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1 Einleitung

Zearalenon (ZEN, Abb. 1.1) ist eines der am weitesten verbreiteten Mykotoxine und
zahlt zur Gruppe der Fusarientoxine. ZEN und seine reduktiven Derivate a- und -
Zearalenol (a- und -ZEL), a- und p-Zearalanol (a- und $-ZAL) sowie Zearalanon
(ZAN) gehoren zur Substanzklasse der Resorcylsédurelactone (resorcylic acid lacto-
nes; RALs) und zeigen starke estrogene Eigenschaften. a-ZAL, weist die hochste
Estrogenitat auf und wird in einigen Landern zur Tiermast eingesetzt. Bisherige
Studien zum ZEN-Metabolismus befassten sich mit der Umwandlung von ZEN in
die iibrigen RALs und die damit verbundene Verinderung der Estrogenitit. Uber

den oxidativen Metabolismus ist bislang nur sehr wenig bekannt.

OH O |y CHg OH O H CHj

ZAN a-ZAL B-ZAL

Abbildung 1.1: Chemische Strukturen der RALs. Fiir ZEN sind die alte (innen) und die neue
(auflen) Zahlweise dargestellt (Metzler, 2011).

1.1 Zearalenon (ZEN) und Zearalenol (ZEL)

Die chemische Struktur von ZEN wurde erstmals durch Urry et al. (1966) aufge-
klart. Das Toxin wird beispielsweise von Fusarien der Gattungen F. graminearum,
F. culmorum, F. cerealis, F. semitectum und F. sporotrichioides produziert (Kuiper-
Goodman et al., 1987). Die Pilze befallen Mais, aber auch Getreidesorten wie Gerste,
Hafer, Roggen, Weizen, Reis und Sorghum (Tanaka et al., 1988). Die Infektion fin-
det dabei wahrend des Feldwachstums statt. Fusariumwachstum und Toxinbildung
kénnen aber auch wihrend der Lagerung nach der Ernte erfolgen (Kuiper-Goodman
et al., 1987).



Kapitel 1. Einleitung

Die ZEN-Bildung wird nicht nur unter optimalen Mycelwachstumsbedingungen be-
obachtet, sondern hat ein Maximum bei 12-18°C (Sherwood und Peberdy, 1972;
Sherwood und Peberdy, 1974). Héaufig wird die Toxinproduktion durch einen Kal-
teschock ausgelost. ZEN besitzt geringe antimykotische und antibakterielle Eigen-
schaften (Zhao et al., 2008; Arunpanichlert et al., 2011).

1.1.1 Nomenklatur

In der Literatur finden sich unterschiedliche Nomenklaturen fiir ZEN. So wird ZEN
haufig mit den Abktirzungen ZEA, ZEN und ZON bezeichnet. Ebenso existieren
fiir die reduzierten Metaboliten ZEL, ZAN und ZAL unterschiedliche Abkiirzungen.
Des Weiteren werden in der Literatur zwei unterschiedliche Zahlweisen verwendet.
Eine einheitliche Nomenklatur und Zahlweise wurde 2011 von Metzler vorgeschlagen.

Diese werden in der vorliegenden Arbeit verwendet (Abb. 1.1).

1.1.2 Chemische Eigenschaften von ZEN

Bei ZEN handelt es sich um eine weifle, kristalline Verbindung, die einen Schmelz-
punkt von 164-165°C besitzt (Urry et al., 1966). In Wasser ist ZEN unloslich, zeigt
jedoch Loslichkeit in Petrolether und Hexan. Eine gute Loslichkeit besitzt ZEN in
Essigsdureethylester, Acetonitril und Alkoholen (Urry et al., 1966). ZEN hat in Me-
thanol drei UV-Maxima bei den Wellenldngen 236 nm, 274 nm und 316 nm (Urry et
al., 1966). Das Molekulargewicht der Verbindung liegt bei 318 g/mol. ZEN ist hit-
zestabil und hohe Temperaturen fithren nicht zu seiner Abnahme. Auflerdem zeigt
ZEN eine hohe Stabilitdt wahrend Lagerung, Konservierung, Kochen und Mahlung
(Galaverna et al., 2009). Die Doppelbindung zwischen Position 11 und 12 kann durch

UV-Licht von der trans- in die cis-Form umgewandelt werden (Peters, 1972).

1.1.3 Vorkommen und Hochstmengen

Ein Ubersichtsartikel von Placinta et al. (1999) zeigt das Vorkommen von ZEN in
vielen europaischen Léndern wie Deutschland, Polen, Niederlande, Bulgarien und
Finnland. Aber das Vorkommen von ZEN ist nicht auf Europa beschriankt, sondern
weite Teile der Welt sind betroffen. So wurde ZEN zum Beispiel auch in Stdafrika,

Indien, Thailand, Japan, Neuseeland, Kanada und Brasilien nachgewiesen.



1.1. Zearalenon (ZEN) und Zearalenol (ZEL)

Dabei wurden Werte bis zu 15 mg/kg in einer Gerstenprobe gemessen (Placinta
et al., 1999). Betroffen sind Mais, Weizen, Hafer, Gerste und Roggen. Ein weite-
rer Ubersichtsartikel von Maragos (2010) befasst sich mit dem Auftreten und der
humanen Exposition von ZEN. Aus dieser Arbeit geht ebenfalls hervor, dass die Be-
lastung von Getreide weltweit vorkommt. Die starkste Kontamination tritt in Mais
auf. Weizen und Gerste sind haufig weniger belastet und Hafer sowie Roggen zeigen
meist nur ein geringe Belastung. Hohe Konzentrationen an ZEN wurden in Erd-
niissen und Erdnussmehl nachgewiesen, wobei hierzu nur wenige Studien existieren.

Gewlirze wiesen nur eine geringe Belastung auf.

Fiir ZEN wurden zwei tolerierbare téagliche Aufnahmemengen (TDI) veroffentlicht.
Die européische Kommission schlidgt einen tempordren TDI von 0,2 ug/kg Kor-
pergewicht (KG) vor (SCF, 2000). Dieser Wert wurde von einem 'No Observed
Effect Level’ (NOEL) von 40 ug/kg KG und einem ’Lowest Observed Effect Le-
vel” (LOEL) von 200 ug/kg KG aus einer 15-tédgigen Futterungsstudie zu estro-
genen Effekten an Schweinen abgeleitet. Die JECFA (Gemeinsame FAO/WHO-
Sachverstandigenausschuss fir Lebensmittelzusatzstoffe) gibt eine vorldufig maxi-
mal tolerierbare tégliche Aufnahmemenge von 0,5 pug/kg KG vor (JECFA, 2000).

Die européische Union hat Hochstwerte fiir ZEN in Lebensmitteln festgelegt, die den
Verbraucher vor zu hoher ZEN-Aufnahme schiitzen sollen. Die Spanne der Hochst-
grenzen fiir verarbeitetes und unverarbeitetes Getreide reicht von 20 ug/kg (Getrei-
debeikost fir Séduglinge und Kleinkinder) bis 200 ug/kg (unverarbeiteter Mais und
Maisprodukte zum unmittelbaren Verzehr) (EG-Kommission, 2006).

1.1.4 Biosynthese von ZEN

Bei ZEN handelt es sich um einen sekundaren Metaboliten von Fusarien. Sekundére
Metaboliten sind nicht-essentiell fiir Pilze. In der Pilzkultur zeigt sich haufig eine
ausgeprigte Wachstumsphase des Pilzes, gefolgt von einer Phase der Metaboliten-
produktion (Demain, 1986).

Die Biosynthese von ZEN erfolgt iiber den Acetat-Polymalonatweg. Damit handelt
es sich bei ZEN um ein Polyketid, das vollstindig aus Acetat-Malonat-Einheiten
gebildet wird (Lysoe et al., 2006; Dewick, 2003). Dieser Syntheseweg wurde bereits
von Steele et al. (1974) und Pathre et al. (1989) gezeigt.
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In ihren Arbeiten erhielten die Pilze *C- bzw. *C-markiertes Acetyl als Substrat.
Dabei zeigte sich ein gleichméfBiger Einbau der markierten Kohlenstoffatome in das
ZEN-Molekiil. Fir die Biosynthese wird eine Kopf zu Schwanz Kondensation von
9 Acetat-Einheiten vermutet (Steele et al., 1974). Richardson et al. (1984) konnte
zeigen, dass eine Zugabe von *C-markiertem ZEN zu einer F. roseum-Kultur keine
Umwandlung zu den ZEL-Derivaten bewirkt. Die Inkubation von a- und [-ZEL
jedoch fithrte zur Bildung von ZEN. Daher wurde vorgeschlagen, dass ZEL eine
Vorstufe in der Synthese von ZEN ist und es sich bei ZEL nicht um ein Abbauprodukt
von ZEN handelt (Richardson et al., 1984).

1.1.5 ZEN-Kongenere aus Fusarien

ZEN wird von Pilzen der Gattung Fusarium spp. gebildet. In der Literatur wird von
einigen ZEN-Kongeneren berichtet, die aus Pilzextrakten extrahiert wurden und
deren Strukturen aufgeklart werden konnte. Zu den nachgewiesenen Verbindungen
gehoren a-ZEL (Stipanovic und Schroeder, 1975; Hagler et al., 1979), 8-ZEL (Sti-
panovic und Schroeder, 1975; Richardson et al., 1985), a-ZAL (Richardson et al.,
1985), B-ZAL (Richardson et al., 1985), sowie die cis-Isomeren von ZEN und «/ -
ZEL (Richardson et al., 1985).

Neben diesen reduktiven Derivaten wurden auch hydroxylierte Verbindungen von
ZEN identifiziert. Haufig in F. roseum gefundene Kongenere sind die beiden Epi-
meren des 5-HO-ZEN (Bollinger und Tamm, 1972; Jackson et al., 1974; Steele et
al., 1976; Pathre et al., 1980). Ebenso sind die Epimeren von 10-HO-ZEN aus einer
F. roseum-Kultur isoliert worden (Pathre et al., 1980). Als weitere ZEN-Kongenere
konnten 13-Formyl-ZEN und 5,6-Dehydro-ZEN nachgewiesen werden (Bollinger und
Tamm, 1972).

Die Bildung von ZEN und seinen Kongeneren ist jedoch nicht auf nutzpflanzen-
befallende Fusarien beschréinkt. In einer neueren Arbeit konnte durch Kultivierung
eines aus dem Seegras Thalassia hemprichii isolierten Fusarium sp. PSU-ES73 Kon-
genere von ZEN isoliert werden (Arunpanichlert et al., 2011). Neben ZEN und seinen
bekannten Kongeneren 5-HO-ZEN, 5,6-Dehydro-ZEN und $-ZEL, wurden 8-HO-
ZEN und 8-HO-ZEL identifiziert. 8-HO-ZEL konnte ebenfalls von Zhao et al. (2008)

nach Kultivierung des marinen Pilzes Fusarium sp. 05ABR26 isoliert werden.
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1.1. Zearalenon (ZEN) und Zearalenol (ZEL)

Neben diesen oxidativen Kongeneren sind auch sog. 'maskierte Metaboliten’ von
ZEN bekannt. Die Bildung des ZEN-14-Sulfats (Plasencia und Mirocha, 1991; El-
Sharkawy et al., 1991) und des ZEN-14-Glucosids (Poppenberger et al., 2006; Bert-
hiller et al., 2009) durch Pilze konnte gezeigt werden. Auch Pflanzen sind in der
Lage ZEN zu metabolisieren. So konnte gezeigt werden, dass ZEN von einer Mais-
Zellsuspension in ZEN-14-Glucosid umgewandelt werden kann (Engelhardt et al.,
1988). ZEN-Konjugate konnen allerdings durch konventionelle analytische Metho-
den nicht detektiert werden. Im Verdauungstrakt kann jedoch eine Hydrolyse der
Konjugate stattfinden (Poppenberger et al., 2006). Somit kann der ZEN-Gehalt in
Futter- und Nahrungsmitteln unterschétzt werden. Die Strukturen der aus Fusarien

extrahierten ZEN-Kongeneren sind in Abb. 1.2 dargestellt.

OH O H CH, OH O H CH, OH O H CH,

HO

trans-ZEN cis-ZEN ZEL

OH O H CH,

OH OH
5-HO-ZEN 10-HO-ZEN 8-HO-ZEN
OH O H CH, OH O H CH, OH O H CHy

8-HO-ZEL OH 5,6-Dehydro-ZEN

OH O H CH, OH O H CH,
z, z,

Gluc

13-Formyl-ZEN ZEN-14-O-Glucuronid ZEN-14-O-Sulfat

Abbildung 1.2: In der Literatur beschriebene ZEN-Kongenere. Fiir ZEL und ZAL, sowie 5-HO-ZEN
und 10-HO-ZEN sind beide Epimere bekannt.
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1.1.6 Saugermetabolismus von ZEN

Fiir den Saugermetabolismus von ZEN sind schon seit langem Reaktionen zu redukti-
ven Derivaten bekannt (Abb. 1.3). Zuséatzlich konnte die Bildung von hydroxylierten
Metaboliten in einer ersten Arbeit im Arbeitskreis Metzler gezeigt werden (Pfeiffer
et al., 2007). Auch Phase II-Reaktionen von ZEN werden im Sauger beobachtet.

CH3

B-ZEL B-ZAL

Abbildung 1.3: In der Literatur beschriebene Umwandlungsreaktionen der RALs.

Phase I-Metabolismus

Erste Untersuchungen zum Metabolismus von ZEN wurden mit Homogenaten und
S9-Fraktionen verschiedener Gewebe unterschiedlicher Spezies durchgefiihrt. Diese
in vitro-Untersuchungen zeigten fiir einige Spezies die Bildung der reduktiven Me-
taboliten a- und S-ZEL. S9-Fraktionen von Ratte (Kiessling und Pettersson, 1978;
Uneo et al., 1983), Kuh, Maus, Schwein, Kaninchen, Meerschwein und Hamster redu-
zierten ZEN in Abhéngigkeit von pH-Wert, Gewebe und Geschlecht unterschiedlich
stark zu den ZELs (Uneo et al., 1983). Eine Beteiligung der 3a-Hydroxysteroidde-
hydrogenase (HSD) an der Reduktion von ZEN in Ratten wurde durch Olsen et
al. (1981) gezeigt. Malekinejad et al. (2006) konnten eine Beteiligung der 3a- und

36-HSDs am reduktiven Metabolismus in Schweinen bestétigen.
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1.1. Zearalenon (ZEN) und Zearalenol (ZEL)

Auch fiir die humane Prostata konnte durch in wvitro-Versuche mit Homogenaten
eine Reduktion zu den ZELs nachgewiesen werden (Thouvenot et al., 1981). Eine
weitere Studie zum reduktiven Metabolismus zeigte die Reduktion von ZEN zu a-
und S-ZEL durch Darm-Homogenat weiblicher Schweine (Olsen et al., 1987). Die
Autoren beschreiben eine geringere Aktivitat des Darms im Vergleich mit der Leber
(<1/5). Allerdings ist aufgrund der groen Darmoberfliche auch der Metabolismus

in Darmzellen zu beachten.

Neben in vitro-Untersuchungen wurden verschiedene in vivo-Studien zum Phase I-
Metabolismus durchgefiihrt. In einer Untersuchung von Urin und Faces von Schwei-
nen, Rindern, Ratten, Kaninchen und einem Menschen konnten die reduktiven Me-
taboliten a- und f-ZEL nach ZEN-Verabreichung nachgewiesen werden (Mirocha et
al., 1981).

Zusatzlich gibt es in vivo-Studien, die eine Reduktion der Doppelbindung und damit
die Bildung von a- und -ZAL belegen. In einer Belastungsstudie mit ZEN wurden
a- und [-ZAL im Urin verschiedener Tiere (Ziege, Reh, Lamm, Schaf, Pferd und
Rind) nachgewiesen (Erasmuson et al., 1994). In dieser Studie konnte allerdings
nicht geklart werden, ob das ZAL bereits im Futter vorhanden war, durch Mikroor-
ganismen gebildet oder von den Tieren selbst metabolisiert wurde. In einem weite-
ren in vivo-Versuch an neuseeldndischen Schafen konnte gezeigt werden, dass diese
ZEN zu a- und -ZAL metabolisieren konnen. Hierzu wurde den Tieren Deuterium-
markiertes ZEN verabreicht und dieses spater als deuteriertes ZAL wiedergefunden
(Miles et al., 1996). Damit konnte gezeigt werden, dass Schafe die Fahigkeit zur Re-
duktion der Doppelbindung im ZEN-Molekiil besitzen. In einer Arbeit von Zollner
et al. (2002) konnte nach ZEN-Gabe ZAN, a- und $-ZAL im Urin von Schweinen
nachgewiesen werden. Die ZALs waren jedoch nur in Spuren im Urin enthalten. In
vitro-Studien konnten bisher keine Reduktion zu den ZALs zeigen. Auch iiber den
Mechanismus oder die an dieser moglichen Reaktion beteiligten Enzyme ist bisher

nichts bekannt.

Neben den reduktiven Metaboliten wurde zum ersten Mal auch die Existenz von hy-
droxylierten Metaboliten nachgewiesen (Pfeiffer et al., 2007). Dabei konnte gezeigt
werden, dass ZEN durch Mikrosomen der Ratte in Anwesenheit von Nicotinamid-
Adenin-Dinukleotid-Phosphat (reduzierte Form, NADPH) zu verschiedenen hydro-

xylierten Metaboliten von ZEN und ZEL metabolisiert werden kann.
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Die Strukturen der Metaboliten konnten allerdings nur tentativ angegeben werden.
Einen Hinweis auf die Bildung catecholischer Verbindungen von ZEN gab es schon
frither. Li et al. (1985) zeigten, dass bei der Umsetzung von ZEN mit Mikrosomen
aus Leber und Niere eines syrischen Goldhamsters ein Metabolit entsteht, der durch
Catechol-O-Methyltransferase (COMT) methyliert werden kann. Da die COMT nur
catecholische Strukturen methyliert, musste hier eine Verbindung mit zusatzlicher

Hydroxylgruppe am aromatischen Ring gebildet worden sein.

Phase II-Metabolismus

Neben den reduktiven und oxidativen Metaboliten sind auch Phase II-Metaboliten
von ZEN bekannt. Nach Gabe von ZEN konnten im Urin von Schwein, Kuh, Ratte,
Kaninchen und Mensch ZEN sowie seine reduktiven Metaboliten glucuronidiert und
sulfatiert nachgewiesen werden (Mirocha et al., 1981; Zollner et al., 2002). Auch
der Urin junger Puten enthielt nach ZEN-Gabe Glucuronid- und Sulfat-Konjugate
(Olsen et al., 1986).

Ausscheidung

In Schweinen erfolgt die ZEN Ausscheidung hauptséchlich iiber den Urin, obwohl
ein grofler Teil glucuronidiert in die Galle gelangt. In einer Studie von Dénicke
et al. (2005) wurde die Gallenfliissigkeit ZEN-behandelter Tiere iiber 12 Stunden
gesammelt und unbehandelten Tieren verabreicht. Hierbei konnte eine betréachtli-
che Aufnahme in das Blut der urspriinglich unbehandelten Tiere gezeigt werden.
Diese Studie bestétigt eine hohe Ausscheidung von ZEN iiber die Galle und ho-
he (Riick-)Resorption im Darm. Damit konnte ein enterohepatischer Kreislauf von
ZEN in Schweinen gezeigt werden. Der enterohepatische Kreislauf in jungen Schwei-
nen wurde ebenfalls von Biehl et al. (1993) beobachtet. Ebenso wurde ein starker

enterohepatischer Kreislauf in Ratten nachgewiesen (Mallis et al., 2003).



1.2. a-Zearalanol (a-ZAL)

1.2 a-Zearalanol (a-ZAL)

Bei a-ZAL (Abb. 1.1) handelt es sich um ein reduktives Derivat von ZEN. a-ZAL,
auch als Zeranol bezeichnet, wird in der Literatur als reduktiver Pilzkongener be-
schrieben und in einigen Staaten als Masthilfsmittel in der Rinderzucht eingesetzt
(Handelsname: RALGRO), beispielsweise in Amerika und Kanada. Dagegen ist in
der EU der Einsatz aller Substanzen, die eine hormonale Wirkung haben, zur Wachs-
tumsforderung seit 1988 (88/146/EEC ersetzt durch 96/22/EC; EG, 1988) verboten.
Aus Léandern, in denen der Gebrauch dieser Hormone erlaubt ist, ist der Import von
Tieren, Fleisch oder Fleischprodukten in die EU verboten oder unterliegt strengen

Regelungen.

Die Behandlung der Rinder erfolgt durch Injektion eines a-ZAL-Pellets, durch das
eine langfristige Abgabe der Substanz gewéahrleistet ist. Den Tieren wird dabei eine

einmalige Dosis von 36 mg verabreicht (Baldwin et al., 1983).

1.2.1 Chemische Eigenschaften von a-ZAL

a-ZAL besitzt eine S-Konfiguration an C3 und eine R-Konfiguration (a-Konfiguration)
an Position 7. Sein Schmelzpunkt liegt bei 181-183°C (Baldwin et al., 1983). a-ZAL
kann durch Synthese aus ZEN gewonnen werden. Hierzu erfolgt eine Reduktion mit
Raney-Nickel, wobei sowohl die Doppelbindung, als auch die Keto-Gruppe reduziert
werden. Bei der Reaktion entsteht neben a-ZAL auch sein S-Epimer, das anschlie-

Bend abgetrennt werden muss.

1.2.2 Saugermetabolismus von a-ZAL

Fiir den Phase I-Metabolismus von a-ZAL wurde die Oxidation zu ZAN als Hauptre-
aktionsweg nachgewiesen (Migdalof et al., 1983). Als weiterer Metabolit von a-ZAL
wurde [$-ZAL in geringem Umfang gefunden. Moglicherweise entsteht 5-ZAL tiber
die Zwischenstufe ZAN. Bei in vivo-Studien mit weiblichen Ratten, Kaninchen, Hun-
den, Rhesus-Affen und Menschen wurde diesen a-ZAL oral verabreicht. Alle Spezies
resorbierten a-ZAL und zeigten eine Oxidation zu ZAN. Kaninchen und Mensch

schieden die Substanzen bevorzugt tiber den Urin aus, die anderen Spezies tiber die
Galle.



Kapitel 1. Einleitung

Der Anteil der Konjugate in den Ausscheidungsprodukten reichte von 99% (Mensch)
bis 1% (Hund). In der gleichen Studie wurde zudem bei Menschen die Bildung eines
Hydroxylierungsprodukts von a-ZAL nachgewiesen, dessen Struktur allerdings nicht

aufgeklart werden konnte.

1.3 Toxizitat

ZEN besitzt nur eine geringe akute Toxizitat. Der LD,,-Wert bei oraler Aufnahme
liegt bei >2 g/kg KG fiir Mause, >4 g/kg KG bei Ratten, >5 g/kg KG bei Meer-
schweinchen und >15 g/kg KG bei Hihnern (Kuiper-Goodman et al., 1987). Auch
die akute Toxizitét von a-ZAL ist mit einem LD;,-Wert von >40 g/kg KG fiir orale
Aufnahme bei Ratte und Maus sehr gering (Baldwin et al., 1983).

Eine Langzeitstudie des National Toxicology Programs (NTP, 1982) zur Kanzero-
genitat von ZEN in Ratten zeigte keine erhéhte Tumorinzidenz. Hyperplastische
Effekte wurden auf die estrogenen Eigenschaften des ZEN zuriickgefiithrt. Untersu-
chungen an B6C3F1-Mausen in der gleichen Studie zeigten hyperplastische Effekte
und eine erhohte Tumorrate in der Hypophyse fiir beide Geschlechter (NTP, 1982).
ZEN wurde von der ’International Agency for Research in Cancer’ in Kategorie
3 eingestuft (nicht klassifizierbar fiir Kanzerogenitéit gegentiber Menschen) (IARC,
1993). Untersuchungen zur Genotoxizitéit zeigten bei Verwendung der RALs nega-
tive Ergebnisse fiir den Ames-Test, sowohl ohne als auch mit Aktivierung durch
Lebermikrosomen der Ratte (Kuiper-Goodman et al., 1987). Pfohl-Leszkowicz et al.
(1995) fiihrten einen 32P-Postlabeling-Assay zur Untersuchung auf Desoxyribonucle-
insdure (DNA)-Addukte durch. Nach oraler ZEN-Gabe konnten bei Mausen sowohl

in der Leber als auch in der Niere DNA-Addukte nachgewiesen werden.

In Knochenmarkzellen von Méusen wurde in einem in vivo-Versuch Chromosomenab-
erration nach ZEN-Verabreichung gezeigt (Ouanes et al., 2005). Chromosomenaber-
ration wurde auch bei Inkubation von ZEN mit Ovarienzellen chinesischer Hamster
beobachtet. Ebenso zeigte sich hier ein Schwesterchromatidaustausch (Galloway et
al., 1987).

10
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1.4 Estrogene Eigenschaften

ZEN wird héaufig nicht nur als Mykotoxin, sondern auch als Mykoestrogen bezeich-
net. Dies liegt an den estrogenen Eigenschaften von ZEN und seinen fiinf RAL-
Derivaten. Estrogene Eigenschaften, das heifit biologische Wirkungen wie die en-
dogenen weiblichen Sexualhormone 175-Estradiol (E2) und Estron (E1), konnten

sowohl in wvitro, als auch in vivo gezeigt werden.

Bei E2 und E1 handelt es sich um Hormone, die an Genexpressionen beteiligt sind.
E1l und E2 binden an die Estrogenrezeptoren (ER), ERa und ERfS, im Zellkern.
Nach Dimerisierung und Bindung an die estrogenresponsiven Elemente der DNA
wird die mRNA-Synthese estrogen regulierter Gene gestartet. Substanzen, die in
den Estrogenstoffwechsel eingreifen, werden als endokrine Disruptoren bezeichnet.
Eine Moglichkeit des Eingriffs besteht dabei durch Bindung an den ER mit ago-
nistischer Wirkung. Die Bindung an die beiden ERs konnte fiir die RALs durch
in vitro-Versuche gezeigt werden (Takemura et al., 2007; Miiller et al., 2004). In
Struktur-Molekiil-Modellen wurde gezeigt, dass ZEN und a-ZAL &hnlich dem E2 in
die Bindungstasche passen (Takemura et al., 2007). Eine etwas hoher Bindungsaf-
finitdt von K2 lasst sich erklaren, weil E2 ohne Konformationsidnderung im aktiven
Zentrum des ER binden kann, wihrend die RALs eine geringe Konformationsande-
rung zur Bindung bendétigen. Die Bindungsaffinitat zum ER sagt jedoch nichts tiber
die estrogenen Eigenschaften einer Substanz aus, da diese sowohl agonistische als

auch antagonistische Eigenschaften besitzen kann.

In einigen in vitro-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es sich bei den RALSs
um Agonisten handelt. Agonisten stimulieren die Proliferation humaner MCF-7
Brustkrebszellen. Fiir die Proliferation in MCF-7-Zellen wurde folgende Reihenfolge
erhalten: E2 ~ o-ZEL > o-ZAL > B-ZAL > ZAN > ZEN > (-ZEL (Malekinejad
et al., 2005; Shier et al., 2001). Eine weitere Testmethode ist die Messung der al-
kalischen Phosphatase-Aktivitat in Ishikawa-Zellen, die aus einem Adenokarzinom
des menschlichen Endometriums isoliert wurden. Die alkalische Phosphatase wird
iiber den ER reguliert und ist konzentrationsabhangig stimulierbar. Dabei ergab
sich eine Wirkstarke von E2 ~ a-ZEL > a-ZAL > ZAN > ZEN ~ p-ZAL > (-ZEL
(Esch, 2003). Die Reihenfolgen in den in wvitro-Testsystemen unterscheiden sich nur

geringfligig.

11
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Bei in vitro-Untersuchungen zur Estrogenitat muss man jedoch beachten, dass die
Zellen moglicherweise unterschiedliche Enzyme besitzen bzw. verloren haben. So
fehlt den meisten kultivierten Zellen eine Cytochrom-P450-Monooxygenase (CYP)-
Aktivitat. Andererseits besitzen sie moglicherweise unterschiedliche HSDs und Phase

[I-Enzyme wie Glucuronyltransferasen, Sulfotransferasen oder COMT.

Durch in vivo-Versuche konnen die estrogenen Effekte im intakten Organismus ge-
zeigt werden. In vivo-Versuche zum Uterusgewicht wurden in verschiedenen Spezies
durchgefiihrt. An geschlechtsreifen Mausen kann nach intraperitonealer Gabe eine
Erhohung des Uterusgewichts in der Reihenfolge E2 > o-ZAL > o-ZEL > §-ZAL
> ZEN > B-ZEL gezeigt werden (Ueno und Tashiro, 1981). Eine Studie zur Ute-
rusgewichtserh6hung in Ratten lieferte folgendes Ergebnis: E2 > o-ZAL > ZEN >
p-ZAL (Katzenellenbogen et al., 1979).

Die Untersuchungen zur Estrogenitit der RALs zeigen in den unterschiedlichen in
vitro- und in vivo-Testsystemen bei verschiedenen Spezies tibereinstimmend, dass die
a-Epimere der RALs die stiarksten und die S-Epimere die schwéchsten estrogenen
Eigenschaften besitzen. Unterschiede konnen zum Beispiel auf dem unterschiedlichen
Metabolismus in den einzelnen Testsystemen beruhen. In jungen Schweinen konnte
bei ZEN-Verabreichung tiber langere Zeit ein Hyperestrogenismus nachgewiesen wer-
den (Gajecka et al. 2011). Eine weitere Studie mit vorpubertaren Schweinen zeigte
eine Erhohung des Reproduktionstraktgewichts und eine Vergroflerung des Vulva-
Volumens durch ZEN (Teixeira et al., 2011).

ZEN und a-ZAL werden zudem als endokrine Disruptoren mit verfrithter Pubertét
von Kindern in Puerto-Rico zwischen 1976 und 1984 in Verbindung gebracht (Saenz
de Rodriguez et al., 1985).

12



2 Problemstellung

Zearalenon (ZEN) wird von Schimmelpilzen der Gattung Fusarium gebildet. Die
Toxinbildung findet dabei auf Mais oder anderen Getreidearten wie Weizen, Hafer,
Gerste und Roggen statt. ZEN besitzt eine estrogene Wirkung, die auch seine re-
duktiven Derivate a- und f-Zearalenol (a- und S-ZEL), Zearalanon (ZAN), a- und
p-Zearalanol (a- und -ZAL) zeigen. a-ZAL wird in einigen Staaten in der Tiermast
eingesetzt. Somit konnen die Substanzen sowohl in pflanzlichen als auch in tierischen

Lebensmitteln enthalten sein.

Zum reduktiven Metabolimus von ZEN und zu den estrogenen Eigenschaften bei
Tier und Mensch sind bereits zahlreiche Studien bekannt. Im Gegensatz dazu wur-
de der oxidative Metabolismus von ZEN bislang kaum untersucht. Einzig eine Studie
im Arbeitskreis Metzler konnte die Bildung hydroxylierter Metaboliten im Sduger-
organismus zeigen, diesen allerdings nur tentativ Strukturen zuordnen. Daher sollte
in der vorliegenden Arbeit eine moglichst umfassende Charakterisierung und Struk-

turaufklarung der Hydroxylierungsprodukte erfolgen.

In der Literatur wurde bereits gezeigt, dass auch Pilze hydroxylierte ZEN-Verbin-
dungen bilden konnen. Daher sollten aus einer Pilzkultur ZEN-Kongenere isoliert
und ebenfalls charakterisiert werden. Ein Vergleich mit den Sdugermetaboliten soll-

te zeigen, ob von Sauger und Pilz identische Verbindungen gebildet werden.

Anschlieflend sollten die Reaktivitaten der gebildeten catecholischen Hydroxylie-
rungsprodukte von ZEN und seinen Derivaten bestimmt werden. Diese sollten mit
den Reaktivitdten der catecholischen Metaboliten der endogenen Steroidestrogene
175-Estradiol (E2) und Estron (E1) verglichen werden. Die Bildung oxidativer Me-
taboliten unter in vitro-Bedingungen kann nur erste Hinweise auf die tatséchliche
Bildung im Organismus geben, da hier metabolische Konkurrenzreaktionen ablau-
fen. Zur Uberpriifung einer in vivo-Relevanz der oxidativen Sdugermetaboliten soll-
te a-ZAL mit Prazisionsgewebeschnitten der Rattenleber inkubiert werden. Bei der
Behandlung von Prézisionsgewebeschnitten findet eine in vivo-dhnliche Konkurrenz-

situation wie im Organismus statt.

Schliellich interessierte die metabolische Inaktivierung der ZEN-Catechole durch

Methylierung, wiederum im Vergleich zu den E2-Catecholen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse gliedern sich in mehrere
Teile. Der erste Teil der Arbeit befasst sich mit der Strukturaufklarung mikrosomal
gebildeter RAL-Metaboliten und aus F. graminearum extrahierter ZEN-Kongenere.
Die Metaboliten werden dabei charakterisiert und ihre chemischen Strukturen auf-
gekléart. Neben der Bildung von ZEN-Kongeneren aus Pilzkultur unter Laborbedin-
gungen wird auch der Extrakt eines im Freiland auf Mais gewachsenen Pilzes unter-
sucht. Im zweiten Teil der Arbeit wird der Phase I-Metabolismus der RALSs in vitro
bei verschiedenen Spezies verglichen. Anschlieend wird der Phase II-Metabolismus
untersucht. Dabei wird auf Entgiftungsmoglichkeiten der gebildeten RAL-Catechole
und deren Einfluss auf die Toxizitat der Metaboliten eingegangen. Im letzten Teil

der Arbeit wird die in vivo-Relevanz der oxidativen Metaboliten untersucht.

3.1 Strukturaufklarung oxidativer ZEN und ZEL-
Metaboliten

Wie bereits in der Einleitung dargelegt, konnen RALs durch mikrosomale Umset-
zung an Position 7, je nach funktioneller Gruppe, oxidiert oder reduziert werden
(Abb. 1.3). Uber weitere Oxidationen in Form von Hydroxylierungen der RALSs als
Saugermetaboliten wurde erstmals in einer Arbeit aus dem Arbeitskreis Metzler be-
richtet (Pfeiffer et al., 2007). Dabei wurden Hydroxylierungsprodukte von ZEN und
ZEL als Metaboliten aus mikrosomalen Umsetzungen von ZEN mit Rattenlebermi-
krosomen (RLM) nachgewiesen. Den Metaboliten konnten allerdings nur tentative

Strukturen zugeordnet werden.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Strukturaufklarung mikrosomaler
Metaboliten und aus Pilzkultur extrahierter ZEN-Kongenere. Die Charakterisierung
und Strukturzuordnung erfolgt dabei durch synthetische und enzymatische Modifi-
kation sowie durch chemische Synthese. Die Strukturaufklarung der mikrosomalen
ZEN-Metaboliten (Pfeiffer et al., 2009; Hildebrand et al., 2012) und der Pilzkonge-
nere (Pfeiffer et al., 2010 b) wurde kiirzlich veréffentlicht.
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Zur Strukturaufklirung wurden die Metaboliten aus mikrosomalen Umsetzungen
(vgl. 5.6.3.1) und Pilzkultur (vgl. 5.6.1) extrahiert und fraktioniert. In Abb. 3.1 ist
oben das HPLC-DAD-Chromatogramm einer mikrosomalen Umsetzung von ZEN
mit Lebermikrosomen einer Wistarratte (WRLM) dargestellt. Abb. 3.1 zeigt unten
das HPLC-DAD-Chromatogramm eines Pilzextraktes. Die Metaboliten der mikroso-
malen Umsetzungen werden im Weiteren als MA-D sowie M1-10, die aus Pilzkultur

extrahierten Kongenere als P1-16 bezeichnet.
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Abbildung 3.1: HPLC-DAD-Chromatogramm einer mikrosomalen Umsetzung von ZEN (50 pM)
mit WRLM (1 mg Protein/mL) fiir 60 min (oben, vgl. 5.6.3.1). HPLC-DAD-Chromatogramm eines
Pilzextrakts (Fusarium graminearum) nach Entfernung der groften Menge ZEN mittels Sdulen-
chromatographie (unten). Die Metaboliten (aus mikrosomalen Umsetzungen) und Kongenere (aus
dem Pilzextrakt) sind nummeriert. In Klammer finden sich die m/z-Werte der Substanzen. Die

unterschiedlichen HPLC-Trennbedingungen sind in 5.7.3 zusammengefasst.

Eine erste Charakterisierung erfolgte tiber Elektrospray-lonisation-Massenspektro-
metrie (ESI-MS)-Untersuchung im Negativ-Mode (vgl. 5.7.3). Durch diese Unter-
suchungen werden die Masse/Ladungs-Verhéltnisse (m/z) der Verbindungen erhal-
ten. Im Negativ-Mode entspricht der m/z-Wert dem Molekiilion -1. Die gemessenen
m/z-Werte sind in Klammern angegeben. Bei der mikrosomalen Umsetzung von
ZEN werden neben hydroxylierten ZEN-Verbindungen (m/z 333) auch hydroxylier-
te ZEL-Verbindungen (m/z 335) gebildet. Die MS/MS-Spektren der einzelnen Peaks
zeigten deutliche Unterschiede (vgl. Tab. A.1). MS/MS-Spektren von a- und -ZEL
sind jedoch nahezu identisch. Auch wéhrend der chemischen Synthese entstandene
hydroxylierte Stereoisomere zeigten unter den gewéhlten MS/MS-Bedingungen (vgl.

5.7.3) eine sehr dhnliche Fragmentierung.
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Daher wurden im Folgenden Substanzen mit vergleichbaren MS/MS-Fragmentierungen

als Stereoisomere angesehen.

Charakteristika der mikrosomal gebildeten Metaboliten wie Retentionszeit (RT) und
ESI-MS-Massen sind in Tab. 3.1 dargestellt. Eine Zusammenfassung von RTs und
ESI-MS-Massen der Pilzkongenere ist in Tab. 3.2 gezeigt. Ein Uberblick iiber die
MS/MS-Fragmentierung aller hydroxylierter Verbindungen findet sich in Anhang A.

3.1.1 ZEN- und ZEL-Metaboliten aus mikrosomaler Umset-

zung

Eine erste Charakterisierung der mikrosomal gebildeten Metaboliten erfolgte mit
Hilfe dreier unterschiedlich deuterierter ZEN-Verbindungen (13,15-Dy-ZEN (D,-ZEN);
6,6,8,8,13,15-D-ZEN (Dy-ZEN-1) und 2,2,2,3,4,4-Dy-ZEN (Dg-ZEN-2); Abb. 3.2).

13,15-D,-ZEN 6,6,8,8,13,15-Dg-ZEN 2,2,2,3,4,4-Dg-ZEN
(D,-ZEN) (Dg-ZEN-1) (Dg-ZEN-2)

Abbildung 3.2: Chemische Strukturen von ZEN mit unterschiedlicher Deuteriummarkierung. Die
deuterierten Verbindungen wurden als Substrat fiir mikrosomale Umsetzungen eingesetzt. Deute-

riumverluste in Hydroxylierungsprodukten gaben Hinweise fiir die Strukturaufklarung.

Mit Hilfe der deuterierten ZENs konnen aus den Molekulargewichten der Meta-
boliten Riickschliisse auf die Position einer Hydroxylierung gezogen werden. Jedes
Deuterium im Molekiil erhoht das Molekulargewicht und damit den m/z-Wert um
eine Masse. Erfolgt jedoch eine Hydroxylierung an einer Position im Molekiil, die
ein Deuterium tragt, geht das Deuterium sowie die Massenerhohung verloren. So
kann mit Hilfe der drei deuterierten ZEN-Verbindungen eine erste Zuordnung er-
folgen. D,-ZEN fithrt zu einer Massenerhohung um zwei, Dy-ZEN-1 und D;-ZEN-2
fithren jeweils zu einer Massenerhohung um sechs. Die Massenerhohungen der mi-
krosomalen Metaboliten, bei Einsatz der deuterierten Verbindungen, sind in Tab.
3.1 dargestellt.
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M9, M10, MC und MD

Mikrosomale Umsetzungen mit den deuterierten ZEN-Verbindungen zeigten, unter
Verwendung von D,-ZEN und Dy-ZEN-1, fir M9, M10, MC und MD den Verlust
eines Deuteriums. Das m/z von 333 fir M9 und M10 aus undeuteriertem ZEN
entspricht der Masse monohydroxylierter ZEN-Verbindungen. Fir die beiden Me-
taboliten MC und MD deutet ein m/z von 335, bei undeuteriertem ZEN, auf mo-
nohydroxylierte ZEL-Verbindungen hin. Aufgrund eines Deuteriumverlustes bei der
Bildung aus D,-ZEN und Dg-ZEN-1 muss die Hydroxylierung an Position 13 oder 15
stattgefunden haben. Eine Hydroxylierung sowohl an Position 13 als auch an Posi-
tion 15 fithrt zur Bildung eines ZEN- beziehungsweise ZEL-Catechols. Zur genauen
Zuordnung wurden 13-HO-ZEN und 15-HO-ZEN synthetisiert (Pfeiffer et al, 2009).

Durch Vergleich der RT und der HPLC-MS/MS-Daten mit den Syntheseprodukten
konnte M9 als 13-HO-ZEN und M10 als 15-HO-ZEN identifiziert werden. In einer
fritheren Diplomarbeit im Arbeitskreis (Becker, 2008) konnte bereits gezeigt wer-
den, dass ZEN-Verbindungen mit Hilfe von Hydroxysteroiddehydrogenase (HSD)
und NADH zu ihren a-ZEL-Verbindungen reduziert werden kénnen (vgl. 5.6.3.2).
Eine Reduktion von 13-HO-ZEN beziehungsweise 15-HO-ZEN mit HSD fiihrte zu
MD beziehungsweise MC.

Somit handelt es sich bei MC um 15-HO-a-ZEL, bei MD um 13-HO-a-ZEL, bei M9
um 13-HO-ZEN und bei M10 um 15-HO-ZEN.

M3, M8, MA und MB

Neben den aromatisch hydroxylierten ZEN-Metaboliten waren in der mikrosomalen
Umsetzung mit WRLM weitere Metaboliten enthalten (Abb. 3.1). Ein Deuterium-
verlust bei Einsatz von Dg-ZEN-1, nicht aber bei D,-ZEN bedeutet, dass die Me-
taboliten 3, 8, A und B an Position 6 oder 8 ein Deuterium verloren haben. Die
m,/z-Werte von 333 (M3 und M8), sowie 335 (MA und MB) deuten auf hydroxylier-
te ZENs und ZELs hin. Da die Metaboliten A und B, sowie 3 und 8 vergleichbare
MS/MS-Spektren besitzen (Tab. A.1) werden diese als Stereoisomere angesehen.
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Der Einsatz der deuterierten Verbindungen konnte die Hydroxylierungspositionen
dieser Metaboliten nicht weiter eingrenzen. Zur Identifizierung der Hydroxylierungs-
positionen erfolgte eine chemische Synthese. Ein Gemisch aus 6-OH-ZEN und 8-
HO-ZEN wurde unter Verwendung von Nitrosobenzol und D-Prolin oder L-Prolin
synthetisiert (Abb. 3.3; vgl. 5.6.6.4; Hildebrand et al., 2012).

N~ CO.H Ph-NO

-

ONH-Ph

H,O

(¢}
KJ\F-\IONH—Ph OH
_— + H)N-Ph
NaV, Vo VoV ,N

[VaVaVaVaVa¥

Abbildung 3.3: Reaktionsschema der Synthese von 6-HO-ZEN und 8-HO-ZEN mit Nitrosobenzol
und Prolin aus ZEN (vgl. 5.6.6.4).

Der Einsatz, sowohl von D-Prolin, als auch von L-Prolin, lieferte je 2 Produkte
mit dem Molekulargewicht einer Hydroxy-ZEN-Verbindung. Die Produkte wurden
dabei jeweils im Verhéltnis 10:1 gebildet (Abb. 3.4). Die MS/MS-Spektren der be-
vorzugt gebildeten (Abb. 3.4, IT und III) und der nicht bevorzugt gebildeten Sub-
stanzen (Abb. 3.4, I und IV) waren vergleichbar, besalen jedoch unterschiedliche
RTs. Wie bereits beschrieben, handelt es sich bei Molekiilen mit vergleichbarem
MS/MS-Spektrum und unterschiedlicher RT mit hoher Wahrscheinlichkeit um Ste-
reoisomere. Da fiir D-Prolin und L-Prolin jeweils ein 6-HO-ZEN und ein 8-HO-ZEN
erwartet wurde, entsprach dies den Erwartungen. Die Trennung der Substanzen er-
folgte mittels praparativer HPLC (vgl. 5.7.2).
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Abbildung 3.4: Produkte der chemischen Synthese von 6-HO-ZEN und 8-HO-ZEN aus ZEN mit
Nitrosobenzol und D-Prolin oder L-Prolin. Oben sind HPLC-DAD-Chromatogramme der Umset-
zung mit L-Prolin und D-Prolin dargestellt. Der untere Teil der Abbildung zeigt die zugehorigen
MS/MS-Spektren der gebildeten Produkte (I, IT, IIT und IV).

Da Peak IV und M8 vergleichbare RTs und MS/MS-Spektren besafien, wére eine Un-
tersuchung dieser Fraktion vorteilhaft gewesen. Aufgrund der geringeren Ausbeute
von Fraktion IV wurde stattdessen Fraktion II im Institut fiir Organische Chemie
(Dr. Andreas Rapp) einer "H-NMR-Untersuchung unterzogen. Daraus ergab sich fiir
Fraktion II die Struktur von 6-HO-ZEN (Hildebrand et al., 2012). Wie bereits be-
schrieben, wurde bei der Synthese jeweils ein 6-HO- und ein 8-HO-Produkt erwartet.
Bei Fraktion IV handelt es sich somit um ein 8-HO-ZEN. Aufgrund vergleichbarer
MS/MS-Spektren von II und III handelt es sich bei Fraktion III um das Stereoisomer
zu Fraktion II (6-HO-ZEN) und bei Fraktion I um das Stereoisomer zu Fraktion IV
(8-HO-ZEN).
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Da Fraktion I eine vergleichbare RT und ein vergleichbares MS/MS-Spektrum wie
M3 besitzt, handelt es sich bei M3 ebenfalls um eine 8-HO-ZEN-Verbindung.

Eine Methode zur Reduktion von ZEN besteht in der Behandlung mit NaBH, (vgl.
5.6.7.2). Dabei findet eine Reduktion der Keto-Gruppe an Position 7 und damit die
Bildung beider moglicher ZEL-Stereoisomere statt (Urry et al., 1966). Die Redukti-
on von M8 mit NaBH, lieferte zwei Stereoisomere, wobei eines vergleichbar mit MB
war. Die Reaktion von Fraktion I mit NaBH, lieferte ebenso zwei Produkte. Eines

dieser Produkte war vergleichbar mit MA.

Damit konnte gezeigt werden, dass es sich bei M3 und M8 jeweils um 8-HO-ZEN-
Metaboliten und bei MA und MB um 8-HO-ZEL-Metaboliten handelt.

M2

M2 besitzt mit einem m/z von 333 das Molekulargewicht einer HO-ZEN-Verbindung.
Das MS/MS-Spektrum von M2 ist den Spektren von M3 und M8 sehr dhnlich.

In einem Versuch sollte bestatigt werden, dass es sich bei M3 und M8 um Stereo-
isomere handelt. Hierfiir wurde isolierter M8 mit K,CO;-Losung in Tetrahydrofuran
behandelt (vgl. 5.6.7.1). Die Reaktionsbedingungen sind nahezu identisch mit denen
der Reaktion zur Bildung von Dyg-ZEN-1 (Pfeiffer et al., 2009). Allerdings wurde hier
D,O durch H,O ersetzt. Die Dg-ZEN-1-Synthese erfolgt durch eine Keto-Endiol-
Tautomerie (Miles et al, 1996). Auch bei Verwendung von 8-HO-ZEN wird eine
Gleichgewichtsreaktion zwischen der Keto- und der Endiol-Form erwartet (Abb.
3.5).

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der postulierten Keto-Endiol-Tautomerie von 8-HO-ZEN

in alkalisch wassriger Losung.

Aus der Endiol-Form kann die Reaktion zur Keto-Form sowohl an Position 8 als auch
an Position 7 erfolgen. Somit kann das entsprechende Stereoisomer zur eingesetzten
Verbindung gebildet werden (Abb. 3.5).
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Kapitel 3. Ergebnisse und Diskussion

Insgesamt sollte sich, da die Keto-Form stabiler ist, ein Gleichgewicht aus Edukt und
drei weiteren Hydroxy-Keto-Verbindungen einstellen. Das Chromatogramm dieser
Reaktion, mit M8 als Ausgangssubstanz, ist in Abb. 3.6 dargestellt. Wie erwartet
konnten mittels HPLC-DAD-MS vier Peaks mit entsprechenden Molekulargewichten
nachgewiesen werden. Peak iii zeigte vergleichbare RT und MS/MS-Fragmente wie
Ma3. Die Eigenschaften von Peak iv waren vergleichbar mit der eingesetzten Substanz
M8 (8-HO-ZEN). Damit musste es sich bei Peak i und Peak ii um die beiden 8-Keto-
ZEL-Verbindungen handeln. Peak ii besafl die gleiche RT und ein vergleichbares
MS/MS-Spektrum wie M2.

E
o uvB uvB
o 1,83E3
N
T iv
o
c
RS
=
a
b
o
]
o] . . .
<
+— m/z 333 m/z 333
‘@ 1,99E5 7,22E4
7]
c
Q
3
=
)
=
ke
o)
nd
: : ; ; 3
10 . 15_ 20 10 15 20
Zeit [min] ) Zeit [min]
= 315
'-f:G 1 289 v 289 315
7]
c
Q
3
£
o 187 247 271
> 165 187
= 175 | 189 271 149 175 305
° J 202 247 ‘ 297 161 ‘ 202
333 ‘
@ [ \H' ul Ll '\‘\ | \" I lyl TR ; Ll I 1} \‘ '\‘u PRI AT h" .
100 150 200 250 300 350 100 150 200 250 300 350
m/z m/z

Abbildung 3.6: Reaktionsgemisch von 8-HO-ZEN in alkalisch wéssriger Losung (vgl. 5.6.7.1). Im
oberen Teil ist das Reaktionsgemisch vor (rechts) und nach (links) der Reaktion dargestellt. Die
mittleren Chromatogramme zeigen die HPLC-MS-Chromatogramme bei m/z 333. Der untere Teil
der Abbildung zeigt die MS/MS-Spektren der Substanzen ii (links) und iv (rechts).

Damit konnte bestatigt werden, dass es sich bei M3 und M8 um die Stereoisomere
von 8-HO-ZEN handelt und M2 eine 8-Keto-ZEL-Struktur besitzt.
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3.1. Strukturaufklarung oxidativer ZEN und ZEL-Metaboliten

M6 und P10

Untersuchungen von M6 mit den deuterierten ZEN-Verbindungen lieferten fiir keine
der deuterierten Verbindungen einen Deuteriumverlust. Wie in Abb. 3.1 zu erken-
nen ist, wird M6 bei mikrosomaler Umsetzung nur in geringem Umfang gebildet.
Der Pilzextrakt enthielt mit P10 einen Peak mit vergleichbaren Eigenschaften (RT
und MS/MS-Fragmentierung). Da P10 in grofierem Umfang gebildet wurde, konnte
dieser durch Isolierung aus dem Pilzextrakt gewonnen werden. Anschliefend wur-
de P10 zur Positionsbestimmung der Hydroxylgruppe eingesetzt. Hierfiir wurde die
Doppelbindung des Metaboliten reduziert. Die Reduktion erfolgte durch Hydrierung
mit Wasserstoff und Palladium auf Aktivkohle als Katalysator (vgl. 5.6.7.3; Urry et
al., 1966). Das reduzierte Produkt wurde anschlieffend mit der von Yang et al. (2008)
zur Verfiigung gestellten Referenzsubstanz 5-HO-ZAN verglichen. Dabei wurde eine
Ubereinstimmung von RT und MS/MS-Spektren zwischen dem Reduktionsprodukt
und 5-HO-ZAN beobachtet.

Somit handelt es sich bei M6 sowie P10 um 5-HO-ZEN-Verbindungen.
M4, P8 und P11

Untersuchungen mit den deuterierten ZEN-Verbindungen lieferten bei keiner deute-
rierten Verbindung fiir M4 einen Deuteriumverlust. Abb. 3.1 ist zu entnehmen, dass
M4 bei mikrosomalen Umsetzungen nur in geringem Umfang gebildet wird. Die-
ser Metabolit besitzt jedoch eine vergleichbare RT und ein vergleichbares MS/MS-
Spektrum wie P8. Da P8 in groflerem Umfang durch den Pilz gebildet wurde, wurde
dieser fiir die Identifizierung eingesetzt. Zur Identifizierung wurde eine Oxidation
mit aktiviertem MnO, durchgefithrt (vgl. 5.6.7.5). Bei dieser Reaktion werden be-
vorzugt allylische Hydroxylgruppen oxidiert (Bharucha, 1956). Die Reaktion eines
Gemisches von P8 und P10 (5-HO-ZEN) fiihrte, unter Abnahme von P8, zur Bil-
dung eines Produkts mit einer um zwei Masseneinheiten reduzierten Masse (Abb.
3.7). Diese Masse entspricht dem Molekulargewicht einer Keto-ZEN-Verbindung, die
als Reaktionsprodukt erwartet wurde. Da Position 10 die einzige allylische Position
im Molekiil ist, kann es sich bei P8 und M4 somit nur um 10-HO-ZEN handeln.
Daraus ergibt sich, dass es sich bei dem Oxidationsprodukt von P8 um 10-Keto-
ZEN handelt. Dieses besafl das gleiche m/z, eine &hnliche RT und ein vergleichbares
MS/MS-Spektrum wie P11.
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Abbildung 3.7: Oxidation eines Gemisches aus 5-HO- und 10-OH-ZEN mit Mangandioxid (vgl.
5.6.7.5). Massenspur von m/z 333 vor der Reaktion (oben) und Massenspur von m/z 331 nach der

Reaktion (unten).

Damit konnten M4 und P8 als 10-HO-ZEN- und P11 als 10-Keto-ZEN-Verbindungen

identifiziert werden.
M1

Untersuchungen mit den deuterierten ZEN-Verbindungen zeigten, dass M1 bei der
Bildung aus Dg-ZEN-2 den Verlust eines Deuteriums aufwies. Dies spricht fiir eine
Hydroxylierung an Position 2, 3 oder 4. Eine genauere Identifizierung war nicht

moglich.
M5 und M7

Keine der deuterierten Verbindungen zeigte bei der Bildung von M5 und M7 den
Verlust eines Deuteriums (Tab. 3.1). Die Metaboliten 5 und 7 besitzen charakteris-
tische und vergleichbare MS/MS-Spektren (Tab. 3.1), so dass es sich bei diesen um
Stereoisomere handelt. Die Identifizierung dieser Isomere erfolgte iiber Ausschluss
moglicher Hydroxylierungspositionen. Eine Hydroxylierung an den Positionen 2, 3,
4, 6, 8, 13 und 15 konnte durch die deuterierten ZEN-Verbindungen ausgeschlos-
sen werden. Da sich die MS/MS-Spektren deutlich von den Spektren der bereits
aufgeklarten Metaboliten und Syntheseprodukten unterscheiden, schieden auch die

Positionen 5 und 10 aus.
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3.1. Strukturaufklarung oxidativer ZEN und ZEL-Metaboliten

Ein Uberblick iiber alle, bis zu diesem Zeitpunkt, aufgeklirten Metaboliten und die
damit einzig verbliebene Position ist in Abb. 3.8 dargestellt.

M D und M

Abbildung 3.8: Mogliche Hydroxylierungspositionen von ZEN und bereits identifizierte Metaboli-
ten oder Deuterierungspositionen. M: Metabolit; S: Syntheseprodukt; D: Deuterierung. Die einzig

verbliebene Hydroxylierungsposition ist mit einem roten Pfeil markiert.

Damit kann es sich bei M5 und M7 nur um 9-HO-ZEN-Metaboliten handeln.
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Kapitel 3. Ergebnisse und Diskussion

In Tab. 3.1 sind die Ergebnisse der Strukturaufklarung der Saugermetaboliten zu-
sammengefasst. Im Anhang finden sich dartiber hinaus die MS/MS-Spektren der
Metaboliten (Tab. A.1).

Tabelle 3.1: Mikrosomal gebildete Metaboliten von ZEN. Dargestellt sind charakteristische
Eigenschaften der Metaboliten aus HPLC-DAD-MS/MS-Untersuchungen.

Meta- RT ESI-MS Massenerhohung fiir  Stereo- Struktur
bolit Dy Dg-1 Dg-2 isomer
A 12,5 335 +2 +5 +6 B 8-HO-ZEL
B 19,3 335 +2 45 +6 A 8-HO-ZEL
C 20,0 335 +1 +5 +6 15-HO-ZEL
D 20,1 335 +1 +5 +6 13-HO-ZEL
1 20,5 333 +2 +6 +5 2-, 3-, oder
4-HO-ZEN
2 21,2 333 +2 45 +6 8-Keto-ZEL
3 21,6 333 +2 +5 +6 8 8-HO-ZEN
4 22,0 333 +2 +6 +6 P6 10-HO-ZEN
5 22,9 333 +2 +6 +6 7 9-HO-ZEN
6 24,6 333 +2 +6 +6 P7 5-HO-ZEN
7 26,0 333 +2 46 +6 9-HO-ZEN
8 28,4 333 +2 +5 +6 3 8-HO-ZEN
9 30,6 333 +1 +5 +6 13-HO-ZEN
10 30,6 333 +1 45 +6 15-HO-ZEN
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3.1. Strukturaufklarung oxidativer ZEN und ZEL-Metaboliten

3.1.2 ZEN-Kongenere aus Pilzkultur

Der folgende Abschnitt gibt einen Uberblick iiber die, durch Fusarium graminea-
rum-Kultivierung gewonnen, Kongenere von ZEN. Ein Teil der Ergebnisse dieser

Untersuchungen wurde bereits veroffentlicht (Pfeiffer et al., 2010 b).

In einer vorangegangen Diplomarbeit (Becker, 2008) wurden drei Fusarium-Stamme
(F. roseum DSM 3019, F. roseum DSM 3020 und F. graminearum DSM 4528)
bei unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen (Flissigkultur, Reiskultur und Ver-
miculitkultur) auf ihre ZEN-Produktion und Bildung von ZEN-Kongeneren unter-
sucht. Dabei konnte, unter den gewéhlten Bedingungen, nur in der F. graminearum-
Kultur ZEN nachgewiesen werden. Zusatzlich wurden bei dieser Kultivierung ZEN-
Kongenere gebildet. In der Literatur sind bisher einige Kongenere von ZEN bekannt,
die von Pilzen gebildet werden. Bei den bekannten ZEN Kongeneren handelt es sich
um o-ZEL, -ZEL, o-ZAL, B-ZAL, cis-ZEN, cis-a-ZEL, cis-f-ZEL, ZEN-Sulfat,
ZEN-Glucuronid, 5-HO-ZEN, 10-HO-ZEN, 8-HO-ZEN, 8-HO-ZEL, 13-Formyl-ZEN
und 6-Dehydro-ZEN (Abb. 1.2).

Die Kultivierung des F. graminearum DSM 4528 in einem Fliissigmedium auf Ver-
miculit lieferte eine gute ZEN-Ausbeute. Zur Gewinnung von ZEN, welches fiir Syn-
thesen verwendet werden sollte, wurde die Kultivierung im groflen Mafistab wie-
derholt (vgl. 5.6.1). Da ca. 90% der gebildeten Substanzen ZEN war, musste dieses
von den tibrigen Kongeneren abgetrennt werden. Die Abtrennung des ZENs konnte
dabei sowohl iiber Sdulenchromatographie, als auch tiber praparative HPLC (vgl.
5.7.2) erfolgen. Abb. 3.1 (unten) zeigt den Gesamtextrakt einer Kultivierung von
F. graminearum DSM 4528 auf expandiertem Vermiculit und Hidy-Medium nach
ZEN-Abtrennung.

P8, P10 und P11

In Abschnitte 3.1.1 konnten die mit Sdugermetaboliten identischen Pilzkongenere
bereits aufgeklart werden. So wurde P10 als 5-HO-ZEN, P8 als 10-HO-ZEN und
P11 als 10-Keto-ZEN identifiziert. Mit 5-HO-ZEN und 10-HO-ZEN konnten somit
bereits aus der Literatur bekannte Pilz-Kongenere auch als ZEN-Kongenere von F.

graminearum DSM 4528 bestatigt werden.
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P16

Bei P16 handelt es sich um ein nur durch den Pilz gebildetes Kongener. Ein mikroso-
maler Metabolit mit vergleichbaren Eigenschaften konnte nicht beobachtet werden.
HPLC-MS-Analysen zeigten fir P16 ein m/z von 333. Somit besitzt P16 ein ge-
gentiber ZEN um 16 Masseneinheiten erhohtes Molekulargewicht. Dies konnte fiir
ein hydroxyliertes ZEN sprechen. P16 besitzt jedoch ein ungewohnliches MS/MS-
Spektrum, das eine besonders starke Fragmentierung aufweist (Tab. A.3). Da die
meisten moglichen Hydroxylierungspositionen schon besetzt sind, ware auch eine
andere Struktur mit zusétzlichem Sauerstoff denkbar. Erste Hinweise auf die Struk-
tur ergaben sich durch eine chemische Synthese, bei der ein Epoxid des ZEN ge-
bildet werden sollte. Fiir diese Synthese wurde ZEN mit meta-Chlorperbenzoeséure
(mCPBA) in Dichlormethan umgesetzt (vgl. 5.6.6.2; Pfeiffer, 2010 b). Bei den ge-
bildeten Reaktionsprodukten handelte es sich um ein Gemisch der beiden bereits
bekannten ZEN-Catechole 13-HO-ZEN und 15-HO-ZEN, sowie einer weiteren Ver-
bindung mit m/z 333 (Abb. 3.9).
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Abbildung 3.9: Chromatogramm einer Umsetzung von ZEN mit mCPBA in Dichlormethan (vgl.
5.6.6.2).

Zur Uberpriifung, ob es sich bei P16 um ein Epoxid handelt, wurde die isolierte
Verbindung mit verdiinnter HCI versetzt. Dies sollte zur Hydrolyse des Epoxids
fithren. Die Sdurebehandlung lieferte unter anderem 2 Produkte mit einem m/z von
351 (Abb. 3.10). Dies entspricht der Masse eines ZEN-Dihydrodiols. Die Fahigkeit
zur sauren Hydrolyse spricht dafiir, dass es sich bei P16 um ein Epoxid handelt.
Ebenfalls besafl P16 eine vergleichbare RT und ein MS/MS-Spektrum wie das Syn-
theseprodukt der Epoxidsynthese. Somit kann davon ausgegangen werden, dass es
sich bei P16 um ein Epoxid handelt.
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Abbildung 3.10: Chromatogramm und m/z-Werte einer sauren Hydrolyse von P16 nach 30 min
(A) und 90 min (B) (vgl. 5.6.7.6). Chromatogramm einer Synthesereaktion von ZEN mit Osmi-
umtetroxid vor (C) und nach (D) Behandlung mit Saure (vgl. 5.6.6.3).

Die Bestatigung der Epoxidstruktur fiir P16 erfolgte durch NMR~Untersuchung. Mit
Hilfe von NMR-Untersuchungen im Institut fiir Organische Chemie (Dr. Andreas
Rapp) konnte gezeigt werden, dass es sich bei P16 um ein ZEN-Epoxid handelt
(Pfeiffer et al., 2010 b).
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P1, P2, P9, P13 und P15

Wie beschrieben konnte das Epoxid durch Séure hydrolysiert werden. Bei der Hy-
drolyse entstanden 5 Produkte, die jeweils einem ZEN-Kongener entsprachen (Abb.
3.10 A und B). So entstanden durch die Hydrolyse 2 Produkte mit einem m/z von
351 (P1 und P2) und 3 Produkte mit einem m/z von 333 (P9, P13 und P15). Zu-
nédchst wurden diese Kongenere auf ihre Reaktionsfahigkeit getestet. Die Zugabe
von NaBH, zu ZEN-Metaboliten fithrt zu einer Reduktion der Carbonylgruppe an
Position 7 (vgl. 5.6.7.2), so dass ein Gemisch der beiden méglichen Alkohole (a-
und S-ZEL) gebildet wird (Urry et al., 1966). Einzig die Zugabe von NaBH, zu P2
fithrte zu einer Reaktion und der Bildung zweier Produkte. Die iibrigen Kongenere

besaflen somit keine reduzierbare Carbonylgruppe.

Zur Identifizierung eines moglichen Diols wurde eine Umsetzung von ZEN mit Os-
miumtetroxid durchgefithrt (vgl. 5.6.6.3; Pfeiffer et al., 2010 b). Dabei wurden zwei
Produkte mit einem m/z von 351 gebildet (Abb. 3.10 C). Beide besafien vergleich-
bare MS/MS-Spektren und liefen sich mit NaBH, erfolgreich reduzieren. Eines
der beiden Produkte besal vergleichbare Eigenschaften wie P2 (RT und MS/MS-
Fragmentierung). Somit handelt es sich bei P2 vermutlich um ein ZEN-Dihydrodiol.
Fiir das zweite Syntheseprodukt wird ebenfalls die Struktur eines ZEN-Dihydrodiols
angenommen (,synthetisches ZEN-Dihydrodiol“, SD). Eine Behandlung des Synthe-
segemisches mit Sdure (vgl. 5.6.6.3) fithrte zu P13 (Abb. 3.10 D). Aus der Literatur
ist bekannt, dass chemisch synthetisiertes ZEN-Dihydrodiol instabil ist und im Sau-
ren zu cyclischen Spiroacetalen reagiert (Abb. 3.11; Jensen et al., 1972).

Aufgrund der &hnlichen und charakteristischen Eigenschaften von P9, P13 und P15
(keine freie Ketogruppe an Position 7, sehr dhnliche, charakteristische MS/MS-
Spektren), wurden diese als stereoisomere Formen angesehen. Zur Identifizierung
dieser Kongenere wurde P15 aus einer Pilzfraktion mittels praparativer HPLC iso-
liert. Anschliefend wurde eine NMR-Untersuchung des isolierten P15 im Institut fir
Organische Chemie (Dr. Andreas Rapp) durchgefithrt. Dabei konnte gezeigt werden,
dass es sich bei P15 um eine Spiro-Acetal-Struktur handelt (Pfeiffer et al., 2010 b).

Die Entstehung von P1 erfolgte, ebenso wie P9, P13 und P15, im Sauren aus dem
ZEN-Epoxid. Er besitzt die Masse eines Dihydrodiols und hat keine freie Ketogruppe
an C7. Daher wird vermutet, dass es sich um ein Halbacetal handelt (Abb. 3.11).
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ZEN ZEN-11,12-Epoxid (P16) 13-HO und 15-HO-ZEN

1. 0OsO, \ / .
2. K»S,05 H*/H,O

P1 ("Halbacetal") (P9, P13, P15)

Abbildung 3.11: Postulierte Abbauwege des ZEN-Epoxids im Sauren
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In Tab. 3.2 sind die ZEN-Kongenere und ihre Strukturen nochmals zusammenge-
fasst. Abb. 3.12 zeigt den Gesamtextrakt einer F. graminearum Kultivierung und
die aufgeklirten Kongenere. Ein Uberblick iiber die MS/MS-Fragmentierung der
ZEN-Kongenere findet sich in Tab. A.3.
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Abbildung 3.12: Gesamtextrakt aus einer F. graminearum-Kultur auf Vermiculit und Hidy-Medium

nach Aufarbeitung und Abtrennung des ZEN mittels Sdulenchromatographie.

Damit konnten neben den bereits bekannten Kongeneren 5-HO- und 10-HO-ZEN
ein ZEN-Epoxid (Abb. 3.11) und ein zugehoriges ZEN-Dihydrodiol (Abb. 3.11) als
neue Kongenere identifiziert werden. Des Weiteren wurden die ebenfalls neuen Cycli-
sierungsprodukte des Dihydrodiols nachgewiesen (Abb. 3.11). Dem Epoxid kommt
eine besondere Bedeutung zu, da es sich bei Epoxiden um elektrophile Substanzen
handelt, die leicht nucleophil angegriffen werden kénnen (Eisenbrand et al., 2005).
Eine schiadigende Wirkung auf den Organismus kann beispielsweise durch Reaktion
mit DNA-Basen zustande kommen. Beispiele fiir DNA-Adduktbildung durch Epoxi-
de sind das Benzo(a)pyren-Epoxid und das Aflatoxin B; 8,9-Epoxid (Eisenbrand et
al., 2005).

Bei dem ZEN-Epoxid handelte es sich um das, neben ZEN, mengenméafig in der Pilz-
kultur am stérksten vertretene Kongener (Abb. 3.12). Wie bei der Identifizierung
des Dihydrodiols und der Cyclisierungsprodukte gezeigt wurde, ist das ZEN-Epoxid
im Sauren nicht stabil. Saure fiihrt dabei zur Hydrolyse und anschlieSend zur Cycli-
sierung. Da die Aufarbeitung im Sauren stattfand, wurde moglicherweise ein Teil des
Epoxids bereits hydrolysiert, so dass die urspriingliche Epoxidmenge unterschétzt
wird und es sich bei dem Dihydrodiol, dem Halbacetal und den Cyclisierungspro-
dukten um Artefakte handeln konnte.
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Tabelle 3.2: Aus F. graminearum extrahierte ZEN-Kongenere. Dargestellt sind charakteris-
tische Eigenschaften der Kongenere aus HPLC-DAD-MS/MS-Untersuchungen.

Kongener

RT ESI-MS Stereoisomer

Struktur

P1
P2
P6
pP7
P8
P9
P10
P11
P13
P15
P16
ZEN

10,4
11,7
14,4
14,7
15,1
15,4
15,7
16,5
17,1
18,0
19,4
22,0

351
351
333
333
333
333
333
331
333
333
333
317

M4/P8

M6/P10
M4/P6
P13/P15
M6/P7

P9/P15
P9/P13

ZEN-Halbacetal
ZEN-Dihydrodiol
10-HO-ZEN
5-HO-ZEN
10-HO-ZEN
ZEN-Spiro-Acetal
5-HO-ZEN
10-Keto-ZEL
ZEN-Spiro-Acetal
ZEN-Spiro-Acetal
ZEN-Epoxid
ZEN
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3.1.3 Bildung von ZEN-Kongeneren auf verschimmeltem Feld-

mais

Da das ZEN-Epoxid bislang noch nicht in der Literatur beschrieben war, stellte sich
die Frage, ob die Bildung spezifisch fiir den gewahlten Pilz und die Kultivierungs-
bedingungen ist. Um einen Hinweis auf die Losung dieser Frage zu erhalten, wurden
Maiskolben, die einen leichten Pilzbefall aufwiesen, in Baden-Wiirttemberg am Tag
deren regularer Ernte im November 2010, gesammelt. Die Maiskolben wurden bis
Januar im Dunkeln gelagert und anschlieflend, nach Aufarbeitung, extrahiert (vgl.
5.6.2). Bei der Untersuchung mit HPLC-MS/MS wurde 5-HO-ZEN, das als Pilz-
kongener bereits beschrieben ist, nachgewiesen. Auflerdem enthielt der Maisextrakt

neben ZEN auch das ZEN-Epoxid sowie ein Cyclisierungsprodukt (Abb. 3.13).
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Abbildung 3.13: Extrakt aus verschimmeltem Mais, der im November 2010 gesammelt, fiir zwei

Monate dunkel gelagert und anschlieflend nach Aufarbeitung extrahiert wurde (vgl. 5.6.2).

Zusatzlich wurde 8-HO-ZEN gefunden, das bisher nur in einem marinen Fusarien-
stamm unter Kultivierungsbedingungen nachgewiesen wurde (Arunpanichlert et al.,
2011). Als Produkt eines Kulturpflanzen befallenden Pilzes war 8-HO-ZEN bisher
noch nicht bekannt. Bei 8-HO-ZEN handelt es sich jedoch um den nach den Ca-

techolen wichtigsten Sdugermetaboliten.
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Somit konnte gezeigt werden, dass Fusarien neben ZEN auch Kongenere von ZEN
bilden konnen, tiber deren toxische Wirkungen und estrogene Figenschaften bisher
nur sehr wenig bekannt ist. Bei einem dieser Kongenere handelt es sich um ein
ZEN-Epoxid, das nicht nur unter den gewahlten Laborbedingungen, sondern auch
unter realen Feldwachstumsbedingungen entstehen kann. Es ist nicht bekannt, ob es
sich bei den Kongeneren um Abbauprodukte handelt und ob diese bei der Verarbei-
tung stabil sind. Da der Futtermais fiir die Tiermast eingesetzt wird, stellt sich die
Frage nach toxischen Eigenschaften fiir Tier und Verbraucher. Dies gilt besonders,
da moglicherweise nicht der komplette ZEN-Gehalt durch konventionelle Bestim-
mungsmethoden nachgewiesen werden kann. ZEN kann auch in 'maskierter’ Form,

als Glucuronid oder Sulfat, auftreten (Berthiller et al., 2009).
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3.2 Vergleich des oxidativen Metabolismus von

ZEN und o-ZAL mit Lebermikrosomen der
Ratte und des Menschen

Wie bereits gezeigt, entstehen bei mikrosomalen Umsetzungen mit Mikrosomen der
Ratte eine Vielzahl von oxidativen Metaboliten. Insbesondere catecholiche Struktu-
ren werden gebildet. Neben der Identifizierung dieser oxidativen Metaboliten (vgl.
3.1), sollte auch deren Entstehung in den unterschiedlichen Spezies ndher untersucht
werden. Hierzu wurden im Laufe dieser Arbeit in vitro-Untersuchungen mit Mikro-
somen verschiedener Spezies (Ratte, Schwein, Rind und Mensch) durchgefiihrt. Zu-
sitzlich wurden die im humanen Organismus beteiligten CYPs identifiziert. Diese

Ergebnisse wurden bereits veroffentlicht (Pfeiffer et al., 2009).

3.2.1 Metaboliten mikrosomaler Umsetzungen von ZEN

Mikrosomale Umsetzungen von ZEN lieferten unabhéngig von der Spezies die re-
duktiven Metaboliten a-ZEL und g-ZEL (Abb. 3.14).
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Abbildung 3.14: HPLC-DAD-Chromatogramme der mikrosomalen Umsetzungen von ZEN mit Mi-
krosomen verschiedener Spezies (vgl. 5.6.3.1). Mikrosomale Umsetzung von ZEN mit HLM fiir 60
min (oben). Mikrosomale Umsetzung von ZEN mit RLM fiir 40 min (unten).
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Zusatzlich wurden je nach Spezies unterschiedlich viele oxidative Metaboliten ge-
bildet (Abb. 3.14). In der Literatur wird neben der Reduktion der Keto-Gruppe
im ZEN-Molekiil auch eine Reduktion der Doppelbindung angenommen (Abb. 1.3).
Diese Reduktion als Metabolismusweg geht auf zwei neuseeldndische in vivo-Studien
zuriick (vgl. 1.1.6). Alle mikrosomalen Untersuchungen der verschiedenen Spezies
wurden auf die Bildung dieser reduktiven Metaboliten hin tberpriift. Allerdings
konnte keine der im Arbeitskreis durchgefithrten in vitro-Untersuchungen mit Mi-
krosomen oder Cytosol verschiedener Spezies die Bildung von ZAN oder ZAL be-
statigen. Eine Reduktion der Doppelbindung ist somit fiir die gewahlten Spezies bei

mikrosomaler Umsetzung nicht moglich.

Im Folgenden wird der Metabolismus aus Umsetzungen mit Mikrosomen von Mensch
und Ratte miteinander verglichen (Abb. 3.14). Die mikrosomalen Umsetzungen mit
humanen Lebermikrosomen (HLM) lieferten nahezu ausschliellich die an Position
13 und 15 aromatisch hydroxylierten Metaboliten von ZEN und ZEL. Auflerdem
wurden an Position 8 aliphatisch hydroxylierte ZEN- und ZEL-Metaboliten in ge-
ringem Umfang gebildet (Abb. 3.14). Bei Inkubation mit RLM entstanden neben
den aromatisch hydroxylierten weitere aliphatische Metaboliten. Hierbei handelte es
sich um die Metaboliten 2-, 3- oder 4-HO-, 5-HO-, 8-HO-, 9-HO- und 10-HO-ZEN
sowie 8-HO- und 8-Keto-ZEL. Die Strukturen der Metaboliten sind in Abb. 3.15
dargestellt.
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Abbildung 3.15: Uberblick iiber die durch Mikrosomen aus ZEN gebildeten Metaboliten.

3.2.2 Aktivitaten von Mikrosomen verschiedener Spezies

Die Bestimmung von Aktivitdten erlaubt einen Vergleich der Metabolisierungsféahig-
keit verschiedener Spezies. Umsetzungen miissen hierfiir immer im linearen Bereich
durchgefiithrt werden. Aktivitdten werden dabei meist auf den Proteingehalt der
eingesetzten Mikrosomen bezogen. Da die Bildung der hydroxylierten Metaboliten
jedoch durch CYPs katalysiert wird, erfolgt hier der Bezug auf den CYP-Gehalt
der Mikrosomen. Das Verhaltnis von CYP- und Proteingehalt kann je nach Spezies

deutlich variieren.

Verglichen wurden die Gesamtaktivitaten, die Aktivitdten der Bildung reduktiver
(c- und B-ZEL, sowie hydroxylierte ZELSs) und oxidativer Metaboliten (hydroxylier-
te ZEN- und ZEL-Metaboliten), sowie die Catecholbildung fir RLM und HLM. Die
Gesamtaktivitit bezogen auf den CYP-Gehalt scheint tendenziell fiir HLM etwas ho-
her. Allerdings entstehen bei Inkubationen mit RLM mehr oxidative Metaboliten.
Vergleicht man die Aktivitdten der Bildung oxidativer Metaboliten und Catechole,
so wird deutlich, dass durch HLM weniger oxidative Metaboliten gebildet werden.
Die Catecholbildung ist tendenziell allerdings etwas hoher als bei RLM (Abb. 3.16).
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Fiir den oxidativen Metabolismus lasst sich zusammenfassen, dass, auf den CYP-
Gehalt bezogen, vergleichbare Mengen an Catecholen fiir beide Spezies gebildet wer-
den. Die etwas hohere Aktivitdt fiir die Bildung oxidativer Metaboliten bei RLM
lasst sich durch die Bildung aliphatischer Hydroxylierungsprodukte erklaren.
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Abbildung 3.16: Uberblick iiber die Aktivititen mikrosomaler ZEN-Umsetzungen mit HLM und
RLM. Aktivitaten fiir den Gesamtumsatz, die oxidativen Metaboliten, die reduktiven Metaboliten

und die Catecholbildung bezogen auf den CYP-Gehalt.
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Damit wurde gezeigt, dass HLM und RLM sehr &hnliche Aktivitéiten fir die Bildung
oxidativer Metaboliten aufweisen. Einzig die Variabilitdt in den oxidativen Struk-
turen ist bei Inkubationen mit RLM hoéher. Die Aktivitdt der Bildung reduktiver
Metaboliten ist fiir RLM, bezogen auf den CYP-Gehalt, geringer. Die Reduktion
der Keto Gruppe zu ZELs wird jedoch durch HSDs katalysiert. Berechnet man die
Aktivitat auf den Proteingehalt, so ergeben sich nahezu identische Aktivitaten fiir
HLM und RLM (Daten nicht gezeigt).
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3.2.3 Phase I-Metabolismus von a-ZAL im Sauger

Neben dem Mykotoxin ZEN war fiir die Arbeit auch der Metabolismus des Mast-
hilfsmittels a-ZAL von Interesse. Daher wurde der Metabolismus von a-ZAL mittels
mikrosomaler Umsetzung untersucht. Neben der Strukturaufklarung wurde der Me-

tabolismus von Ratte und Mensch verglichen. Teile der Ergebnisse wurden bereits
veroffentlicht (Hildebrand et al., 2010).

Strukturaufklarung

Das Chromatogramm einer mikrosomalen Umsetzung von a-ZAL mit Lebermikro-
somen der Wistarratte ist in Abb. 3.17 dargestellt. Charakteristika der gebildeten

oxidativen Metaboliten sind in Tab. 3.3 und A.2 zusammengefasst.

Absorption bei 270 nm

Zeit [min]

Abbildung 3.17: HPLC-DAD-Chromatogramm einer mikrosomalen Umsetzung von a-ZAL (50 M)
mit WRLM (1 mg Protein/mL) fiir 30 min (vgl. 5.6.3.1).

Die Aufklarung der entstandenen Metaboliten wird im Folgenden erlautert. Hierfir
wurden zwei deuterierte Verbindungen, 13,15-Dy-a-ZAL (Dy-a-ZAL) und 6,6,8,8,13,15-
Dg-a-ZAL (Dg-a-ZAL), eingesetzt (Hildebrand et al., 2010).

Die Metaboliten A-D besitzen einen m/z-Wert von 337. Dies entspricht der Masse ei-
nes hydroxylierten ZALs. Die Metaboliten 1-5 zeigten in HPLC-MS-Untersuchungen
einen m/z-Wert von 335. Dieser ist mit der Masse einer hydroxylierten ZAN-Ver-
bindung identisch.
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C,D,4und 5

Mikrosomale Umsetzungen mit den beiden deuterierten a-ZAL-Verbindungen, D,-
a-ZAL und Dg-a-ZAL zeigten fiir die Metaboliten C, D, 4 und 5 jeweils den Verlust
eines Deuteriums. Somit miissen sich die Hydroxylierungspositionen dieser Metabo-

liten am aromatischen Ring befinden.

Eine Synthese im Arbeitskreis zeigte, dass es sich bei MC um 15-HO-a-ZAL, bei
MD um 13-HO-a-ZAL, bei M4 um 15-HO-ZAN und bei M5 um 13-HO-ZAN handelt
(Hildebrand et al., 2010).

B und 3

Mikrosomale Umsetzungen mit den deuterierten a-ZAL-Verbindungen lieferten fiir
die Metaboliten B und 3 den Verlust eines Deuteriums bei Inkubation von Dg-a-
ZAL, jedoch nicht bei Einsatz von Dy-a-ZAL. Damit muss die Hydroxylierung dieser
Metaboliten an Position 6 oder 8 erfolgt sein. Die genaue Identifizierung erfolgte
unter Verwendung der Syntheseprodukte von ZEN mit Nitrosobenzol und Prolin
(vgl. 3.1.1). Die einzeln isolierten Syntheseprodukte wurden in Methanol gelést und
mit Wasserstoff unter Verwendung von Platinoxid als Katalysator zu ihren ZAN-
Produkten hydriert. Anschlielend erfolgte ein Vergleich der gebildeten Produkte mit
den Metaboliten der mikrosomalen Umsetzung. Dabei zeigte sich, dass es sich bei M3
um ein 8-HO-ZAN handelt. Eine anschlieBende Reduktion mit NaBH, lieferte die
a- und [-ZAL-Isomere mit Hydroxylgruppe an Position 8. Ein Reduktionsprodukt
hatte die gleiche RT und ein vergleichbares MS/MS-Spektrum wie Metabolit B.

Damit handelt es sich bei MB um ein 8-HO-ZAL und bei M3 um ein 8-HO-ZAN.
Weitere Metaboliten

Auf Grund der Ahnlichkeit zwischen dem ZEN- und ZAN-Metabolismus wurde an-
genommen, dass die Hydroxylierungspositionen denen des ZEN-Metabolismus ent-
sprechen. Daher wurden die Metaboliten mit der Referenzsubstanz 5-HO-ZAN (von
Yang et al. (2008) zur Verfiigung gestellt) verglichen. Hierbei konnte keine Uberein-
stimmung festgestellt werden. Auch die Hydrierungen des Syntheseproduktes 6-HO-
ZEN und des Pilzkongeners 10-HO-ZEN lieferten keinen der gebildeten Metaboliten.
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Die iibrigen Metaboliten standen nicht in ausreichender Menge zur Verfiigung um

diese zu hydrieren.

Zur Uberpriifung einer moglichen Hydroxylierung an Position 11 oder 12 erfolgte eine
Synthese von 11,12-D,-ZAN aus ZEN (vgl. 5.6.7.4). Der Einsatz von 11,12-D,-ZAN
zur mikrosomalen Umsetzung lieferte keinen Metaboliten mit Deuteriumverlust. Da-
mit ist auch die Bildung von 11-HO- oder 12-HO-Verbindungen ausgeschlossen. Die
Strukturen von A, 1 und 2 konnten somit nicht abschliefend bestimmt werden. In
Tab. 3.3 sind die Charakteristika der Metaboliten und ihre Strukturen zusammen-
gefasst. Die MS/MS-Spektren der Metaboliten sind Tab. A.2 dargestellt.

Tabelle 3.3: Zuordnung der durch mikrosomale Umsetzungen aus a-ZAL gebildeten hydro-
xylierten Metaboliten.

Meta- RT ESI-MS Massenerhohung fiir Struktur

bolit D, Dg
A 12,2 337 +2 +6 nicht abschliefend bestimmt
B 14,0 337 +2 +5 8-HO-a-ZAL
C 14,5 337 +1+5 15-HO-a-ZAL
D 15,0 337 +1+5 13-HO-a-ZAL
1 15,4 335 +2 46 nicht abschliefend bestimmt
2 15,8 335 +2 +6 nicht abschliefend bestimmt
3 16,5 335 +2 +5 8-HO-ZAN
4 18,1 335 +1+5 15-HO-ZAN
5 18,7 335 +1+5 13-HO-ZAN

Saugervergleich

Unterschiede im Metabolismus von a-ZAL fiir verschiedene Spezies werden am Bei-
spiel der Mikrosomen von Mensch und Ratte erldutert (Abb. 3.18). Der Metabo-
lismus von a-ZAL unterscheidet sich, wie bei ZEN, fiir die verschiedenen Spezies

(Abb. 3.18).

Die Reaktion von a-ZAL zu ZAN konnte bei Mikrosomen beider Spezies beobachtet
werden. Auch bei a-ZAL entstanden mit HLM bevorzugt aromatisch hydroxylierte
Metaboliten. Zusétzlich zu den Catecholstrukturen wurden die Chinone der 13-HO-
ZAN- und 13-HO-a-ZAL-Metaboliten nachgewiesen.
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Abbildung 3.18: HPLC-DAD-Chromatogramme der mikrosomalen Umsetzungen von a-ZAL mit
Mikrosomen verschiedener Spezies. Mikrosomale Umsetzung von «-ZAL mit HLM fiir 30 min

(oben). Mikrosomale Umsetzung von a-ZAL mit RLM fiir 15 min (unten).

Die Verwendung von RLM lieferte neben den aromatischen auch einige aliphatische
Metaboliten. Hierbei konnten allerdings nur die 8-HO-Verbindungen identifiziert
werden. Die Strukturen der drei anderen Verbindungen konnten nicht zweifelsfrei

zugeordnet werden (Tab. 3.3).

3.2.4 Oxidation der RALs durch humane Cytochrom-P450-

Isoenzyme

Wie gezeigt, konnen humane Mikrosomen oxidative Metaboliten in Form von Hydro-
xylierungsprodukten bilden. Hydroxylierungsreaktionen werden durch CYPs kataly-
siert. Daher war von Interesse, welche humanen CYPs (hCYPs) an der Bildung der
Hydroxylierungsprodukte beteiligt sind. Hierfiir erfolgten in witro-Untersuchungen
von ZEN mit Supersomen. Bei Supersomen handelt es sich um Mikrosomen aus
Sf-9-Insektenzellen (Spodoptera frugiperda). Diese werden mit einem Baculovirus-
Stamm, der die cDNA des gewiinschten Enzyms iibertrégt, infiziert. Mikrosoma-
le Membranfraktionen dieser Zellen enthalten das gewiinschte Enzym und koénnen
zur Metabolismusuntersuchung, ahnlich den Lebermikrosomen, verwendet werden
(Hood et al., 1998). Es wurden Supersomen mit 10 verschiedenen hCYP-Isoformen

eingesetzt.

43



Kapitel 3. Ergebnisse und Diskussion

Die meisten der verwendeten hCYP-Isoformen werden in der Leber (hCYP1A2, 2A6,
2C8, 2C9, 2C19, 2D6 und 3A4) exprimiert (Bieche et al., 2007). Zusétzlich wurden
hCYP-Isoformen der Lunge (hCYP1A1, 1B1, 2B6) und des Diinndarms (hCYP2C9,
2C19, 2D6 und 3A4) verwendet.

Nur die beiden hCYPs 1A2 und 3A4 zeigten bei Inkubation von ZEN einen Umsatz.
Hierbei war die hCYP1A2-Aktivitdt ca. 10-fach der hCYP3A4-Aktivitat (Pfeiffer
et al., 2009). Auch fir die iibrigen RALs konnte gezeigt werden, dass diese nahezu
ausschlieBlich durch das hepatische hCYP1A2 zu ihren Catecholen hydroxyliert wer-
den. Die Aktivitdten von hCYP1A2 unterscheiden sich je nach RAL. Ein Anstieg
der Aktivitdaten bei Inkubation mit hCYP1A2 erfolgt in der Reihenfolge ZEN <
a-ZEL < ZAN < o-ZAL. Damit zeigt sich, dass a-ZAL vom humanen Organismus

am besten zu Catecholen hydroxyliert werden kann.

In einer Untersuchung von Bravin et al. (2009) wurde ZEN ebenfalls auf den oxida-
tiven Metabolismus mit hCYPs untersucht. Hierbei wurde fiir hCYP3A4, hCYP3A5
und hCYP2C8 eine metabolisierende Aktivitat gezeigt. Bei dem detektierten Meta-
boliten handelt es sich auf Grund des MS/MS-Spektrums vermutlich um 8-HO-ZEN.
Eine Aktivitdt durch hCYP1A2 konnte in deren Untersuchung nicht nachgewiesen
werden. Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass die hCYP1A2-Supersomen von Bravin
et al. keine CYP-Aktivitdat besaen oder die Catechole wahrend der Aufarbeitung

verloren gingen.

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass ZEN den Pregnan-X-Rezeptor
induziert und damit die CYP3A aktiviert (Ayed-Boussema et al., 2011; Ding et
al., 2006). Dies wiirde zu einer erhohten Bildung des aliphatischen 8-HO-ZEN-
Metaboliten fithren.
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3.3 Phase II-Metabolismus und Inaktivierungsre-

aktionen

Neben dem oxidativen Metabolismus unterliegen die RALs auch dem Phase II-
Metabolismus. Hierbei konnen sowohl die RALs selbst, als auch die oxidativen Me-
taboliten metabolisiert werden. Im Folgenden werden Untersuchungen zur Glucuro-
nidierung der RALs gezeigt. Aulerdem werden die Methylierung und die Bildung
von N-Acetylcystein (NAC)-Addukten der RAL-Catechole betrachtet. Die Methylie-
rungsaktivitdten und Adduktbildungsgeschwindigkeiten werden mit den Aktivitdten
der Catechole von E1 und E2 verglichen.

3.3.1 Glucuronidierung

Eine wichtige Reaktion im Phase II-Metabolismus von Fremdstoffen ist die Glucu-
ronidierung. In zahlreichen in vivo-Studien konnte gezeigt werden, dass RALs im
Kérper verschiedener Sduger glucuronidiert werden, bevor eine Ausscheidung tiber
den Urin erfolgt (Zollner et al., 2002).

3.3.1.1 Strukturaufkliarung

Die Glucuronidierung der RALs kann an zwei beziehungsweise drei Positionen im
Molekiil erfolgen. Fiir die RALs ZEN und ZAN besteht die Moglichkeit der Glucu-
ronidierung an den Positionen 14 und 16 (Abb. 3.19, links). Bei den tibrigen RALs,
mit einer zusatzlichen Hydroxylgruppe an Position 7, kann die Glucuronidierung an
den Positionen 7, 14 und 16 erfolgen (Abb. 3.19, rechts).

Abbildung 3.19: Mégliche Glucuronidierungspositionen der RALs. Dargestellt sind die Glucuroni-

dierungspositionen am Beispiel von ZEN und ZEL.
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Die Identifizierung der einzelnen Glucuronide erfolgte iber MS/MS-Untersuchungen.
Wie bereits in einer Arbeit von Stevenson et al. (2008) beschrieben, unterscheiden
sich die MS/MS-Spektren je nach Glucuronidierungsposition deutlich voneinander
(Abb. 3.20). 14-O-Glucuronide der RALs bilden ein Hauptfragment mit dem m/z
des Aglycons. Dies konnte mit Hilfe eines ZEN-14-O-Glucuronid-Standards (Re-
ferenzsubstanz von Hannes Mikula, Universitat Wien) bestétigt werden. Die 7-O-
Glucuronide besitzen ein Hauptfragment mit dem m/z nach CO,-Abspaltung. 16-
Glucuronide zeigen als Hauptfragment das m/z des Aglycons, besitzen allerdings
auch ein Fragment nach CO,-Abspaltung (Abb. 3.20).
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Abbildung 3.20: MS/MS-Fragmentierung eines a-ZAL-16-O-Glucuronids (oben), eines a-ZAL-14-
O-Glucuronids (Mitte) und eines a-ZAL-7-O-Glucuronids (unten). Der m/z-Wert der Glucuronide
betriagt 497. Die Fragmentionen mit m/z 453 beziehungsweise 321 entsprechen den Ionen nach

Abspaltung einer CO,-Gruppe bezichungsweise der Glucuronsaure.

Damit zeigt sich, dass aromatische Glucuronide der RALs bevorzugt zu ihren Agly-
cons fragmentieren. Aliphatische Glucuronide hingegen spalten bevorzugt CO, ab.
Die Elutionsreihenfolge in der HPLC unter den gewéhlten Bedingungen (vgl. 5.7.3)
ist fiir alle RALs 16-O-Glucuronid < 14-O-Glucuronid < 7-O-Glucuronid.

Die Fragmentierung der Sulfate verhéalt sich &hnlich der Glucuronid-Fragmentierung.
Auch hier besitzen die Hauptfragmente der 14- und 16-Sulfate MS/MS-Spektren mit
den Massen nach Sulfatabspaltung. Bei den 7-Sulfaten besitzen die Hauptfragmente
die Masse nach CO,-Abspaltung.
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Mit Hilfe der Fragmentierungen kann in weiterfithrenden Untersuchungen zum Bei-
spiel zwischen aliphatischer und aromatischer Glucuronidierung von hydroxylierten
RAL-Metaboliten unterschieden werden.

3.3.1.2 In vitro-Glucuronidierung der RALs

Die Glucuronidierung der RALs wurde sowohl mit Hilfe von Mikrosomen verschie-
dener Spezies, als auch mit UDP-Glucuronosyltransferasen (UGT) enthaltenden Su-
persomen in vitro, untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen, die zum Teil
Ergebnisse meiner Diplomarbeit waren (Hildebrand, 2008), wurden bereits verof-
fentlicht (Pfeiffer et al., 2010 a).

Glucuronidierung mit Mikrosomen

Bei mikrosomalen Glucuronidierungen wurden die Aktivitdten und die Positionen
der gebildeten Glucuronide verschiedener Saugerspezies verglichen. Durch eine Was-
serstoffbriickenbindung zwischen dem Sauerstoff der Carbonylgruppe an Position 1
und dem Wasserstoff der Hydroxylgruppe an Position 16 kann eine schlechte Glucu-
ronidierung an Position 16 erklart werden. In Tab. 3.4 sind die Glucuronidierungs-
aktivitaten der Leber fiir die Spezies Rind, Schwein, Ratte und Mensch (Leber und
Diinndarm) dargestellt. Die Glucuronidierungsaktivitaten sind sehr spezies- und we-
niger substratabhingig. So ist die Aktivitdt bei Verwendung aller RALs mit Leber-
mikrosomen des Schweins deutlich hoher als bei allen anderen untersuchten Spezies.
Die Aktivitdten sinken von den Mikrosomen des Schweins, tiber Rind und Ratte
zu Mensch. Ein Vergleich der humanen Mikrosomen aus Leber und Darm zeigt,
dass sich die Gesamtaktivitaten kaum unterscheiden. Allerdings unterscheiden sich
die Verhéltnisse der Glucuronidierungspositionen. So bilden intestinale Mikrosomen
vermehrt 16-O-Glucuronide (Tab. 3.4).
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Tabelle 3.4: Glucuronidierungsaktivitéten fiir Mikrosomen verschiedener Spezies.

RAL Schweineleber Rinderleber Rattenleber Humanleber Humandarm
ZEN 34 + 10% 13 +£ 2 10+1 6+1 5+1
(99/1/-9  (9L/9/)  (96/4/)  (96/4/)  (91/9/-)
a-ZEL 29+ 4 1441 941 6+1 4+0
(86/0/14) (76/5/19) (87/1/12) (92/0/8) (90/5/5)
B-ZEL 29 + 2 11+ 4 11+1 5+ 1 4+1
(77/4/19) (74/19/7) (74/11/15)  (52/33/15) (42/55/3)
ZAN 38 +3 13+1 8+1 7T+2 241
(99/1/-) (99/1/-) (100/0/-) (99/1/-) (89/11/-)
a-ZAL 28 +4 11 +1 10+ 1 4+1 3+1
(85/0/15) (57/2/41) (86/0/14) (77/0/23) (39/18/43)
B-ZAL 36 £ 6 15+1 9+1 4+1 1+0
(95/0/5) (64/6/30) (43/3/54) (75/4/21) (57/24/19)

Mittelwerte £+ Standardabweichung aus drei unabhéngigen Versuchen.
a) nmol*(min*mg Protein)! fiir die Summe der Glucuronide
b) % (14-O-Glucuronid/16-Glucuronid/7-Glucuronid); -: Position nicht glucuroni-

dierbar
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Glucuronidierung mit UGT-Supersomen

Um zu klaren, ob diese Positionsunterschiede auf gewebespezifische UGTs zurtickzu-
fithren sind, wurden mikrosomale Umsetzungen mit elf verschiedenen UGT-Super-
somen durchgefithrt. Mit Hilfe der Supersomen konnten die Glucuronidierungspo-
sitionen fiir die einzelnen UGTs bestimmt werden. Durch Einsatz der Supersomen
kann allerdings keine Aussage zu den absoluten Aktivitdten getroffen werden, da die
UGT-Mengen der Supersomen stark variieren kénnen. Einzig ein Vergleich mit den
Aktivitaten der Modelsubstanzen kann eine Aussage zur Glucuronidierungsfihigkeit

liefern.

Alle untersuchten UGTs (1A1, 1A3, 1A4, 1A7, 1A8, 1A9, 1A10, 2B4, 2B7, 2B15
und 2B17) katalysierten die RAL-Glucuronidierung. Bei den UGTs 1A1, 1A3 und
1A8 waren die Aktivitaten fir die meisten RALs hoher als die der entsprechenden
Modelsubstrate. Die tibrigen UGTs zeigten, mit wenigen Ausnahmen, bei den RALSs
eine geringere Aktivitéat als bei den Modelsubstraten (Pfeiffer et al., 2010 a). Eben-
falls wurden deutliche Unterschiede in den Glucuronidierungspositionen durch die
unterschiedlichen Isoformen sichtbar. Beispielsweise lief3 sich der hohe Anteil an 16-
O-Glucuronid des B-ZEL (Tab. 3.4) fur Leber und Darm durch die Aktivitaten des
UGT1A1 erkliaren. So weist UGT1A1 ausschliellich fiir -ZEL eine hohere Aktivitéat
der Glucuronidierung an Position 16 als an 14 auf (Pfeiffer et al., 2010 a).

Phase II-Metabolismus in Caco2-Zellen

Caco2-Zellen dienen als Modell fiir die Resorption und den Metabolismus im huma-
nen Darm. Die Zellen werden daher eingesetzt um die humane Resorption in vitro
zu untersuchen. Dabei kann neben der Resorptionsrate auch der Metabolismus der
resorbierten Substanzen bestimmt werden. Im Arbeitskreis wurde deshalb die Re-
sorption und der Metabolismus der RALs mit Caco2-Zellen untersucht (Pfeiffer et
al., 2011). Die Untersuchungen zeigten die Bildung von Glucuroniden und Sulfaten
der RALs. Auch hier zeigte sich fiir die S-Formen eine bessere Glucuronidierung an
Position 16 als fir die anderen RALs (Pfeiffer et al., 2010 a). Die Untersuchung der
gebildeten Sulfate zeigte, dass nahezu ausschlieilich 14-Sulfate gebildet werden. Das
Verhéltnis von Glucuroniden zu Sulfaten betrigt in den Caco2-Zellen je nach RAL
2,1 bis 0,9. Konjugierte RALs werden gut aus der Zelle ausgeschieden. Dabei erfolgt
bei a-ZAL eine 2 bis 3 mal hohere basolaterale Ausscheidung.
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Insgesamt ergibt sich eine gute Resorption der RALs ins Blut, wobei a-ZAL besser

als ZEN aufgenommen wird.

Durch die Versuche mit den Caco2-Zellen wurde gezeigt, dass mit einer hohen in-
testinalen in wvivo-Bioverfiigbarkeit der RALs zu rechnen ist. Eine gute Resorption
der RALSs iiber den Darm ins Blut bedeutet, dass diese iiber die Pfortader in die
Leber gelangen konnen. Daher ist die Bildung von Glucuroniden und Sulfaten zur
Ausscheidung von entscheidender Bedeutung. Der Aktivitdtsvergleich der Glucuro-
nidierung mit Mikrosomen verschiedener Spezies lieferte den hochsten Wert fiir die
Schweinelebermikrosomen. Eine hohe Glucuronidierungsaktivitat wird eigentlich mit
einer Inaktivierung und Ausscheidung verbunden und sollte damit die Estrogenitét
senken. Im Gegensatz zu dieser Annahme reagieren Schweine jedoch am empfind-
lichsten auf die estrogenen Eigenschaften von ZEN (EFSA, 2004). Bei Schweinen
wird allerdings auch ein starker enterohepatischer Kreislauf fiir ZEN beobachtet, so
dass glucuronidiertes ZEN im Schweinedarm wieder gespalten und neu resorbiert
werden kann (Dénicke et al., 2005).

Die Aktivitdt der humanen Mikrosomen (Leber und Darm) war im Vergleich mit
den anderen Spezies sehr gering. Die Gesamtaktivitdten von Leber und Darm waren
fiir die RALs dhnlich, jedoch in den Darmmikrosomen etwas geringer. Unterschiede
zeigten sich in den Glucuronidierungspositionen. So bildeten die Darmmikrosomen
mehr 16-O-Glucuronid. Ein ahnliches Bild ergab sich in den Caco2-Zellen bei den
B-Verbindungen.

Damit zeigt sich, dass die Glucuronidierung eine wichtige Rolle im Metabolismus
der RALs spielt. Die Glucuronidierungsprofile sind allerdings gewebespezifisch. Eine
Aufnahme unkonjugierter RALs in das Blut kann aus den Caco2-Versuchen und den
geringen mikrosomalen Glucuronidierungsaktivitaten geschlossen werden. Damit ist
zu erwarten, dass RALs im Menschen resorbiert und in der Leber zu Catecholen

metabolisiert werden konnen.
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3.3.2 Reaktivitat der Catechole

Bisher konnte gezeigt werden, dass RALs gut resorbiert werden und zum Teil un-
metabolisiert in die Leber gelangen konnen. RALSs besitzen nicht nur estrogene Ei-
genschaften, sondern kénnen im Menschen auch durch das hepatische hCYP1A2
zu Catecholen metabolisiert werden. Diese beiden Eigenschaften verbindet sie mit
den Steroidestrogenen E1 und E2. Die Catechole der Steroidestrogene sind als kan-
zerogen bekannt. Mogliche Mechanismen hierfiir konnen genotoxische Effekte von
2-HO-E1/E2 und 4-HO-E1/E2 im Zielgewebe sein (Cavalieri und Rogan, 2006).
Ein bekannter Mechanismus hierbei ist die Bildung von DNA-Addukten durch die
Chinone der Estrogencatechole. Dabei zeigen die Chinone von 4-HO-E1/E2 ein ho-
heres mutagenes Potential, da sie im Vergleich mit den Chinonen von 2-HO-E1/E2
mehr DNA-Addukte bilden, die zu apurinen Stellen fithren (Saeed et al., 2005 a).
Ein weiterer Faktor fiir die genotoxischen Eigenschaften der Estrogencatechole kann
die Bildung oxidativer DNA-Schéden durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sein.
Diese konnen durch Redoxcycling der Estrogencatechole entstehen. Cavalieri et al.
(2004) machen zusitzlich ein Ungleichgewicht in der Estrogenhomoéostase fir die
mutagenen Eigenschaften der Estrogene mitverantwortlich. Ein Faktor, der zu dem
Ungleichgewicht in der Estrogenhomoostase beitragt, ist eine geringere Methylie-
rungsaktivitat fiir die 4-HO- im Vergleich mit den 2-HO-Estrogencatecholen (Roy
et al., 1990), wodurch sich ein héherer 4-HO-E1/E2-Gehalt einstellt.

In Abb. 3.21 sind die Strukturen der RAL- und der Estrogencatechole miteinander
verglichen. Dabei wird die Ahnlichkeit der Strukturen deutlich.
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Abbildung 3.21: Vergleich der Strukturen der RAL-Catechole mit den Estrogencatecholen. Gegen-
iibergestellt sind 13-HO-a-ZEL und 4-HO-178-Estradiol, sowie 15-HO-ZEN und 2-HO-Estron.

Im Arbeitskreis wurde die genotoxische Wirkung der RAL-Catechole durch Mes-
sung oxidativer Schiden anhand der Bildung von 8-Oxo-2’-desoxyguanosin (8-Oxo-
dG) in isolierter Kalbsthymus-DNA ermittelt. Ebenso wurde zum Vergleich der,
durch die Estrogencatechole verursachte 8-Oxo-dG-Gehalt bestimmt. Die Menge
des 8-Ox0-dG war fiir die RALs von der Hydroxylierungsposition und der funktio-
nellen Gruppe an Position 7 abhéngig. So zeigten 15-HO-RALSs eine hohere Aktivitat
zum Redoxcycling als 13-HO-RALSs und die ZAN /ZEN-Catechole wiesen eine hohere
Redoxcycling-Aktivitét als die a-ZAL/a-ZEL-Catechole auf (Fleck et al., 2012). Fur
die Estrogencatechole 2-HO- und 4-HO-E1/E2 ergaben sich kaum Unterschiede. Die
Redoxcycling-Aktivitéiten stiegen in der Reihenfolge 13-HO-a-ZAL < 13-HO-a-ZEL
~ 13-HO-ZEN < 13-HO-ZAN < 15-HO-o-ZEL < 15-HO-o-ZAL ~ 2/4-HO-E1/2
< 15-HO-ZEN < 15-HO-ZAN (Fleck, noch nicht verdffentlicht). Eine mogliche Er-
klarung fiir die geringere 8-Oxo-dG-Generierung bei Einsatz von 13-HO-RALSs, im
Vergleich zu 15-HO-RALs, ist die Bildung stabiler para-Chinone aus 13-HO-RALs.
Ein Vergleich mit Modelsubstanzen zeigte, dass die 13-HO-RALS eher hydrochinoide
als catecholische Eigenschaften besitzen (Fleck, noch nicht veréffentlicht). Dies wiir-

de ein geringeres Redoxcycling und damit einen geringeren ROS-Gehalt erkléren.
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Eine wichtige Inaktivierungsreaktion von Catecholen besteht in der Bildung ihrer
Methylprodukte. Als ein Grund fiir die starkere Kanzerogenitét der 4-HO- gegeniiber
den 2-HO-Estrogencatecholen wird deren schlechtere Inaktivierung durch COMT zu
ihren Methylethern angenommen. Auf Grund der Ahnlichkeit der RALs und der

Steriodestrogene wurden diese vergleichend untersucht.
3.3.2.1 Methylierung der Catechole

Die Methylierung von Catecholen wird im Organismus durch die COMT katalysiert,
als Cosubstrat wird S-Adenosylmethionin (SAM) benoétigt. In der vorliegenden Ar-
beit erfolgte eine in vitro-Untersuchung zur Fahigkeit der humanen COMT, die RAL-
Catechole zu methylieren. Um ein Maf fiir die Methylierungsaktivitat zu bekommen,
wurde die Methylierung der Estrogencatechole 2-HO-E2, 4-HO-E2, 2-HO-E1 und 4-
HO-E1 unter gleichen Bedingungen bestimmt. Die 4-HO-Estrogencatechole sind als
schlechte Substrate der COMT bekannt (Roy et al., 1990). Die geringe COMT-
Aktivitdt tridgt zu einem Ungleichgewicht im Estrogenstoffwechsel bei und fiihrt
damit zu einer hoheren Konzentration der 4-HO-Estrogencatechole im Vergleich mit
den 2-HO-Estrogencatecholen. Dies wird als einer der Griinde fiir die starkere Kan-
zerogenitit der 4-HO- mit den 2-HO-Estrogencatecholen diskutiert (Cavalieri und
Rogan, 2006).

Die Methylierung wurde durch Inkubation des entsprechenden Catechols in Phos-
phatpuffer, unter Zugabe von humanem Lebercytosol (HLC) und SAM durchgefiihrt
(vgl. 5.6.3.1). Die Catechole wurden hierbei in einer Konzentration von 10 uM ein-
gesetzt, da die Herstellung der RAL-Catechole schwierig ist. 13-HO-RALSs koénnen
durch Synthese mit 2-Iodoxybenzoesaure (IBX) aus ihren RALs hergestellt und tiber
praparative HPLC aufgereinigt werden (vgl. 5.6.6.1). 15-HO-RALS miissen dagegen
mittels mikrosomaler Umsetzung generiert und anschliefend ebenfalls iiber prapa-

rative HPLC aufgereinigt werden (vgl. 5.7.2).

Die Methylierungsaktivitéiten der Catechole von ZAN und a-ZAL unterscheiden sich
je nach Hydroxylierungsposition stark voneinander (Abb. 3.22). So sind die Akti-
vitdten fiir die an Position 15 hydroxylierten Substanzen zwischen 10 und 20 mal
héher als die der 13-HO-Verbindungen. Die Methylierungsaktivitaten der Catechole
von ZEN und a-ZEL hingegen sind sehr ahnlich und es bestehen kaum Unterschiede

zwischen den Hydroxylierungspositionen.
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Damit zeigt sich eine Abhédngigkeit der Methylierungsaktivitat sowohl von der Hy-

droxylierungsposition als auch von der Doppelbindung im Molekiil.
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Abbildung 3.22: Aktivitdten der Methylierung von RAL- und Estrogen-Catecholen mit HLC. Dar-
gestellten sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhédngigen Versuchen. Bei
15-HO-ZEN und 15-HO-a-ZEL handelt es sich um Einfachbestimmungen.

Zur Einordnung der Methylierungsaktivitdten von RAL-Catecholen wurden diese
mit den Aktivitaten der Estrogencatechole verglichen. Es konnte gezeigt werden,
dass die 2-HO-Catechole von E1 und E2 deutlich héhere Metylierungsaktivitédten
besitzen als ihre 4-HO-Regioisomere (Abb. 3.22). Ein Unterschied zwischen E1- und
E2-Catecholen besteht dagegen kaum. Betrachtet man die Strukturen der Estrogen-
catechole und ZEN-Catechole, so entspricht die Anordnung der Hydroxylgruppen
am aromatischen Ring von 4-HO-E1/E2, der Anordnung der 13-HO-RALs. Ebenso
entsprechen sich die Strukturen von 2-HO-E1/E2 und 15-HO-RALs (Abb. 3.21). Fur
die ZAN- und a-ZAL-Catechole spiegelt sich dies in den Methylierungsaktivitéten

wieder.

Grundsétzlich sind die RAL-Catechole teilweise noch deutlich schlechter methylier-
bar als die 4-HO-Catechole der Estrogene. Eine Inaktivierung der RAL-Catechole
iiber Methylierung kann im humanen Organismus somit nur in geringem Umfang

erfolgen.
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Der Vergleich der RAL-Catechole mit den Catecholen von E1 und E2, die als kan-
zerogen bekannt sind, zeigt eine mogliche Gefahr. So zeigen die RAL-Catechole
ahnliche Redoxcycling-Aktivitdten wie die Estrogencatechole. Die 15-HO-Catechole
von ZEN und ZAN besitzen sogar hohere Redoxcycling-Aktivitaten. Als ein mogli-
cher Grund fiir die hohere Kanzerogenitat der 4-HO-Estrogencatechole wird deren
schlechte Methylierbarkeit und die damit verbundene schlechte Inaktivierung ange-
nommen. Da die RAL-Catechole mit einer zum Teil deutlich geringeren Aktivitat
methyliert werden, ist deren Inaktivierung iiber den Weg der Methylierung noch
schlechter. Von 15-HO-ZEN und 15-HO-ZAN scheint somit das hochste Gefahren-
potential der RAL-Catechole auszugehen. Zum Einen werden sie durch hCYP1A2
aus ihren RALs gebildet. Zum Anderen entsteht eine héhere 8-Oxo-dG-Menge als
bei den Estrogencatecholen. Ebenso zeigen sie eine geringere Inaktivierung durch

Methylierung als die schlecht methylierbaren 4-HO-Estrogencatechole.
3.3.2.2 NAC-Adduktbildung der Catechole

Neben der Methylierung wurde auch die Bildung von NAC-Addukten als Entgif-
tungsreaktion der RAL-Catechole untersucht und mit den Estrogencatecholen ver-
glichen. Eine wichtige Phase II-Reaktion von Catecholen ist die Adduktbildung mit
Glutathion (GSH). Diese Reaktion ist von besonderer Bedeutung, da GSH in Zellen
in millimolaren Konzentrationen vorliegt und somit als Reaktionspartner in groem
Umfang zur Verfiigung steht. Die Adduktbildung erfolgt dabei mit der Thiolgrup-
pe des GSH. Vor der Reaktion muss das Catechol allerdings zum entsprechenden
Chinon oxidiert werden. Dies kann durch Redoxcycling erfolgen. Fiir die durchge-
fithrten Untersuchungen wurde GSH durch NAC als Modell ersetzt. NAC besitzt
die gleiche an der Reaktion beteiligte funktionelle Cysteingruppe. Bei den NAC-
Addukten handelt es sich um Mercaptursiduren, die vom Organismus durch Abbau
von GSH-Addukten gebildet werden. Die Ausscheidung aus dem Korper erfolgt als
Mercaptursaure héufig iiber den Harn. Mercaptursiduren konnen daher als Marker

der GSH-Adduktbildung in Tierversuchen verwendet werden.

Die ersten Untersuchungen zur Charakterisierung moglicher Addukte erfolgten durch
Zugabe von NAC zu mikrosomalen Umsetzungen von RALs (vgl. 5.6.4). Die gebil-
deten Metaboliten wurden dabei durch ihre MS/MS-Spektren identifiziert. So weist
das NAC-Addukt eines ZAN-Catechols ein m/z von 496 auf.
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Am Beispiel eines ZAN-Addukts ist eine MS/MS-Fragmentierung dargestellt (Abb.
3.23, oben). Dabei deuten die Fragmentionen 367 und 333 auf die beidseitige Spal-
tung der Schwefelbindung hin. MS3-Untersuchungen auf m/z 496 > 367 bestétigten
den Bruch der zweiten Schwefelbindung (Abb. 3.23, unten).
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Abbildung 3.23: Fragmentierung eines NAC-HO-ZAN-Addukts. MS/MS-Spektrum (496) auf das
NAC-Addukt eines ZAN-Catechols (oben). MS?-Spektrum (496>367) auf das NAC-Addukt eines
ZAN-Catechols (unten).

Im Weiteren wurden die Umsatzgeschwindigkeiten der beiden ZEN-Catechole mit
NAC bestimmt. Dies erfolgte durch Verwendung der isolierten ZEN-Catechole. Bei
Einsatz von 13-HO-ZEN erfolgte eine schnellere Adduktbildung als bei 15-HO-ZEN
(Abb. 3.24). Ein Vergleich mit den Geschwindigkeiten der Estron-Catechole zeigt,
dass ZEN-Catechole mit einer deutlich hoheren Geschwindigkeit NAC-Addukte bil-
den (Abb. 3.24).
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Abbildung 3.24: Aktivitdten der Bildung von NAC-Addukten der ZEN- und Estroncatechole. Dar-

gestellten sind die Mittelwerte und Ranges aus zwei unabhédngigen Versuchen.
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Dieser Effekt kann durch eine hohere Reaktivitat der ZEN-Chinone gegeniiber der
Thiol-Gruppe des NAC zu Stande kommen. Da fiir die Reaktion mit NAC ein Chi-
non vorliegen muss, konnte der Effekt ebenso durch eine bessere Oxidationsfahigkeit

der ZEN-Catechole zu den Chinonen erklarbar sein.

Unabhéangig vom Grund der héheren Geschwindigkeit bedeutet dies eine schnelle-
re Reaktion der ZEN-Catechole mit Thiol-Gruppen. Einerseits kann dies durch die
Reaktion mit GSH als protektiv gesehen werden, da die ZEN-Catechole schneller ab-
gefangen werden. Auf der anderen Seite bedeutet eine hohe Reaktivitét gegeniiber
Thiol-Gruppen aber auch eine erh6hte Gefahr der Reaktion mit Thiol-Gruppen an-
derer Molekiile in der Zelle. Dabei ist zu beachten, dass viele aktive Zentren von
Enzymen Thiol-Gruppen enthalten. Durch Reaktion mit den Enzymen kann deren
Aktivitdt gestort werden. Da es sich bei Chinonen um elektrophile Substanzen han-
delt, kann auch eine Reaktion zu DNA-Addukten erfolgen. Die schnellere Reaktion
von 13-HO-ZEN gegentiber 15-HO-ZEN kann auf einer hoheren Stabilitdat der 13-
Chinone beruhen. So bildet 13-HO-ZEN vermutlich ein stabiles para-Chinon aus,
das nicht wieder zum Catechol reduziert wird, womit mehr Chinon fiir die Reaktion
mit NAC zur Verfiigung steht.
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3.3.3 Prazisionsgewebeschnitte von a-ZAL

Durch die bisherigen Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass RALs in vitro durch mikrosomale Umsetzung zu Catecholen
hydroxyliert werden kénnen. In einer fritheren Dissertation wurden Prézisionsgewe-
beschnitte einer Sprague-Dawley (SD) Ratte mit ZEN inkubiert und auf Metabo-
liten untersucht (Damm, 2010). Diese Untersuchungen bestétigten die Bildung von
ZEN- und o-ZEL-Catecholen in den Gewebeschnitten. Dabei konnten zwar nicht die
Catechole selbst, aber ihre Methylierungsprodukte nachgewiesen werden. Es wurde
vermutet, dass die nicht-methylierten Catechole entweder mit Zellbestandteilen ab-
reagiert oder die Aufarbeitung (3-stiindige Spaltung mit S-Glucuronidase und Sul-

fatase) nicht tiberstanden haben.

Prazisionsgewebeschnitte werden als in vivo-dhnliches System angesehen und stellen
eine Briicke zwischen in vitro- und in vivo-Versuchen dar. Bei Prézisionsgewebe-
schnitten finden Konkurrenzreaktionen zwischen den einzelnen Phase I- und Phase
[I-Reaktionen wie im intakten Gewebe statt, wohingegen bei mikrosomalen Reaktio-
nen die zu untersuchende Reaktion durch Zugabe bestimmter Co-Enzyme gesteuert

wird.

In der vorliegenden Arbeit wurden Préizisionsgewebeschnitte einer SD-Ratte mit
a-ZAL inkubiert. Es sollte untersucht werden, ob Catechole auch unter Konkur-
renz der Phase II-Reaktionen gebildet werden. Zum Schutz gebildeter catecholischer
Strukturen wurde wéihrend der enzymatischen Spaltung der Konjugate Ascorbin-
saure zugesetzt (vgl. 5.6.5). Ascorbinsdure dient dabei als Oxidationsschutz, damit

Catechole nicht zu Chinonen oxidiert werden konnen.

Der Extrakt eines mit 200 uM «a-ZAL inkubierten, Prézisionsgewebeschnittes ist in
Abb. 3.25 dargestellt. Dabei wird a-ZAL zu ZAN und S-ZAL metabolisiert. Zusétz-
lich werden Produkte mit Hydroxylierung an Position 8 fiir ZAN und a-ZAL beob-
achtet. Die Bildung des 15-HO-a-ZAL- und der 13-HO- und 15-HO-ZAN-Catechole
zeigt die Catecholbildung unter in vivo-dhnlichen Bedingungen. Die Bildung der Me-
thylierungsprodukte von 15-HO-ZAN bestétigt ebenso das Entstehen der Catechole.
Vergleicht man das Verhéltnis aus Methylierungsprodukt und 15-HO-ZAN-Catechol,

so wird ein hoher Methylierungsanteil deutlich.
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3.3. Phase II-Metabolismus und Inaktivierungsreaktionen
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Abbildung 3.25: HPLC-Chromatogramm eines Préizisionsgewebeschnittes einer SD-Ratte inkubiert
mit a-ZAL. Die Inkubation erfolgte mit 200 uM «-ZAL fir 24 Stunden. Nach anschliefender
Spaltung mit S-Glucuronidase und Sulfatase wurde die Losung extrahiert (vgl. 5.6.5).

Es kann somit vermutet werden, dass ein hoher Anteil der aromatisch hydroxylier-
ten Verbindungen nicht detektiert werden konnte, weil sie zum Beispiel bereits mit
Zellbestandteilen oder GSH abreagiert hatten. Es konnte allerdings gezeigt werden,
dass ZAN- und ZAL-Catechole auch bei Konkurrenz mit den Phase II-Reaktionen,

unter in vivo-ahnlichen Bedingungen, gebildet werden.
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Kapitel 3. Ergebnisse und Diskussion
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4 Zusammenfassung

ZEN ist ein Mykotoxin, das von Fusarien auf verschiedenen Getreidearten gebil-
det wird. Aufgrund seiner estrogenen Eigenschaften wird es haufig auch als Myko-
estrogen bezeichnet. Neben ZEN zeigen auch seine Derivate a-ZEL, §-ZEL, ZAN,
a-ZAL und B-ZAL estrogene Eigenschaften. Die Verbindungen gehéren alle zur Sub-
stanzgruppe der Resorcylsaurelactone (RALs). Das am starksten estrogene RAL ist
a-ZAL. Es wird in einigen Staaten als Masthilfsmittel in der Rindermast eingesetzt,
ist aber in der EU verboten. Bisherige Studien beschrankten sich auf Untersuchungen
der RAL-Umwandlung und der damit verbundenen Estrogenitét. Die RALs besitzen
nur eine geringe akute Toxizitét, allerdings konnten in vivo-Studien Chromosomen-
aberration und Schwesterchromatidaustausch durch ZEN zeigen. Zusatzlich wurde
die Bildung von DNA-Addukten in Mausen beobachtet und eine erh6hte Tumorrate
der Hypophyse konnte ebenso bei Mausen beobachtet werden. Die Mechanismen,

die diese Effekte auslosen, sind nicht bekannt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ZEN neben dem reduktiven auch
einen oxidativen Phase [-Metabolismus besitzt. Sowohl iiber die Strukturen als
auch tiber die Eigenschaften und mogliche Beitrage zur Genotoxizitat dieser oxi-
dativen Metaboliten war in der Literatur nichts bekannt. Die vorliegende Arbeit
hatte somit die Strukturaufklarung und Untersuchung der Reaktivitat oxidativer
RAL-Saugermetaboliten zum Ziel. Zusatzlich wurden ZEN-Kongenere aus Pilzkul-

turen gewonnen und deren Strukturen aufgeklart.

Im Arbeitskreis wurde die Resorption der RALs mit Hilfe von Caco-2-Zellen unter-
sucht. Das Caco-2-Zellsystem stellt ein in vitro-Zellsystem fiir humane intestinale
Absorption und Metabolismus dar. Fiir ZEN und a-ZAL wurde eine hohe Resorp-
tionsrate und ein moderater intestinaler Metabolismus gezeigt. Im Organismus ge-
langen oral aufgenommene und im Darm resorbierte Substanzen iiber die Pfortader

in die Leber. Der Lebermetabolismus ist daher von entscheidender Bedeutung.

In vitro-Untersuchungen mit Lebermikrosomen zeigten, dass RALs nicht nur an der
Keto- bzw. Hydroxylgruppe an Position 7 reduziert bzw. oxidiert werden. Zusatzlich
konnen RALs an anderen Positionen durch Lebermikrosomen hydroxyliert werden.

Alle untersuchten Spezies bildeten catecholische Metaboliten.
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Kapitel 4. Zusammenfassung

Humane Mikrosomen produzierten nahezu ausschliefllich Catechole. Durch Mikroso-
men der Ratte entstanden neben den Catecholen auch aliphatische Hydroxylierungs-
produkte. Als verantwortlich fiir die Bildung der Catechole wurde das hauptséchlich
in der Leber vorkommende hCYP1A2 identifiziert. Die Aktivitdt von hCYP1A2
stieg gegentiber den RALs in der Reihenfolge ZEN < o-ZEL < ZAN < o-ZAL an.

Untersuchungen zur Glucuronidierung, einer der wichtigsten Phase II Reaktionen,
zeigte in mikrosomalen Umsetzungen bei den RALs eine hohe Aktivitat fiir Schwein
und Rind. Ratte und vor allem Mensch zeigten eine deutlich geringere Aktivitéit. Die
Aktivitdten gegeniiber den RALs war innerhalb der gleichen Spezies sehr dhnlich.
Humane Darmmikrosomen wiesen eine noch geringere Aktivitdt als Lebermikroso-
men auf. Dies bedeutet, dass die RALs nach der guten Resorption zum Teil unme-
tabolisiert in die Leber gelangen kénnen und dort durch hCYP1A2 zu Catecholen

hydroxyliert werden kénnen.

Zusétzlich wurden Prézisionsgewebeschnitte der Rattenleber fiir die Untersuchung
einer in vivo-Relevanz der Catechole durchgefiihrt. In einer anderen Dissertation im
Arbeitskreis konnte die Bildung der ZEN- und ZEL-Catechole durch Untersuchung
der Inkubationsmedien mit ZEN inkubierter Schnitte bereits nachgewiesen werden.
In der vorliegenden Arbeit wurden im Medium eines mit a-ZAL inkubierten Schnit-
tes Catechole von a-ZAL und ZAN identifiziert. Dadurch konnte gezeigt werden,
dass die RAL-Catechole auch unter Konkurrenz anderer Metabolismuswege gebil-

det werden.

Catechole sind als reaktiv bekannt und konnen Redoxcycling auslosen. Daher wur-
den die RAL-Catechole im Arbeitskreis auf ihre genotoxischen Eigenschaften unter-
sucht. Hierfiir wurde die Bildung von 8-Oxo-dG aus Kalbsthymus-DNA im zellfreien
System untersucht. Die Ergebnisse wurden mit denen der Estrogencatechole 2-HO-
und 4-HO-E1/E2 verglichen, da diese als kanzerogen bekannt sind und neben DNA-
Addukten auch oxidative Schiden auslosen kénnen. Die 4-HO-E1/E2-Catechole be-
sitzen dabei eine hohere genotoxische Wirkung als die 2-HO-Catechole, da sie mehr
DNA-Addukte bilden, die zu apurinen Stellen fithren. Ebenso ist ihre Inaktivierung
aufgrund einer schlechteren Methylierbarkeit geringer als bei den 2-HO-Catecholen.
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Fir die Redoxcycling-Aktivitdt der Catechole ergab sich folgende Reihenfolge: 13-
HO-a-ZAL < 13-HO-a-ZEL =~ 13-HO-ZEN < 13-HO-ZAN < 15-HO-a-ZEL < 15-
HO-a-ZAL =~ 2/4-HO-E1/2 < 15-HO-ZEN < 15-HO-ZAN. Damit wiesen 15-HO-
ZAN und 15-HO-ZEN eine hohere Redoxcycling-Aktivitit als die Estrogencatechole
auf. Die Untersuchung moglicher Abbauwege sollte die Relevanz dieser Ergebnisse

zeigen.

Zwei wichtige Abbauwege fiir Catechole sind die Methylierung und die Reaktion
mit GSH. Statt GSH wurde NAC fiir die Adduktbildung mit Thiol-Gruppen ein-
gesetzt, da hierbei die im Urin nachweisbaren Mercaptursauren gebildet werden.
Ein Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten von ZEN- und E1-Catecholen zeig-
te eine deutlich hohere Reaktivitdt der ZEN-Catechole. Eine Adduktbildung mit
NAC/GSH spricht neben der Entgiftung jedoch auch fiur eine hohere Reaktivitét
gegeniiber Thiol-Gruppen. Da viele Enzyme Thiol-Gruppen enthalten, kann eine

hohe Reaktivitat auch als negativ angesehen werden.

Die Methylierung wurde mit humanem Lebercytosol durchgefithrt, das COMT ent-
halt. Die Aktivitat zur Methylierung der RAL-Catechole war zum Teil deutlich ge-
ringer als fiir die 4-HO-Estrogencatechole, die bereits als schlechte Substrate der
COMT bekannt sind.

Neben den oxidativen Saugermetaboliten wurde ein weiteres moglicherweise toxi-
kologisch interessantes ZEN-Kongener in dieser Arbeit zum ersten Mal beobachtet.
Aus einer Kultivierung von F. graminearum DSM4528 konnte neben ZEN und ei-
nigen anderen Kongeneren ein ZEN-11,12-Epoxid isoliert werden. Das ZEN-Epoxid
war nach ZEN im Pilzextrakt in der groffiten Menge enthalten. Da Epoxide als re-
aktive Verbindungen haufig DNA-Addukte bilden kénnen, sollte die Toxikologie des
ZEN-Epoxids weiter untersucht werden. Dies gilt besonders, da das Epoxid auch in
einem vom Acker gesammelten, verschimmelten Maiskolben nachgewiesen werden

konnte.

Es konnte somit gezeigt werden, dass RALs gut und zum Teil unmetabolisiert resor-
biert werden. Ebenso wurde eine gute Bildung von Catecholen durch das hepatische
hCYP1A2 gezeigt. Die entstandenen RAL-Catechole bilden in wvitro zum Teil mehr
oxidative DNA-Schéden als Catechole von Steroidestrogenen. Des Weiteren werden
die RAL-Catechole schlechter methyliert, besitzen aber eine hohere Reaktivitat ge-
geniiber NAC als die Estrogencatechole.
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Kapitel 4. Zusammenfassung

Aufgrund dieser Befunde scheint ein genotoxisches Potential fiir RAL-Catechole
wahrscheinlich und sollte weiter untersucht werden. Sollte sich die Genotoxizitét
von ZEN und a-ZAL bestitigen, wirde dies die Bedeutung des gesundheitlichen

Risikos, die bisher nur auf der estrogenen Wirkung basiert, grundlegend dndern.
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5 Material und Methoden

5.1 Verwendete Gerate

Evaporator

Gewebeschnitt-Apparatur

Reinstwasseranlage
Rotationsinkubator
Ultra Turrax T25

SPD 1010 Speedvac Concentrator (Thermo Scien-
tific, Waltham, MA, USA)

Vitron Tissue Slicer (Vitron, Tucson, AZ, USA)
Milli-Q (Millipore, Billerica, MA, USA)

Dynamic Roller Culture (Vitron)

Janke und Kunkel, IKA-Labortechnik

5.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien und Enzyme wurden, sofern nicht anders angegeben,

von Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen und waren mindestens ,zur Synthese‘.

Zur Herstellung der Puffer und Pulvermedien sowie als FlieSmittel fiir die HPLC

wurde bidestilliertes (bidest.) Wasser verwendet.

RALSs und Referenzsubstanzen

Zearalenon
a-Zearalenol
[-Zearalenol
Zearalanon
a-Zearalanol
[-Zearalanol
ZEN-14-O-Glucuronid
ZEN-14-O-Sulfat
D,-ZEN
D¢-ZEN-1
D¢-ZEN-2
5-HO-ZAN

Fermentec, Israel

Sigma/Aldrich

Sigma/Aldrich

Sigma/Aldrich

Sigma/Aldrich

Sigma/Aldrich

Hannes Mikula, Universitdt Wien
Hannes Mikula, Universitat Wien
Benedikt Cramer, Universitiat Miinster
Synthese von Prof. Dr. M. Metzler
Santa Cruz Biotechnology

Yang et al., 2008
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Kapitel 5. Material und Methoden

Isolierte Enzyme

B-Glucuronidase Typ B-1 aus Rinderleber
Isocitrat Dehydrogenase Typ IV aus Schweineherz in

Glycerol-EDTA-Puffer (pH 6)
Sulfatase aus Helix pomatia

3a- und 34-Hydroxysteroid-Dehydrogenase  Serva Feinbiochemica

5.3 Biologisches Material

Zellfraktionen

Mikrosomen und Cytosol wurden im Arbeitskreis wie bereits beschrieben aus frisch
entnommenen Lebern von SD- oder Wistar-Ratten hergestellt (Pfeiffer et al., 2009)
und der Proteingehalt nach Bradford bestimmt. Supersomen von BD Gentest (Hei-
delberg) sind Mikrosomen aus Sf9 Insektenzellen, die mit einem Baculovirus infiziert
wurden, welcher die cDNA fiir je ein humanes CYP-Isoenzym enthélt. Der CYP-
Gehalt der Suspensionen betrug jeweils 1 nmol/ml. Folgende Isoformen wurden ver-
wendet: CYP1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6 und 3A4. Des Weiteren
wurden Isoformen der folgenden humanen UGTs verwendet: 1A1, 1A3, 1A4, 1A7,
1A8, 1A9, 1A10, 2B4, 2B7, 2B15 und 2B17.

Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt von Zellfraktionen wurde nach der Methode von Bradford (1976)
ermittelt. Zur Bestimmung des Proteingehalts wurde der Triphenylmethan-Farbstoff
Coomassie Brilliant Blau G-250 verwendet. Dieser komplexiert in saurer Losung mit
hydrophoben und kationischen Seitenketten von Proteinen. Die Komplexierung fithrt
zur Stabilisierung der unprotonierten Sulfonatform des Farbstoffs. Daraus resultiert
eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 470 nm zu 595 nm. Die enthal-
tene Proteinmenge ist dabei proportional zu der bei dieser Wellenlénge gemessenen
Extinktion. Die Quantifizierung erfolgte anhand einer externen Kalibriergerade mit

Rinderserumalbumin.
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5.4. Puffer

Bradford-Reagenz:

10 mg Coomassie Brilliant Blau G-250 wurden in 5 mL Ethanol gelést, mit 10 mL
85%iger ortho-Phosphorsaure (v/v) versetzt und mit bidest. Wasser auf 100 mL auf-
gefiillt. Die Herstellung des Reagenzes erfolgte am Tag vor der Verwendung und das
Reagenz wurde lichtgeschiitzt im Kiihlschrank aufbewahrt. Es sollte eine braunliche
Farbe besitzen und wurde unmittelbar vor der Verwendung durch einen Faltenfilter
filtriert.

Durchfiihrung:

Ein Aliquot der Proteinprobe wurde auf 100 puL aufgefiillt und mit 1 mL des Brad-
fordreagenzes gut durchmischt. Nach 5 min im Dunkeln erfolgte die photometrische
Extinktions-Bestimmung in Plastikkiivetten bei 595 nm. Zur Bestimmung des Blind-
werts wurde bidest. Wasser verwendet. FEine Kalibrierung mit Rinderserumalbumin

wurde im Bereich von 20-160 pg/mL durchgefiihrt.

5.4 Puffer

Kaliumphosphat-Puffer

Eine 0,1 M K,HPO,-Loésung wurde vorgelegt und durch Zugabe einer 0,1 M KH,PO,-
Losung auf den gewiinschten pH-Wert (7,4) eingestellt.

Tris-Puffer

Eine 0,05 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)-Losung wurde durch Zugabe
von 0,1 N HCI auf den gewiinschten pH-Wert (7,5) eingestellt.

Glycin/HCI-Puffer zur Extraktion

7,8 g Glycinhydrochlorid wurde in bidest. Wasser gelost und mit konzentrierter HCI1
auf den gewtinschten pH-Wert (1,2) eingestellt. Anschliefend wurde die Losung auf
100 mL aufgefiillt.
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Kapitel 5. Material und Methoden

Acetatpuffer

Eine 0,15 M Kaliumacetat-Losung wurde vorgelegt und durch Zugabe von 0,15 M
Essigsédure auf den gewiinschten pH-Wert (5,0) eingestellt.

Krebs-Henseleit-Puffer fiir Gewebekultur

Der Krebs-Henseleit-Puffer (KHP) wurde zur Préparation von Gewebeschnitten ein-
gesetzt.

Zusammensetzung des KHP:

Konzentration (mM)

NaCl 118
D—Glucose 25
KCl1 4.8
KH,PO, 1

CaCl, 2,9
MgSO, 1,2

Alle Komponenten wurden in 90% des Endvolumens gelost und ein pH-Wert von 7.4
mit 0,1 N NaOH oder HCI eingestellt. Der Puffer wurden nach dem Auffiillen auf
das Endvolumen sterilfiltriert. Der Puffer enthielt zusatzlich 50 mg/L Gentamicin.

5.5 Medien

Waymouth-Medium fiir Gewebekultur

Das Waymouth-Pulvermedium MB 752/1 wurde unter Zugabe von 2,2 g/L NaHCO,
in bidest. Wasser (90% des Endvolumens) gelést und ein pH-Wert von 6,8-6,9 ein-
gestellt. Nach Auffiillen auf das Endvolumen wurde sterilfiltriert, wobei sich der
pH-Wert auf etwa 7,4 erhohte.

Gentamicin wurde als Antibiotikum in der Gewebekultur eingesetzt. Es wurde in bi-
dest. Wasser gelost (50 mg/mL), sterilfiltriert und in Waymouth MB 752/1 Medium

auf eine Endkonzentration von 50 mg/L verdiinnt.
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5.6. Methoden

Hidy-Medium fiir Pilzkultur

Zur Kultivierung des Fusarium-Pilzes wurde das Hidy-Medium verwendet. Das

Hidy-Medium enthielt folgende Komponenten:

Konzentration (g/L)

Glucose 150
Hefeextrakt 1
Ammoniumnitrat 10
Kaliumchlorid 0,5
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0,5
Natriumnitrat 2
Dikaliumhydrogenphosphat 2

Glucose- und Nahrsalzlosung miissen getrennt autoklaviert werden, um ein Kara-

mellisieren des Zuckers sowie eine Maillard-Reaktion zu verhindern.

5.6 Methoden

5.6.1 Pilzkultur

Kultivierung eines Fusarium graminearum-Pilzes

Die Kultivierung eines Fusarium graminearum-Pilzes DSM 4528 erfolgte zur Gewin-
nung von ZEN. Zusatzlich konnten Kongenere von ZEN aus der Pilzkultur extrahiert
werden.

Die Kultivierung erfolgte auf expandiertem Vermicult. Bei Vermiculit handelt es sich
um ein Aluminium-Eisen-Magnesium-Silikat, das schockartig einer hohen Tempera-
tur ausgesetzt wird und sich dadurch auf ein Vielfaches seines urspriinglichen Volu-
mens aufbldht. Die pordse Struktur des Materials ermoglicht eine ausreichende Sau-
erstoffversorgung des Pilzes. Auf das Tragermaterial wurde vollsynthetisches Flis-

signdhrmedium nach Hidy gegeben (vgl. 5.5).
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Kapitel 5. Material und Methoden

Durchfiihrung:

Die Inkubation erfolgte in 5 L-Erlenmeyerkolben. In den Kolben wurden 140 g ex-
pandiertes Vermiculit und 500 mL Hidy-Medium gegeben. Zur Vermeidung der Kon-
tamination mit anderen Mikroorganismen wurden Kolben, Vermiculit und Medium
fiir 30 min bei 121°C sterilisiert. Der Pilz wurde auf Kartoffel-Glucose-Agar-Platten
gehalten. Vor Versuchsbeginn wurden frische Kartoffel-Glucose-Agar-Platten mit
Sporen des Fusarium-Stammes beimpft und fiir fiinf Tage bei 23°C im Inkubations-
schrank anwachsen gelassen. Unter der Sterilbank wurden mit Hilfe eines Korkboh-
rers zylindrische Stiicke mit 4 mm Durchmesser aus der Agarplatte ausgestanzt und
pro Kolben fiinf dieser Stiicke dem sterilen Medium zugesetzt. Um eine gleichmaBige
Verteilung zu erreichen wurden die Kolben nach Zugabe der Starterkultur kréftig
geschiittelt. Im Anschluss wurden die Kolben mit Aluminium-Folie umhiillt um eine
Lichteinwirkung zu verhindern und im Brutschrank fiir insgesamt 39 Tage bei 25°C
inkubiert. In Abstédnden von etwa einer Woche wurde das Kultursubstrat mit Hilfe

einer Metallkralle aufgelockert und durch Schiitteln gleichméafig im Kolben verteilt.
Aufarbeitung der Pilzkultur

Nach 39 Tagen Inkubation erfolgte die Aufarbeitung des Ansatzes. Diese wurde in
Portionen zu ca. 200 g durchgefithrt. Zunédchst wurden 200 mL Acetatpuffer zuge-
geben und mit Hilfe eines Handmixers homogenisiert. Im Anschluss wurden 500 mL
Methanol zugegeben und zur Extraktion fiir mindestens eine Stunde geriihrt. Der
Methanol/Wasser-Extrakt wurde durch Filtration von den festen Bestandteilen ab-
getrennt. AnschlieBend wurde das Methanol mittels Rotationsverdampfer aus dem
Gemisch entfernt. Die verbliebene wassrige Losung wurde zweimal mit Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach
dem Abfiltrieren des Magnesiumsulfats wurde der Extrakt am Rotationsverdamp-
fer eingeengt, bis ein gelber, oliger Riickstand im Kolben zuriickblieb. Die Analyse
erfolgte nach Zugabe von MeOH mit Hilfe einer HPLC-DAD-MS-Analyse. Fiir die
weitere Aufarbeitung wurde ZEN mittels Sdulenchromatographie bzw. iiber priapa-
rative HPLC (vgl. 5.7.2) abgetrennt.
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5.6. Methoden

Saulenchromatographie

Der Pilzextrakt wurde in 25 mL eines 8:2-Gemisches (v:v) aus Benzol/Ethylacetat
gelost und in mehreren Portionen auf einer Silicagel-Saule chromatographiert. Fiir
die Fraktionierung wurde eine Glas-Séule mit einem Innendurchmesser von 24 mm
verwendet. Diese wurde mit 15 g Silika-Gel gefiillt. Die Sdule wurde mit einem
Benzol/Ethylacetat-Gemisch (8:2) konditioniert. Die Fraktionierung erfolgte in meh-
reren Durchgéngen. Anschlieend wurde ein Teil des Pilzextraktes in Benzol /Ethyl-
acetat (8:2) auf die Saule gegeben. Fiir die Fraktionierung wurden anschliefend nach-
einander 50 mL Benzol/Ethylacetat (8:2), 100 mL Benzol/Ethylacetat (2:1) und 50
mL Ethylacetat verwendet. Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels HPLC-DAD-

MS analysiert und fiir weitere Untersuchungen eingesetzt.

5.6.2 Maisextraktion

Die Untersuchung eines verschimmelten Feldmaises sollte zeigen, ob auch hier die

identifizierten ZEN-Kongenere nachgewiesen werden kénnen.

Durchfiihrung:

26 g stark verschimmelte Maiskérner wurden mit einem Ultra Turrax in 80 mL
Acetatpuffer (vgl. 5.4) zerkleinert. Nach Zugabe von 300 mL Methanol wurde die
Suspension fiir 1 h gerithrt. AnschlieSend wurde der Feststoff abfiltriert und das
Filtrat am Rotationsverdampfer vom Methanol befreit. Die zurtickgebliebene wéss-
rige Phase wurde dreimal mit je 100 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
Extrakte wurden tiber Nacht iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Ethylacetat
wurde am Rotationsverdampfer entfernt und es blieb eine gelbe 6lige Fliissigkeit,
die mit Methanol verdiinnt wurde. Die Untersuchung der Loésung erfolgte mittels
HPLC-DAD-MS (vgl. 5.7.3).
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5.6.3 Enzymatische Methoden

5.6.3.1 Mikrosomale Umsetzung

Bei der mikrosomalen Umsetzung handelt es sich um ein in vitro-Testsystem zur
Bestimmung der Aktivitdten von Enzymen in unterschiedlichen Geweben. Hierbei
erfolgt eine Inkubation der zu untersuchenden Substanz mit Mikrosomen. Bei Mikro-
somen handelt es sich um Bruchstiicke des endoplasmatischen Retikulums, die durch
Zellfraktionierung gewonnen werden. Durch Zugabe der entsprechenden Cofaktoren

konnen die in den Mikrosomen enthaltenen Enzyme Substanzen metabolisieren.
Oxidative mikrosomale Umsetzung

Oxidative mikrosomale Umsetzungen wurden zur Generierung der oxidativen RAL-
Metaboliten eingesetzt. Zum Einen wurden die Metaboliten zur Identifizierung ge-
wonnen. Zum Anderen wurden Aktivitdten der Umsetzungen berechnet. Fir die
oxidativen Umsetzungen wurden Mikrosomen einer mannlichen Wistarratte, eines
Schweins, eines Rindes und eines ménnlichen Menschen eingesetzt. Die Inkubation
erfolgte bei 37°C in Kaliumphosphatpuffer (0,1 M; pH 7,4) unter Zugabe von NADPH
als Cofaktor. Das NADPH wurde durch ein NADPH-generierendes System im An-
satz erzeugt. Die Inkubationen erfolgten dabei in Volumina zwischen 0,5 und 1
mL. Die Dimethylsulfoxid (DMSO)-Konzentration betrug 1%. Als Negativkontrol-
len wurden Inkubationen verwendet, bei denen das NADPH-generierende System

durch Phosphatpuffer ersetzt wurde.

Inkubationsansatz:

Konzentration
Substrat 50 uM
mikrosomales Protein 0,5 - 1 mg/mL
Vorinkubation fiir 5 min bei 37°C
NADP™ 1,2 mM
MgCl, (1 M) 4,3 mM
Isocitrat 9,4 mM
Isocitrat-Dehydrogenase 09U

Inkubation fir 30-60 min bei 37°C
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Durchfiihrung:

Substrat und mikrosomales Protein wurden in Kaliumphosphatpuffer fiir 5 min bei
37°C vorinkubiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe des NADPH-generierenden Sys-
tems, das vor jeder Inkubation frisch hergestellt wurde. Nach Ablauf der Inkubati-
onszeit (30-60 min) wurde der Reaktionsansatz zweimal mit je 500 pL. Ethylacetat
extrahiert. Das Losungsmittel wurde aus den vereinigten Extrakten mittels Evapo-
rator entfernt. Der Riickstand wurde in MeOH aufgenommen und fir die HPLC-
DAD-MS-Untersuchung eingesetzt (vgl. 5.7.3).

Oxidative Umsetzung mit CYP-Supersomen

Bei Supersomen handelt es sich um Mikrosomen aus Sf-9-Insektenzellen (Spodo-
ptera frugiperda). Diese werden mit einem Baculovirus-Stamm, der die cDNA des
gewiinschten Enzyms tbertragt, infiziert. Mikrosomale Membranfraktionen dieser
Zellen enthalten das gewiinschte Enzym und kénnen zur Metabolismusuntersuchung,
dahnlich den Lebermikrosomen, verwendet werden. Mit Hilfe der CYP-enthaltenden

Supersomen konnen die Aktivitdten der einzelnen CYPs untersucht werden.

Durchfiihrung:

Die Inkubationen erfolgten wie bei der mikrosomalen Umsetzung beschrieben und
wurden im linearen Bereich der Supersomen durchgefithrt. Als Inkubationspuffer
wurde der jeweils im Datenblatt angegebene Puffer (Kaliumphosphatpuffer oder

Tris-Puffer) verwendet.
Glucuronidierung mit Mikrosomen und Supersomen

In vitro-Untersuchungen zur Glucuronidierung erfolgten durch Inkubation mit Mi-
krosomen oder UGT-enthaltenden Supersomen und dem Cofaktor UDPGA. Da die
UGTs auf der Innenseite des endoplasmatischen Reticulums lokalisiert sind, muss
die Substanz in die Mikrosomen eindringen kénnen. Hierfiir wurden die Mikrosomen
mit dem Porenbildner Alamethycin vorinkubiert. Anschliefend erfolgte eine weitere
Vorinkubation mit der Substanz, unter Zugabe von Phosphat- bzw. Tris-Puffer und
D-Saccharinsaure-1,4-lacton, das als S-Glucuronidaseinhibitor wirkt. Erst nach Zu-
gabe des Cofaktors UDPGA startet die Umsetzung. Die Umsetzungen finden dabei
in 200 plL-Ansédtzen statt.
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Inkubationsansatz:
Mikrosomen bzw. UGT-Supersomen 0,02 - 0,2 mg bzw. 50 ug
Alamethycin (125 pg/mL) 40 pL

Inkubation fiir 10 min auf Eis zur Porenbildung
Phosphat-Puffer (100 mM; pH 7,4) oder
Tris-Puffer (50 mM; pH 7,5)

MgCl, (0,1 M) 10 M
D-Saccharinséure-1,4-lacton (0,1 M) 10 uM
Substanz (10 mM) 100 M
Vorinkubation fiir 5 min bei 37°C

UDPGA (20 mM) 1 mM

Inkubation fiir 15-60 min bei 37°C

Durchfiihrung;:

Der Ansatz wurde je nach Linearitdt der Mikrosomen und UGTs fiir 15 bis 60 min
bei 37°C inkubiert. Die Inkubation erfolgte fiir Mikrosomen in Phosphatpuffer und
fiir Supersomen je nach Anleitung des Datenblattes in Phosphat- oder Trispuffer.
Nach Ablauf der entsprechenden Inkubationszeit wurde die Inkubationslosung auf
Eis gestellt. Die Proteine wurden durch Zugabe von 20 uL 20%iger Trichloressigsaure
ausgefillt. Zur Neutralisierung wurden 20 yL 1 M NaOH zugegeben und die Proteine
durch Zentrifugation abgetrennt. Fiir die Bestimmung wurden 50 pL direkt aus dem
Reaktionsansatz mittels HPLC-DAD-Untersuchung analysiert.

Bestimmung der COMT-Aktivitdt mit humanem Leberzytosol

Die Bestimmung der COMT-Aktivitdt erfolgte durch Inkubation der zu untersu-
chenden Substanz mit humanem Leberzytosol im zellfreien System. Die Inkubation
wurde hierfiir in Phosphatpuffer durchgefiihrt. Weitere Bestandteile der Inkubati-
onslosung waren humanes Leberzytosol und SAM, das als Cofaktor der COMT dient.
Das Gesamtvolumen der Inkubationslésung lag bei 200 pL. Als Kontrolle dienten
Inkubationen bei denen die SAM-Losung durch Kaliumphosphatpuffer ersetzt wur-
de.
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Inkubationsansatz:
Konzentration

Kaliumphosphatpuffer (0,1 M; pH 7,4)
Substrat in DMSO (1%) 10 uM
humanes Leberzytosol 0,5 mg/mL
MgCl, (0,1 M) 4 uM
Vorinkubation fiir 5 min bei 37°C
SAM (25 mM) 125 pM

Inkubation fir 15-60 min bei 37°C

Durchfiihrung:

Substrat, Cytosol und MgCl, wurden in Phosphatpuffer fiir 5 min bei 37°C vorinku-
biert. Anschlieend wurde SAM zugegeben und der Ansatz zwischen 15 und 60 min
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Reaktionsansatz zweimal mit
je 500 puL. Ethylacetat extrahiert. Das Losungsmittel wurde aus den vereinigten Ex-
trakten mittels Evaporator entfernt. Der Riickstand wurde in MeOH aufgenommen
und fiir die HPLC-DAD-MS-Untersuchung eingesetzt.

5.6.3.2 Oxidation/Reduktion mit HSD

Die Keto- beziehungsweise Hydroxyl-Gruppe an Position 7 kann durch Inkubation
mit HSDs und dem entsprechenden Cosubstrat reduziert oder oxidiert werden. ZEL
kann dabei zu ZEN oxidiert und ZEN zu ZEL reduziert werden. Als Cosubstrat
dient NADH zur Reduktion oder NAD™ zur Oxidation. Die oxidative bzw. reduktive
Umsetzung fand dabei mit 3a- und 338-HSDs in Kaliumphosphatpuffer mit einem

Gesamtvolumen von 1 mL statt.

Inkubationsansatz:

Kaliumphosphatpuffer (0,1 M; pH 7.4)

Substrat in DMSO (max. 1%) variabel
HSD 0,06 U
Cofaktor 3,5 mg

Inkubation fiir 30 min bei 37°C
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Durchfiihrung:

Die zu untersuchende Substanz wurde in den Kaliumphosphatpuffer gegeben. An-
schlieBend erfolgte die Zugabe der HSD und des Cofaktors. Nach 30 min Inkuba-
tionszeit bei 37°C wurde der Reaktionsansatz zweimal mit je 500 pL. Ethylacetat
extrahiert. Das Losungsmittel wurde aus den vereinigten Extrakten mittels Evapo-
rator entfernt. Der Riickstand wurde in MeOH aufgenommen und fir die HPLC-
DAD-MS-Untersuchung eingesetzt.

5.6.4 Reaktion der Catechole mit NAC

Identifizierung von NAC-Addukten

GSH kann zur Inaktivierung reaktiver Substanzen in der Zelle fithren. Ein gebil-
detes GSH-Addukt wird im Organismus zu seinem NAC-Addukt, der Mercaptur-
sdure abgebaut. Die Ausscheidung erfolgt anschlieend héufig iiber den Urin. GSH
und NAC besitzen die gleiche funktionelle Thiol-Gruppe. Die Bildung von NAC-

Addukten wurde durch Zugabe von NAC zu mikrosomalen Umsetzungen gezeigt.

Durchfiihrung:

Nach Ablauf der Inkubationszeit mikrosomaler Umsetzungen (vgl. 5.6.3.1) wurde
eine NAC-Losung zugegeben (Endkonzentration 10 mM). Nach einer weiteren Inku-
bationszeit von 15-30 min wurde das gleiche Volumen Glycin/HCl-Puffer (pH 1,2)
zugegeben und zweimal mit je 500 pl. Ethylacetat extrahiert. Das Losungsmittel
wurde aus den vereinigten Extrakten mittels Evaporator entfernt. Der Riickstand
wurde in MeOH aufgenommen und fiir die HPLC-DAD-MS-Untersuchung einge-

setzt.
Bestimmung der Reaktivitat mit NAC

Nach Identifizierung der NAC-Addukte wurde die Reaktivitdt der Catechole mit
NAC untersucht. Hierbei wurde die direkte Reaktivitat im Phosphatpuffer ohne Zu-
gabe von Proteinen untersucht. Die Reaktion wurde in einem Volumen von 200 uL

durchgefiihrt.
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Durchfiihrung:

Das zu untersuchende Catechol wurde 50 pM in Phosphatpuffer vorgelegt und eine
Konzentration von 10 mM NAC im Puffer hergestellt. Nach 45 min wurde das glei-
che Volumen eines Glycin/HCl-Puffers (pH 1,2) zugegeben und zweimal mit je 500
uLs Ethylacetat extrahiert. Das Losungsmittel wurde aus den vereinigten Extrakten
mittels Evaporator entfernt. Der Riickstand wurde in MeOH aufgenommen und fiir
die HPLC-DAD-MS-Untersuchung eingesetzt.

5.6.5 Praparation und Inkubation von Rattenleberschnit-

ten

Praparation

Fiir die Praparation der Prazisionsgewebeschnitte wurden die Lebern ménnlicher
SD-Ratten verwendet. Die Tiere wurden durch CO,-Inhalation getotet und anschlie-
Bend seziert. Die frisch entnommenen Lebern wurden sofort weiterverarbeitet. Aus
der Leber eines Tiers wurden pro Versuchstag etwa 50-100 Schnitte gewonnen, wel-

che gleichzeitig inkubiert werden konnten.

Die Schnitte wurden mit Hilfe des Vitron Tissue Slicers hergestellt, welcher mit eis-
gekithltem KHP geflutet und iiber ein Schlauchsystem mit Carbogen begast wurde.
Der Puffer zirkulierte zur Kiithlung und Sauerstoffversorgung des Gewebes wahrend
des Schneidevorgangs in der Apparatur. Mit Hilfe eines geschérften Hohlzylinders
(Durchmesser 8 mm) wurden aus der Leber Gewebekerne gestanzt, welche in KHP
zwischengelagert und einzeln in den Schneidearm eingesetzt wurden. Die Prépa-
ration der Schnitte erfolgte durch manuelles Bewegen des Schneidearms iiber ein

rotierendes Rasiermesser.

Die gewiinschte Schnittdicke konnte dabei iiber eine Mikrometerschraube eingestellt
werden und betrug bei allen durchgefiithrten Versuchen 250 pum. Die Schnitte wur-
den durch den zirkulierenden Pufferstrom weggespiilt, in einem Reservoir gesammelt

und der Apparatur durch ein Auslassventil entnommen.
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Inkubation

Die Inkubation wurde bei 37°C unter Carbogen-Begasung in einem Rotationsinkuba-
tor durchgefiihrt. Die Vor- und die Substanzinkubation erfolgte in 1,7 ml Waymouth
Medium in 20-ml Szintillationsglésern, wobei der Gasaustausch durch Locher im De-
ckel gewéhrleistet war. In jedes Glas wurde ein Drahtnetz eingesetzt, auf welches ein
Schnitt platziert wurde. Im Anschluss an die FKS-freie Vorinkubation (1 h) erfolgte
die Inkubation mit der Testsubstanz fiir 24 h (mit 10% FKS). Die Substanzkon-
zentrationen betrugen 50-200 M bei 0,1% DMSO. Nach Ende der Inkubationszeit
wurden die Schnitte mit einer Pinzette vom Drahtnetz gelost und gewogen. Das
Medium wurde mit 0,1% Ascorbinsaure versetzt. Medium und Schnitt wurden se-
parat in Kryogefaflen mit Hilfe von Fliissigstickstoff schockgefroren und bei -80°C
gelagert.

Konjugatspaltung und Extraktion

Der Nachweis der von Leberschnitten gebildeten Metaboliten erfolgte ausschlielich
im Inkubationsmedium. Zur Hydrolyse der Glucuronide und Sulfate wurde 1 mL
Medium mit dem gleichen Volumen Kaliumacetatpuffer (0,15 M; pH 5,0) gemischt,
welcher 300 U/mL [-Glucuronidase, 50 U/mL Sulfatase und 0,2% Ascorbinsiure
enthielt. Im Anschluss an die 15-stiindige Inkubation bei 37°C erfolgte die Extrak-
tion mit dreimal je 2 mL Ethylacetat. Nach der Entfernung des Losungsmittels im
Evaporator wurden die Riickstande in 100 gl Methanol aufgenommen und 20 plL
wurden zur Analyse mittels HPLC-DAD-MS eingesetzt.
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5.6.6 Chemische Synthesen aus ZEN

5.6.6.1 Synthese der RAL-Catechole

Eine Methode zur Synthese von Catecholen ist die Umsetzung von Phenolen mit 2-
lodoxybenzoesiure (IBX). Diese Methode wurde beispielsweise fiir die Synthese von
2-HO-E1/E2 und 4-HO-E1/E2 aus E1/E2 beschrieben (Saeed et al., 2005 b). Bei der
Synthese entstehen zunéichst die ortho-Chinone der eingesetzten Substanzen. Nach
Reduktion mit Ascorbinsidure werden schliellich die entsprechenden ortho-Catechole
erhalten. Bei Verwendung der RALs wurde eine selektive Oxidation zu den 13-HO-
Verbindungen beobachtet. Die Bildung der 15-HO-Catechole der RALs wurden nur
in Spuren beobachtet.

Durchfiihrung;:

3 mg eines RALs wurde in 1,5 mL Dimethylformamid gelost. Anschlieend erfolgte
die Zugabe von 15 mg IBX und der Ansatz wurde fiir 3 h im Dunkeln geriihrt.
Das Reaktionsgemisch hatte sich hierbei orange gefarbt. Durch Zugabe von 500 L
10%iger wissriger Ascorbinséure (w/v) wurde die Losung hellgelb. Das Reaktions-
gemisch wurde mittels HPLC-DAD-MS analysiert und es erfolgte eine Isolierung des
gebildeten Catechols aus dem Gemisch iiber praparative HPLC.

5.6.6.2 ZEN-Epoxid-Synthese

Eine Reaktion von ZEN mit meta-Chlorperbenzoesiure (mCPBA) wurde zur Bil-
dung eines ZEN-Epoxids durchgefiihrt.

Durchfiihrung:

100 pmol reine mCPBA wurde in 1 mL CH,Cl, und 50 gmol ZEN wurde in 1,5 mL
CH,Cl, gelost. Anschlielend wurde die mCPBA zur ZEN-Losung gegeben. Nach 5
h bei 20°C, wurde das gelbe Reaktionsgemisch mit einer 10%igen wéssrigen K,CO,-
Losung extrahiert und mit 1 mL H,O gewaschen. Die Trocknung der organischen
Phase erfolgte iiber wasserfreiem Na,SO,. Die entstandene farblose CH,Cl,-Losung
wurde mit HPLC-DAD-MS untersucht.

Der Extrakt enthielt ca. 55% ZEN, 20% ZEN-11,12-Epoxid und 25% eines Gemisches
aus 13- und 15-HO-ZEN.
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5.6.6.3 ZEN-Dihydrodiol-Synthese

Die Reaktion von Alkenen mit Osmiumtetroxid fithrt zu cis-standigen Diolen. Mit
Hilfe dieser Reaktion sollte ein Dihydrodiol des ZEN gebildet werden.

Durchfiihrung:

Eine frische Losung aus 120 pgmol OsO, in 1 mL Pyridin wurde zu 100 pgmol ZEN,
gelost in 1 mL Pyridin, gegeben. Das Reaktionsgemisch farbte sich innerhalb weniger
Minuten dunkel-violett. Das Gemisch wurde fiir 18 h bei 20°C im Dunkeln belas-
sen. Anschliefend wurden 2 mL einer wéssrigen Losung von K,S,05 (270 pmol)
zugegeben und fir 4 h gerithrt. Die Extraktion erfolgte mit 5 mL CHCl;. Der Ex-
trakt enthielt noch Reste von Pyridin. Die Analyse des Reaktionsgemisches erfolgte
mittels HPLC-DAD-MS-Analyse. Der Extrakt enthielt 2 Peaks mit der Masse eines
ZEN-Dihydrodiols.

Behandlung mit Saure:

0,5 mL der CHCl;-Losung wurden mit dem gleichen Volumen einer 5 N wéssrigen
HCl-Losung fiir 1 h bei 20°C gertihrt um Pyridin zu entfernen. Anschlielend wurde
zweimal mit jeweils 0,5 mL bidest. Wasser gewaschen. Ein leichter Niederschlag loste
sich nach Zugabe von 0,2 mL Ethylacetat. Die anschlieBende Untersuchung mittels
HPLC-DAD-MS zeigte, dass beide Diole verschwunden und ein Cyclisierungspro-

dukt entstanden war.
5.6.6.4 6-HO-ZEN- und 8-HO-ZEN-Synthese

Diese Synthese wurde durchgefithrt um die Substanzen 6-HO-ZEN und 8-HO-ZEN
zu erhalten. Das Reaktionsschema der Synthese ist in Abb. 3.3 dargestellt. Die
Synthese soll zu beiden Produkten fithren. Je nach eingesetztem Prolin sollen die

unterschiedlichen Stereoisomere der eingefiihrten Hydroxylgruppen gebildet werden.

Durchfiihrung:

350 pmol Nitrosobenzol wurden in 500 uL DMSO gelost. Ebenso wurden 250 pmol
ZEN und 250 pmol D-Prolin oder L-Prolin in 1,5 mL DMSO gel6st. Anschlielend er-
folgte die Zugabe der Nitrosobenzollosung zu ZEN und Prolin. Der Reaktionsansatz
wurde fiir 15 h bei 20°C geriihrt. Anschliefend wurde die orange gefiarbte Losung
mit 2 mL bidest. Wasser und 1,5 mL 10%iger wéssriger NH,Cl-Losung versetzt. Die
Extraktion erfolgte mit 2x5 mL Ethylacetat.
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Das Losungsmittel wurde soweit moglich am Evaporator entfernt und der Riick-
stand mit MeOH verdiinnt. Die Untersuchung des Reaktionsgemisches erfolgte mit-

tels HPLC-DAD-MS. Anschliefend erfolgte die Trennung der erhaltenen Produkte
mittels praparativer HPLC.

5.6.7 Chemische Modifikationen von Metaboliten

5.6.7.1 Keto-Endiol-Umlagerungen

Diese Reaktion wurde bereits in etwas abgewandelter Form fiir die Synthese des
Dy¢-ZEN-1 verwendet (Pfeiffer et al., 2009). Der Ansatz dient der Keto-Endiol-
Tautomerie des 8-HO-ZEN. Aus mikrosomalen Umsetzungen fraktioniertes 8-HO-
ZEN wurde in 10 L THF aufgenommen und mit 40 pL K,CO4-Losung (125 mg/mL)
fiir 24 h im Dunkeln geriihrt. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz mit ver-
diinnter Schwefelsdure angeséduert. Die erhaltene Losung wurde dreimal mit 200 pL
t-Butylmethylether extrahiert. Nach Abblasen unter dem Stickstoff-Strom wurde der
Riickstand in 100 uL. MeOH aufgenommen und mittels HPLC-DAD-MS analysiert.

5.6.7.2 Reduktion mit Natriumborhydrid

Eine Reduktion der Keto-Gruppe in ZEN und ZAN kann durch Behandlung mit
NaBH, erfolgen (Urry et al., 1966). Dabei entstehen ausschliefllich die beiden ZEL-
oder ZAL-Verbindungen. Die Reaktion lédsst sich ebenso fiir die hydroxylierten ZEN-
/ZAN-Verbindungen anwenden.

Durchfiihrung:

Die zu untersuchende Substanz wurde beispielsweise mittels HPLC-Fraktionierung
isoliert und zur Trockene eingedampft. Anschlieend wurde sie in einem geringen Vo-
lumen MeOH (100-1000 pL) gelést. Durch Zugabe einer Spatelspitze NaBH, erfolgte
die Reduktion der Ketogruppe.
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5.6.7.3 Hydrierung

Da sich ZEN und ZAN nur durch eine Doppelbindung unterscheiden, kann ZEN
durch Hydrierung in ZAN iberfithrt werden. Die Hydrierung wurde erstmals von
Urry et al. (1966) beschrieben. Als Katalysatoren konnen Platinoxid oder Palladium
auf Aktivkohle dienen. Die Hydrierung fithrt dabei auch in Spuren zur Reduktion
der Ketogruppe an Position 7.

Durchfiihrung:

Die zu hydrierende Substanz oder das Substanzgemisch wurde je nach Substanz-
menge in 250 bis 1000 pL. MeOH gelost und in einen Zweihalskolben gegeben. Ein
mit Wasserstoff gefiillter Luftballon wurde iiber einen Anschluss mit Hahn auf einem
Hals des Kolben angebracht. In den Koben wurde tiber den 2. Hals Stickstoff einge-
leitet. Anschliefend wurde eine Spatelspitze Katalysator (Platinoxid oder Palladium
auf Aktivkohle) zugegeben und nochmals Stickstoff in den Kolben eingeleitet. Die
Offnung wurde nun mit einem Stopfen verschlossen und der Wasserstoff durch éffnen

des Hahns zugeleitet. Der Reaktionsansatz wurde tiber Nacht geriihrt.

Am néchsten Tag wurde die Wasserstoffzufuhr gestoppt und iiber eine Offnung Stick-
stoff eingeleitet um den Wasserstoff zu vertreiben. Die Aufarbeitung erfolgte durch
Abzentrifugieren des Katalysators. Der Katalysator wurde anschlieSfend mit MeOH
und/oder Ethylacetat gewaschen. Der Uberstand und die Waschlésungen wurden
vereinigt und mittels HPLC-DAD-MS analysiert.

5.6.7.4 Hydrierung mit Deuterium

Zur Synthese eines an den Positionen 11 und 12 deuterierten ZAN, erfolgte eine Hy-
drierung von ZEN mit Deuterium. Die Durchfiihrung erfolgte wie in 5.6.7.3 beschrie-
ben. Einzig anstelle eines mit Wasserstoff gefiillten Ballons wurde ein mit Deuterium

gefiillter Ballon verwendet.
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5.6.7.5 Mangandioxid-Oxidation

Mit Hilfe von frischem MnO, kénnen bevorzugt allylische und benzylische Hydro-
xylgruppen in ihre Keto-Form iiberfiihrt werden (Bharucha, 1956, Kamimura et al.,
2011). Die einzige allylische Stelle im Molekiil ist Position 10. Eine Oxidation an
Position 10 miisste somit bevorzugt ablaufen. Fiir diese Reaktion wird aktiviertes
MnO, benétigt (Kamimura et al., 2011).

Synthese von aktiviertem MnO,:

Eine Methode zur Herstellung von aktiviertem MnO, wurde von Attenburrow et
al. (1952) entwickelt. Hierfir wurde eine Losung aus 1,2 g Mangansulfat in 1,5 mL
bidest. Wasser und 1,1 mL 40%ige Natriumhydroxidlosung gleichzeitig innerhalb
einer Stunde unter Rithren zu einer heiflen Kaliumpermanganatlosung (1 g/6 mL)
getropft. Das Reaktionsgemisch wurde weitere 3 h unter Riickfluss gekocht. An-
schlieBend wurde die Losung in ein 15 mL Reaktionsgefafl iiberfithrt und bei 3000
g fiir 10 min zentrifugiert. Der Kaliumpermanganat enthaltende Uberstand wurde
abgenommen und verworfen. Das Mangandioxid wurde so oft mit bidest. Wasser
gewaschen, bis die Waschlosung farblos war. Der erhaltene Feststoff wurde im Tro-

ckenschrank bei 110°C getrocknet und anschliefend fiir die Oxidation eingesetzt.

Oxidation mit Mangandioxid:

Die zu Oxidierende Substanz wurde in 2 mL Aceton gelost. Anschliefend wurden
100 mg aktiviertes Mangandioxid zugegeben und der Reaktionsansatz fiir 6 h bei
Raumtemperatur auf einem Magnetrithrer gerithrt. Aus dem Reaktionsansatz wurde
das Mangandioxid durch Zentrifugation abgetrennt. Der Niederschlag wurde zwei-
mal mit je 1,5 mL Aceton gewaschen. Uberstand und Waschlésungen wurden am
Evaporator zur Trockne eingeengt und in 1 mLL Methanol aufgenommen. Die erhal-

tene Losung wurde zur Analysen mittels HPLC-DAD-MS eingesetzt.
5.6.7.6 Epoxidhydrolyse

Durch Saurebehandlung kénnen Epoxide hydrolysiert werden. Nach Isolierung von
P16 aus einer Pilzfraktion wurde P16 mit wassriger HCI versetzt und die Reakti-
onsprodukte mittels HPLC-DAD-MS analysiert.
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5.7 Analytik

5.7.1 Analytische HPLC mit DAD

Die analytische HPLC wurde fiir die Bestimmung der Glucuronidierungsaktivitéaten

und zur Fraktionierung kleiner Mengen oxidativer Metaboliten verwendet.

Gerat
Hersteller Agilent Technologies
Gerétebezeichnung HP 1100
Injektionsart manuell (Rheodyne 7725i Injektionsventil)
Injektionsvolumen  bis 100 pL
Detektor DAD
Software HP Chem Station Version Rev.A.07.01 (Agilent Technologies)

Allgemeine Parameter

Saule

Vorsiule
Eluent A
Eluent B

Flussrate

Detektionswellenlange:

ZEN und ZEL
ZAN und ZAL

,Luna“-C18-Umkehrphase, Porengrofie 5 pum,
Lange 250 mm, Innendurchmesser 4,6 mm
von Phenomenex (Torrance, CA, USA)
C18-Umkehrphase, 4 x 3 mm

bidest. Wasser mit Ameisensiure, pH 3

ACN

1 mL/min

280 nm
260 nm
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Gradientenprogramme

e Fraktionierung mikrosomaler Metaboliten

Zeit (min) 0 30 33 39 40 42
Eluent B (%) 30 70 100 100 30 30

e Bestimmung der Glucuronidierungsaktivitéten

Zeit (min) 0 15 20 23 29 30 31
Eluent B (%) 30 50 70 100 100 30 30

5.7.2 Praparative HPLC mit UV-Detektor

Die praparative HPLC wurde zur Aufreinigung groflerer Substanzgemische einge-

setzt.
Gerat

Hersteller Shimadzu

Gerétebezeichnung Prominence

Pumpen LC-8A

Injektionsart manuell (Rheodyne 7725: Injektionsventil)
Injektionsvolumen  bis 2 ml

Detektor UV-Detektor (SPD-20A)

Software LC Solution 1.22

Allgemeine Parameter

Saule ,Luna“-C18-Umkehrphase, Porengrofie 5 pum,
Lange 250 mm, Innendurchmesser 15 mm
von Phenomenex (Torrance, CA, USA)

Vorsédule C18-Umkehrphase, 10 x 10 mm
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Parameter der Trennungen

e Fraktionierung der Catecholsynthese mit IBX

Eluent A: bidest. Wasser
Eluent B: ACN
Flussrate 10 mL/min

Detektionswellenldange: 280 nm

Gradientenprogramm:
Zeit (min) 0 17 19
Eluent B (%) 40 78 40

e Fraktionierung des Pilzextraktes

Eluent A: bidest. Wasser mit Ameisensdure, pH 3
Eluent B: MeOH
Flussrate: 4 mL/min

Detektionswellenlange: 270 nm

Gradientenprogramm:

Zeit (min) 0 20 23 28 30
Eluent B (%) 30 70 100 100 30

e Fraktionierung der 6-HO-/8-HO-ZEN-Synthese

Eluent A: bidest. Wasser
Eluent B: ACN
Flussrate 10 mL/min

Detektionswellenlange: 280 nm

Gradientenprogramm:
Zeit (min) 0 15 17 19 22

Eluent B (%) 40 80 100 100 40
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e [solierung von ZEN-Epoxid aus einer Pilzfraktion

Eluent A: bidest. Wasser
Eluent B: MeOH
Flussrate 2 mL/min

Detektionswellenldnge: 280 nm

Gradientenprogramm:
Zeit (min) 0 30
Eluent B (%) 50 50

5.7.3 Analytische HPLC mit DAD und MS

Fir die Charakterisierung der RAL-Metaboliten und ZEN-Kongenere wurde eine
HPLC mit DAD und gekoppeltem Massenspektrometer verwendet. Ebenfalls diente
die HPLC-DAD-MS der Aktivitdtsbestimmung fiir die Methylierung und die NAC-
Adduktbildung. Ebenso wurde sie fiir die Charakterisierung der ZEN-Glucuronide

und Sulfate verwendet.

Gerat

Hersteller Thermo Scientific
Gerétebezeichnung Finnigan Surveyor
Injektionsart Autosampler

Injektionsvolumen  bis 25 pL

Detektor DAD
MS (LXQ Linear Ion Trap MS")
Software Xcalibur 2.0.7
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Allgemeine Parameter

Saule

Vorsaule

Eluent A

Eluent B

Flussrate
Detektionswellenlange:
ZEN und ZEL

ZAN und ZAL
Ionisation
Fragmentierung

CID-Spannung

Gradientenprogramme

,Luna“-C18-Umkehrphase, Porengréfie 5 pm,
Lange 250 mm, Innendurchmesser 4,6 mm
von Phenomenex (Torrance, CA, USA)
C18-Umkehrphase, 4 x 3 mm

bidest. Wasser mit 0,1% Ameisensiaure

ACN mit 0,1% Ameisensiaure

0,5 ml/min

280 nm

260 nm

ESI im Negativ-Modus

Collision Induced Dissociation (CID)
als % von 5 Volt

e Trennung der mikrosomalen Umsetzungen, Synthesen, NAC-Addukte und Pilz-

extrakte.

Zeit (min) 0
Eluent B (%) 30

30 31 32 36
100 100 30 30

e Trennung der mikrosomalen Umsetzung in Abb. 3.1, Tab. 3.1 und Tab. A.1.

Zeit (min) 0
Eluent B (%) 30

10 20 30 40 42 48
40 40 60 100 30 30

Fiir alle Analysen wurde ein Full Scan mit einem CID von 0 V durchgefiihrt. Da-
bei wurde der Full-Scan je nach Analyse fiir m/z-Werte von 100-600 bzw. 100-800

durchgefiihrt.
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MS/MS-Analysen

Fiir alle relevanten Metaboliten wurden MS/MS-Fragmentierungen der Molekiilio-
nen durchgefiihrt. Der CID-Wert fiir die Fragmentierungen lag bei 1,75 V. In der
folgenden Tabelle sind die m/z-Werte fiir die MS/MS-Untersuchungen zusammen-

gefasst.
Metabolit m/z | Metabolit m/z
HO-ZEN 333 | HO-ZEL 335
HO-ZAN 335 | HO-ZAL 337

ZEN-Glucuronid 493 | ZEL-Glucuronid 495
ZAN-Glucuronid 495 | ZAL-Glucuronid 497
NAC-HO-ZEN 494 | NAC-HO-ZEL 496
NAC-HO-ZAN 496 | NAC-HO-ZAL 498
Me-HO-ZEN 347 | Me-OH-ZEL 349
Me-HO-ZAN 349 | Me-OH-ZAL 351

Fiir die Charakterisierung der NAC-Addukte der RAL-Catechole wurden MS3-Frag-
mentierungen durchgefithrt. Die CID-Werte lagen dabei jeweils bei 1,75 V. Die fol-

gende Tabelle fasst die m/z-Werte der MS?-Untersuchungen zusammen.

NAC-Addukt von MS3-Analyse
HO-ZEN 494 > 365
HO-ZEL 496 > 367
HO-ZAN 496 > 367
HO-ZAL 498 > 369
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A Anhang

A.1 Uberblick iiber die MS /MS-Spektren der iden-
tifizierten RAL-Metaboliten
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A.2. Externe Kalibrierungen

A.2 Externe Kalibrierungen

Parameter zu den Kalibrierungen der LC-DAD-MS Analyse der Methylierung und
NAC-Adduktbildung. Die lineare Regression erfolgte mit Hilfe der OriginPro 8 Soft-
ware (OriginLab, Northampton, MA, USA). A, Peakfliche; n, Stoffmenge (pmol).

Detektionsart Substanz Kalibrierbereich Geradengleichung R?
UV-Absorption ZEN 20 - 1000 pmol A = 1025n 0,9993
a-ZEL 40 - 1000 pmol A = 971n 0,9997
ZAN 20 - 1000 pmol A = 1062n 0,9997
a-ZAL 20 - 1000 pmol A = 1303n 0,9997
4-HO-E2 20 - 1000 pmol A = 146n 0,9999
4-HO-E1 20 - 1000 pmol A = 173n 0,9993
2-HO-E2 20 - 1000 pmol A = 240n 0,9997
2-HO-E1 20 - 1000 pmol A = 245n 0,9999

A.3 MS-Gerateparameter

Auflistung der Parameter der verwendeten Tune Files der verschiedenen MS-Metho-

den.

ZEN und ZEL ZAN und ZAL

N, Flow Rate Sheath (L/min) 30 35
Auxiliary (L/min) 15 10
Sweep (L/min) 0 0
Spray Voltage (kV) 4,5 4,0
Capillary Voltage (V) -45 -35
Temperatur (°C) 350 360
Tube Lens Voltage (V) -124,9 -119,9
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