieg der intrazel-
luldaren Chlorid-Konzentration auch der Gradient zum Betreiben des CI/HCO3™ Aus-
tauschers zusammen. Die Folge ist eine intrazellulare Akkumulation an HCO3', die
zum Anstieg des intrazellularen pH-Wertes flhren soll (Kuramochi et al., 1997).

Gekle et al. (1994) konnten mit OTA also einen, wenn auch geringen, Anstieg des
intrazellularen pH-Wertes finden, wir aber nicht. Fur den (scheinbar) divergierenden

Befund kommen zwei Grunde infrage:

> die beiden Zelltypen (MDCK bzw. OSV-Zellen) oder
> unterschiedliche Versuchsbedingungen.

Wahrend Gekle et al. (1994) die Folgen einer OTA-Behandlung (1 uM) in serum-

freiem Medium untersuchten, fuhrten wir unsere Versuche mit OSV Zellen jedoch in
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Zellkulturmedium mit 10 % FCS und OTA (20 — 30 yM) durch (um die Bedingungen
des Mikronukleus-Tests soweit als moglich zu imitieren).

Da OTA bekanntlich sehr gut an Serumproteine bindet, stellt sich die Frage, gegen
welche ,freien“ Mykotoxin-Konzentrationen die Zellen exponiert waren. Im Vorgriff auf
die Diskussion der Befunde zur Proteinbindung von OTA sei hier auf Abbildung 37
verwiesen. Sie zeigt, dal® die hohe Affinitat des Mykotoxins fur Serumproteine den
Anteil an freiem, also in Zellen aufnehmbarem OTA, mal3geblich verringert.

Wie in Kapitel 4.5 dieser Arbeit dargestellt, liegen bei 10 % FCS im Kulturmedium nur
ca. 0,2 uM der eingesetzten OTA-Menge (20 uM) frei verfligbar, also nicht an Protein
gebunden, vor. Dieser Anteil erhoht sich bei 30 uM OTA unwesentlich auf etwa 0,25
MM freies OTA im serumhaltigen Medium. Demgegenuber detektierten Gekle et al.
(1994) eine intrazellulare pH-Wert Verschiebung mit MDCK Zellen in serumfreiem

Medium mit 1 uM OTA, also bei ca. 4-fach héheren Anteilen an freiem Mykotoxin.

Unter den zur Erklarung der Mikrokern-Befunde relevanten Versuchsbedingungen
waren keine melbaren Einflisse von OTA oder INDO auf den intrazellularen pH-
Wert von OSV-Zellen nachweisbar; daher wurde auch Hypothese # 2 verworfen und

stattdessen Hypothese # 3 (vgl. Abschnitt 1.5) weiter verfolgt.

5.5 Konkurrieren OTA und INDO um Bindung an Serumproteine?

Anders formuliert lautet die Frage:

»  Kann INDO das Mykotoxin aus seiner Bindung an Serumproteine verdrangen

und folglich den Anteil an freiem OTA im Zellkulturmedium erhéhen?

» Wenn ja, lassen sich damit die Verstarkungseffekte von Indometazin auf die
Mikrokerninduktion durch OTA in OSV Zellen erklaren bzw. Wenn nein, sind

weitere Konkurrenzreaktionen um eine Proteinbindung von Bedeutung?

Von OTA und Indometazin ist bekannt, dal} beide Substanzen recht gut, aber rever-
sibel an Serumproteine binden. In der Literatur angegebene Affinitaten von OTA fur
Albumine variieren je nach untersuchter Spezies: Die angegebenen Werte liegen im

Bereich von 10™* M fiir Schwein, Huhn und Ratte (Galtier et al., 1979), im Bereich von
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10° M fiir humanes Serumalbumin (Uchiyama und Saito, 1987) und 10® M fiir bovi-
nes Serumalbumin (Chu, 1971). Daruber hinaus wurde von Stojkovic et al. (1984)
beschrieben, dall neben einer Bindung an Albumin offensichtlich eine spezifischere,
héher affine Bindung an bislang nicht naher charakterisierte Proteine (Makromoleku-
le) in humanem und in Schweineplasma (Molekulargewicht ca. 20.000 Da) existiert:
Assoziationskonstanten fur die Bindung an diese Makromolekule werden mit 2,3 x
107" M bzw. 0,59 x 107"° M angegeben.

Dies bedeutet fur den Mikrokernassay, der ja in Anwesenheit von 10 % FCS im Kul-
turmedium durchgeflhrt wurde (Degen et al., 1997), dal® wahrscheinlich nur ein
Bruchteil der nominell eingesetzten OTA Konzentration in die Zellen eindringen und
dort genotoxisch wirken kann, weil die an verschiedene Plasmaproteine gebundenen

Anteile des OTA nicht von den Zellen aufgenommen werden.

Auch Indometazin kann vergleichsweise gut an Serumproteine binden: Ekman et al.
(1980) geben die Dissoziationskonstanten fur 3 Bindungsstellen des INDO an huma-
nes Serumalbumin mit 1,5 —2,1 x 10° M, 3,5 x 10° M bzw. 5,5 x 10 M an.

Die Annahme, dal} INDO das an Serumproteine gebundene OTA aus seiner Bindung
zu drangen vermag, ist vor diesem Hintergrund plausibel. Bei einem entsprechenden
Zusatz von INDO wurde damit mehr freies, also von Zellen aufnehmbares OTA vor-
liegen, und dies konnte den verstarkenden Effekt auf die Genotoxizitat in vitro (De-

gen et al., 1997) erklaren.

Um diese Hypothese auch zu belegen, wurden Bindungsstudien mit radioaktiv mar-
kiertem OTA bzw. Indometazin unter Bedingungen, wie sie im Mikrokernassay rele-
vant waren, durchgefuhrt: In zellfreiem Medium mit hohem (10%) oder niedrigem (2,5
%) FCS-Gehalt wurden OTA bzw. Indometazin inkubiert und untersucht, inwieweit
die andere Substanz die erstere aus der Bindung zu drangen vermag. Dazu wurde
die Methode der Ultrafiltration eingesetzt, und der Anteil ungebundener Substanz im
Ultrafiltrat per LSC bestimmt. Die Ultrafiltration mit einer Trennmembran der Poren-
grolRe 10.000 Da wurde durchgeflhrt, da Stojkovic et al. (1984) Daten uUber eine
OTA-bindende (Serum-) Komponente mit dem Molekulargewicht 20.000 Da publiziert
hatten. Die gewahlte Membran konnte somit eine Aufnahme gebundenen
OTAs in das Ultrafiltrat und damit eine Verfalschung des Anteils freier Substanz ver-

hindern.
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Wie die Abbildung 37 zeigt, liegt der Anteil an freiem OTA bei hoher Serumkonzent-
ration (10 % FCS) im Kulturmedium sehr viel niedriger als bei Einsatz niedrigerer Se-
rumproteinmengen (2,5 % FCS). Es mul}, um die gleiche Konzentration an freiem
OTA einzustellen, bei hoher FCS-Konzentration im Medium etwa 2 — 3 mal soviel
Mykotoxin zugesetzt werden wie in Medium mit geringem Gehalt an FCS.

Dies deckt sich sehr gut mit Befunden von Zytotoxizitatstesten mit OSV-Zellen (vgl.
Abbildung 26): Hier war die nominelle Konzentration an OTA, die zu 50 % Zytotoxizi-
tat fuhrte, bei 10 % FCS im Medium ca. 2 — 3 mal so hoch wie in Medium mit 2,5 %
FCS. Diese Befunde bestatigen, dald primar der Anteil an freiem OTA fur die Wirkung
auf die Zellen verantwortlich ist. In Zytotoxitatstests mit anderen Zellen bewirkte ein
Zusatz von bovinem Serum-Albumin (BSA) im Medium ebenfalls deutliche Verschie-

bungen in den Konzentrations-Effekt-Beziehungen (Bruinink und Sidler, 1997)

In einer zweiten Versuchsreihe wurde untersucht, ob Indometazin das Mykotoxin aus
seiner Bindung an Serumproteine (FCS) herausdrangt. Die Ergebnisse (siehe Abbil-
dungen 38 und 39) zeigten folgendes: Bei hoher Serumkonzentration konnte ein 50
MM INDO-Zusatz zum Inkubationsansatz, der OTA in unterschiedlichen Mengen ent-
hielt, das Mykotoxin bei 5 yM und 20 yM OTA signifikant (p < 0,05 bzw. p < 0,01) aus
seiner Bindung an Serumproteine verdrangen. Dieser Effekt zeigte sich noch deutli-
cher, wenn man den Versuch bei einer niedrigeren Serumkonzentration durchflhrte:
Hier konnte INDO (50 uM) das OTA in allen Prufkonzentrationen signifikant aus der
Bindung drangen (Abbildung 39).

Umgekehrt wird auch in den Untersuchungen zur Bindung von radioaktiv markiertem
INDO an Serumproteine ein deutlicher Einflu® des FCS-Anteils im Kulturmedium auf
die freie Konzentration an INDO erkennbar (Abbildung 40). Wie erwartet liegt auch
hier bei bei 2,5 % FCS ein hoherer INDO-Anteil in freier Form vor als bei 10 % FCS:
Um die gleiche Endkonzentration an freiem INDO zu erhalten, muf3 bei hohem Se-
rumgehalt im Medium etwa doppelt soviel INDO zugesetzt werden.

Ferner wurde geprtft, inwieweit OTA das INDO aus seiner Bindung an Serumprotei-
ne zu drangen vermag: Bei 10 % FCS im Medium war keine wirksame Verdrangung
von Indometazin durch die eingesetzten OTA-Konzentrationen festzustellen (Abbil-

dung 41). Bei 2,5 % FCS im Medium war dagegen eine partielle Verdrangung von
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INDO aus der Serumproteinbindung nachweisbar, und zwar umso deutlicher, je mehr
OTA im Ansatz war (Abbildung 42).

Insgesamt belegen die Versuche folgendes:

INDO konkurriert mit OTA um Bindung an Serumproteine und kann das Mykotoxin
aus dieser Bindung verdrangen. Infolge dessen erhdht sich im Medium der Anteil an
freiem OTA. Bei der Steilheit der Dosis-Wirkungs-Kurve fir OTA im Mikronukleus-
Assay kann Verdrangung aus Serumbindung durch INDO daher zumindest einen Teil

der beobachteten Wirkungsverstarkung erklaren.

Eine Ubertragung der in vitro Befunde auf die in vivo Situation ist sehr schwierig:
Zum einen betragt die Serumproteinmenge im Zellkulturmedium nur 0,042 % (bei 2,5
% FCS) bzw. 0,14 % (bei 10 % FCS) dessen, was in humanem Blutplasma vorliegt
(40 g/L). Zum anderen sind unterschiedliche Affinitdten von OTA / INDO zu Protein-
komponenten im Serum beider Spezies (Mensch, Kalb) wahrscheinlich (siehe oben).
Bei welchen Konzentrationsverhaltnissen und in welchem Umfang Indometazin das
Mykotoxin in vivo aus einer Proteinbindung verdrangt, ist daher nicht ohne weiteres
abzuschatzen. Fur diese Moglichkeit sprechen altere Studien (Galtier et al., 1980) mit
sauren Pharmaka wie Phenylbutazon: Es verdrangt OTA aus seiner Bindung an
Schweinealbumin, und Phenylbutazon-Gabe an mannliche Ratten verstarkt die akute
Toxizitat von OTA deutlich (LDsp 21 mg/kg bei Kombination mit INDO bzw. 33 mg/kg
fur OTA allein).

5.6 Genotoxizitat von OTA und OTA-Analoga bei unterschiedli-
chen Serumgehalten in Zellkultur - und Modulation durch
Indometazin

Im Rahmen der Aufgabenstellung interessierte primar die Frage, ob eine Verdran-
gung von OTA aus der Bindung an Serumproteine durch INDO die von Degen et al.
(1997) beschriebenen Effekte in Zellkultur hinreichend erklart. In dem Fall wirde man
erwarten, daf® im Mikronukleus-Assay unter serumfreien Bedingungen die Genotoxi-

zitat von OTA bei INDO-Zusatz nicht mehr maldgeblich verstarkt wird.
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Um dieser Frage nachgehen zu konnen, waren zunachst adaquate experimentelle
Rahmenbedingungen zu wahlen. Dazu wurden in Vorversuchen in serumfreiem Me-
dium in Gegenwart von INDO die OTA-Konzentrationen ermittelt, die bei 24 h Ein-
wirkzeit im Neutralrot-Assay noch keine zu hohe Zytotoxizitat zeigten. Der IC 20 Wert
fur OTA lag bei 100 nM in Gegenwart von 10 yM Indometazin und bei 79 nM in Ge-
genwart von 30 yM Indometazin. Entsprechende IC 50 Werte lagen bei 570 nM bzw.
280 nM OTA (in Kombination mit INDO 10 uM bzw. 30 uM).

Unter Orientierung am Zytotoxizitatstest wurde OTA dann im Mikronukleus-Assay in
serumfreiem Medium flir 6 h in Konzentrationen von 0,1; 1 und 3 uM eingesetzt: Es
zeigte sich, dald OTA eine konzentrationsabhangige Erhdhung der Mikrokernrate ge-
genuber der Losemittelkontrolle bewirkte. Wie erwartet wirkten unter diesen (serum-
freien) Bedingungen schon deutlich geringere Konzentrationen genotoxisch als in
frGheren Untersuchungen mit serumhaltigem Medium.

Ein Indometazin-Einflu® auf die Induktion von Mikronuklei durch OTA wurde mit fol-
gendem Ergebnis untersucht: Bei 0,1 und 1 yM OTA zeigten sich Erhdhungen der
Mikrokernrate bei Indometazin-Zusatz, wahrend mit der héheren OTA-Konzentration
in Kombination mit INDO (10 oder 30 uM) schon Toxizitatseffekte auftraten (Abbil-
dung 28).

Offensichtlich war, anders als zunachst vermutet, Indometazin auch unter serumfrei-
en Bedingungen in der Lage, die Genotoxizitat von OTA zu verstarken. Da dieser
Effekt hier aber nicht auf einer Verdrangungsreaktion aus einer Bindung an (extrazel-

lulare) Proteine des Kulturmediums beruhen kann, muf® nach anderen Erkldrungen

gesucht werden. Eine mogliche Erklarung ware, dal® es - neben der in der vorliegen-
den Arbeit schon gezeigten Konkurrenz um Bindung an extrazelluldre Proteine -

auch zur Verdrangung von OTA durch Indometazin aus einer intrazelluldren Prote-

inbindung kommt.

Diese Interpretation unseres Ergebnisses wird von kurzlich publizierten Befunden
anderer gestitzt: So konnten Schwerdt et al. (1999) mit Hilfe von Western Blot Ana-
lysen verschiedene intrazelluldre Proteine in Rattenorganen bzw. Zelllinien detektie-
ren, an die OTA zu binden vermag. Die OTA-bindenden Proteine haben Molekular-
gewichte zwischen 25 bis 60 kDa; ihre Identitat ist noch nicht bekannt. In Bindungs-

studien mit OTA und Nierenhomogenaten von Maus, Ratte, Mensch und Schwein
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fanden Heussner et al. (2002) Evidenz fir (zumindest) eine homogene Komponente
mit einer spezifischen und sattigbaren OTA-Bindung. In Kompetitionsexperimenten
mit organischen Anionen, u.a. mit Indometazin, zeigten sich distinkte (spezies- und
geschlechtsspezifische) Muster: Sie sprechen nach Ansicht der Autoren dafur, dafl
es sich bei der (low affinity, high capacity) Bindungskomponente vermutlich nicht um
Transportproteine fur OTA handelt, sondern um ein neues, bislang nicht identifizier-
tes, cytosolisches Protein.

Die Ergebnisse von Heussner et al. (2002) sprechen ferner dafiur, dal® OTA aus einer
intrazellularen Proteinbindung von INDO verdrangt werden kann. Dies wirde wieder-
um unseren im Mikrokern-Assay unter serumfreien Bedingungen beobachteten ver-
starkenden Effekt erklaren.

Eine andere Deutung des Kombinationseffektes (OTA plus INDO ist gentoxischer als
OTA allein) wird im Ausblick (Abschnitt 5.7) diskutiert.

Weitere Mikrokern-Assays mit dem OTA-Derivat OTB und dem OTA-Metaboliten OT
alpha dienten einer Abrundung der Datenlage zur Genotoxizitat von OTA-Analoga.
Diese Experimente wurden in Zellkulturmedium mit 10% FCS und mit ahnlichen Kon-
zentrationen wie bei Degen et al. (1997) beschrieben durchgefuhrt, um die neuen
Befunde mit den bereits publizierten Daten fur OTA vergleichen zu kdnnen.
Abbildung 24 zeigt das Ergebnis des Mikrokern-Assay in OSV-Zellen mit OTB: Ab 12
MM OTB erhohte sich die Mikrokernrate 2,4-fach gegenuber der Kontrolle. Anders als
mit OTA fand sich fur Mikrokerninduktion durch OTB keine so deutliche Konzentrati-
ons-Effekt-Beziehung (2,8-fache Erhdhung fur 18 und 24 yM OTB). Dies ist nicht auf
Toxizitat zurtckzufihren, denn der Anteil binuklearer Zellen war nicht mafgeblich
reduziert. Uberdies 1aRt sich feststellen, dall OTB bei Einsatz vergleichbarer Kon-
zentrationen deutlich weniger Mikrokerne induzierte als zuvor OTA (vgl. Abbildung 3),
also geringere genotoxische Wirkung zeigt. Indometazin (10 oder 30 uM) in Kombi-
nation mit OTB (18 und 24 uM) bewirkte eine leichte Steigerung der Mikrokernrate;
der ,Verstarkereffekt war aber deutlich geringer als der fir OTA beobachtete.

Die Bindung von OTB an Serumproteine wird als nicht so affin beschrieben wie fur
OTA (Hagelberg und Hult, 1989). Vermutlich liegen im Zellkulturmedium bereits ho-
here Anteile an freiem OTB vor, und Verdrangung aus der Proteinbindung durch
INDO spielt dann eine geringere Rolle als bei OTA. Eine weniger ausgepragte Bin-

dung von OTB an Plasmaproteine fuhrt wohl auch zu seiner, verglichen mit OTA,
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schnelleren Elimination (Li et al., 1997). Eine gunstigere Kinetik von OTB wird wie-

derum zu der geringen Toxizitat in vivo (Doster et al., 1972; 1974) beitragen.

OT alpha (60 bis 180 uM) induzierte, in zehnfach héherer Konzentration als OTA und
OTB, keine erhohte Mikrokernrate. Auch ein Zusatz von 50 yM INDO bewirkte keine
Steigerung der Mikrokern-Rate gegenuber den Kontrollen. Bis zur hochsten einge-
setzten OT alpha Konzentration (180 uM) wurde keine Toxizitat (geringerer Anteil
binuklearer Zellen) beobachtet.

OT alpha zeigte allerdings in einem anderen Test ein schwaches genotoxisches Po-
tential: Es induzierte Schwester-Chromatid-Austausche in epithelialen Zellen der
Schweineharnblase, aber nur bei einer OT alpha Konzentration, die 100-fach hoher
war als eine in diesem Versuch wirksame OTA Konzentration (Féllmann et al., 1995).
Generell gilt OT alpha aber als nicht toxischer Metabolit (IARC, 1993; WHO, 2001).

Hier wurde erstmals gezeigt, dal} auch das dechlorinierte OTA-Derivat Mikrokerne

induziert, OTB also _ein_genotoxisches Potential aufweist. Die Wirkung von OTB in

OSV-Zellen ist aber nicht so ausgepragt wie die von OTA. Ein Indometazin-Zusatz
zum Mikrokern-Assay verstarkte die genotoxische Wirkung von OTB, jedoch eben-

falls nicht in dem Ausmaf wie dies fur OTA beobachtet wurde. Fir OT alpha war im

Mikronukleus-Assay kein genotoxisches Potential nachweisbar; ein Befund in Ein-

klang mit der Sicht dieses OTA-Metaboliten als Detoxifizierungsprodukt.

5.7 Bedeutung der Ergebnisse und Ausblick

Der fur Ochratoxin A (OTA) in Zellkultur erhobene Ausgangsbefund lautete:

"OTA plus Indometazin ist genotoxischer als OTA allein".

Zur Deutung dieses Befundes sind drei Hypothesen aufgestellt und untersucht wor-
den. Vor dem Hintergrund kontroverser Positionen zur Rolle des Metabolismus flr
genotoxische Effekte von OTA sind die experimentellen Befunde aber auch daruber

hinaus von Interesse:




Diskussion 135

» Die von einigen Autoren (siehe oben, Abschnitt 5.2) postulierte peroxidative
Bioaktivierung des Mykotoxins kann aufgrund der negativen Resultate unserer
Studien zur Umsetzung von OTA mit PHS und HRP nicht bestatigt werden.

* Ferner kann die Hypothese einer Detoxifizierung des Mykotoxins durch PHS

(oder andere Enzyme in OSV-Zellen) verworfen werden (Hypothese # 1).

Modulierenden Einflissen von NSAIDs wie Indometazin (INDO) und Aspirin auf ge-
notoxische Effekte von OTA in vitro (Induktion von Mikronuklei) oder in vivo (DNA-

Modifikationen) liegen daher andere Wirkungsmechanismen zugrunde.

* Der im Mikrokerntest beobachtete Verstarkereffekt bei Kombination OTA und
INDO konnte nicht auf Verschiebungen im intrazellularen pH-Wert von OSV Zel-
len zurtickgefuhrt werden (Hypothese # 2).

» Dagegen spricht viel fur Hypothese # 3, namlich eine Verdrangung des Mykoto-
xins aus seiner Bindung an Serumproteine und/oder intrazellulare Proteine durch
INDO, als Erklarung unseres Ausgangsbefundes. Eine analoge, wenn auch ge-
ringer ausgepragte Verstarkung der Genotoxizitat von OTB durch INDO stutzt

diese Deutung.

Wie die in vitro Studien ferner gezeigt haben, stellen bereits Untersuchungen zu
Kombinationseffekten in Zellkultur und ihre mechanistische Ausdeutung insgesamt
keine leichte Aufgabe dar. Dabei ist diese Situation noch Uberschaubarer als in vivo,
wo noch mogliche Interaktionen bei kinetischen Prozessen wie Resorption und Elimi-
nation berutcksichtigt werden mussen. Die Modulation eines bestimmten Endpunkts
bei kombinierter Einwirkung zweier Stoffe in vivo eignet sich daher nur bedingt als
Basis fur eine mechanistische Interpretation. Dies wurde bereits am Beispiel der
Minderung von OTA-induzierten ,DNA-Addukten“ bei Gabe von INDO oder Aspirin
diskutiert (vgl. Abschnitt 5.2).

In dem in Abschnitt 5.1 dargestellten Dissens steckte bereits die Frage nach dem

genotoxischen Wirkungsmechanismus, nun spezifischer gefalit:
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Handelt es sich um DNA-Modifikationen, die (nicht durch reaktive OTA-
Metabolite sondern) uber OTA-induzierten oxidativen Stress entstehen? Wenn

ja, wiirden NSAIDs und Antioxidantien dann nicht auch ,,protektiv“ wirken?

In diesem Kontext steht auch Hypothese # 4 (siehe unten), die hier nach Abschluss
der experimentellen Arbeiten und mit Blick auf einige in jungster Zeit publizierte Er-
gebnisse aufgestellt wird und neue Perspektiven zur Deutung der beschriebenen

Kombinationseffekte in vivo und in vitro eroffnet.

Wie jungst gezeigt, fuhrt OTA-Behandlung bei Ratten zum Anstieg biologischer Mar-
ker, die mit oxidativem Stress assoziiert werden (Gautier et al., 2001b). Man weil}
auch, daB OTA in vitro intrazelluldre Ca**-Konzentrationen beeinflussen (Dopp et al.,
1999), mitochondriale Dysfunktion auslosen (Aleo et al., 1991) und Lipidperoxidation
fordern kann (Rahimtula et al., 1988; Omar et al., 1990). Beide, sowohl reaktive Sau-
erstoff-Spezies (ROS) als auch Lipidperoxidationsprodukte (Malondialdehyd, MDA
und 4-Hydroxy-Nonenal, HNE) kdnnen zu DNA-Schaden fihren (Marnett, 2000).
Zum einen wirken Aspirin und INDO antientzindlich und hemmen Enzyme, die u.a.
ROS und MDA generieren (Marnett, 1992), und offenbar wirkt Aspirin oxidativem
Stress entgegen (Steinberg et al., 2002). Andererseits wurden klrzlich nach hohen
Dosen auch INDO-induzierte mitochondriale Dysfunktion und oxidativer Stress be-
schrieben (Basivireddy et al., 2002).

Vor diesem Hintergrund sind gleichgerichtete oder unabhangige Wirkungen fur OTA

und INDO denkbar, aus denen Kombinationseffekte resultieren, die antagonistischer

oder synerqistischer Natur sein konnen. Die Auspragungen werden auch von den

jeweiligen Konzentrationen in Zielzellen abhangen.

Hypothese # 4 lautet also: OTA schadigt das Erbgut auf indirektem Weg, d.h. Uber
Prozesse, die zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (und deren Sekundarproduk-
ten) fuhren. Implizit hei®t dies auch: Genotoxische Effekte des Mykotoxins kénnen
durch eine Reihe von Substanzen moduliert werden, die an verschiedenen Stellen

(verstarkend oder hemmend) eingreifen.

Als Moglichkeiten zur besseren Identifizierung der OTA-induzierten zellularen Lasio-

nen bieten sich an: ein Vergleich der ,Adduktmuster im *’P-Postlabeling-Assay nach
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Einwirkung von OTA bzw. Agentien, die oxidativen Stress erzeugen, und andere,
neue Analysenmethoden zum Nachweis oxidativer DNA-Schaden. Kunftige Studien
sollten ferner darauf zielen, den primaren zellularen Angriffspunkt von OTA zu identi-
fizieren (Wirkungsmechanismus) sowie Dosis-Wirkungs-Zusammenhange im Nied-
rig-Dosis-Bereich und deren Modulation zu untersuchen.

Der Wirkungsmechanismus von OTA ist nicht allein von akademischem Interesse,
sondern in Hinblick auf einen modglichen Schwellenwert auch bewertungsrelevant
(Degen, 2000).

»  Welche Rolle spielt Zytotoxizitat fliir genotoxische Effekte von OTA? und
»  Wie gut werden OTA-induzierte Schaden repariert?

sind weitere, in diesem Kontext interessierende Fragen. Aspekte wie DNA-Reparatur
sind daher in neuerer Zeit bei OTA-Untersuchungen auch starker in den Blickpunkt

des Interesses gerickt (Lebrun und Félimann, 2002).
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6 Zusammenfassung

Ochratoxin A (OTA) ist ein als Nahrungskontaminante bedeutsames Mykotoxin. OTA
kann bei Mensch und Tier adverse Effekte wie Nephrotoxizitat, Immunotoxizitat und
Teratogenitat hervorrufen. Es ist kanzerogen in Nagern und gilt als "possibly carcino-
genic to humans" (Einstufung in die Gruppe 2B durch die IARC 1993).

Zu Beginn dieser Dissertation war ein genotoxisches Potential fir OTA bekannt, je-
doch noch nicht hinreichend charakterisiert. Kontrovers diskutiert wurde Uberdies die
Bedeutung des Metabolismus von OTA flur seine genotoxischen Wirkungen. Von ei-
nigen Gruppen wurde und wird eine Metabolisierung von OTA durch Cytochrom
P450 Isoenzyme bzw. eine peroxidative Umsetzung durch Prostaglandin H Synthase
(PHS) im Sinne einer Bioaktivierung diskutiert. Ausgehend von Befunden zur Mikro-
kerninduktion durch OTA in OSV-Zellen (Schafsamenblasenzellen, die CYP-
defizient, jedoch PHS-kompetent sind) und einer Verstarkung der Genotoxizitat bei
Zusatz des PHS-Inhibitors Indometazin (INDO) sind im Rahmen dieser Arbeit ver-
schiedene Ansatze zur Erklarung dieses von Degen et al. (1997) publizierten Ergeb-
nisses gepruft und weitere Daten zur Genotoxizitat erhoben worden. So wurde OTA
in vitro mit mikrosomaler PHS und einer weiteren Peroxidase (HRP) sowie mit OSV-
Zellen inkubiert und mittels HLPC und Radioaktivitatsdetektion nach entstandenen
Metaboliten gesucht. Ferner wurden Einflisse von OTA bzw. INDO auf den intrazel-
luldaren pH-Wert und eine gegenseitige Verdrangung der Substanzen aus der Serum-
proteinbindung analysiert sowie zwei OTA Derivate im Mikrokerntest auf ihr genoto-
xisches Potential hin untersucht.

Die wesentlichen Ergebnisse und Schluf3folgerungen sind folgende:

* Experimente mit HRP, mikrosomalem PHS-Enzym oder OSV-Zellen lieferten
keine Hinweise fir eine peroxidative Umsetzung von OTA, weder im Sinne einer
metabolischen Aktivierung (keine Zunahme proteingebundener Radioaktivitat
nachweisbar), noch als detoxifizierende Metabolisierung (keine Zunahme von OT
alpha, OTB oder neuen Metaboliten nachweisbar).

* Unter den fur die Mikrokern-Befunde relevanten Versuchsbedingungen waren

keine Einflisse von OTA, INDO und Kombinationen der Stoffe auf den intrazellu-



Zusammenfassung 139

laren pH-Wert von OSV-Zellen nachweisbar, die eine erhéhte Retention und da-
mit verstarkte Genotoxizitat von OTA in den Zellen erklaren warden.

* INDO konkurriert offenbar mit OTA um die Bindung an Serumproteine (im Zellkul-
turmedium) und kann das Mykotoxin aus dieser Bindung verdrangen. Infolge
dessen erhoht sich im Kulturmedium der Anteil an freiem OTA. Bei der Steilheit
der Dosis-Wirkungs-Kurve fur OTA im Mikronukleus-Assay kann seine Verdran-
gung aus der Serumbindung durch INDO daher zumindest wesentliche Teile der
beobachteten Wirkungsverstarkung erklaren.

* Interessanterweise verstarkte INDO auch unter serumfreien Bedingungen die
Mikrokerninduktion durch OTA. Der Effekt ist hier nicht mit einer Konkurrenz um
Bindung an (extrazellulare) Proteine des Kulturmediums zu erklaren und beruht

vermutlich auf einer Verdrangung von OTA durch INDO aus einer intrazellularen

Proteinbindung.

» Erstmals wurde gezeigt, daly auch OTB Mikrokerne induziert, das dechlorierte
OTA-Derivat also ein genotoxisches Potential aufweist. Seine Wirkung in OSV-
Zellen ist aber nicht so ausgepragt wie die von OTA. INDO-Zusatz verstarkte die
genotoxische Wirkung von OTB im Mikrokern-Assay, doch nicht in dem Ausmal,
wie dies fur OTA beobachtet wurde. Fur OT alpha war im Mikronukleus-Assay
kein genotoxisches Potential nachweisbar.

* Insgesamt sprechen die Befunde daflr, dal} nicht OTA-Metabolite, sondern das
Mykotoxin selbst genotoxische Effekte auslost. Moglicherweise schadigt OTA
das Erbgut auf indirektem Weg, z.B. Uber Prozesse, die zur Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (und deren Sekundarprodukten) fuhren. Implizit heil3t dies
auch: Genotoxische Effekte des Mykotoxins kdnnen durch eine Reihe von Sub-
stanzen moduliert werden, die an verschiedenen Stellen (verstarkend oder hem-
mend) eingreifen. Diese Hypothese eroffnet neue Moglichkeiten fur kunftige Un-

tersuchungen zur Wirkung von OTA auf den Organismus.
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Abb. 43: Typische Spektren von (A) 6,50 mM OTA, (B) 13,65 mM OTB und (C)
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Abb. 44: Verdrangung von OTA (in unterschiedlichen Konzentrationen) durch In-
dometazin (50 pyM) aus der Bindung an Serumproteine des Zellkulturme-
diums. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus jeweils triplikaten Ansat-
zen bei 2,5 % FCS im Medium
* bzw. ** bzw. ***: signifikant (p < 0,05 bzw. p < 0,01 bzw. p < 0,001) nach
t-Test
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Abb. 45: Verdrangung von Indometazin (in unterschiedlichen Konzentrationen)
durch OTA (5 bzw. 30 uM) aus der Bindung an Proteine des Zellkulturme-
diums. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus jeweils triplikaten Ansat-
zen bei 10 % FCS im Medium
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