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Erklärung über den Eigenanteil 

 
Transthyretin as a target of alkylation and a potential biomarker for sulfur mustard 

poisoning: Electrophoretic and mass spectrometric identification and characterization 

Wolfgang Schmeißer*, Robin Lüling*, Dirk Steinritz, Horst Thiermann, Theo Rein, Harald 

John, Drug Testing and Analysis 2022, 14 (1), 80-91. DOI: 10.1002/dta.3146 

*: geteilte Erstautorenschaften 

 

Diese Arbeit beschreibt die Identifizierung von bisher unbekannten Plasmaproteinen als 

Zielstrukturen des Alkylanzes Bis(2-chlorethyl)sulfid (S-Lost) und darauf aufbauend die 

Entwicklung einer massenspektrometrischen Methode zur Verifikation einer S-Lost-Exposition 

durch Detektion von Biomarkerpeptiden. 

Initial wendete ich die zweidimensionale Thiol-Differenz-Gelelektrophorese (2D-thiol-DIGE)-

Methode an. Dies beinhaltete die Depletion von humanem Serumalbumin und 

Immunglobulin G aus Plasma, Expositionsexperimente, die Derivatisierung von 

Plasmaproteinen mit Maleimid-Farbstoffen, sowie die 2D-Gelelektrophorese. Das so 

identifizierte Protein Transthyretin (TTR) unterzog ich einer umfangreichen Literaturrecherche. 

Für die Isolierung von TTR aus Plasma optimierte ich eine Immunomagnetische Seperation 

(IMS) hinsichtlich des verwendeten Antikörpers, dessen eingesetzter Menge und der 

Inkubationszeit in Plasma.  

Für die detaillierte Untersuchung der durch S-Lost-verursachten Adduktierung an TTR nutzte 

ich im Anschluss an die IMS Trypsin zur Proteolyse und Flüssigchromatographie in Kopplung 

mit hochauflösender Flugzeitmassenspektrometrie (LC-TOF-MS/HR-MS) zur Detektion von 

potentiellen Biomarkerpeptiden. Alle experimentellen und instrumentellen Teilaspekte 

(Proteolysedauer, interindividuelle Variationen, Adduktstabilität, Selektivität, technische 

Messparameter) wurden von mir charakterisiert und optimiert.  

Zur Analyse der erhobenen Daten setzte ich spezielle Auswertesoftware ein. Die generierten 

Ergebnisse wertete ich graphisch mittels GraphPad Prism Software aus und erstellte ein 

Manuskript, das in der Fachzeitschrift Drug Testing and Analysis erschienen ist.  

Begründung zur geteilten Erstautorenschaft 

Das gesamte Projekt der Entwicklung der 2D-thiol-DIGE-Methode bis zur Validierung eines 

Biomarkerpeptids zur massenspektrometrischen Verifikation einer S-Lost-Intoxikation stellte 

eine institutsinterne, arbeitsgruppenübergreifende Zusammenarbeit dar. Basierend auf den 

ergänzenden Expertisen wurden synergistische Effekte genutzt. Herr Robin Lüling legte mit 

seinen Erfahrungen im Bereich Proteomanalytik die Grundlage für die 2D-thiol-DIGE-

Methode. Die umfangreichen Analysen hierfür wurden gemeinsam von ihm und mir  

durchgeführt. Die anschließenden Untersuchungen mittels matrixunterstützter Laser-

Desorption/Ionisation Flugzeitmassenspektrometrie wurden von Herrn Robin Lüling 

durchgeführt, während die LC-TOF-MS/HR-MS-Experimente von mir ausgeführt wurden. Die 

gemeinsam generierten neuen Forschungsergebnisse wurden in zwei Veröffentlichungen mit 

jeweils geteilter Erstautorenschaft (siehe Publikationsliste) erfolgreich vorgestellt. 
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Highly stable peptide adducts from hard keratins as biomarkers to verify local sulfur 

mustard exposure of hair by high-resolution mass spectrometry 

 

Wolfgang Schmeißer, Markus Siegert, Horst Thiermann, Theo Rein, Harald John,  Archives 

of Toxicology 2022, 96 (8), 2287 2298. DOI: 10.1007/s00204-022-03307-0 

 

Ziel dieser Arbeit war es, Haare und deren Hauptbestandteile Hartkeratine als Zielstruktur nach 

S-Lost-Exposition zu untersuchen sowie eine Methode zur Generierung und 

massenspektrometrischen Detektion von Biomarkerpeptiden zu entwickeln. 

Als Grundlage organisierte ich Haare, bereitete diese vor und führte Expositionsexperimente 

durch. Basierend auf einer ausführlichen Literaturrecherche testete ich verschiedene Lysepuffer 

und Aufarbeitungsmethoden. Darauf aufbauend optimierte ich die 

Lysepufferzusammensetzung und Lysedauer. Für die Proteolyse testete ich mehrere Enzyme in 

Abhängigkeit von der Zeit. Für die Bestätigung der Hartkeratine als Zielstrukturen von S-Lost 

und Ursprung der Biomarkerpeptide führte ich Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgelelektrophorese und In-Gel Proteolysen durch. 

Zur selektiven Detektion der Biomarkerpeptide entwickelte ich eine LC-TOF-MS/HR-MS-

Methode, für die ich die Trennsäule und technischen Messparameter optimierte. 

Die zentralen Aspekte der Biomarkerpeptide, wie die Adduktformierung, die Stabilität, die 

inter- und intraindividuellen Unterschiede und die Nachweisgrenzen, wurden von mir in 

Einzelexperimenten untersucht. 

Für die Interpretation der erhobenen Messdaten bediente ich mich spezieller Auswertesoftware. 

Neben der graphischen Umsetzung (GraphPad Prism Software) erstellte ich das Manuskript zur 

Publikation in der Fachzeitschrift Archives of Toxicology. 
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Abkürzungsverzeichnis 

 
AE(-HETE)IRSDL AlaGlu(-HETE)IleArgSerAspLeu, Heptapeptid-Addukt mit 

kovalenter HETE-Modifikation 

CBB Coomassie-Brilliant-Blue (Coomassie-Brillant-Blau) 

CEES 2-Chloroethylethylsulfid 

C(-HETE)P Cys(-HETE)Pro, Dipeptid-Addukt mit kovalenter HETE-

Modifikation  

C(-HETE)PF Cys(-HETE)ProPhe, Tripeptid-Addukt mit kovalenter HETE-

Modifikation  

C(-HETE)PLMVK Cys(-HETE)ProLeuMetValLys, Hexapeptid-Addukt mit 

kovalenter HETE-Modifikation  

COPD chronic obstructive pulmonary disease  

(chronisch obstruktive Lungenerkrankung) 

CWÜ Chemiewaffenübereinkommen 

2D-DIGE two-dimensional difference gel electrophoresis 

(zweidimensionale Differenz-Gelelektrophorese) 

2D-GE zweidimensionale Gelelektrophorese 

DNA deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 

FKTIE(-HETE)EL PheLysThrIleGlu(-HETE)GluLeu, Heptapeptid-Addukt mit 

kovalenter HETE-Modifikation  

GC  gas chromatography (Gaschromatographie) 

Hb Hämoglobin 

HETE Hydroxyethylthioethyl 

HETE-Val Valin-Addukt mit kovalenter HETE-Modifikation 

HSA humanes Serumalbumin 

IgG Immunglobulin G 

LC liquid chromatography (Flüssigchromatographie) 

LC-MS/HR-MS liquid chromatography coupled to high-resolution mass 

spectrometry  

(Kopplung von Flüssigchromatographie und hochauflösender 

Massenspektrometrie) 

LE(-HETE)TKLQF LeuGlu(-HETE)ThrLysLeuGlnPhe Heptapeptid-Addukt mit 

kovalenter HETE-Modifikation  

LOD limit of detection (Nachweisgrenze) 
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MALDI-TOF-MS/MS matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 

spectrometry  

(matrixunterstützte Laser-Desorption/Ionisation 

Flugzeitmassenspektrometrie) 

MS Massenspektrometrie 

OVCW Organisation für das Verbot Chemischer Waffen 

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 

RSDL Reactive Skin Decontamination Lotion 

(Lotion zur Hautdekontamination) 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis 

(Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) 

S-Lost Bis(2-chlorethyl)sulfid 

TDG Thiodiglykol 

TDGO Thiodiglykol-Sulfoxid 

TOF-MS/HR-MS high-resolution time-of-flight mass spectrometry 

(hochauflösende Flugzeitmassenspektrometrie) 

TTR Transthyretin 
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1 Einführung 

Der Einsatz des chemischen Kampfstoffes Bis(2-chlorethyl)sulfid ist international geächtet und 

kann schwerwiegende politische Konsequenzen nach sich ziehen (1, 2). Dafür ist ein 

eindeutiger bioanalytischer Nachweis spezifischer Biomarker von elementarer Bedeutung 

(3, 4). Dieser geschieht in designierten Laboratorien unter Einhaltung strenger Vorgaben der 

Organisation für das Verbot Chemischer Waffen (OVCW) (5). Diesbezüglich besteht ein 

großes Interesse an der Erweiterung des bestehenden Repertoires an Biomarkern zur 

Verifikationsanalytik von Bis(2-chlorethyl)sulfid. 

1.1 S-Lost 

1.1.1 Klassifizierung  

Chemische Kampfstoffe sind synthetisch hergestellte Substanzen oder Gemische von 

Substanzen, deren kriegerischer Einsatz eine Schädigung, Kampfunfähigkeit oder Tötung 

gegnerischer Kräfte bewirken soll (6). Sie werden nach den primär betroffenen Organen oder 

Geweben unterteilt. Neben den Nervenkampfstoffen sind die hautschädigenden Kampfstoffe 

aufgrund ihrer Toxizität von größter Bedeutung (6). Die Gruppe der blasenbildenden 

Hautkampfstoffe wird von Strukturanaloga der Schwefelloste, Stickstoffloste und chlorhaltigen 

organischen Arsenverbindungen gebildet (6). 

  

 
 

Abbildung 1: Chemische Struktur von Bis(2-chlorethyl)sulfid (7). 

 

Bei den Schwefellosten handelt es sich um eine Stoffgruppe endständig chlorierter Thioether, 

von der das Bis(2-chlorethyl)sulfid (CAS Nummer 505-60-2, C4H8Cl2S) (Abbildung 1) der 

militärisch relevanteste Vertreter und unter einer Vielzahl von Synonymen bekannt ist (8):  

 

❖ 2,2’-Dichlordiethylsulfid 

❖ Schwefellost 

❖ S-Lost 

❖ Yperit 

❖ Senfgas 

❖ Gelbkreuz 

❖ H. HS. HD 

 

In dieser Arbeit wird das Synonym S-Lost verwendet. In den anschließenden Kapiteln werden 

die Hintergründe und Grundlagen der aktuellen S-Lost-Forschung, insbesondere im Hinblick 

auf die Verifikationsanalytik, dargestellt. 
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1.1.2 Historie und gegenwärtige Relevanz 

Nach der Reaktion von Ethylen mit Schwefeldichlorid beschrieb César-Mansuète Despretz 

1822 erstmals die übelriechende Substanz, welche später als S-Lost bekannt wurde (9). Die 

erste Erwähnung der blasenbildenden Eigenschaften von S-Lost erfolgte zeitgleich im Jahr 

1860 durch Frederick Guthrie und Albert Niemann, jedoch unabhängig voneinander (10, 11). 

1886 gelang es Viktor Meyer durch ein neues Syntheseverfahren, das final die Chlorierung von 

Thiodiglykol (TDG) nutzt, hochreines S-Lost herzustellen (12, 13). Auf die beiden 

Wissenschaftler Wilhelm Lommel und Wilhelm Steinkopf, die 1916 am Kaiser-Wilhelm-

Institut für Physikalische Chemie und Elektrochemie in Berlin ein Syntheseverfahren im 

großtechnischen Maßstab entwickelten, geht das Akronym Lost (Lommel/Steinkopf) zurück. 

Der erste militärische Einsatz erfolgte durch die deutschen Truppen während des Ersten 

Weltkrieges 1917 nahe Ypern (Belgien), wovon sich das Synonym Yperit ableitet (6). Die 

Angaben zu S-Lost-bedingten Opferzahlen im Ersten Weltkrieg divergieren, aber es wird von 

bis zu 1.200.000 Exponierten und mehr als 90.000 Toten ausgegangen (14–17). In den 

folgenden Jahrzehnten kam es in diversen Konflikten weltweit zum Einsatz von S-Lost 

(Japan 1936, Ägypten 1963–1967) (15). Insbesondere der vielfache Einsatz von S-Lost 

während des Ersten Golfkrieges (Iran gegen den Irak, 1980-1988) forderte Tausende 

Todesopfer (18). Mehrere Zehntausend Iraner leiden bis heute an den gesundheitlichen 

Spätfolgen einer S-Lost-Exposition (16, 19–21). Unter anderem führten diese Ereignisse zum 

1997 in Kraft getretenen Chemiewaffenübereinkommen (CWÜ), welches die Entwicklung, 

Herstellung, Lagerung und den Einsatz chemischer Waffen verbietet und deren Vernichtung 

reguliert. Die Überwachung der Einhaltung des CWÜ obliegt der OVCW, die bei Verstößen 

die Generalversammlung und den Sicherheitsrat der Vereinten Nationen einschalten kann. 

Letzterer ist befugt zur Verhängung von Sanktionen (2). Für ihren „umfassenden Einsatz für 

die Vernichtung von Chemiewaffen“ erhielt die OVCW 2013 den Friedensnobelpreis (22). 

Trotz der internationalen Ächtung kam es 2015 und 2016 zum Einsatz von S-Lost in Syrien 

und im Irak (4, 23, 24). Dies zeigt die bis heute von S-Lost ausgehende Gefahr für das Militär 

und die Zivilbevölkerung. 

1.1.3 Physikochemische Eigenschaften 

S-Lost ist bei Raumtemperatur eine farb- und geruchlose ölige Flüssigkeit, die nur durch 

technische Verunreinigungen eine leicht gelbliche Farbe sowie einen leicht senf- oder 

knoblauchartigen Geruch entwickelt (6). Dies ist für die teilweise verwendete Bezeichnung 

„Senfgas“ verantwortlich (6). In einen gasförmigen Aggregatszustand geht S-Lost aber erst ab 

217,5 °C über (6, 8). Es ist überaus lipophil. Die Hydrolyse im wässrigen Milieu findet mit 

einer Halbwertszeit von ca. 6 min bei 25 °C statt und dessen Ausmaß verringert sich bei 

erhöhtem Salzgehalt der Umgebung (25). Die wichtigsten physikochemischen Eigenschaften 

sind in Tabelle 1 aufgeführt. 

 

 

 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Frederick_Guthrie
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Tabelle 1: Physikochemische Eigenschaften von S-Lost (7, 26–28). 

 

Molekulargewicht 159,08 g/mol 

Farbe farblos, leicht gelblich bei Verunreinigung 

Aggregatzustand (25 °C) ölige Flüssigkeit 

Dichte 1,27-1,34 g/cm3 

Schmelzpunkt 14,45 °C 

Siedepunkt 217,5 °C 

Löslichkeit schlecht in Wasser (920 mg/L bei 22 °C) 

gut in organischen Lösungsmitteln 

Dampfdruck 0,11 mmHg bei 25 °C 

Dampfdichte 5,5 g/cm³ 

Verteilungskoeffizient log KOW 1,37 

 

1.1.4 Toxizität und Symptomatik 

Das Auftreten von Symptomen nach einer S-Lost-Exposition, zumeist in dampfförmigem oder 

flüssigem Zustand ausgebracht, ist abhängig von der aufgenommenen Dosis. Nach einer 

zunächst beschwerdefreien Latenzzeit sind insbesondere die Haut, der Respirationstrakt und 

die Augen betroffen (19, 21). Die maximale Ausprägung der Symptome kann auch erst nach 

mehreren Tagen erreicht werden (21, 29). Die ineinandergreifenden multifaktoriellen 

Schädigungsmechanismen führen unter anderem zum Zelltod durch Apoptose und Nekrose, zu 

Inflammation und gestörter Wundheilung (30–32). Die am schwerwiegendsten betroffenen 

Organe und Gewebe werden im Folgenden genauer betrachtet. 

Haut 

Bei Kontakt mit 100-300 mg min/m3 S-Lost-Dampf bzw. 10-20 µg/cm2 Flüssigkeit kommt es 

beim Menschen zu Hautrötungen und Juckreiz. Erst ab 1000–2000 mg min/m3 Dampf und 

40-100 µg/cm2 Flüssigkeit kommt es zur Ausbildung von mit gelblichem Exsudat gefüllten 

Blasen (19). Diese können, auch ohne erneuten Kontakt zu S-Lost, noch mehrere Wochen nach 

Exposition entstehen (19). Bei schweren Verläufen bilden sich Ulzerationen, die aufgrund von 

auftretenden Wundheilungsstörungen nur unzureichend ausheilen (32, 33). Die 

Empfindlichkeit gegenüber S-Lost wächst dabei mit steigender Temperatur und Feuchtigkeit 

der Umgebung sowie bei vorherigen Läsionen der Haut (34).  

Respirationstrakt 

Das Ausmaß der Schädigung ist stark dosisabhängig und betrifft den gesamten 

Respirationstrakt von der Nasenschleimhaut bis zu den Bronchiolen (35). Bei niedrigen 

Aerosol-Konzentrationen ab 100 mg min/m3 treten erste Symptome wie Husten und der Verlust 

von Geruchs- und Geschmackssinn auf (19, 35). Bei hohen Konzentrationen folgen schwere 

Verläufe mit Lungenembolien bis hin zum akuten Lungenversagen (35). Die akuten Symptome 

gehen oft in chronische Krankheitsverläufe über, die sich in ähnlicher Symptomatik wie bei 
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einer chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (englisch „chronic obstructive pulmonary 

disease“, COPD) äußern und unter dem Begriff „Mustard Lung“ bekannt sind (36).  

Augen 

Die Augen sind am empfindlichsten gegenüber S-Lost. Bei Konzentrationen von 

50-100 mg min/m3 kommt es zu ersten Symptomen wie Konjunktivitis und einem 

Fremdkörpergefühl (18, 21). Mit steigenden Konzentrationen treten Lidödeme und starke 

Schmerzen bis hin zu Ulzerationen auf (18, 21, 35).  

1.1.5 Toxikokinetik  

Neben dem Verständnis für die schädigende Wirkung eines Giftstoffes, sind Kenntnisse über 

die Prozesse, denen dieser Stoff im Körper unterliegt, auch für die Verifikationsanalytik von 

entscheidender Bedeutung. Deshalb wird im Folgenden die Absorption, Distribution, 

Metabolisierung und Elimination von S-Lost genauer betrachtet (37). 

Absorption  

Die bedeutendste systemische Absorption von S-Lost erfolgt über direkten Hautkontakt und 

den Respirationstrakt, wohingegen die ebenso stattfindende Aufnahme über die Augen oder 

den Gastrointestinaltrakt eine untergeordnete Rolle spielt (35). Für die Penetrationsrate von 

ex vivo 71-294 µg/cm2h1 über die Haut sind deren Dicke, Temperatur und Feuchtigkeit, 

vorhandene Läsionen sowie ein möglicher Okklusionseffekt entscheidende Faktoren (34, 38). 

Letzterer kann durch Salben, die zur Behandlung von S-Lost-Wunden verwendet werden, 

entstehen und eine verstärkte Reservoir-Bildung und letztlich Aufnahme von S-Lost bewirken. 

Ohne Okklusion evaporieren ca. 80% unmittelbar, ca. 20% penetrieren durch die Haut. Von 

diesen 20% gehen wiederum 80% in die Zirkulation und ca. 20% reagieren mit 

Biomakromolekülen in der Haut (19, 38). Die Aufnahme von S-Lost über den Respirationstrakt 

erfolgt über Aerosole und findet sowohl in den oberen als auch in den unteren Atemwegen statt 

(35).  

Distribution 

In Tierstudien mit Ratten wurde zur Beschreibung der Verteilung von S-Lost ein 

2-Kompartimentmodell ermittelt. Dabei kommt es zunächst zu einer schnellen Verteilung 

(initiale Halbwertszeit, t1/2 α = 5,56 min; Verteilungsvolumen in steady state, Vdss = 74,4 l/kg), 

gefolgt von einer langsamen Eliminationsphase (terminale Halbwertszeit, t1/2 β = 3,59 h) (39). 

Eine Anreicherung konnte insbesondere in lipophilen Geweben und Organen, wie z. B. dem 

subkutanen Fettgewebe der Haut und dem Gehirn, nachgewiesen werden (40).  

Metabolisierung 

Das bifunktionelle S-Lost geht unter physiologischen Bedingungen über ein hochreaktives 

intermediär gebildetes Episulfonium Ion verschiedene Reaktionswege ein, deren Produkte 

oftmals für die Verifikationsanalytik verwendet werden (4, 41, 42).  
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❖ Durch Oxidation entsteht Bis-ß-chlorethyl Sulfoxid. Das nach Hydrolyse gebildete 

TDG kann weiter zu Thiodiglycol-Sulfoxid (TDGO) und Thiodiglycol-Sulfon oxidieren 

(43–46).  

❖ Nach der Reaktion mit Glutathion, anschließender Oxidation und der darauf folgenden 

β-Lyase-katalysierten Spaltung werden die Produkte 1,1´-Sulfonylbis-[2-S-(N-

acetylcysteinyl) ethan], 1,1´-Sulfonylbis-[2-(methylthio) ethan], 1-Methylsulfinyl-2-[2-

(methylthio) ethylsulfonyl] ethan und 1,1´-Sulfonylbis-[2-(methylsulfinyl) ethan] 

gebildet (47, 48).  

❖ Bei der Reaktion mit nukleophilen Atomen endogener Moleküle, wie N-Acetylcystein, 

Hormonen, Desoxyribonukleinsäure (DNA)-/Ribonukleinsäure (RNA)-Basen und 

Proteinen kann es zu intra- oder intermolekularen Quervernetzungen über einen 

Ethylthioethyl-Linker kommen oder es bildet sich nach anschließender Hydrolyse eine 

charakteristische kovalent gebundene Hydroxyethylthioethyl (HETE)-Einheit aus 

(Abbildung 2) (4, 41, 42, 49–52). 

 

       
 

Abbildung 2:  Reaktionsmechanismus von S-Lost im wässrigen Milieu. S-Lost bildet 

über einen intramolekularen Ringschluss das hochreaktive elektrophile 

Episulfonium Ion. Nach Reaktion mit nukleophilen Gruppen endogener 

Moleküle (NuH) und anschließender Hydrolyse kommt es zur 

Ausbildung einer  Hydroxyethylthioethyl (HETE)-Einheit (7, 41). 

 

Für die Toxizität von S-Lost wird überwiegend die Adduktierung der DNA- und RNA-

Basen Adenin an der N3-Position (N3-[2-[(2-Hydroxyethyl) thio] ethyl] -adenin), 

Guanin an den Positionen N7 und O6 (N7-[2-[(2-hydroxyethyl) thio] ethyl] -guanin, O6-

[2-[(2-Hydroxyethyl) thio] ethyl] -guanin), sowie zwischen zwei Guaninen (Bis[2-

(guanin-7-yl) ethyl] sulfid) verantwortlich gemacht (51, 53, 54). 

Aufgrund der Abundanz und Langlebigkeit sind die S-Lost-Addukte am humanen 

Serumalbumin (HSA) und dem Hämoglobin (Hb) von großer Bedeutung für den 

analytischen Nachweis einer S-Lost-Exposition (siehe 1.1.8 Massenspektrometrische 

Verifikationsanalytik) (4, 41).  

Elimination 

Mit einer Gesamtkörper-Clearance von ca. 21 L/kg/h werden ca. 80% des S-Lostes über die 

Niere, respektive den Urin ausgeschieden (39). Dabei wurden in tiermedizinischen Studien mit 

radioaktiv markiertem S-Lost, hauptsächlich an Glutathion konjugiertes S-Lost sowie 
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Metabolisierungsprodukte im Urin gefunden (55). Nur 3% des inkorporierten S-Lostes werden 

über den Fäzes eliminiert (39).  

1.1.6 Schutzmaßnahmen und Therapie  

Im Falle einer S-Lost-Exposition müssen betroffene Personen möglichst schnell dekontaminiert 

werden, um damit die Menge aufgenommenen Kampfstoffes zu minimieren. Das Entfernen der 

Kleidung bewirkt schon eine Dekontamination von ca. 80% (56). Augen werden mit 

isotonischer Kochsalzlösung (0,9% w/v) gespült, der restliche Körper wird idealer Weise mit 

speziellen Hautdekontaminationsmitteln, z. B. Reactive Skin Decontamination Lotion (RSDL), 

von verbliebenem S-Lost befreit (56). Stehen diese nicht zur Verfügung ist schon das 

Abwaschen mit Seife und Wasser hilfreich (56). Eine vollständige Entfernung des anhaftenden 

S-Lostes ist aber auch mit RSDL nicht möglich. Insbesondere Haare halten dampfförmiges 

S-Lost zurück und verhindern dessen schnelle Verdunstung (56). Bei Untersuchungen mit 

2-Chloroethylethylsulfid (CEES), welches als Strukturanaloga von S-Lost eingesetzt wird, war 

auch mit RSDL nur ein maximaler Dekontaminations-Erfolg der Haare von ca. 80% erreichbar 

(57). Im Fall des Entfernens der Haare müssen deren bestehende Kontaminationsgefahr und das 

Vermeiden von Läsionen der Kopfhaut, welche eine dermale Penetration verstärken könnten, 

besonders berücksichtigt werden (57). Trotz intensiver Forschung gibt es bis heute kein Antidot 

und keine kausale Therapie gegen eine S-Lost-Vergiftung (58). Eine Therapie kann immer nur 

individuell, symptomatisch und abgestimmt auf die betroffenen Körperregionen erfolgen (58).  

1.1.7 2D-thiol-DIGE 

Die multifaktorielle Komplexität einer S-Lost-Intoxikation bedingt das Fehlen einer kausalen 

Therapie sowie das unvollständige Verständnis der zugrundeliegenden Pathomechanismen. 

Um diesbezüglich neue Einblicke zu erhalten, sind ganzheitliche Untersuchung zu 

Auswirkungen auf das Proteom nach S-Lost-Einwirkung umso bedeutender (59–61). Ein eigens 

entwickeltes Verfahren basierend auf der zweidimensionalen Differenz-Gelelektrophorese 

(englisch „two-dimensional difference gel electrophoresis“, 2D-DIGE) (62–65), dient der 

Identifizierung von an Cysteinen alkylierten Proteinen (Abbildung 3) (66). Mit dieser 

2D-thiol-DIGE-Technik können zwei Proteinproben, eine mit und eine ohne Exposition mit 

Alkylanzien, simultan auf einem Gel miteinander verglichen werden. Dabei wird das bekannte 

S-Lost-Analogon CEES als monofunktionales Alkylanz eingesetzt, das im Gegensatz zu S-Lost 

keine Quervernetzungen und damit eine weniger komplexe Proteinmischung erzeugt (67, 68). 

Dies und die Depletion von HSA und Immunglobulinen G aus Plasma ohne CEES (Blank) und 

mit CEES (Probe) vereinfacht und ermöglicht eine fokussierte elektrophoretische Trennung 

(Abbildung 3 a) (69). Die Proteine in Blank und Probe werden mit unterschiedlichen 

Thiolgruppen-reaktiven Infrarot-Maleimid-Fluoreszenzfarbstoffen (DY-680, DY-800), die 

sich in ihrer Extensions- und Emissionswellenlänge unterscheiden, versetzt (Abbildung 3 b). 

Dabei kommt es zur Ausbildung einer kovalenten Bindung an freie Thiolgruppen (68, 69). 

Dieses „Markieren“ hat keinen Einfluss auf die relative Migration der Proteine bei der 

anschließenden zweidimensionalen Gelelektrophorese (2D-GE) einer aus Blank und Probe 

kombinierten Mischung (Abbildung 3 c) (69, 68). Gleiche Proteine liegen bei den entstehenden 

Spots übereinander und zeigen ein bestimmtes relatives Fluoreszenz-Signal-Verhältnis. 
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Äquivalente Mengen werden als Mischfarbe der eingesetzten Farbstoffe detektiert 

(Abbildung 3 d). Abweichungen des Fluoreszenz-Signal-Verhältnisses weisen auf eine 

unterschiedliche Menge an zum Labeln zur Verfügung stehenden Cysteinseitenketten als Folge 

einer zuvor erfolgten Alkylierung hin. Die 2D-thiol-DIGE-Methode ist dabei hochsensitiv und 

reproduzierbar. Eine Identifizierung der visualisierten Proteine erfolgt anschließend aus einem 

äquivalent hergestellten und mit Coomassie-Brillant-Blau (englisch: „Coomassie-Brilliant-

Blue“, CBB) gefärbten 2D-Gel mittels matrixunterstützter Laser-Desorption/Ionisation 

Flugzeitmassenspektrometrie (englisch „matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-

flight mass spectrometry“, MALDI-TOF-MS/MS) (Abbildung 3 e, f) (64, 70). 

 

 
 

Abbildung 3: Schema des Arbeitsablaufes der 2D-thiol-DIGE-Methode zur Identifizierung 

von durch Alkylanzien modifizierten Plasmaproteinen. (a, b) Plasma ohne 

2-Chloroethylethylsulfid (CEES) Zugabe und mit CEES-inkubiertes Plasma 

werden nach Depletion von humanem Serumalbumin (HSA) und 

Immunglobulinen G (IgG) mit unterschiedlichen Thiolgruppen-reaktiven 

Maleimid-Farbstoffen (DY-680, DY-800) versetzt. (c, d) Nach Vereinigung 

gleicher Proteinmengen und zweidimensionaler Gelelektrophorese (2D-GE) 

weisen intensivere rote Spots in der überlagerten Darstellung der 

aufgenommenen Floreszenz (2D-DIGE Overlay) auf an Cysteinen alkylierte 

Proteine hin. (e, f) Die Identifizierung der Proteine erfolgt aus äquivalent 

angefertigten und mit Coomassie-Brilliant-Blau (CBB) gefärbten Gelen mittels 

matrixunterstützter Laser-Desorption/Ionisation Flugzeitmassenspektrometrie 

(MALDI-TOF-MS/MS) (66). 

 

1.1.8 Massenspektrometrische Verifikationsanalytik 

Für die Umsetzung des CWÜ ist eine eindeutige Verifikation von Reaktions- und 

Abbauprodukten des S-Lost Grundvoraussetzung. Dafür arbeitet die OVCW mit Laboratorien 

zusammen, die durch alljährliche Biomedical Proficiency Tests designiert sind und die über 

hochselektive und sensitive bioanalytische Verfahren zur Detektion verfügen (58, 71, 72). 

Gaschromatographische (englisch „gas chromatography“, GC) und flüssigchromatographische 

(englisch „liquid chromatography“, LC) Trennverfahren in Kopplung mit 
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Massenspektrometrie (MS) dienen heutzutage standardmäßig der Detektion von Biomarkern, 

die aus unterschiedlichen Matrices (Blut, Plasma, Serum, Urin, Gewebe) gewonnen werden 

(4, 40, 41). Die nach Hydrolyse, Oxidation oder auch durch β-Lyase gebildeten 

Biotransformationsprodukte sind dabei nur wenige Tage nachweisbar (41). TDG und TDGO 

sind zudem mit Konzentrationen von bis zu 16 ng/ml bzw. 36 ng/ml endogen im Körper 

vorhanden, was deren Eignung als Biomarker zusätzlich einschränkt (45, 46). Nur eine deutlich 

erhöhte Konzentration kann zum Nachweis einer exogenen Zufuhr und damit einer S-Lost-

Intoxikation herangezogen werden. Aufgrund ihrer in geringsten Konzentrationen langen 

in vivo Nachweisbarkeit von Wochen bis zu Monaten nach Exposition sind Proteinaddukte von 

herausragender Bedeutung für die Verifikationsanalytik (4, 41, 58). Etablierte Methoden 

umfassen unter anderem die Addukte von S-Lost mit dem höchst abundanten Plasmaprotein 

HSA. Die Alkylierung findet überwiegend an der Thiolgruppe der Seitenkette des Cysteins in 

Position 34 (Cys34) statt, wobei eine Vielzahl von weiteren Aminosäuren im HSA 

konzentrationsabhängig mit S-Lost reagiert (4, 71, 73, 74, 3, 75–77). Das nach Proteolyse 

generierte Dipeptid Cys34(-HETE)Pro (C34(-HETE)P), sowie das Tripeptid 

Cys34(-HETE)ProPhe (C34(-HETE)PF) stellen die derzeit sensitivsten Biomarker einer S-Lost-

Exposition dar (4, 52, 71, 73, 77, 74). Beim Hb entstehen HETE-Addukte insbesondere am 

N-terminalen Valin (Val) sowie weiteren Valinen und Histidinen. (44, 52, 78). Über das nach 

enzymatischer Spaltung generierte HETE-Val lässt sich S-Lost bis zu drei Monate nach 

Exposition nachweisen (41, 52). Damit stellt das adduktierte N-terminale Valin den aktuell am 

längsten zu detektierenden Biomarker in der Zirkulation dar. 

1.1.9 Probengewinnung und Transport 

Der Einsatz von S-Lost findet zumeist in infrastrukturschwachen Krisengebieten statt (4). Dies 

birgt große Herausforderungen für die Probennahme und den anschließenden Transport in ein 

für die Verifikationsanalytik verantwortliches, designiertes Labor. Die dafür verwendeten 

typischen Probenmatrices, wie flüssiges Blut, Plasma oder Serum, müssen mittels invasiver 

Verfahren gewonnen werden, die geschultes Personal und Schutzausrüstung erfordern. Zudem 

stellen diese Matrices potentiell infektiöses Material dar (79). Für den Transport zu den 

designierten Laboratorien gelten deshalb, je nach Transportart, strenge Regularien bezüglich 

Verpackung und Deklaration. Beim Transport im Flugzeug müssen die international gültigen 

Vorschriften der Internationalen Luftverkehrs-Vereinigung (International Air Transport 

Association) und deren Gefahrgutvorschriften „Dangerous Goods Regulations“ beachtet 

werden (80). Entsprechende Regelungen gibt es auch für die Beförderung auf der Straße 

(Agreement concerning the International Carriage of Dangerous Goods by Road) und zur See 

(International Maritime Dangerous Goods Code) (81, 82). Getrocknetes Blut oder Plasma, das 

mittels Microsampling Devices (Mitra Microsampling Devices und Noviplex Duo Cards) 

generiert wurde, gilt nicht als potentiell infektiöses Material und kann deshalb unkomplizierter 

versandt werden (83). Der Nachweis einer S-Lost-Exposition mittels LC-MS aus den 

Microsampling Devices wurde am Institut für Pharmakologie und Toxikologie der Bundeswehr 

etabliert (83). Dennoch ist die Notwendigkeit einer invasive Probennahme am Menschen bisher 

kaum zu vermeiden. 
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1.1.10 Haare als Probenmatrix 

Haarproben sind im Gegensatz zu Blut- und Urinproben einfach, nicht invasiv zu gewinnen. 

Die Haare dienen in der forensischen Analytik als wichtige Probenmatrix für den Nachweis 

einer Vielzahl von anhaftenden oder eingelagerten Substanzen, wie beispielsweise von 

Rauschgiften oder Medikamenten (84). Die Inkorporation in die Haare erfolgt dabei über den 

Blutkreislauf, über Schweiß und Talg sowie über den Kontakt mit Stäuben, Aerosolen oder 

Flüssigkeiten (85).  

So konnten die S-Lost-Analoga CEES und Salicylsäuremethylester, nach in vitro mit diesen 

Substanzen bedampften Haaren, nachgewiesen werden (86). Nicht biotransformiertes S-Lost 

wurde in Haarproben einer im Irak-Iran Krieg 1986 exponierten Person nach einer 

Methylenchlorid-Extraktion mittels GC-MS detektiert (87). 

Hauptbestandteile von Haaren sind mit 60-95% die Proteine Hartkeratine (85). Aufgrund deren 

helikaler Struktur sowie starker intramolekularer Disulfidverbrückungen von Cysteinen, 

weisen Haare eine besonders hohe Rigidität auf (88, 89). Für Untersuchungen des 

Haarproteoms ist deshalb eine spezielle Lyse der Haare, bei der die Disulfidbrücken reduziert 

werden und die Haarproteine in Lösung gehen, eine wichtige Voraussetzung (90, 91). Im 

Gegensatz zu im Blut zirkulierenden Proteinaddukten unterliegen insbesondere die Haarschäfte 

keiner kontinuierlichen Biotransformation und stellen somit eine interessante Probenmatrix für 

den Nachweis von Stoffen über Monate hinweg dar (92). Ein Analyseverfahren zur Detektion 

einer S-Lost-Exposition über adduktierte Haarproteine war bisher nicht bekannt.  



2 Zielsetzung der Arbeit 

21 

2 Zielsetzung der Arbeit 

Bei neuen Biomarkern liegen die Hauptaugenmerke auf Charakteristika wie Selektivität, 

Regiospezifität, zeit- und konzentrationsabhängigen Nachweisgrenzen, sowie Komplexität der 

Probennahme und des Transportes. 

2.1 Erster Teil der Arbeit: Plasmaproteine 

Der erste Teil der Dissertation sollte sich mit der Identifizierung von bisher nicht als 

Zielstruktur von S-Lost bekannten Plasmaproteinen und der darauf basierenden Entwicklung 

eines neuen potentiellen Biomarkers für eine S-Lost-Intoxikation befassen. Dafür war die 

Verwendung der eigens etablierten 2D-thiol-DIGE-Methode vorgesehen, um durch das S-Lost-

Analogon CEES an reaktiven Cysteinen modifizierte Plasmaproteine zu visualisieren (66). Die 

eindeutige Identifizierung der alkylierten Proteine sollte über 2D-GE mit CBB-Färbung, 

anschließender In-Gel Proteolyse und MALDI-TOF-MS/MS erfolgen (66). Der direkte 

Nachweis des entsprechenden S-Lost-Proteinadduktes, eines auf diese Weise identifizierten 

CEES-alkylierten Proteins aus menschlichem Plasma, war bisher nicht erfolgt und daher ein 

Ziel dieser Arbeit.  

Für die Etablierung einer Verifikationsmethode, also für den Nachweis eines aus dem 

alkylierten Protein generierten potentiellen Biomarkerpeptids, war die Entwicklung und 

Optimierung einer Aufarbeitungsmethode von komplexen Plasmaproben notwendig. Zentrale 

Elemente waren dabei die Aufkonzentrierung des Zielproteins und dessen enzymatische 

Proteolyse. Die Detektion des damit generierten Peptids, das die durch S-Lost-gebildete 

HETE-Modifikation am Cystein trägt, war mittels LC gekoppelter hochauflösender 

Massenspektrometrie (englisch „liquid chromatography coupled to high-resolution mass 

spectrometry“, LC-MS/HR-MS) angedacht. Bei der Charakterisierung dieses 

Biomarkerpeptids sollten Aspekte, wie die Nachweisgrenze und deren Verhältnisses zu 

etablierten Biomarkern sowie interindividuelle Unterschiede, untersucht werden. 

2.2 Zweiter Teil der Arbeit: Haarproteine 

Die aufwendige Beprobung und der Versand von Blut, Plasma und Urin für die 

Verifikationsanalytik, die häufig in internationalen Krisengebieten mit schlechter Infrastruktur 

erfolgen, stellen große Herausforderungen dar (4, 23). Damit besteht die akute Notwendigkeit 

der Erweiterung des Methodenspektrums auf eine einfach zu handhabende Matrix.  

In einem realen Expositionsszenario kommt es meist zu einer großflächigen Ausbreitung von 

flüssigem und gasförmigem S-Lost und damit auch zur äußerlichen Benetzung von Haut und 

Haaren (4, 58). Deshalb sollten im zweiten Teil der Dissertation Haarproteine als potentielle 

Zielstruktur von S-Lost untersucht werden. Haare müssen nicht mittels invasiver Verfahren 

gewonnen werden und gelten im Vergleich zu flüssigem Blut, Plasma und Urin nicht als 

potenziell infektiöses Material. Sie unterliegen diesbezüglich keinen strengen 

Transportregularien und sind damit unkompliziert zu versenden (79–82).  

Bis jetzt gibt es nur sehr wenige Analysen zu kovalenten Proteinmodifikationen in Haaren und 

keine Methode, mit der potentielle Addukte von chemischen Kampfstoffen an den 

strukturgebenden Haarproteinen Hartkeratine untersucht werden können (90, 93, 94). 
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Weichkeratine aus der Haut und kultivierten menschlichen Keratinozyten sind bereits dafür 

bekannt von S-Lost modifiziert zu werden (61, 95). 

Deshalb sollte eine Methodik entwickelt werden, die es ermöglicht, eine regionale S-Lost-

Exposition von Haaren über kovalente Hartkeratinaddukte und daraus gewonnene 

Biomarkerpeptide zu verifizieren. Für die Aufarbeitung sollte ein Lyseverfahren entwickelt 

werden, das es erlaubt, Hartkeratine in Lösung zu bringen, anschließend enzymatisch zu 

proteolysieren und adduktierte Peptide als potentielle Biomarker mittels LC-MS/HR-MS zu 

identifizieren. Eine eindeutige Zuordnung der Hartkeratine als Ursprung der Biomarkerpeptide  

sollte über Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (englisch „sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis“, SDS-PAGE) erfolgen. Neben der 

Charakterisierung und Optimierung aller Aufarbeitungsschritte war beabsichtigt, die 

Biomarkerpeptide hinsichtlich Selektivität, Nachweisgrenze, interindividueller Unterschiede 

und Regiospezifität zu validieren. Aufgrund der Rigidität der Haare sollte ein besonderes 

Augenmerk auf die Langlebigkeit potenzieller Addukte an Hartkeratinen und die damit 

verbundene Generierung von adduktierten Peptiden als Langzeitbiomarker gelegt werden. 

Die erzielten Ergebnisse werden im Folgenden jeweils als Zusammenfassungen und in den 

Originalarbeiten dargestellt. 
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3 Veröffentlichungen 

3.1 Erste Veröffentlichung 

Transthyretin as a target of alkylation and a potential biomarker for sulfur mustard 
poisoning: Electrophoretic and mass spectrometric identification and characterization 

W. Schmeißer, R. Lüling, D. Steinritz, H. Thiermann, T. Rein, H. John. 
Drug Testing and Analysis, 14(1):80-91, 2022. 
DOI: 10.1002/dta.3146 

Zunächst sollten bisher unbekannte Plasmaproteine identifiziert werden, welche reaktive 

Cysteine enthalten und Zielstrukturen von Alkylanzien darstellen. Nach der Abtrennung von 

HSA und IgG wurde mit CEES (Probe) und EtOH (Blank) präinkubiertes Plasma separat mit 

den Cystein-selektiven Infrarot-Maleimid-Farbstoffen DY-800 (Probe) und DY-680 (Blank) 

versetzt. Nach der Vereinigung gleicher Proteinmengen von Probe und Blank und 

anschließender simultaner 2D-GE wiesen zwei getrennte Spots (Spot 1 und 2), bei ca. 15 kDa 

Molekulargewicht und einem Isoelektrischen Punkt von 5, eine eindeutig intensivere Färbung 

vom DY-680 Farbstoff ausgehend auf. Dies deutete auf eine, bedingt durch eine vorherige 

Alkylierung, verringerte Bindung von DY-800 an einem Cystein hin. Um zu zeigen, dass der 

detektierte Farbunterschied nicht auf unterschiedlichen Proteinmengen beruht, wurden jeweils 

von Probe und Blank 2D-Gele angefertigt und mit CBB gefärbt. Hier wiesen die gemessenen 

Färbungsintensitäten keinen Unterscheid auf, was bewies, dass gleiche Mengen des Proteins 

vorhanden sind und der zuvor detektierte Farbunterschied ein alkyliertes Protein anzeigt. 

Für die Identifizierung der Proteine von Spot 1 und 2, wurden die Spots aus einem mit CBB 

gefärbten Gel ausgeschnitten, eine In-Gel Proteolyse mit Trypsin durchgeführt und 

anschließend mittels MALDI-TOF-MS/MS analysiert. Für beide Spots wurde mit einer 

Sequenzübereinstimmung von 98.8% für Spot 1 und 93.9% für Spot 2 Transthyretin (TTR) 

identifiziert. Das beide Spots TTR aufwiesen, wurde auf unterschiedliche posttranslationale 

Modifikationen, wie z. B. Phosphorylierungen, zurückgeführt (96).  

Auf diesen Ergebnissen aufbauend sollte die Übertragung auf S-Lost erfolgen und die 

Alkylierungsstelle in TTR identifiziert werden. Das mit S-Lost inkubierte Plasma wurde mit 

Trypsin proteolysiert, um die generierten Peptide nach LC-Auftrennung mittels 

hochauflösender Flugzeitmassenspektrometrie (englisch „high-resolution time-of-flight mass 

spectrometry“ TOF-MS/HR-MS) in einem informationsabhängigen Messmodus (englisch 

„information-dependent aquisition“) gemessen. Bei der Auswertung wurden insbesondere die 

für ein HETE-modifiziertes Cystein charakteristischen Produktionen bei m/z 105,037 und 

m/z 137,009 als diagnostische Marker herangezogen (52, 71, 73). Über die Detektion der bei 

der Fragmentierung gebildeten Produktionen konnte das Hexapeptid 

Cys10(-HETE)ProLeuMetValLys (C10(-HETE)PLMVK) identifiziert werden, das an der im 

TTR an Position 10 befindlichen Cysteinseittenkette (Cys10) alkyliert ist. Für den Vergleich der 

gemessenen und theoretischen Produktionen galt eine akzeptable Massenabweichung von 

 m/z < 10 ppm. Eine Betrachtung der animierten Kristallstruktur von TTR zeigte, dass das 

Cys10 gut zugänglich auf der Oberfläche des Proteins lokalisiert ist und dessen Reaktivität 
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aufgrund der räumlichen Nähe zu einem Histidin zusätzlich gesteigert ist. Dies untermauerte, 

dass das Cys10 in TTR von S-Lost alkyliert wird. 

Daraufhin sollte die Eignung von C10(-HETE)PLMVK als Biomarkerpetpid für eine 

Verifikationsanalytik von S-Lost untersucht werden. Für die folgenden Versuche wurden 

deshalb mit einer sensitiveren gezielten Messmethode (englisch „targeted analysis“) die 

Übergänge auf die intensivsten Produktionen gemessen. 

Für die Aufreinigung und -konzentration von alkyliertem TTR wurde eine spezifische 

immunomagnetische Separation durchgeführt (97). Hierfür wurden verschiedene monoklonale 

Antikörper getestet. Der Antikörper, der die höchste zu detektierende Menge an 

C10(-HETE)PLMVK erbrachte, wurde für das Standardprotokoll beibehalten. 

Um die Validität der Methode zu zeigen, wurde die Stabilität des alkylierten TTR in 

Plasmaproben nach fünfmaligem Einfrieren und Auftauen (Frier-Tau-Zyklus), sowie bei der 

Lagerung über 14 Tage bei 37°C überprüft. Außerdem wurde die Stabilität des 

C10(-HETE)PLMVK in der Messlösung im Autosampler (15°C) getestet. Unter allen gewählten 

Bedingungen konnte das Biomarkerpeptid gleichbleibend gemessen werden. Dies zeigte, dass 

die Methode auf gefrorene und nicht gekühlte Proben angewendet werden kann und die 

Messung eines größeren Probensatzes ohne Probleme möglich ist. Bei der Messung von 

7 Blankplasmen (ohne S-Lost) konnten keine störenden Interferenzen bei der erwarteten 

Retentionszeit von C10(-HETE)PLMVK detektiert werden, was die hohe Selektivität der 

Methode zeigt. 

Für eine optimale Ausbeute an Biomarkerpeptid wurden, nach unterschiedlichen Zeitpunkten 

der Proteolyse von alkyliertem TTR mit Trypsin, Messungen durchgeführt. Die zu 

detektierende Menge an C10(-HETE)PLMVK ging nach 2 h in ein stabiles Plateau über, 

weshalb für die Standardproteolysezeit 4 h festgelegt wurde, um eine maximale Ausbeute zu 

erreichen. 

Die Ermittlung der, mit der optimierten Methode über C10(-HETE)PLMVK, minimal 

nachweisbaren Konzentration (Nachweisgrenze, englisch „limit of detection“, LOD) an S-Lost 

in Plasma, ergab unter Berücksichtigung der Vorgaben der OVCW eine Konzentration von 

32,25 µM. Diese ist deutlich höher als die Nachweisgrenze der aus HSA generierten 

Biomarkerpeptide C34(-HETE)P und C34(-HETE)PF. Ursächlich dafür sind wahrscheinlich die 

deutlich geringere Plasmakonzentration von TTR im Vergleich zu HSA im Plasma. Außerdem 

treten, aufgrund der hohen Reaktivität des Cys10 im TTR, dort in hohem Maße 

posttranslationale Modifikationen auf (98–100).  

Für die Untersuchung von interindividuellen Unterschieden wurden S-Lost-inkubierte 

Plasmaproben von 7 verschiedenen Personen verwendet. Bei allen 7 Proben konnte 

C10(-HETE)PLMVK eindeutig nachgewiesen werden. Die gemessene Menge zwischen den 

Proben variierte hingegen deutlich. Dies wurde auf individuelle TTR Konzentrationen und die 

posttranslationalen Modifikationen zurückgeführt (98–100). 
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Die Ergebnisse zeigen, dass TTR eine neue Zielstruktur im Plasma für eine Alkylierung durch 

S-Lost darstellt. Zudem erweitert das nach Proteolyse generierte Hexapeptid 

C10(-HETE)PLMVK das Spektrum bisher bekannter Biomarker für die Verifikationsanalytik 

einer S-Lost-Exposition. 
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3.2 Zweite Veröffentlichung  

3.2.1 Artikel 

Highly stable peptide adducts from hard keratins as biomarkers to verify local sulfur 
mustard exposure of hair by high‑resolution mass spectrometry 

W. Schmeißer, M. Siegert, H. Thiermann, T. Rein, H. John. 
Archives of Toxicology, 96(8):2287-2298, 2022. 
DOI: 10.1007/s00204-022-03307-0 

Zu Beginn sollte untersucht werden, ob Haarkeratine Zielstrukturen einer S-Lost-Exposition 

sind und daraus resultierende Alkylierungen nachgewiesen werden können. Dafür wurden 

S-Lost-exponierte Haare einem Lyseverfahren unterzogen, welches die Haarproteine in Lösung 

brachte, um diese anschließend mit Pepsin zu proteolysieren. Die generierten Peptide wurden 

mittels LC aufgetrennt und mit einem gekoppelten QExactivTM Plus Orbitrap 

Massenspektrometer in einem Daten abhängigen Messmodus (englisch „data dependent MS2“) 

vermessen. Unter Berücksichtigung der für S-Lost charakteristischen kovalenten HETE-

Modifikation konnten die drei Heptapeptide AlaGlu(-HETE)IleArgSerAspLeu 

(AE(-HETE)IRSDL), PheLysThrIleGlu(-HETE)GluLeu (FKTIE(-HETE)EL) und 

LeuGlu(-HETE)ThrLysLeuGlnPhe (LE(-HETE)TKLQF) identifiziert werden, welche alle an 

einer Glutaminsäure (Glu) alkyliert waren. 

Für die genauere Charakterisierung der drei potentiellen Biomarkerpeptide wurden gezielte 

Analysen (englisch „targeted analysis“) mittels LC-TOF-MS/HR-MS durchgeführt. Über 

spezifische Produktionen der b- und y-Reihe konnten die Glutaminsäuren als 

Alkylierungsstellen bestätigt werden. Nur die erste der beiden Glutaminsäuren in 

FKTIE(-HETE)EL wies die HETE-Modifikation auf. 

Danach wurden die Haarkeratine als Ursprung der gemessenen drei alkylierten Heptapeptide  

geprüft. Nach der Lyse von mit S-Lost (Probe) und ohne S-Lost (Blank) inkubierten Haaren, 

wurden die gelösten Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit CBB angefärbt. Die in 

Probe und Blank sichtbaren zwei Hauptbanden bei 45 kDa und 60 kDa Molekulargewicht 

konnten eindeutig den beiden Haarkeratintypen I und II zugeordnet werden (101). Nach In-Gel 

Proteolyse mit Pepsin konnten AE(-HETE)IRSDL, FKTIE(-HETE)EL und 

LE(-HETE)TKLQF in den Banden der Probe nachgewiesen werden. Im Blank war keines der 

adduktierten Peptide detektierbar. Dies bewies, dass Haarkeratine von S-Lost alkyliert wurden. 

Um eine möglichst hohe Ausbeute an zu detektierenden Biomarkerpeptiden zu gewährleisten,  

wurden die Lyse von S-Lost-inkubierten Haaren und die anschließende Proteolyse in einem 

zeitlichen Verlauf betrachtet. Für die Standardaufarbeitung wurde für die optimale simultane 

Detektion von AE(-HETE)IRSDL, FKTIE(-HETE)EL und LE(-HETE)TKLQF die Zeit von 

4 h für die Lyse und 2 h für die Proteolyse ermittelt.  

Bei der Untersuchung der Inkubationszeit von Haaren mit S-Lost wurde ein maximaler 

Alkylierungsgrad der Haarkeratine nach 20 min ermittelt. Eine wichtige Beobachtung dabei 

war, dass ein wässriges Milieu ein entscheidender Faktor für die Bildung von S-Lost-Addukten 
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an Haarkeratinen ist. Sowohl eine von S-Lost im wässrigen Milieu bevorzugte Bildung des 

hochreaktive Episulfonium Ions als auch eine durch Wasser verbesserte Aufnahme von S-Lost 

in das Haar könnte dieses Beobachtung erklären. Mit diesem Wissen wurde der Einfluss von 

Schweiß auf die Bildung der S-Lost-induzierten Addukten im Haar untersucht. Dabei zeigte 

sich eine deutlich erhöhte Konzentration an AE(-HETE)IRSDL, FKTIE(-HETE)EL und 

LE(-HETE)TKLQF im Vergleich zur Standardinkubation mit Wasser. Dies ist wahrscheinlich 

auf die durch Salze im Schweiß verlangsamte Hydrolyse von S-Lost und die damit erhöhte zur 

Adduktbildung zur Verfügung stehende Menge an S-Lost zurückzuführen (25). Diese 

Ergebnisse zeigten die Eignung der Methode in einem Expositionsszenario mit schweißnassen 

Haaren und einer durchgeführten Dekontamination mit Wasser. 

Die Ermittlung des LOD für die drei Biomarkerpetide wurde anhand der OVCW-Kriterien 

durchgeführt. Für 10 mg Haare ergaben sich dabei für AE(-HETE)IRSDL und 

FKTIE(-HETE)EL jeweils 190 μM S-Lost, sowie 47.5 μM S-Lost für LE(-HETE)TKLQF. Da 

im Falle realer Expositionsszenarien davon auszugehen ist, dass Haare mit reinem S-Lost (8 M) 

in flüssigem oder gasförmigen Zustand benetzt werden,  ist die Methode hervorragend für die 

Verifikation geeignet. Diese Eignung bestätigte auch die Prüfung der Selektivität der Methode, 

bei der in Messungen von Blankhaaren (ohne S-Lost) 7 verschiedener Personen keinerlei 

störende Interferenzen detektierbar waren.  

Die analoge Prüfung von S-Lost-inkubierten Haarproben von 7 verschiedenen Personen sollte 

zeigen, ob es interindividuelle Unterschiede in der Ausbeute an Biomarkerpeptiden gibt. Hier 

konnte gezeigt werden, dass alle drei Biomarkerpeptide mit geringer Standardabweichung in 

allen Proben eindeutig nachweisbar waren. Die dabei auftretenden Abweichungen zwischen 

den Personen sind auf die sehr individuelle Menge und Zusammensetzung an Keratin im Haar 

zurückzuführen (85).  

Ob über die Haarkeratinaddukte auch Aussagen einer regiospezifischen Exposition möglich 

sind, wurde anhand von Achsel,- Bart-, Bauch-, Intim- und Kopfhaaren getestet. Unabhängig 

vom Ursprung der Haare konnten die drei Biomarkerpeptide eindeutig nachgewiesen werden. 

Diese Erweiterung des Methodenspektrums auf alle Körperhaare ist überaus vorteilhaft, da 

besonders warme und feuchte Körperregionen, wie Achseln oder der Intimbereich, anfällig für 

S-Lost sind (4, 58).  

Abschließend sollte die Stabilität von vorhandenen S-Lost-Addukten in Haaren beim Waschen 

der Haare mit Shampoo, sowie der Lagerung von Haaren untersucht werden. Sowohl 

5 Waschzyklen mit Shampoo, als auch die Lagerung über 14 Wochen bei Raumtemperatur und 

unter Einfluss von Licht und Sauerstoff, verringerten die detektierbaren Konzentrationen der 

drei Biomarkerpeptide nicht.  

Damit ermöglicht die entwickelte Methode zur Haaranalytik, über die drei Biomarkerpeptide  

AE(-HETE)IRSDL,  FKTIE(-HETE)EL und LE(-HETE)TKLQF, die eindeutige Verifikation 

einer S-Lost-Exposition und dies über den bisher längsten bekannten Postexpositions-Zeitraum.  
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3.2.2 Supplement 
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4 Zusammenfassung 

Der eindeutige Nachweis des völkerrechtswidrigen Einsatzes von Bis(2-chlorethyl)sulfid 
(S-Lost) in Syrien und im Nordirak in jüngster Vergangenheit, stellt die notwendige Grundlage 
für Sanktionen durch den Sicherheitsrat der Vereinten Nationen dar und zeigt die Bedeutung 
der Verifikationsanalytik. Dabei spielt die Detektion von S-Lost-induzierten Addukten 
endogener Proteine, aufgrund der langen Nachweisbarkeit entsprechender Biomarkerpeptide, 
eine zentrale Rolle. Deshalb sollten in der vorliegenden Dissertation neue Proteine identifiziert 
werden, welche von S-Lost alkyliert werden, um daraus spezifische Peptide zu generieren und 
deren Einsatz als potentielle Biomarker zu charakterisieren.  

Mit der zweidimensionalen Differenz-Gelelektrophorese und anschließender 
matrixunterstützter Laser-Desorption/Ionisation Flugzeitmassenspektrometrie konnte das 
Plasmaprotein Transthyretin (TTR) als Zielstruktur von Alkylanzien identifiziert werden. Nach 
proteolytischer Spaltung von S-Lost-inkubiertem Plasma mit Trypsin und 
Flüssigchromatographie gekoppelt mit hochauflösender Massenspektrometrie 
(LC-MS/HR-MS) wurde das Hexapeptid Cys(-HETE)ProLeuMetValLys (C(-HETE)PLMVK) 
identifiziert, das die charakteristische S-Lost-induzierte Hydroxyethylthioethyl (HETE)-
Einheit am Cystein in Position 10 in TTR aufweist. Nach einer optimierten Aufarbeitung 
mittels immunomagnetischer Separation von adduktiertem TTR aus Plasma, konnte 
C(-HETE)PLMVK selektiv und auch nach 14 Tagen bei 37°C in vitro detektiert werden. 
C(-HETE)PLMVK wurde in S-Lost-inkubiertem Plasma von 7 verschiedenen Individuen 
detektiert und wies unter Berücksichtigung der OVCW-Kriterien zur Bestimmung der 
Nachweisgrenze eine Konzentration von 31.25 μM S-Lost auf. Damit stellt adduktiertes TTR 
ein neuartiges Biomarkermolekül für den Nachweis einer S-Lost-Exposition dar. 

Die Probenmatrices Blut, Plasma oder Urin, aus denen etablierte Biomarker gewonnen werden, 
gelten als potentiell infektiöses Material und bedingen damit eine aufwendige Handhabung  
bezüglich Beprobung und Versand. Hingegen gelten Haare, die überwiegend aus den 
strukturgebenden Proteinen Hartkeratinen bestehen, als nicht infektiös und stellen damit eine 
wesentlich einfacher zu handhabende Probenmatrix dar. Nach der Lyse von S-Lost-inkubierten 
Kopfhaaren, um die Haarproteine zu solubilisieren, und anschließender Pepsin katalysierter 
Proteolyse wurden mittels LC-MS/HR-MS drei an Glutaminsäuren alkylierte Heptapeptide 
identifiziert. AlaGlu(-HETE)IleArgSerAspLeu, PheLysThrIleGlu(-HETE)GluLeu und 
LeuGlu(-HETE)ThrLysLeuGlnPhe ließen sich eindeutig Hartkeratinen als Ursprung zuordnen 
und waren in S-Lost-behandelten Haaren von 7 verschiedenen Spendern nachweisbar. Neben 
Kopfhaaren konnten die Biomarkerpeptide auch in Achsel,- Bart-, Bauch- und Intimhaaren 
selektiv detektiert werden. Die Bildung der Addukte im Haar benötigen ein wässriges Milieu, 
wie es bei einer einfachen Dekontamination mit Wasser oder bei schweißnassen Haaren der 
Fall ist. Gebildete Addukte sind bei intensiver Waschung der Haare mit Shampoo und der 
Lagerung bei Raumtemperatur unter Einfluss von Licht und Luft über mindestens 14 Wochen 
stabil. Damit konnten zum ersten Mal aus Haaren gewonnene adduktierte Peptide als Biomarker 
etabliert werden, die regioselektiv und über den bisher längsten bekannten Zeitraum die 
Verifikation einer S-Lost-Exposition ermöglichen.
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5 Summary 

The unambiguous evidence of the recent use of bis(2-chloroethyl)sulfide (S-Lost) in Syria and 
Northern Iraq, which is contrary to international law, provides the necessary framework for 
sanctions by the United Nations Security Council and demonstrates the relevance of verification 
analysis. The detection of S-Lost-induced adducts of endogenous proteins is a key issue in this 
context due to the long detectability of corresponding biomarker peptides. Therefore, the aim 
of this thesis was to identify new proteins that are alkylated by S-Lost in order to generate 
specific peptides and to characterise their application as potential biomarkers. 

Two-dimensional difference gel electrophoresis followed by matrix-assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry identified the plasma protein 
transthyretin (TTR) as a target structure of alkylating agents. After trypsin-catalyzed proteolysis 
of S-Lost incubated plasma and liquid chromatography coupled with high-resolution mass 
spectrometry (LC-MS/HR-MS), the hexapeptide Cys(-HETE)ProLeuMetValLys 
(C(-HETE)PLMVK) was identified, bearing the characteristic S-Lost-induced 
hydroxyethylthioethyl (HETE) group at the cysteine in position 10 in TTR. After optimised 
preparation by immunomagnetic separation of adducted TTR from plasma, C(-HETE)PLMVK 
was detected selectively and also after 14 days at 37°C in vitro. C(-HETE)PLMVK was 
detected in S-Lost-incubated plasma from 7 different individuals and showed a concentration 
of 31.25 μM S-Lost, taking into account the OVCW criteria for determining the limit of 
detection. Therefore, alkylated TTR represents a novel biomarker molecule for the verification 
of an S-Lost exposure. 

The sample matrices blood, plasma or urine which are used to obtain established biomarkers 
are considered as potentially infectious material and therefore require complex handling with 
regard to sampling and shipping. Hair consisting predominantly of the structure-providing 
proteins hard keratins are considered as non-infectious and thus represents an easy-to-handle 
sample matrix. After lysis of S-Lost-incubated scalp hair to solubilise the hair proteins and 
subsequent pepsin-catalyzed proteolysis, three heptapeptides each alkylated at a glutamic acid 
residue were identified by LC-MS/HR-MS. AlaGlu(-HETE)IleArgSerAspLeu, 
PheLysThrIleGlu(-HETE)GluLeu and LeuGlu(-HETE)ThrLysLeuGlnPhe were clearly 
attributable to hard keratins as the origin and were detected in S-Lost-treated hair from 
7 different donors. In addition to scalp hair, the biomarker peptides were also selectively 
detected in armpit, beard,  abdominal, and pubic hair. The formation of the adducts in hair 
requires an aqueous milieu, which is the case when decontamination is simply done with water 
or when the hair is sweaty. Protein adducts were not affected by washing the hair with shampoo, 
and were stable for at least 14 weeks at ambient temperature and contact to air. This is the first 
time local peptide adduct biomarkers from hair were established allowing the verification of 
S-Lost exposure over the longest period known so far. 
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