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1 Einleitung

1 Einleitung

Schimmelpilze sind ein natlrlicher Teil unserer belebten Umwelt. Sie kénnen nahezu jede
Pflanze wahrend des Wachstums und / oder nach der Ernte infizieren. Eine Vielzahl dieser
Pilze ist aulerdem in der Lage Mykotoxine zu bilden, die bereits in geringen Mengen toxisch
fur Mensch und Tier sein konnen. Es handelt sich dabei zumeist um niedermolekulare
Stoffwechselprodukte, die hauptsachlich von den Gattungen Alternaria, Aspergillus,
Fusarium und Penicillium gebildet werden.

In der Européischen Union gelten strenge gesetzliche Regelungen fiir den zuldssigen Gehalt
an Mykotoxinen in Lebens- und Futtermitteln. Allerdings werden bei herkdmmlichen
analytischen Techniken, die zum Nachweis von freien Mykotoxinen verwendet werden,
sogenannte ,,modifizierte Mykotoxine” nicht beriicksichtigt. Darunter fallen sowohl
chemische als auch biologische Modifikationen, die die chemische Grundstruktur von
Mykotoxinen verandern. Grund fur die Nichterfassung von modifizierten Mykotoxinen ist
teilweise die fehlende Aufklarung ihrer chemischen Strukturen und vor allem das Fehlen von
analytischen Standardsubstanzen.

Es ist bekannt, dass Pflanzen (und andere lebende Organismen, z.B. Pilze, Bakterien,
Saugetiere) im Rahmen ihres Fremdstoffmetabolismus die chemischen Strukturen von
Mykotoxinen verandern kénnen. Dieser Metabolismus ist pflanzenartspezifisch und kann in
drei Phasen unterteilt werden. In Phase | finden hauptséchlich Oxidationen, Reduktionen und
Hydrolysen statt, wahrend in Phase Il Aminosauren, Zucker, Sulfatgruppen und Glutathion
konjugiert werden. Der Phase I11-Metabolismus, auch Kompartimentierungsphase genannt, ist
bisher am wenigsten untersucht. Es wird vermutet, dass die zuvor gebildeten Mykotoxin-
konjugate entweder zur Vakuole transportiert und dort gelagert werden oder weiter
modifiziert und in der Zellwand abgelagert werden.

Im Hinblick auf die Lebensmittelsicherheit besteht das Hauptproblem darin, dass diese
modifizierten Mykotoxine im Verdauungstrakt (z.B. durch die S&ure im Magen, durch
Enzyme im Dunndarm oder durch Dickdarmbakterien) von Mensch und Tier reaktiviert
werden kénnen. Durch die Freisetzung toxischer Vorlaufer wirden die modifizierten Formen
dementsprechend zur Gesamttoxinbelastung beitragen und missten ebenfalls bei
Hochtsmengenregelungen beriicksichtigt werden.

Fur die beiden Alternaria-Toxine Alternariol und Alternariolmonomethylether, die eine
mutagene Aktivitat in vitro aufzeigen, und das estrogen wirkende Fusarium-Toxin Zearalenon
wurden in der Literatur bereits modifizierte Formen (vorlaufig) beschrieben. Angesichts deren
moglicher toxischen Wirkung ist es unerldsslich, sowohl die Strukturen eindeutig zu
identifizieren, um Standardsubstanzen generieren zu kénnen, als auch Studien zur Aufnahme
und Resorption durchzufuhren, um die Bioverfligbarkeit zu untersuchen. Dariiber hinaus ist
die bisher weitgehend unerforschte Zellwandbindung von Mykotoxinen von Interesse.



1 Einleitung

1.1 Mykotoxine

Schimmelpilze sind ubiquitar verbreitet und kdnnen auf einer Vielzahl von Lebens- und
Futtermitteln wachsen. Diese bieten fir die meisten Schimmelpilzarten ideale
Voraussetzungen. Kohlenhydrate, Fette sowie organisch und anorganisch gebundener
Stickstoff ermdglichen bei glnstiger Temperatur, pH-Wert und Wasseraktivitat ein optimales
Wachstum der Schimmelpilze (Magan & Lacey, 1984).

Eine Reihe von Schimmelpilzen ist in der Lage, je nach Bedingungen, sogenannte
Mykotoxine zu bilden. Dabei handelt es sich um niedermolekulare sekundare
Stoffwechselprodukte, die sich in ihren Strukturen stark unterscheiden. Es sind ca. 300 bis
400 verschiedene Mykotoxine bekannt, die sich etwa 25 Strukturtypen zuordnen lassen. Allen
Mykotoxinen ist jedoch gemeinsam, dass sie bereits in geringen Konzentrationen zu
Gesundheitsschadigungen, sogenannten Mykotoxikosen, fiihren konnen. Die Symptome
hangen sowohl von der Art, der Menge und der Dauer der Exposition des Mykotoxins sowie
weiteren Faktoren wie z.B. Alter, Gesundheit oder Geschlecht des Exponierten ab (Bennett &
Klich, 2003).

Im Allgemeinen lassen sich drei Wege aufzeigen, wie Mykotoxine in die Nahrung gelangen.
Bei einer Primarkontamination tritt der Befall von Lebensmittel- oder Futtermittelrohstoffen
bereits wéhrend des Wachstums auf dem Feld auf. Werden die Mykotoxine erst wahrend der
Lagerung oder Verarbeitung pflanzlicher Produkte gebildet, wird von Sekundér-
kontaminationen gesprochen. Des Weiteren gibt es noch die Mdglichkeit des Carryovers.
Hierbei gelangen Mykotoxine Uber tierische Lebensmittel in die Nahrungskette, wenn die
entsprechenden Nutztiere mykotoxinhaltiges Futter aufgenommen haben (Marin et al., 2013).

Aufgrund ihrer Toxizitdt legte die europdische Gesetzgebung maximal zuldssige
Hochstgehalte fir Mykotoxine fest. Fir Lebensmittel finden sich diese Hochstgehalte in der
jeweils geltenden Fassung der Verordnung (EG) Nr. 1881/2006 der Kommission vom
19. Dezember 2006 zur Festsetzung der Hochstgehalte fur bestimmte Kontaminanten in
Lebensmitteln. Im Bereich der Futtermittel gilt die Empfehlung der Kommission vom
17. August 2006 (2006/576/EG) betreffend das Vorhandensein von Deoxynivalenol (DON),
Zearalenon (ZEN), Ochratroxin A, T-2- und HT-2-Toxin sowie von Fumonisinen in zur
Verfltterung an Tiere bestimmten Erzeugnissen. Zusatzlich gibt es in Deutschland noch die
Verordnung zur Begrenzung der Kontaminanten in Lebensmitteln (Kontaminanten-
Verordnung), in der weitere Hochstgehalte fiir bestimmte Mykotoxine festgelegt sind.

1.1.1 Alternariol (AOH) und Alternariolmonomethylether (AME)

Alternaria-Toxine werden von Schimmelpilzen der Gattung Alternaria gebildet. Diese
gehoren zu der Gruppe der Schwaérzepilze, da ihre Konidien aufgrund der Einlagerung von
Melanin in der Regel dunkelbraun bis schwarz gefarbt sind.

Von den 100 verschiedenen Spezies, die weltweit beschrieben wurden, zéhlen Alternaria
alternata und Alternaria tenuissima zu den wichtigsten Vertretern. Deren Toxine zeichnen
sich durch eine groRe strukturelle Vielfalt aus, die sich in funf verschiedene Klassen einteilen
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lassen: Dibenzo-a-pyrone, Tenuazonsdure, Perylenchinone, AAL-Toxine und sonstige
Strukturen. Zu den bekanntesten Vertretern gehoren die Dibenzo-a-pyrone Alternariol (AOH)
und Alternariol-9-O-Monomethylether (AME). Aufgrund der potentiell toxischen Wirkung
sind Alternaria-Toxine von besonderem Interesse fiir die Lebensmittelsicherheit. Daher
veroffentlichte die Europdische Behorde fir Lebensmittelsicherheit (EFSA) 2011 eine
Risikoabschatzung der Exposition von Tier und Mensch gegeniber Alternaria-Toxinen.
Allerdings konnte aus Mangel an Daten bezlglich der Toxizitdt und Exposition von
Nutztieren und Endverbrauchern kein Grenzwert fiir einzelne oder mehrere Alternaria-Toxine
in  Lebensmitteln festgelegt werden. Die EFSA beurteilt Alternaria-Toxine als
besorgniserregend flr die Offentliche Gesundheit und empfiehlt das Erheben weiterer Daten
beziiglich des Vorkommens, der Toxikokinetik und Toxikologie (EFSA, 2011a).

1.1.1.1 Chemische Strukturen und Eigenschaften

Raistrick et al. (1953) untersuchten den Extrakt von zwei A. tenuis-Stdmmen (heute:
A. alternata) und isolierten erstmals die beiden Alternaria-Toxine AOH (3,7,9-Trihydroxy-1-
methylbenzo[c]chromen-6-on, Abb.1A) und dessen Monomethylether AME (3,7-
Dihydroxy-9-methoxy-1-methylbenzo[c]chromen-6-on, Abb.1 B). Die Strukturen wurden
durch klassische organisch-chemische Strukturanalytik zugeordnet. Acht Jahre spater wurde
schlielich die genaue Position der Methylgruppe aufgeklart (Thomas, 1961).

HaC
311

Abb. 1: Strukturformel von Alternariol (AOH) mit der Summenformel Cy4H;,Os und einem Molekulargewicht von
258,23 Da (A) und Strukturformel von Alternariol-9-O-Monomethylether (AME) mit der Summenformel CysH;,05
und einem Molekulargewicht von 272,25 Da (B).

AOH und AME kristallisieren in Ethanol als farblose Nadeln und haben Schmelzpunkte bei
350 °C (AOH, Zersetzungstemperatur) und 267 °C (AME). AOH und AME sind I6slich in
organischen Ldsungsmitteln wie Aceton, Ethanol, Methanol, Dimethylsulfoxid (DMSO) und
Dimethylformamid, jedoch schlecht 16slich in wéssrigen Pufferlésungen (Schade & King,
1984).

1.1.1.2 Stabilitat, Vorkommen und Exposition

Aufgrund der weiten Verbreitung der Gattung Alternaria werden die Mykotoxine AOH und
AME in einer Vielzahl von Lebens- und Futtermitteln gefunden. Dies liegt daran, dass
Alternaria-Pilze an eine Reihe verschiedener Umweltfaktoren angepasst sind. Beispielsweise
liegt die Wachstumstemperatur von A. alternata zwischen -5 und 36 °C mit einem Optimum
bei 25 °C. AuRerdem liegt die fiir das Wachstum bendtigte minimale Wasseraktivitat (aw) bei
0,88 (Ostry, 2008). Auch der pH-Wert spielt fir das Wachstum von Alternaria-
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Schimmelpilzen eine Rolle. Bei pH 4,0 bis 4,5 wéchst der Pilz optimal, jedoch wachst er auch
in einem Bereich von 2,7 bis 8,0 (Hasija, 1970). Die Mykotoxinproduktion findet
hauptséchlich bei 15 bis 30 °C und einem aw-Wert von 0,92 bis 0,99 statt (Prendes et al.,
2017; Oviedo et al., 2010). Alternaria-Pilze kénnen somit sowohl Lebensmittel mit einer
hohen Wasseraktivitat wie Obst und Gemuse, als auch Lebensmittel mit einer niedrigeren
Wasseraktivitat wie Getreide kontaminieren. Zusatzlich ist zu beachten, dass auch Obst und
Gemise bei Kihlschranklagerung aufgrund des Wachstumspotentials bei niedrigen
Temperaturen befallen werden kdnnen.

In einer Studie von Scott & Kanhere (2001) wurde die Stabilitait von AOH und AME in
Apfelsaft und Wein untersucht. Sowohl nach 20 Tagen bei Raumtemperatur als auch nach
20 Minuten bei 80 °C blieben die beiden Mykotoxine in beiden Testsystemen stabil. Um die
Stabilitdt von AOH und AME bei Hitzebehandlung zu untersuchen, wurde eine weitere Studie
mit Sonnenblumenmehl durchgefuhrt. Wahrend die Konzentrationen von AOH und AME bei
100°C fir 90 Minuten konstant blieben, kam es bei 121°C fur 60 Minuten zu einer
Verringerung der Mykotoxingehalte (Combina et al., 1999). Des Weiteren beschaftigten sich
Estiarte et al. (2018) mit der Stabilitit von AOH und AME wéhrend der
Lebensmittelverarbeitung von Tomatenprodukten. Aufféllig war, dass die Konzentration von
AOH und AME wahrend der Lagerung signifikant abnahm (bei AOH nur bei einer Lagerung
bei 35°C). AuBerdem konnte eine Reduktion des Gehaltes durch einen Waschschritt erreicht
werden. Bei der anschlieRenden Hitzebehandlung bei 100 bis 110 °C verringerte sich die
Konzentration von AOH erheblich, wohingegen AME stabil blieb (Estiarte et al., 2018).

In einer Bewertung der EFSA wurde die chronische, erndhrungsbedingte Exposition
gegeniiber AOH und AME auf der Grundlage von 3650 Proben abgeschatzt. Dabei konnten in
109 Proben AOH und in 163 Proben AME quantifiziert werden (EFSA, 2016b). Uberwiegend
kontaminiert waren Getreide und Getreideprodukte, Gemise und Gemiseprodukte
(insbesondere Tomatenprodukte), Friichte und Fruchtprodukte sowie Obst- und Gemiseséfte,
alkoholische Getrianke (Wein) sowie Olsaaten und pflanzliche Ole (hauptsachlich
Sonnenblumenkerne und Sonnenblumendl). Abgesehen von einer Probe einer Johannisbrot-
Frucht (180 pg/kg) lagen die hochsten mittleren Gehalte an AOH bei 30,5 pg/kg in
Buchweizen und 37,5 pg/kg in Hafer. AulRerdem wurde AOH in einer Reihe verschiedener
tomatenbasierter Produkte wie z.B. Tomatenpiree (10,9 pg/kg), Tomatensauce (10,9 pug/kg)
und sonnengetrockneten Tomaten (9,9 pg/kg) gefunden. Fir AME waren die dokumentierten
Mengen mit wenigen Ausnahmen niedriger als die fir AOH. Die hochsten Durchschnitts-
werte wurden in Proben von Schalenfriichten (Kastanien mit 17,2 pg/kg) und Olsaaten
(Sesamsaaten mit 11,5 pg/kg) gefunden.

Die durchschnittliche (Mittelwert) und hohe (95. Perzentil) chronische, erndhrungsbedingte
Exposition gegeniiber AOH und AME wurde unter Berlcksichtigung der Toxin-
Konzentrationen und des durchschnittlichen taglichen Verbrauchs der jeweiligen
Lebensmittel fur verschiedene Altersklassen abgeschatzt. Die hochste AOH-Exposition wurde
dabei in der Gruppe ,Kleinkinder mit einer mittleren EXxposition zwischen 3,8 und
71,6 ng/kg Korpergewicht (KG) pro Tag und der 95. Perzentil-Exposition zwischen 11,4 und
270,5 ng/kg KG pro Tag geschéatzt. Die Hauptverursacher der Exposition gegeniiber AOH
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waren Lebensmittel aus der Gruppe ,,Obst und Obstprodukte®. Bei AME lag die hochste
Exposition ebenfalls in der Gruppe der ,,Kleinkinder* mit einer mittleren Exposition zwischen
3,4 und 38,8 ng/kg KG pro Tag und einer 95. Perzentil-Exposition zwischen 10,3 und
97,3 ng/lkg KG pro Tag. Insgesamt waren die Gruppen ,,Pflanzendl* und ,,Kernobst* (Birnen)
ausschlaggebend fir die Expositionsbewertung von AME.

Basierend auf diesen Daten scheinen Vegetarier eine hohere erndhrungsbedingte Exposition
gegeniiber Alternaria-Toxinen zu haben als die allgemeine Bevolkerung (EFSA, 2016b).

1.1.1.3 Toxikokinetik

Die Resorption, Verteilung und Exkretion von AOH bzw. AME wurde in NMRI-Méusen
bzw. in mannlichen Sprague Dawley-Ratten in vivo untersucht. Nach oraler Gabe von
C-markiertem AOH bzw. AME wurden ca. 80-90 % der verabreichten Dosis in den Fézes
wiedergefunden und ca. 5-9 % als polare Metaboliten iber den Urin ausgeschieden. In den
untersuchten Geweben konnte nur eine geringe Radioaktivitat detektiert werden. Die Autoren
folgerten daraus, dass die Resorption von AOH bzw. AME nur in geringem AusmaR erfolgt,
der resorbierte Teil effektiv metabolisiert wird und nicht im Gewebe persistiert (Pollock et al.,
1982a; Schuchardt et al., 2014).

Pfeiffer et al. (2007b) bestétigten die effektive Metabolisierung sowohl von AME als auch
von AOH in einem in vitro-Versuch mit Mikrosomen aus Ratten-, Menschen- und
Schweineleber in Gegenwart von Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH).
Dabei konnte die Monohydroxylierung an jedem der vier mdglichen aromatischen C-Atome
sowie an der Methylgruppe von AOH und AME beobachtet werden. Zusatzlich wurde AME
zu AOH demethyliert und im geringen Ausmal3 dihydroxyliert. Da es sich bei den gebildeten
Metaboliten um Catechole oder Hydrochinone handelt und diese reaktive Semichinone oder
Chinone bilden kdnnen, sind die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies und oxidative DNA
(Desoxyribonukleinsaure)-Schaden mdglich. In einer weiteren Studie konnte im gleichen
Testsystem, allerdings bei zusatzlicher Verwendung von Uridin-5‘-Diphosphoglucuronséure
(UDPGA), die Entgiftung von AOH und AME durch Konjugation mit Glucuronséure belegt
werden. Wahrend AME hauptsachlich zu dem 3-O-Glucuronid umgesetzt wurde, fiihrte AOH
zu zwei Hauptkonjugaten, die als AOH-3-O-Glucuronid und AOH-9-O-Glucuronid
identifiziert wurden (Pfeiffer et al., 2009b). In differenzierten Caco-2-Zellen konnten
ebenfalls alle drei Metaboliten sowie zusétzlich die 3-O-Sulfate von AOH und AME
identifiziert werden. AufRerdem wurde die intestinale Aufnahme von AOH und AME in einem
Transwell-Modell mit den gleichen Zellen untersucht. Auf die Caco-2-Zellen und deren
Einsatzgebiete wird in Kapitel 3.4.1 ndher eingegangen. Basierend auf den scheinbaren
Permeabilitatskoeffizienten (Papp) kann vermutet werden, dass AOH effektiv und rasch
absorbiert wird und das Pfortaderblut als Aglykon sowie als Glucuronid und Sulfat erreicht
(Papp(AOH) = 34,9 x 10®cm/s, c=20pM, t=1h). Im Gegensatz dazu ist die AME-
Aufnahme etwas langsamer, wobei nur AME-Konjugate in das Pfortaderblut gelangen
(Papp(AME) = 10,3 X 10 cm/s, ¢ =20 uM, t=1h) (Burkhardt et al., 2009). Diese in vitro-
Versuche bestétigen den fir AME durchgefihrten in vivo-Versuch mit Ratten (Pollock et al.,
1982a), widersprechen allerdings dem fur AOH durchgefuhrten in vivo-Versuch mit Mé&usen
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(Schuchardt et al., 2014). Dies konnte auf Speziesunterschiede zurlickzufiihren sein, da die
Resorption, Metabolisierung sowie Enzymmenge und —aktivitét stark variieren kénnen.

1.1.1.4 Toxizitat

Die akute Toxizitdt von AOH und AME bei Mé&usen nach intraperitonealer Applikation ist mit
LDso-Werten von >400 mg/kg KG als relativ gering einzustufen (Pero et al., 1973).
Allerdings zeigte AOH cytotoxische Wirkungen in Epithelzellen eines humanen
Zervixkarzinoms (HeLa), indem die Hemmung der Zellreplikation festgestellt wurde (Pero et
al., 1973). AulRerdem konnte eine signifikante Reduktion von Zellen in der S-Phase sowie ein
GO/G1-Arrest in Schweine-Endometriumzellen nach Exposition mit AOH beobachtet werden
(Wollenhaupt et al., 2008). Lehmann et al. (2006) konnten in Ishikawa-Zellen (humane
endometriale Krebszellen) und Lungenfibroblasten des Chinesischen Hamsters (V79-Zellen)
zeigen, dass AOH die Zellproliferation hemmt.

In vitro-Untersuchungen zur Genotoxizitat ergaben die Induktion von DNA-Strangbriichen in
kultivierten V79-Zellen, humanen Leber (HepG2)-Zellen und humanen Dickdarm (HAT-29)-
Zellen (Pfeiffer et al., 2007a). Zusatzlich konnten kinetochor-negative Mikrokerne in
Ishikawa und V79-Zellen registriert werden (Lehmann et al., 2006), die auf
Chromosomenbriiche  zurlickzufiihren sind. Mutagenitéatstests in  Bakterien waren
testsystemabhéngig und ergaben widerspriichliche Ergebnisse. Wahrend AOH und AME im
Ames-Test mit den Salmonella typhimurium Stdmmen TA98 (Leserastermutation GC) und
TA100 (Basenpaarsubstitution GC) mit und ohne metabolische Aktivierung nicht mutagen
waren (Scott & Stoltz, 1980), zeigten beide Mykotoxine eine stark mutagene Antwort im
Escherichia coli ND160 Ruckmutationstest (Zhen et al., 1991).

Der zugrundeliegende Mechanismus der Genotoxizitdt von AOH und AME beruht auf einer
Hemmung der DNA Topoisomerase | und Il mit einer Selektivitét fur die lla-Isoform (Fehr et
al., 2009). DNA-Topoisomerasen sind fur die Replikation der DNA, die Transkription von
Genen, fur Rekombinationsvorgdnge und die DNA-Reparatur essentiell, da sie fir
Anderungen der raumlichen Anordnung von DNA-Molekiilen (Topologie) verantwortlich
sind. Durch die Interaktion von AOH mit den Topoisomerasen wird sowohl die katalytische
Aktivitat gehemmt, als auch der intermediére, kovalente Enzym-DNA-Komplex stabilisiert,
wodurch es zur Kollision mit der Replikationsgabel kommen kann. Dies fuhrt schlieBlich zu
Doppelstrangbriichen, was ein plausibler Grund fir den klastogenen Effekt ist. Zur
Unterstutzung der Annahme, dass AOH ein Topoisomerasegift ist, wurden Zellen verwendet,
die das Enzym Tyrosyl-DNA-Phosphodiesterase | (TDP I) Gberexprimieren. Dieses Enzym ist
an der Reparatur von kovalenten DNA-Topoisomerase-Intermediaten beteiligt. Die
Uberexpression flihrte zu einer signifikanten Reduktion der DNA-Strangbriiche im Vergleich
zu Zellen, die eine inaktive Form von TDP | exprimierten (Fehr et al., 2010).

Ein weiterer moglicher Mechanismus fur die beobachtete Genotoxizitét ist die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die in verschiedenen in vitro-Zellmodellen nachgewiesen
werden konnte (Solhaug et al., 2012; Fernandez-Blanco et al., 2015; Tiessen et al., 2017).
ROS konnen zu oxidativen Basenschaden, AP-Stellen sowie Einzelstrangbriiche fiihren
(Cadet et al., 1999). Die Bildung von oxidativen DNA-Schaden und DNA-Strangbriichen im
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Zusammenhang mit gebildeten ROS ergab allerdings widerspriichliche Ergebnisse. Wahrend
Solhaug et al. (2012) neben der Bildung von ROS auch oxidative DNA-Schaden in der
Mausmakrophagen-ahnlichen Zelllinie RAW 264.7 detektierten, konnten Tiessen et al. (2017)
in humanen Speiseréhrenkarzinom-Zellen lediglich eine Erhéhung der ROS, jedoch keine
DNA-Strangbriiche feststellen. Aufgrund dieser Datenlage kann keine eindeutige Aussage
uber den Einfluss von ROS auf das mutagene Potential von AOH und AME getroffen werden.

Nur wenige Studien beschéftigen sich bisher mit nicht-genotoxischen Effekten. AOH scheint
allerdings bei niedrigeren Konzentrationen (im Vergleich zu Genotoxizitatsstudien) estrogene
Eigenschaften zu haben. Es wurde vermutet, dass AOH aufgrund seiner strukturellen
Ahnlichkeit zu natirlichem Steroid-Estrogen hormonahnlich wirken kann (Frizzell et al.,
2013; Lehmann et al., 2006). Daher wurde die Bindung von AOH an den humanen
rekombinanten Estrogenrezeptor o/f (ERa/B) als Agonist in einem zellfreien System und in
einem Reportgen-Assay in Ishikawa-Zellen untersucht und nachgewiesen. Die Estrogenitét
betrug dabei ca. 0,01 % von 17B-Estradiol (E2) (Lehmann et al., 2006). Im Gegensatz dazu
konnte in nicht-entarteten Schweine-Endometriumzellen keine Bindung von AOH an den ER
nachgewiesen werden. Eine Erklarung fir diese widersprichlichen Ergebnisse konnte sein,
dass die Empfindlichkeit von Karzinomzellen gegenuber AOH im Vergleich zu Schweine-
Endometriumzellen in Primarkultur unterschiedlich ist (Wollenhaupt et al., 2008).

In einer Studie von Frizzell et al. (2013) konnte gezeigt werden, dass AOH das endokrine
System in Nebennieren-Tumorzellen (H295R) moduliert. Beobachtet wurden die vermehrte
Expression des Progesteronrezeptors, die Verdnderung der Hormonproduktion sowie die
Storung der Genexpression einiger der steroidogenen Enzyme. Bereits 1973 dokumentierten
Pero et al., dass die subkutane Injektion von AOH bei trachtigen DBA12-Mdausen zu
fetotoxischen Effekten flhrte. Unter verschiedenen Bedingungen waren eine erhohte Zahl
toter FOten sowie das vermehrte Auftreten von Missbildungen zu beobachten. Ebenso fihrte
die Gabe von AME ab 200 mg/kg KG bei syrischen Goldhamstern zu einer erhéhten Anzahl
an Resorptionen und reduziertem Gewicht der Foten, wohingegen bei Ratten keine toxischen
Effekte beobachtet wurden (Pollock et al., 1982b). Diese fetotoxischen Effekte sind
maoglicherweise auf die hormonahnliche Wirkung zurlckfuhrbar.

1.1.2 Zearalenon (ZEN)

Das Mykotoxin ZEN wird von Schimmelpilzen der Gattung Fusarium gebildet. Sie umfasst
etwa 150 Arten, von denen Fusarium graminearum und Fusarium culmorum die
Hauptverursacher fiir Fusariosen sind. Darunter werden verschiedene Pilzkrankheiten
zusammengefasst, die durch Fusarien ausgeldst werden, wobei haufig eine Kontamination
mit Mykotoxinen einhergeht. Zu den Fusarien-Toxinen gehdren neben ZEN und dessen
Derivaten auBerdem Trichothecene, wie DON, Nivalenol oder T-2-Toxin und HT-2-Toxin,
und Fumonisine. Die reduzierten Formen o- und B-Zearalenol (o- und B-ZEL), a- und
-Zearalanol (a- und B-ZAL) sowie Zearalanon (ZAN) stellen Derivate von ZEN dar.
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1.1.2.1 Chemische Strukturen und Eigenschaften

ZEN (Abb.2 A) wurde 1962 erstmals aus mit F. graminearum kontaminiertem Mais
extrahiert (Stob et al., 1962). Die chemische Struktur wurde allerdings erst 4 Jahre spéter von
Urry et al. (1966) mittels chemischer, massenspektrometrischer und kernresonanz-
spektroskopischer (NMR) Analysen identifiziert. Im folgenden Jahr wurde schliel3lich die
absolute Konfiguration der Methylgruppe an Position 3 aufgeklart (Kuo et al., 1967). Es
handelt sich bei ZEN um ein phenolisches B-Resorcylsaurelacton, das chemisch mit (3S,11E)-
14,16-Dihydroxy-3-methyl-7-oxo-benzoxacyclotetradec-11-en-1-on beschrieben wird. Dessen
Derivate o-ZEL und PB-ZEL entstehen durch Reduktion der Keto-Gruppe zu einer
Alkoholgruppe an Position 7 des makrozyklischen Ringsystems und unterscheiden sich in der
Stereochemie an dem neu entstandenen Stereozentrum (Abb. 2 B).

AOHO

Abb. 2: Strukturformel von Zearalenon (ZEN) mit der Summenformel C;gH,,05 und einem Molekulargewicht von
318,36 Da (A) und Strukturformel von a- und B-Zearalenol (a- und B-ZEL) mit der Summenformel C,gH,,O5 und
einem Molekulargewicht von 320,38 Da (B).

ZEN bildet weiRe Kristalle und besitzt einen Schmelzpunkt von 165 °C. Es ist gut l6slich in
alkalischen Lésungen, Ether, Benzol und Alkoholen, allerdings unléslich in reinem Wasser
(Urry et al., 1966).

1.1.2.2 Stabilitéat, Vorkommen und Exposition

Fusarien kontaminieren vorzugsweise Mais, aber auch andere Getreide, die in gemaRigten
Klimazonen Amerikas, Europas und Asiens angebaut werden. Temperatur und
Wasseraktivitdt sind die vorrangigen Umweltfaktoren, die das Wachstum und die
Mykotoxinproduktion von Fusarien-Spezies beeinflussen. Das optimale Wachstum von
Fusarium graminearum findet bei einer Temperatur von etwa 25 °C und einem aw-Wert von
0,995 statt. Bei einem ayw-Wert von 0,93 reduziert sich das Wachstum des Schimmelpilzes um
den Faktor vier. Unabhédngig vom aw-Wert konnte bei 5 °C kein Wachstum mehr beobachtet
werden (Ramirez et al., 2006). Die hochste ZEN-Produktion hingegen wurde bei einem aw-
Wert von 0,97 und einer Temperatur von anfanglich 28°C, gefolgt von einem
Temperaturabfall auf 12 °C erreicht (Jiménez et al., 1996). Je nach Feuchtigkeit und Klima
wird somit Wachstum und Toxin-Produktion beeinflusst und somit schwanken die Gehalte an
ZEN in Lebensmitteln saisonbedingt. Mdiller et al. (1997) zeigten in einer Studie, dass im
niederschlagsreichen Jahr 1987 in Deutschland deutlich mehr Weizenproben mit ZEN
kontaminiert waren als in den niederschlagsarmeren Jahren 1989-1993.

Die Stabilitat von ZEN ist trotz des makrozyklischen Lactonrings als relativ hoch einzustufen.
In einer Studie zur Hitzestabilitdt wurden die Gehalte an ZEN waéhrend des
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Erhitzungsprozesses bei verschiedenen Temperaturen in wassrigen Pufferlésungen mit
unterschiedlichen pH-Werten gemessen. Dabei ergab sich, dass ZEN bei pH 7 die groRte
Stabilitat aufwies, und die grofiten Verluste bei Temperaturen tiber 175 °C auftraten (> 92 %
nach 60 Minuten). Bei Temperaturen bis 100 °C gab es unabhangig vom pH-Wert keine
signifikanten Verluste an ZEN, wahrend bei einer Temperatur von 125 °C 8-29 % an ZEN
verloren gingen. Die Autoren weisen darauf hin, dass dies nicht zwingend eine Verringerung
der Toxizitat zur Folge haben muss (Ryu et al., 2003).

In einem Review von Darsanaki et al. (2015) wurden 48 Studien zum weltweiten Vorkommen
von ZEN in Getreiden und getreidebasierten Produkten aus den Jahren 1990-2013
zusammengefasst. Darunter sind Mais-, Weizen-, Weizenmehl-, Cornflakes-, Reis-, Gerste-,
Hafer-, Frihstiickszerealien- und Brot-Proben aufgefiihrt. Es wurden Werte bis zu ca.
1,5 mg/kg in einer Maisprobe gemessen (Klari¢ et al., 2009). In einem weiteren Review
wurde eine humane Expositionsabschatzung von ZEN anhand friherer Daten durchgefihrt.
Die dieser Expositionsabschatzung zugrunde liegenden Daten deuten darauf hin, dass Weizen,
Gerste, Hafer und Roggen meist weniger belastet sind als Mais. Auf’erdem wurde ZEN auch
in gréReren Mengen in Erdnissen und Erdnussmehl gefunden. Soja und Sojaprodukte sowie
essbare Ole, Gewiirze und andere Lebensmittel, wie z.B. Paprika, Bohnen oder Eier,
enthielten ebenfalls ZEN. Da sich die Konsumgewohnheiten verschiedener Bevolkerungs-
gruppen unterscheiden, ist eine allgemeine Expositionsabschatzung schwierig. In Regionen,
in denen viel Mais verzehrt wird, kann die ZEN-Belastung durchaus problematisch sein
(Maragos, 2010).

Wie bereits in Kapitel 1.1 erwéhnt, wurden fir ZEN in der Europaischen Union
Hochstgehalte in Lebensmitteln in der Verordnung Nr. (EG) 1881/2006 festgelegt. In der
aktuell glltigen Fassung (19.03.2018) gilt z.B. fur unverarbeitetes Getreide auller Mais ein
Hochstgehalt von 100 pg/kg, fur unverarbeiteten Mais 350 pg/kg und fur Getreidebeikost flr
Sauglinge und Kleinkinder 20 pg/kg.

Basierend auf dem NOEL (,,No Observed Effect Level) von 10 pg/kg KG und einem
Unsicherheitsfaktor von 40, aufgrund von Unterschieden in der Toxikokinetik zwischen
verschiedenen Tierarten und zwischen unterschiedlichen Menschen, konnte die EFSA einen
TDI (,,Tolerable Daily Intake*) von 0,25 pg/kg ableiten. Schatzungen zur chronischen
ernahrungsbedingten Exposition gegenitiber ZEN liegen unterhalb oder im Bereich des TDI
fiir alle Altersgruppen (EFSA, 2011b).

1.1.2.3 Toxikokinetik

Zur Abschatzung der intestinalen Bioverfligbarkeit von ZEN wurde das Caco-2-Zellmodell
herangezogen. Dabei wurde die Bildung der Phase II-Metaboliten ZEN-14-Glucuronid und
ZEN-16-Glucuronid sowie ZEN-14-Sulfat beobachtet. ZEN unterlag dartiber hinaus einem
reduktiven Phase I-Metabolismus zu a- und B-ZEL, die in der Phase Il weiter zu dem a-ZEL-
14-Sulfat und den a-ZEL-Glucuroniden an den Positionen 7 und 14 sowie dem B-ZEL-14-
Glucuronid konjugiert wurden (Pfeiffer et al., 2011). Die Reduktion der Ketogruppe zu a- und
B-ZEL wird von Hydroxysteroid-Dehydrogenasen (HSD) katalysiert (Olsen et al., 1981,
Malekinejad et al., 2006). Um Speziesunterschiede in der Biotransformation von ZEN zu
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untersuchen, wurden subzellulére Fraktionen der Leber verschiedener Tiere mit ZEN
inkubiert und deren Metaboliten miteinander verglichen. In den Lebermikrosomen von
Ratten, Schweinen, Hihnern, Kihen, Ziegen und Menschen befanden sich deutlich mehr
a-ZEL als B-ZEL, jedoch variierten diese in ihren absoluten und relativen Mengen. Die
grofiten Mengen an a-ZEL bildeten menschliche Lebermikrosomen, gefolgt von Mikrosomen
aus Huihner- und Schweineleber (Yang et al., 2017). Malekinejad et al. (2006) fanden
ebenfalls eine hohe Umwandlung von ZEN zu a-ZEL in Schweineleber, allerdings
produzierte Hiihnerleber hauptsachlich B-ZEL.

Wie auch schon bei AOH und AME in Kapitel 1.1.1.3 beschrieben wurde, kann die
Glucuronidierung von ZEN anhand eines in vitro-Tests mit Mikrosomen untersucht werden.
In einer Studie von Pfeiffer et al. (2010) wurden Mikrosomen aus Ratten-, Menschen- und
Schweineleber sowie elf humane UDP-Glucuronosyltransferase (UGT)-Isoformen eingesetzt.
Die hochste Aktivitat trat bei Mikrosomen aus Schweineleber auf, wahrend bei den humanen
UGT die Isoformen UGT1A1, 1A3 und 1A8 die hochste Aktivitat zeigten, was auf eine
effektive Glucuronidierung sowohl in der Leber als auch im Darm schlieRen lasst. Die
Hydroxygruppe an Position 14 von ZEN wird vermutlich aufgrund der geringsten sterischen
Hinderung im Vergleich zu Position 16 bevorzugt konjugiert. Neben den HSD vermittelten
Metaboliten von ZEN werden zusétzlich auch durch Cytochrom P450-haltige
Monooxygenasen (CYPs) vermittelte oxidative Metaboliten gebildet. Dabei finden Mono-
hydroxylierungen hauptséchlich an den aromatischen Positionen 13 und 15 statt, wodurch
Catechole gebildet werden. Auch die aliphatische Position 8 sowie in geringerem Ausmalf die
Positionen 9, 10 und 5 kdnnen monohydroxyliert werden (Pfeiffer et al., 2009a; Hildebrand et
al., 2012). Eine weitere Metabolisierung durch das Enzym Catechol-O-Methyltransferase
(COMT) aus Rattenlebercytosol fuhrte aulerdem zu zwei Methylierungsprodukten der beiden
Catechole (Pfeiffer et al., 2009a).

Im Transwell-Modell der Caco-2-Zellen wurde die in vitro-Resorption von ZEN untersucht,
wobei grolRe Mengen der Glucuronide und kleinere Mengen der Sulfate sowie a- und B-ZEL
sowohl apikal als auch basolateral gefunden wurden. Basierend auf dem Pgp,-Wert
(Papp(ZEN) = 10,4 x 10 cm/s, ¢ =20 pM, t=1h) kann von einer effektiven und raschen
Resorption im menschlichen Dinndarm ausgegangen werden (Pfeiffer et al., 2011).

In in vivo-Versuchen kann die absolute orale Bioverfiigbarkeit bestimmt werden. Diese ist
definiert durch den Quotient der Flachen unter den Kurven fur den Verlauf der
Plasmakonzentration einer Substanz nach oraler bzw. intravendser Gabe. Sie ist eine
MessgroRe dafur, wie schnell und in welchem Ausmal eine Substanz resorbiert wird und im
systemischen Kreislauf unverandert zur Verfiigung steht. Fir ZEN betragt die absolute orale
Bioverfugbarkeit in Sprague Dawley-Ratten lediglich 2,7 %, was auf den ausgeprégten
Metabolismus von ZEN zuriuckzufiihren ist (Shin et al., 2009). Auch in juvenilen weiblichen
Schweinen konnte eine absolute Bioverfugbarkeit von 1,8 % beobachtet werden. Ein weiterer
Faktor fiir die geringe Bioverfugbarkeit konnte die schlechte Loslichkeit von ZEN in Wasser
sein (Fleck et al., 2017). Des Weiteren zeigten die Zeit-Konzentrationsprofile ein zweites
Konzentrationsmaximum im Blut drei Stunden nach oraler Verabreichung. Dies und eine
kirzere Halbwertszeit bei Ratten mit Gallengangkatheter weisen darauf hin, dass ZEN einem
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enterohepatischen Kreislauf unterliegt (Shin et al., 2009). Dieses Verhalten konnte auch in
Schweinen beobachtet werden (Biehl et al., 1993; Fleck et al., 2017). Biehl et al. (1993)
untersuchten die Rolle der bilidren Ausscheidung und den enterohepatischen Kreislauf von
ZEN in weiblichen Yorkshire-Schweinen. Dabei fanden sie Glucuronidkonjugate von ZEN
und von a-ZEL in der Galle. Versuche an Schweinen, deren Gallenblase entfernt worden war,
ergaben ebenfalls starke Hinweise darauf, dass ZEN dem enterohepatischen Kreislauf
unterliegt.

Aullerdem wurde ZEN in verschiedenen Geweben der Ratte nachgewiesen. Dabei waren die
Gehalte an ZEN in der Leber 3-fach, in der Niere 3-fach, im Fettgewebe 2-fach und in der
Lunge 2-fach héher sowie im Gehirn 0,6-fach und in den Muskeln 0,2-fach niedriger als im
Serum (Shin et al., 2009).

Um den Ubergang von ZEN und o-ZEL uber die Blut-Plazenta-Schranke zu untersuchen,
wurden schwangere Sprague Dawley-Ratten intravends sowie gastral mit einer Einzeldosis
ZEN behandelt. Neben der weiten Verteilung von ZEN und o-ZEL in den mdtterlichen
Geweben fand eine Ubertragung im mittleren und spaten Stadium der Schwangerschaft in den
Fotus statt (Bernhoft et al., 2001).

1.1.2.4 Toxizitat

ZEN besitzt in Mausen, Ratten und Meerschweinchen sowohl nach intraperitonealer als auch
oraler Verabreichung nur eine geringe akute Toxizitat. Der LDsy-Wert liegt oberhalb von
20.000 mg/kg KG. Bei oraler Gabe einer Einzeldosis von 10.000 bzw. 20.000 mg/kg KG an
Ratten bzw. Méause traten noch keine Todesfalle auf. Allerdings wurden leichte Reizbarkeit
und Hypoaktivitdt sowie nach intraperitonealer Gabe zusatzlich eine verlangsamte Atmung
und Absinken der Kdrpertemperatur der Tiere beobachtet (Hidy et al., 1977).

Untersuchungen zur Genotoxizitat von ZEN ergaben negative Ergebnisse im Ames-Test in
den Salmonella typhimurium-Stammen TA 98, TA 100, TA 1535 und TA 1537 sowohl mit
als auch ohne Aktivierung durch Lebermikrosomen der Ratte (Kuczuk et al., 1978; Wehner et
al., 1978). Gleichermallen war der eukaryotische Punktmutationstest im Saccharomyces
cerevisiae-Stamm D-3 negativ (Kuczuk et al., 1978). Im Gegensatz dazu induzierte ZEN
Chromosomenaberrationen in Knochenmarkzellen von weiblichen BALB/C-Mausen (Ouanes
et al., 2005) sowie zusétzlich Schwesterchromatidaustausch in einer immortalisierten Zelllinie
aus Ovarien des Chinesischen Zwerghamsters (Galloway et al., 1987). Sowohl in
Knochenmarkzellen von Mausen als auch in Vero-Zellen (Nierenzellen von Griinen
Meerkatzen) induzierte ZEN Micronuclei. Das EFSA-Gremium fir Kontaminanten in der
Lebensmittelkette (CONTAM) schlussfolgerte aus diesen Daten, dass ZEN als klastogene
Substanz angesehen werden kann (EFSA, 2011b).

Studien zur Bildung von DNA-Addukten ergaben je nach Spezies unterschiedliche
Ergebnisse. Wahrend in weiblichen BALB/C Mausen DNA-Addukte durch 32P-Postlabeling
in der Niere, in der Leber und in den Ovarien gefunden wurden, konnten in den gleichen
Organen von Sprague Dawley-Ratten keine Addukte detektiert werden (Pfohl-Leszkowicz et
al., 1995). Durch die zusatzliche Verabreichung von a-Tocopherol konnte die Adduktbildung
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in der Leber und in der Niere von Méusen signifikant reduziert werden (Grosse et al., 1997).
Allerdings wurden die Strukturen dieser DNA-Addukte bisher noch nicht aufgeklart, weshalb
die Interpretation dieser Daten schwierig ist.

In einer Langzeitstudie des National Toxicology Programs (NTP) wurde die Kanzerogenitat
von ZEN in Fischer 344-Ratten und B6C3F1-Mé&use untersucht. In den Ratten konnten zwar
einige nicht-neoplastische Verénderungen beobachtet werden, allerdings keine Erhéhung der
Tumorinzidenz. Dagegen war die Inzidenz von hepatozellularen Adenomen bei weiblichen
Mausen signifikant hoher als in der Kontrollgruppe. Des Weiteren traten vermehrt
Hypophysenadenome sowohl in weiblichen als auch in ménnlichen Méusen auf. Daher wurde
geschlussfolgert, dass ZEN bei B6C3F1-Mausen als krebserregend angesehen werden kann
(NTP, 1982). Die International Agency for Research on Cancer (IARC) stufte ZEN aufgrund
der Datenlage in Gruppe 3 (nicht Klassifizierbar hinsichtlich der Kanzerogenitat im
Menschen) ein (IARC, 1993).

Andere Toxizitatsstudien von ZEN und dessen reduktiven Metaboliten a- und B-ZEL zeigen
allerdings, dass die estrogene Aktivitdt der kritische Wirkmechanismus ist. Dies bedeutet,
dass den Substanzen dahnliche biologische Wirkungen wie den endogenen weiblichen
Sexualhormonen E2 und Estron (E1) zugesprochen werden. Substanzen, deren Strukturen
hormonahnlich sind, kénnen an nukledre ER binden. AnschlieBend werden assoziierte
Hitzeschockproteine abgespalten und Rezeptordimere gebildet. Der Hormon-Rezeptor-
Komplex kann nun in den Zellkern wandern, wo er an die Hormon-Response-Elemente der
DNA binden und die Genexpression bestimmter Gene aktivieren oder reprimieren kann.
Dadurch konnen estrogen-ahnliche Effekte induziert werden. Aufgrund der Stoérung der
naturlichen biochemischen Wirkweise von Hormonen und daraus resultierenden schédlichen
Effekte werden diese Substanzen als endokrine Disruptoren bezeichnet.

In einem Review von Metzler et al. (2010) wurden mehrere in vivo und in vitro-Studien
zusammengefasst, in denen gezeigt wurde, dass ZEN und dessen reduktive Metaboliten
sowohl an den Rezeptortyp ERa als auch an ERp binden. ZEN wirkt dabei etwa so stark wie
das starkste Phytoestrogen Coumestrol (Martin et al., 1978; Kuiper et al., 1998). In humanen
Brustadenokarzinomzellen (MCF7) wurden die unterschiedlichen relativen Estrogenitaten
verglichen, woraus sich eine Reihenfolge von o-ZEL > o-ZAL > ZEN > B-ZEL ergab
(Malekinejad et al., 2005). Auch im uterotrophen Assay in Mausen zeigen die
a-Stereoisomere von ZEL und ZAL eine starkere Wirkung als ZEN und die -lsomere von
ZEL und ZAL (Peters, 1972; Katzenellenbogen et al., 1979; Takemura et al., 2007).

Wie schon in Kapitel 1.1.2.3 dargestellt, zeigten Studien mit subzelluldren Fraktionen aus der
Leber verschiedener Spezies, dass das Mengenverhdltnis von a-ZEL zu B-ZEL bei der
Reduktion von ZEN von der Tierart abhéngt. Da die estrogene Aktivitat von a-ZEL sehr viel
hoher ist als von B-ZEL, kann dies Auswirkungen auf die Empfindlichkeit der jeweiligen
Tierart gegentiber ZEN haben. Fitzpatrick et al. (1989) konnten dariiber hinaus zeigen, dass
die relative Bindungsaffinitdt von a-ZEL zum ER bei Schweinen groRer war als bei Ratten
und Huhnern. Sie schlussfolgerten daraus, dass artubergreifende Unterschiede in der
Empfindlichkeit gegentber ZEN sowohl auf die Unterschiede der gebildeten ZEN-
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Metaboliten als auch auf die Bindungsaffinitdt dieser Metaboliten an die artspezifischen
Estrogenrezeptoren zuriickzufuhren ist.

Diese erhohte Empfindlichkeit &uBert sich schlieBlich in  Symptomen des
Hyperestrogenismus. Beispielsweise fuhrte die Gabe von Fusarium-kontaminiertem Mais zu
einer Vergrollerung der Vulva und der Milchdrisen bei unreifen weiblichen Schweinen und
einem erhohten Uterusgewicht bei reifen ovarektomierten Mdausen (Stob et al., 1962). In
zahlreichen anderen Studien wurde ebenfalls Hyperestrogenismus in Schweinen wie
verlangerter Ostrus und Andstrus, Verdnderungen der Libido, Infertilitat, erhohte Inzidenz
von Pseudoschwangerschaft, erhdhte Milchdrisenentwicklung und abnormale Laktation
beobachtet (Kuiper-Goodman et al., 1987). Andere Tierarten, wie z.B. Leghorn-Huhner, sind
gegeniiber ZEN relativ unempfindlich. Eine Gabe von 800 mg ZEN/kg KG flr sieben Tage
fiihrte lediglich zu einer verringerten Gewichtszunahme im Vergleich zur Kontrollgruppe und
einem erhohten Eileitergewicht (Chi et al., 1980). Bei Milchkiihen, die 500 mg ZEN pro Tag
(ca. 700 pg ZEN/kg KG) fiir zwei Ostruszyklen erhielten, konnten keine negativen Effekte
festgestellt werden (Weaver et al., 1986). Diese Beobachtungen decken sich mit den zuvor
genannten in vitro-Studien.

1.2 Fremdstoffmetabolismus von Mykotoxinen in Pflanzen

Pflanzen sind durch ihre Umwelt einer Vielzahl an potentiell toxischen Fremdstoffen
ausgesetzt. Dabei kénnen natirliche Kontaminanten (z.B. Mykotoxine) oder Pestizide in die
Pflanzenzellen gelangen. Insbesondere lipophile Fremdstoffe kodnnen leicht durch die
ebenfalls lipophile Zellmembran in das Zellinnere gelangen und dort mit lebenswichtigen
Zellbestandteilen  wechselwirken. Um  potentiellen  Gefahren durch  Fremdstoffe
entgegenzutreten, besitzen Pflanzen ein effektives Detoxifizierungssystem (Abb. 3), das dem
der Sé&ugetiere relativ &hnlich ist. Sowohl im pflanzlichen Metabolismus als auch im
Saugermetabolismus lasst sich dieses System in drei Phasen einteilen: Phase I, die auch als
Funktionalisierungsphase bezeichnet wird, Phase Il, in der Konjugationsreaktionen
stattfinden, und Phase 11, die im S&ugermetabolismus eine effektive Ausscheidung und im
pflanzlichen Metabolismus eine Kompartimentierung beschreibt (Sandermann, 1992). Diese
drei Phasen werden im nachfolgenden Kapitel genauer betrachtet.

Phasel
(Oxidation, Reduktion,
Hydrolyse, ...}

Phaselll
(Deposition
in der Vakuole)

Phasell

(Konjugationsreaktionen)

Phaselll
(Einlagerung in Lignin,
Ablagerung in der Zellwand)

Abb. 3: Schematische Darstellung des Fremdstoffmetabolismus von Mykotoxinen in Pflanzenzellen. Dieser lasst sich
in drei Phasen unterteilen (modifiziert nach Scheel & Sandermann (1981)).
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Ein Beispiel fir Kontaminanten, die dem Fremdstoffmetabolismus in der Pflanze unterliegen,
sind Mykotoxine. Aus ihnen kodnnen Mykotoxinmetaboliten, sogenannte ,,maskierte*
Mykotoxine, gebildet werden, die aufgrund ihrer verénderten physikochemischen
Eigenschaften in der Routineanalytik haufig nicht erfasst werden. Dies betrifft sowohl die
Extraktion bei der Probenvorbereitung als auch chromatographische Methoden sowie
antikorperbasierte Nachweisverfahren (Berthiller et al., 2013). Maskierte Mykotoxine fallen
unter den Uberbegriff , modifizierte“ Mykotoxine, der auch Mykotoxine umfasst, deren
chemische Strukturen biologisch durch Metabolisierung in anderen Organismen (Pilze, Tiere,
Menschen) oder chemisch durch thermische und nicht-thermische Be- und Verarbeitungs-
prozesse verandert wurden. Diese unterscheiden sich wiederum von den ursprunglichen freien
sowie den Matrix-assoziierten Mykotoxinen, die entweder komplexiert, physikalisch gel6st
bzw. umschlossen oder kovalent an Matrixbestandteile gebunden sind (Rychlik et al., 2014).

In einem wissenschaftlichen Gutachten beschaftigte sich die EFSA im Auftrag der
Européischen Kommission mit der Toxizitdt von modifizierten Mykotoxinen, ihrem
Auftreten, der Exposition von Mensch und Tier sowie den gesundheitlichen Risiken dieser
Substanzen und ihren unmodifizierten Formen. Die Toxizitét vieler modifizierter Mykotoxine
ist bislang unbekannt. Dariiber hinaus besteht oft auch die Mdglichkeit der Freisetzung des
urspriinglichen Mykotoxins durch Hydrolyse wéhrend der Lebensmittelverarbeitung oder der
Verdauung im menschlichen oder tierischen Organismus. Aufgrund dieses Risikos entschied
das CONTAM-Panel, dass modifizierte Mykotoxine bei der Risikobewertung mit der gleichen
Toxizitat wie deren Mutter-Mykotoxine betrachtet werden missen (EFSA, 2014).

In den letzten Jahren begann die EFSA Gruppenwerte (,,Group Health-Based Guidance
Values®) fiir verschiedene Mykotoxine und deren modifizierten Formen festzulegen, um die
bislang geltenden TDI-Werte an die neu entdeckten Metaboliten anzupassen (EFSA, 2016a,
2017a, 2017b, 2018). Fur ZEN und dessen modifizierten Formen wurden auBerdem relative
Potenzfaktoren (RPF, relative potency factor) abgeleitet, die das estrogene Potential relativ zu
ZEN (RPF = 1) angeben. Da das estrogene Potential von a- bzw. B-ZEL sehr unterschiedlich
ist, wurden RPFs von 60 und 0,2 flr die beiden Substanzen angesetzt (EFSA, 2016a).

1.2.1 Phase I-Metabolismus

Im Allgemeinen werden im Zuge von Phase I-Reaktionen entweder funktionelle Gruppen in
lipophile Fremdstoffmolekule eingefiihrt oder das Molekul wird enzymatisch so verandert,
dass seine Polaritat und Wasserloslichkeit steigt. Fremdstoffe, die von Natur aus hydrophiler
sind, unterliegen teilweise nicht dem Phase I-Metabolismus. Typische Reaktionen im Phase I-
Metabolismus sind Oxidationen, Reduktionen und Hydrolysen, die durch CYPs, Peroxidasen,
Reduktasen, Esterasen und Amidasen katalysiert werden (Cole, 1994). Allerdings fiihren
diese Reaktionen nicht immer zu einer Entgiftung des Fremdstoffes. In einigen Fallen wird
die Toxizitat der urspriinglichen Substanz durch den Phase I-Metabolismus erhoht, weshalb
der Phase I-Metabolismus auch Aktivierungsphase genannt wird (Coleman et al., 1997).

Ein Beispiel fur den Phase I-Metabolismus in Pflanzen und eine daraus resultierende erhthte
Toxizitat fur Sduger ist die Reduktion von ZEN zu a- und B-ZEL. Diese Aktivierung wurde
zuerst von Engelhardt et al. (1988) in Mais-Zellsuspensionskulturen und spater von Berthiller
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et al. (2006a) in der Modellpflanze Arabidopsis thaliana beobachtet. In einer belgischen
Studie wurden 174 Nahrungsmittel auf Getreidebasis und 86 Futtermittel auf
Kontaminationen mit a- und B-ZEL untersucht. Dabei traten Hochstwerte von 515 ug
a-ZEL/kg und 147 pg B-ZEL/kg bei Cornflakes auf. 53 bzw. 63 % der Haferflocken-Proben
waren mit a- bzw. B-ZEL kontaminiert (De Boevre et al., 2012). Dieses hohe Vorkommen
zeigt, dass Phase I-Metaboliten einen groRen Beitrag zur Gesamttoxinbelastung leisten
konnen.

1.2.2 Phase II-Metabolismus

In Phase Il des Fremdstoffmetabolismus in Pflanzen werden Mykotoxine oder deren in
Phase |  gebildeten  aktivierten = Mykotoxinmetaboliten  kovalent an  endogene
hydrophile Molekile gebunden. Beispielsweise kann  Glutathion (y-L-Glutamyl-L-
cysteinylglycin) an elektrophile Bindungsstellen in den Mykotoxinen binden. Diese Reaktion
kann durch Glutathion-S-Transferasen katalysiert werden. Uberdies konnen Glutathion-
addukte zu Cysteinylglycin oder Cystein-Konjugaten abgebaut werden (Kluger et al., 2015).
Eine weitere typische Phase Il-Reaktion ist die Konjugation von Glucose an Hydroxy-,
Thiol-, Amino- oder Carboxygruppen, wodurch hauptsachlich B-O-D-Glucoside bzw. O-1-
Glucoseester-Konjugate gebildet werden. Diese werden durch UDP-O-Glycosyltransferasen
katalysiert (Lamoureux & Rusness, 1986; Berthiller et al., 2018). Besitzt ein Molekil mehr
als eine Hydroxygruppe, kann die Stelle, an der glycosyliert wird, speziesabhédngig variieren
(Mizukami et al., 1983). Diese Glucosylkonjugate werden héaufig mittels O-Malonyl-
transferasen und Malonyl-CoA Uberwiegend zu 6°-O-Malonylglucosiden umgesetzt, wobei
auch 4°-O-Malonylglucoside im Zuge des Fremdstoffmetabolismus in der Pflanze gebildet
werden (Yerramsetty et al., 2011). Allerdings wurde in mehreren Publikationen tber eine
geringe Stabilitdt der Malonylglucoside berichtet, was dazu fihren kann, dass in natura
Malonylglucoside félschlicherweise als Glucoside identifiziert werden (Lamoureux &
Rusness, 1986). Komplexere auf Glucose basierende Konjugate stellen z.B. p-Gentiobioside
(B-D-Glucopyranosyl(1—6)-p-D-glucopyranoside) dar. Ferner sind Oligoglycoside wie Tri-
bzw. Tetraglucoside sowie Pentosylglucoside denkbare Metaboliten im pflanzlichen
Fremdstoffmetabolismus.

Wie bereits zu Beginn des Kapitels 1.2 erwahnt, sind einige Parallelen, aber auch
Unterschiede, zwischen dem Saugermetabolismus und dem pflanzlichen Fremdstoff-
metabolismus erkennbar. Wahrend in Phase | weitgehend die gleichen enzymatischen
Reaktionen stattfinden, gibt es deutliche Unterschiede in der Konjugatbildung im Phase II-
Metabolismus. Bei Sdugetieren stellt die Bildung von Glucuroniden mittels UGT eine der
wichtigsten Phase I1-Reaktionen dar. Dies kann als Pendant zur Glucosylierung in Pflanzen
angesehen werden. Ferner werden Fremdstoffe von Sdugern meist gut mittels Sulfo-
transferasen sulfatiert, was bei Pflanzen eine eher untergeordnete Rolle spielt. Sowohl die
Konjugation mit Glutathion als auch mit Aminoséuren ist bei Sdugern und Pflanzen hingegen
ahnlich. Im Gegensatz zur Malonylierung in Pflanzen treten in Sdugern allerdings nur
Acetylierungen auf (Lamoureux & Rusness, 1986). Beiden Systemen ist gemeinsam, dass die
Toxizitat des urspriinglichen Mykotoxins im Gegensatz zu Phase | in Phase Il verringert wird,
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weshalb der Phase II-Metabolismus als Deaktivierungsschritt angesehen werden kann
(Berthiller et al., 2013).

Ahnlich wie bei der Glucuronidierung im Saugermetabolismus wird ZEN in Weizen- und
Maiszellkulturen zu den beiden Glucopyranosiden an den Positionen 14 und 16 metabolisiert,
deren Strukturen mittels NMR-Spektroskopie identifiziert wurden (Kamimura, 1986;
Kovalsky Paris et al., 2014; Engelhardt et al., 1988). AuRerdem konnte auch in der
Modellpflanze Arabidopsis thaliana nach Umwandlung von ZEN zu den Phase 1-Metaboliten
a-ZEL und B-ZEL eine anschlieBende Glykosylierung der drei Mykotoxine sowie eine
Sulfatierung von ZEN beobachtet werden. Zehn weitere konjugierte Metaboliten von ZEN,
a-ZEL und B-ZEL konnten mittels HPLC-MS/MS (Hochleistungsflissigkeitschromatographie
in Kombination mit Tandem-Massenspektrometrie) in Arabidopsis thaliana gefunden werden.
Allerdings wurden deren exakten Strukturen bislang noch nicht bestimmt. Es handelt sich
dabei um Malonylglucoside, Dihexoside und Pentosylhexoside (Berthiller et al., 2006b), die
u.a. im Rahmen dieser Doktorarbeit mittels NMR-Spektroskopie identifiziert werden sollten.

In der Studie von De Boevre et al. (2012) wurden neben a-ZEL und B-ZEL auch die
Glucoside von ZEN, o-ZEL und B-ZEL sowie ZEN-Sulfat in verschiedenen Nahrungs- und
Futtermitteln analysiert. Dabei traten Hochstwerte von 147-417 pg/kg der Phase I- und 11-
Metaboliten von ZEN in Cornflakes auf. In einigen Proben (berstieg der Gehalt an ZEN-
Derivaten den Gehalt an freiem ZEN. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit Lebensmittel-
proben auf modifizierte Mykotoxine zu untersuchen.

Der Phase Il1-Metabolismus von AOH und AME wurde in unserer Arbeitsgruppe in Tabak-
Zellsuspensionskulturen untersucht. Dabei wurden fir AOH neben den zwei Glucosiden an
den Positionen 3 und 9 sowie deren 6°‘-Malonylderivaten ein Gentiobiosid an Position 9
identifiziert. AME, das per se an Position 9 methyliert ist, wurde von den Tabakzellen an den
Positionen 3 und 7 glucosyliert. Des Weiteren wurden Malonylderivate des Glucosids an
Position 3 sowohl an den Positionen 6 als auch 4 der Glucose identifiziert (Hildebrand et al.,
2015). Deren Relevanz in Lebensmitteln zeigt eine Pilotstudie zur Bestimmung von
Alternaria-Toxinen von in Osterreich erworbenen Lebensmittelproben. Wihrend in
Sonnenblumenkerndl- und Weizenmehlproben keine AOH- bzw. AME-Metaboliten gefunden
werden konnten, wurden das AOH-3- und AOH-9-Glucosid sowie das AOH-3-Sulfat und
AME-3-Sulfat in Tomatensaucenproben nachgewiesen und teilweise bestimmt (Puntscher et
al., 2018).

1.2.3 Phase I11-Metabolismus

Im Vergleich zur Ausschleusung von Fremdstoffen (ber die Nieren und die Galle bei
Séugetieren, ist eine effektive Exkretion der Mykotoxine bzw. Mykotoxinkonjugate bei
Pflanzen nicht moglich. Der Phase Il1I-Metabolismus beinhaltet daher die Kompartimen-
tierung und Lagerung von Fremdstoffen bzw. deren Metaboliten, weshalb er auch als ,,lokale
Exkretion® bezeichnet wird (Scheel & Sandermann, 1981). Dieser ist ndtig, um eine
Anreicherung der Konjugate im Cytosol zu verhindern, da sonst Aktivitdten von
Konjugationsenzymen durch Produkthemmung beeintrachtigt werden kénnten. Ein Beispiel
dafur stellt die Glutathion-S-Transferase dar, die durch Anhdufung von Glutathion-
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Konjugaten inhibiert wird. Die daraus resultierende Anh&ufung von unkonjugierten
elektrophilen Fremdstoffen kann schlieBlich zu Zellschadigungen fiihren (Coleman et al.,
1997).

In der Literatur werden zwei Mechanismen der Kompartimentierung beschrieben. Zum einen
konnen l6sliche Konjugate in der Vakuole gespeichert werden und zum anderen wird eine
Einlagerung in die Zellwand geschildert. Diese zwei Kompartimentierungswege werden in
den folgenden Kapiteln 1.2.3.1 und 1.2.3.2 ndher betrachtet.

1.2.3.1 Deposition in der Vakuole

Die Vakuole ist das grofite Organell der Pflanzenzellen. Sie kann je nach Gewebeart, 20—
90 % des Zellvolumens einnehmen. Durch eine selektiv permeable Tonoplastenmembran ist
sie vom Cytoplasma abgegrenzt. Eine ihrer vielféaltigen Aufgaben ist die Speicherung einer
grolen Bandbreite an Produkten des Sekundarstoffwechsels. Zum Beispiel wurden
glycosylierte sekundare Pflanzenstoffe wie Flavonoide, Betalaine und Anthocyane in der
Vakuole gefunden (Wink, 1997). Daher liegt die Vermutung nahe, dass auch Fremdstoffe,
wie z.B. Mykotoxinkonjugate, in die VVakuole transportiert werden, um deren Akkumulation
im Cytosol zu vermeiden.

Fir den Transport in die Vakuole sind Membrantransporter notwendig. Sie erméglichen einen
Stofftransport gegen den Konzentrationsgradienten durch die Tonoplastenmembran. Dieser
Vorgang kann entweder primdr aktiv durch direkten Verbrauch von ATP (Adenosin-
triphosphat)-Verbrauch oder sekundar aktiv durch Aufbau eines Protonen- oder elektro-
chemischen Gradienten erfolgen. Bartholomew et al. (2002) fanden mithilfe von Inhibitoren
heraus, dass die Art der Konjugation eine wichtige Rolle bei dem Transport von Herbiziden in
die Vakuole spielt. Deren glucosylierte Konjugate werden sekundér aktiv Uber einen
protonengekoppelten gegenuber Vanadat unempfindlichen Transporter in die Vakuole
geschleust. Dieser weist Eigenschaften von einem H*-Antiporter auf. Im Gegensatz dazu
werden Glutathionkonjugate der Herbizide primdr aktiv Uber einen ATP-abhdngigen, mit
Vanadat hemmbarem Transporter aufgenommen. Dieser gehort zur Subklasse MRP
(Multidrug Resistance-Related Protein) der Familie der ABC-Transporter (ATP-bindende
Kassette). AuBerdem wird vermutet, dass im Allgemeinen ausschlieBlich der Transport von
Glucosiden in B-Konfiguration moglich ist, sowie dass die Glucose-Einheit flr den
vakuolaren Transport an eine aromatische Hydroxygruppe gebunden sein muss, nicht aber an
eine Carboxygruppe gebunden sein darf (Bartholomew et al., 2002). Eine weitere Klasse von
Transportern stellen MATE-Transporter (Multidrug and Toxin Extrusion Transporter) dar,
uber die viele sekundére Verbindungen wie Alkaloide, cyanogene Glucoside und einige
Flavonoide transportiert werden (Martinoia, 2018). MATEZ2 zeigt eine Substratspezifitat fir
malonylierte Flavonoid- sowie Anthocyan-Glucoside im Gegensatz zu ihren nicht acylierten
Vorstufen (Zhao et al.,, 2011). Auch der Hauptfarbstoff von Petersilie, Apigenin-7-O-
Glucosid wurde erst nach zusétzlicher Konjugation mit Malonsdure in die Vakuole
aufgenommen (Matern et al., 1986). Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass die
Glucosylierung, die Glutathionylierung und die Malonylierung als Markierungen fir die
Vakuolenspeicherungen dienen. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass Glutathion-Konjugate
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in der Vakuole einem ,,Phase IV“-Metabolismus unterliegen kénnen. Dies bedeutet, dass
beispielsweise Peptidbindungen enzymatisch gespalten werden konnen, was zu y-
Glutamylcysteinyl-S-Konjugaten fuhrt (Wolf et al., 1996). Zahlreiche weitere Umwandlungen
von Glutathion-Konjugaten wurden in der Literatur beschrieben (Lamoureux et al., 1993),
allerdings ist nicht bekannt, ob diese Prozesse ebenfalls bei Mykotoxinkonjugaten auftreten.

Aullerdem wurden bislang noch keine Studien zum Transport von Mykotoxinen bzw. deren
Konjugate in die Vakuole durchgefuhrt. Es wird jedoch vermutet, dass diese ebenfalls nach
den zuvor genannten Mechanismen in die Vakuole sequestriert werden, um einer
Akkumulation im Cytosol entgegenzuwirken.

1.2.3.2 Einlagerung in die Zellwand

In der Literatur wird h&ufig die Einlagerung von Fremdstoffen in die Zellwand beschrieben.
Dabei wird meist von gebundenen oder auch nicht-extrahierbaren Rickstdnden (NER)
gesprochen, da sie nicht unter Verwendung herkdmmlicher Ldsemittelextraktionen entfernt
werden koénnen. Pflanzliche Zellwande weisen eine sehr heterogene Struktur auf, weshalb
eine Vielzahl an Verknupfungsmdglichkeiten in Frage kommt. Im Folgenden soll daher
zunachst der allgemeine Zellwandaufbau beschrieben werden.

Pflanzliche Zellwénde bestehen im Allgemeinen aus einer Mittellamelle und einer
Primarwand, denen je nach Funktion der Zelle eine Sekundérwand aufgelagert werden kann.
Wihrend die Mittellamelle hauptsachlich aus Pektinen aufgebaut ist, beinhaltet die
Primarwand eine Matrix aus Hemicellulosen, Pektinen und Strukturproteinen, welche in
Cellulose eingebettet ist. Art und Anteil der Matrixpolymere unterscheidet sich je nach
Zellwandtyp (McDougall et al., 1996).

Dikotyle und monokotyle Pflanzen mit Ausnahme der Commeliniden besitzen in der Regel
Primarzellwande vom Typ I. Neben Cellulosefibrillen weist dieser Zellwandtyp hauptséachlich
Pektine (Homogalakturonan, Rhamnogalakturonane 1 wund 1I), Xyloglucane und
Strukturproteine auf. Aufgelagerte Sekundéarwéande bestehen hauptséchlich aus Cellulose,
(Glucurono-)Xylanen und Mannanen. Im Gegensatz dazu weisen Primérzellwénde von
Commeliniden (Typ Il-Zellwénde) neben der Cellulose hauptsachlich Hemicellulosen,
insbesondere neutrale Arabinoxylane, und je nach Getreideart mixed-linked B-Glucane, auf
(Vogel, 2008; Carpita & Gibeaut, 1993). Beispielsweise haben Gerste und Hafer einen
vergleichsweise hohen mixed-linked B-Glucan-Gehalt, wéhrend diese bei Weizen nur in
geringen Mengen vorkommen und neutrale Arabinoxylane bei weitem berwiegen (Geng et
al., 2001). Die Sekundarwénde der Commeliniden setzen sich aus Cellulose,
(Arabinoglucurono-)Xylanen und Mannanen zusammen.

Mit Auflagerung der Sekundérzellwand kann auch Lignin in die Zellwand eingebaut werden,
wodurch eine weitere Verfestigung der Zellwand erreicht wird. Bei Lignin handelt es sich um
ein komplexes, phenolisches Polymer, das hauptsdachlich aus den Monolignolen para-
Cumarylalkohol, Coniferylalkohol (CA) und Sinapylalkohol aufgebaut ist (Abb. 4). Diese
werden im Phenylpropanstoffwechsel gebildet. Nach dem Einbau in das Lignin-Polymer
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werden sie als para-Hydroxyphenyl (H)-, Guaiacyl (G)- und Syringyl (S)-Einheiten
bezeichnet (Ralph et al., 2004).

OH OH
F F
H,CO OCH,4
OH OH
para-Cumarylalkohol Coniferylalkohol Sinapylalkohol
(H) (G) (S)

Abb. 4: Strukturformeln der Monolignole para-Cumaryl-, Coniferyl- und Sinapylalkohol. Nach dem Einbau in das
Lignin-Polymer werden sie als Hydroxyphenyl (H)-, Guaiacyl (G)- und Syringyleinheiten (S) bezeichnet.

Wahrend dikotyle Angiospermen im Allgemeinen G- und S-reiche Lignine aufweisen, sind
Lignine von Gymnospermen besonders reich an G-Einheiten. Im Vergleich dazu weisen
Monokotyledonen meist ein ausgeglichenes G/S-Verhaltnis auf. Der Anteil der H-Einheiten
ist bei monokotylen Pflanzen hoher als bei dikotylen Pflanzen (Boerjan et al., 2003).

Aber auch weitere monomere Bausteine, wie z.B. Kaffeealkohol, Hydroxyzimtaldehyde,
Hydroxybenzaldehyde oder an der y-Position veresterte Monolignole, kdnnen in das
Ligninpolymer eingebaut werden, wodurch eine noch komplexere Struktur entsteht (Boerjan
et al., 2003; Ralph et al., 2004). Die Monolignole werden nach ihrer Synthese im Cytosol
vermutlich entweder durch passive Diffusion, Exocytose oder Uber einen Transporter zur
Zellwand transportiert oder ahnlich wie Fremdstoff-Konjugate als Glucoside in der Vakuole
gespeichert. In der Zellwand werden sie schlieBlich durch Peroxidasen und H,O, oder
Laccasen und O, zu Phenoxyradikalen umgesetzt (Abb. 5).

B OH OH OH OH |
G G G .
- - -
OCH, OCHj, OCH,4 OCH,
| O o] o] o] ]
Ra I'_")b Rc Rd

Coniferylalkohol Phenoxyradikale

Abb. 5: Bildung eines resonanzstabilisierten Phenoxyradikals (R, — Ry) durch die Einwirkung von Peroxidase und
H,0, auf Coniferylalkohol (CA).

Nach der Dehydrierung fungieren die resonanzstabilisierten Radikale entweder als
Radikaltbertrager auf das wachsende Ligninpolymer oder sie gehen verschiedene radikalische
Kopplungsreaktionen ein, wodurch entweder Dimere gebildet werden oder das Ligninpolymer
verlangert wird (Boerjan et al., 2003). Aufgrund der vielen Bindungsmadglichkeiten an den
Phenoxyradikalen, ergeben sich eine Vielzahl an Kopplungsmoglichkeiten zwischen den
Einheiten. In der Natur treten folgende Kopplungen auf: p-O-4-, B-5-, 5-5-, B-p-, 5-O-4- und
B-1-Bindungen (Abb. 6), wobei f-O-4-Bindungen den Hauptbindungstyp darstellen.
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OCH,
OCH,4

o} OCH,
B-O-4 B-5(a-O-4) 5-5/B-0-4(a-O-4)
(B-Aryl-Ether) (Phenylcumaran) (Dibenzodioxocin)

OCHj

OCHjy OCHs
B-B(y-O-ar) 5-0-4 p-1
(Resinol) (Biphenyl-Ether) (Diarylpropan)

Abb. 6: Mdgliche Bindungstypen, die im Ligninpolymer durch radikalische Kopplung entstehen kénnen. Weitere
Kopplungsmdglichkeiten wahrend der Lignifizierung sind durch gestrichelte Linien gekennzeichnet.

Die Bildung einer B-O-4-Bindung ist in Abb. 7 dargestellt. Wahrend der radikalischen
Kopplung entstehen Chinonmethide als reaktive Zwischenstufen, die mit Wasser an der
a-Position reagieren kénnen und schlielRlich zwei isomere Formen (erythro-, threo-Form) des
B-Aryl-Ethers bilden (Ralph et al., 2004)

[3 -0-4-Kopplung |‘) OCH3 nukleoph|le OCHs
OCHs Addltlon
OCH, OCHs

OCH,

R= HO\ : threo-Form

R = HO//,,, : erythro-Form
B-Aryl-Ether

Abb. 7: Bildung einer p-O-4-Bindung durch die radikalische Kopplung eines Phenoxyradikals mit einem Oligomer.

Nach der Bildung eines Chinonmethid-Intermediats kénnen durch Wasseraddition zwei Isomere des p-Aryl-Ethers

entstehen (erythro- und threo-Form).

Chinonmethid

Zusétzlich zur Addition von Wasser wird in der Literatur auch die Addition anderer
Nukleophile an das Chinonmethid, z.B. die Phenolgruppe der polysaccharidgebundenen
Ferulasdure, diskutiert, wodurch Cross-links zwischen Lignin und Arabinoxylanen oder
Pektinen gebildet werden koénnen (Lam et al., 2001). Neben diesem ,passiven” oder
,,opportunistischen Mechanismus, der Ausbildung von Cross-links, bei dem a-Ether
entstehen, wird aullerdem ein ,aktiver Mechanismus vorgeschlagen. Hierbei wird
polysaccharidgebundene Ferulasdure selbst dehydrogeniert, wodurch resonanzstabilisierte
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Phenoxyradikale entstehen, die in Radikalreaktionen mit Lignin eine Reihe verschiedener
Produkte bilden konnen (Ralph et al., 1995).

Neben der Einlagerung pflanzeneigener Stoffe in Lignin wird aufRerdem die Einlagerung von
Fremdstoffen wie z.B. Pestiziden in der Literatur beschrieben. Beispielsweise wurde die
kovalente Inkorporation von chlorierten Anilinen in in vitro synthetisiertes Lignin
(Kapitel 3.6) untersucht. Dabei wurde mithilfe zweidimensionaler NMR-Experimente sowie
NOE (Kern-Overhauser-Effekt)-Differenzspektroskopie eine Benzylamin-Struktur
vorgeschlagen (Abb. 8). Nach Lange et al. (1998) erfolgt die Bindung der chlorierten Aniline
hauptséchlich Uber den a-Kohlenstoff des CAs an das synthetisierte Lignin, wobei die
Strukturaufklarung einer Uberpriifung bedarf (Kapitel 3.6). Unter der Annahme, dass die
aufgeklarte Struktur richtig ist, miusste die Inkorporation Uber eine nukleophile
Additionsreaktion stattgefunden haben (Abb. 8), da bei einem radikalischen Mechanismus nur
die B-Position der Propenylseitenkette fur eine Bindung in Frage kommt. Aufgrund dieses
Ergebnisses schlussfolgerten die Autoren, dass weitere nukleophile Verbindungen ebenfalls in
der Lage sein sollten in Lignin eingelagert zu werden (Still et al., 1981; von der Trenck et al.,
1981; Lange et al., 1998).

HO N HO AN

OH u OH
¢ o

C | OCHs . OCHj

C’ OCHjs OCHjg
o)

OH
H+

Abb. 8: Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Inkorporation des 4-Chloranilins (griin) in in vitro synthetisiertes
Dehydrogenierungspolymerisat, modifiziert nach von der Trenck et al. (1981). Dabei reagiert das 4-Chloranilin in
einer nukleophilen Additionsreaktion mit dem Chinonmethid-Intermediat.

Weitere Experimente sollten zeigen, dass Pestizide neben Lignin sowohl in Proteine, Pektine
als auch Hemicellulosen eingebaut werden kénnen. Allerdings wurden in der Literatur meist
Zellwandfraktionierungen durchgefuhrt, die nur auf dem Loslichkeitsverhalten der jeweiligen
Makromolekiile beruhen (Langebartels & Harms, 1985). Zusatzlich wurden vereinzelt auch
spezifische Enzyme wie z.B. Cellulase, Pektinase oder Proteinase verwendet, wodurch eine
bessere Zuordnung zu den jeweiligen Makromolekdlen erfolgen kann. Eine genaue chemische
Identifizierung der Bindungstypen fiir Pestizide an Pektin oder Hemicellulosen ist bisher nicht
erfolgt. Laurent & Scalla (1999) vermuten jedoch eine Esterbindung von Phenoxyessigsauren
an Hemicellulosen. Fir Pektine, die energiereiche Methylestergruppen tragen, schlagt
Sandermann (2004) eine nukleophile Substitution vor, beispielsweise durch Stickstoff-
gruppen, wie sie z.B. in Chloranilinen vorkommen. Des Weiteren wird die pflanzliche
Cuticula als maoglicher Bindungspartner fiir Fremdstoffe diskutiert. Dabei konnten
Fremdstoffe mit Epoxygruppen des Cutins oder (Uber photochemische Addition an
Doppelbindungen der Cutinmonomere (Fettsduren) gebunden werden (Jahn & Schwack,
2001; Riederer & Schonherr, 1986). Auch eine nicht-kovalente Einlagerung von Fremdstoffen
in Zellwandbestandteile ist denkbar, wurde bisher aber noch nicht belegt.
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Studien zur Untersuchung der Zellwandbindung von Mykotoxinen sind relativ rar. Simsek et
al. (2012) untersuchten beispielsweise den Effekt verschiedener Enzymbehandlungen
(o-Amylase, Cellulase, Protease, Xylanase) auf DON in Weizen. Dabei wurde ein starker
Anstieg des Gehalts an extrahierbarem DON nach Behandlung mit Xylanase beobachtet, was
auf eine mdgliche Bindung von DON an Arabinoxylane hinweisen konnte. Allerdings wurde
in dieser Studie keine Strukturaufklarung durchgeftihrt.

Die Zellwandbindung von ZEN wurde von Zill et al. (1990) untersucht. Dabei wurden die mit
ZEN inkubierten Zellen einer Maissuspensionskultur mit 80%igem Methanol extrahiert, der
Extrakt eingedampft, mit dem abfiltrierten N&hrmedium vereinigt und schlielich mit
Ethylacetat ausgeschuttelt. Es wurde gezeigt, dass nach 12-tdgiger Inkubation 50 % des
eingesetzten radioaktiv markierten ZEN in dem nicht-extrahierbaren unléslichen Rest
vorlagen. Mit dem unl6slichen Rest erfolgte eine Zellwandfraktionierung mittels
verschiedener Losungsmittel und Enzyme nach Takeuchi & Komamine (1980) und
Langebartels & Harms (1985), wobei die genaue Durchfiihrung nicht erlautert wird. Durch
Messung der Radioaktivitdt in den verschiedenen Fraktionen wurde gefolgert, dass ZEN
hauptsachlich an Starke (17 %), Lignin (37 %) und Hemicellulosen (20 %) gebunden ist.
Allerdings wurden keine genauen Strukturuntersuchungen zu diesen Metaboliten
durchgefuhrt. Hinzukommend ist zu beachten, dass die zur Extraktion verwendeten
Losungsmittel moglicherweise nicht alle l6slichen Phase I1-Metaboliten aus den Zellen
extrahierten und dies der Grund fiir das Auftreten von Radioaktivitat im unldslichen Rest war.

Im Gegensatz zu DON und ZEN wurde die Bindung der Mykotoxine AOH und AME an die
pflanzliche Zellwand bisher noch nicht erforscht. Allerdings konnte in unserer Arbeitsgruppe
festgestellt werden, dass nach 48-stiindiger Inkubation von AOH und AME in Tabak-
Suspensionszellkulturen nur noch 50 bzw. 75% des eingesetzten Gehalts der
Ausgangsverbindungen als Summe der I6slichen Metaboliten wiedergefunden werden
konnten. Daher liegt die Vermutung nahe, dass AOH und AME teilweise in die Zellwand
eingelagert werden und somit im unloslichen Rest verbleiben (Hildebrand et al., 2015). Diese
Hypothesen sollten in der vorliegenden Arbeit genauer betrachtet werden.

1.3 Bioverfiigbarkeit modifizierter Mykotoxine

Um die toxikologische Relevanz modifizierter Mykotoxine besser einschatzen zu konnen,
sind Bioverfugbarkeitsstudien notwendig. Die Bioverfugbarkeit ist definiert als das Verhaltnis
einer dem Organismus zugefuhrten und der davon resorbierten Menge einer Substanz. Bei
modifizierten Mykotoxinen stellt sich die Frage, ob diese in konjugierter Form resorbiert
werden konnen oder ob diese im Magen-Darm-Trakt hydrolysiert und anschlieend resorbiert
werden kénnen.

Bislang existieren hauptsachlich Bioverfligbarkeitsstudien tber Metaboliten von DON und
einige wenige iber ZEN-Metaboliten. Bereits im Jahr 1990 behandelte Gareis et al. ein junges
weibliches Schwein mit 600 pg ZEN-14-Glucosid pro Tag fiir insgesamt zwei Wochen. Im
Urin und in den Fazes wurden sowohl ZEN als auch das stdrker estrogen-wirkende a-ZEL
gefunden. Diese Studie deutet an, dass ZEN-14-Glucosid hydrolysiert und absorbiert wurde
und somit zur Gesamtbelastung beitrégt. Binder et al. (2017) konnten diese Annahme in einer
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Studie mit vier kastrierten mannlichen Schweinen bestatigen, denen ZEN-14-Glucosid, ZEN-
16-Glucosid und ZEN-14-Sulfat oral verabreicht wurden. Keine der drei modifizierten
Formen waren in Urin oder Kot nachweisbar, was auf eine vollstdndige Hydrolyse hindeutet.
Die gesamte biologische Wiederfindung in Form von freiem ZEN und Sdugermetaboliten lag
fir ZEN-14-Glucosid bzw. ZEN-16-Glucosid bei 48 £7 % bzw. 34 + 3 % und fir ZEN-14-
Sulfat bei 19 £ 5 %. Als Erklarung fir die geringen Wiederfindungsraten vermuten Binder et
al. (2017) eine Metabolisierung durch Darmbakterien zu noch unbekannten Metaboliten. Im
Vergleich zu den Studien an Schweinen konnte die Freisetzung von ZEN aus ZEN-14-
Glucosid auch in Ratten bestatigt werden. Basierend auf der Analyse verschiedener Gewebe
und Teile des Gastrointestinaltrakts folgerten die Autoren, dass das Glucosid im oberen Teil
des Gastrointestinaltrakts hydrolysiert wurde (Versilovskis et al., 2012).

Aufgrund von Studien, in denen die Spaltung von DON-3-Glucosid zu DON durch
spezifische Darmbakterien gezeigt wurde (Berthiller et al., 2011), wurden ZEN-14-Glucosid
und ZEN-14-Sulfat ebenfalls in einem humanen in vitro-Modell untersucht. Dabei wurden
verschiedene Schritte des Verdauungsprozesses mittels verschiedener Kkinstlicher
Verdauungsséfte (Speichelsaft, Magensaft, Duodenalsaft und Gallensaft) und frischen
Stuhlproben imitiert. Im Gegensatz zur Studie von Versilovskis et al. (2012) waren die ZEN-
Konjugate in allen synthetischen Verdauungssaften stabil. Allerdings wurden sie von der
menschlichen Kolonmikrobiota rasch und vollstandig dekonjugiert. Neben dem Aglykon ZEN
wurden auch weitere bislang nicht identifizierte Metaboliten gefunden (Dall'Erta et al., 2013).

Cirlini et al. (2016) untersuchten die Aufnahme, den Metabolismus und die Resorption von
40 UM ZEN-14-Glucosid und ZEN-16-Glucosid mithilfe des Caco-2-Zellmodells, das auch
bereits fir die unkonjugierten Mykotoxine verwendet wurde (Kapitel 1.1.1.3 und 1.1.2.3).
Dabei konnte festgestellt werden, dass nach vier Stunden beide Substanzen in die Zellen
aufgenommen wurden und das Aglykon ZEN freigesetzt wurde. Dieses wurde auch in
geringen Mengen basolateral gefunden. Des Weiteren konnten Unterschiede in der Aufnahme
und in der Spaltungsfahigkeit zwischen ZEN-14-Glucosid und ZEN-16-Glucosid festgestellt
werden. ZEN-14-Glucosid wurde schneller und in gréfReren Mengen von den Caco-2-Zellen
aufgenommen und zeigte eine groRere Spaltungsfahigkeit durch cytosolische B-Glucosidase
als ZEN-16-Glucosid, was moglicherweise auf eine sterische Hinderung zurlickzufiihren ist.

Eine weitere Studie mit ZEN-14-Glucosid, o-ZEL-14-Glucosid und B-ZEL-14-Glucosid
bestétigte, dass die maskierten Formen unter den Bedingungen des oberen Gastro-
intestinaltrakts (nach Inkubation mit klnstlichen Verdauungssaften) stabil waren, jedoch von
der Darmmikrobiota zu ZEN und weiteren unbekannten Metaboliten hydrolysiert wurden.
Allerdings konnte im Gegensatz zu der Studie von Cirlini et al. (2016) mit 2 uM Ldsungen
der maskierten Formen keine zelluldre Aufnahme in Caco-2 TC7-Zellen beobachtet werden.
Dieser Unterschied l&sst sich moglicherweise durch die unterschiedlichen Dosierungsmengen,
den Caco-2-Zellklonen oder unterschiedliche Kulturbedingungen (DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium) bzw. RPMI-Kulturmedium) erklaren (Gratz et al., 2017; Gratz,
2017).
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1 Einleitung

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass ZEN-Metaboliten eventuell im Diunndarm, spatestens
im Dickdarm hydrolysiert werden kénnen und somit einen Beitrag zur Gesamttoxizitat liefern
konnen.

Bezuglich der Phase Il-Metaboliten von AOH und AME existieren bislang keine
Bioverfugbarkeitsstudien. Ebenso verhélt es sich mit gebundenen unléslichen Phase IlI-
Metaboliten von Mykotoxinen. Sandermann (2004) fasst in einem Review einige
Bioverfligbarkeitsstudien von gebundenen unldslichen Pestiziden zusammen. Es werden
sowohl hohe als auch niedrige Bioverfugbarkeiten berichtet, allerdings betont der Autor eine
Reihe von Unsicherheiten, die bei den Studien zu beachten sind. Beispielsweise wurden
haufig nur relative und keine absoluten Werte angegeben oder Konzentrationen eingesetzt, die
mehr als das 1000-fache hoher lagen als dies unter landwirtschaftlichen Bedingungen méglich
waére (Lange et al., 1998; Sandermann et al., 1990). Daher bedarf es auch hier noch weiterer
Forschung, um den Beitrag gebundener Fremdstoffe zur Gesamttoxizitat einschétzen zu
konnen.
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Schimmelpilze der Gattung Alternaria und Fusarium sind ubiquitér verbreitet und kénnen
eine Vielzahl an Lebensmitteln und Futtermitteln befallen. Die von ihnen unter bestimmten
Umsténden gebildeten Mykotoxine konnen eine ernstzunehmende Gesundheitsgefahr fiir
Mensch und Tier darstellen. Vor der Aufnahme durch den Menschen oder das Tier Uber
pflanzliche Lebensmittel bzw. Futtermittel kénnen die vom Pilz gebildeten Mykotoxine im
Zuge des pflanzlichen Fremdstoffmetabolismus in den Phasen | und Il chemisch modifiziert
werden. Aufgrund der veranderten chemischen bzw. physikalischen Eigenschaften werden die
resultierenden sogenannten ,,modifizierten Mykotoxine“ in der Routineanalytik jedoch nicht
erfasst. Dennoch tragen sie ebenfalls zur Gesamt-Mykotoxinbelastung bei. Die EFSA forderte
daher bereits im Jahr 2014 in einer Stellungnahme (ber modifizierte Mykotoxine weitere
Studien zur Aufklarung der chemischen Strukturen und die Entwicklung von Methoden zur
Erfassung modifizierter Mykotoxine in der Routineanalytik. Des Weiteren sind fir die
Durchfiihrung einer Risikobewertung weitere Daten zur toxikologischen Wirkung der
modifizierten Mykotoxine notwendig.

Fur das Fusarium-Toxin ZEN wurden bereits einige pflanzliche Phase I- und Phase II-
Metaboliten aufgeklart und Studien zu deren Toxizitat durchgefiihrt. Basierend auf diesen
Ergebnissen legte die EFSA Gruppenwerte fiir ZEN und dessen modifizierte Formen fest.
Dies wurde durch die Ableitung von relativen Potenzfaktoren realisiert, die das estrogene
Potential im Vergleich zu ZEN angeben. Allerdings sind fur eine bessere Risikoabschatzung
weitere Daten zur Toxikokinetik erforderlich, insbesondere zur Resorption und Bioverfig-
barkeit der pflanzlichen Phase II-Metaboliten, um die Risiken besser abschatzen zu kdnnen.

Im Gegensatz zu ZEN st die Toxizitat der modifizierten Formen von AOH und AME
weitgehend unerforscht. Einige wenige Studien zeigen das Vorkommen verschiedener bereits
aufgeklarter AOH- und AME-Metaboliten in Lebens- und Futtermitteln, weshalb Kenntnisse
uber die Toxizitdt und Toxikokinetik sowie geeignete Analysemethoden erarbeitet werden
mussen.

Neben den l6slichen pflanzlichen Phase I- und Phase I1-Metaboliten, werden in der Literatur
auch unlosliche zellwandgebundene Metaboliten (Phase I11) diskutiert. Da einige wenige
Studien die Zellwandbindung von Pestiziden belegen, liegt die Vermutung nahe, dass auch
Mykotoxine an die Zellwand gebunden werden. Derzeit existiert jedoch lediglich eine Studie,
die sich mit der Bindung von ZEN an die pflanzliche Zellwand befasst. Dabei wurde eine
aufeinanderfolgende Zellwandfraktionierung mit Mais-Suspensionszellen durchgefiihrt,
indem die Polymere mit unterschiedlichen Lésungsmitteln extrahiert wurden. Die Zuordnung
der Fraktionen zu den jeweiligen Makromolekiilen der pflanzlichen Zellwand ist jedoch
anzuzweifeln, da keine genauen Strukturuntersuchungen durchgeftihrt wurden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher die chemischen Strukturen bislang unbekannter
Phase I- und Phase I1-Metaboliten von AOH, AME und ZEN aufzukldren und ihre Bildung in
verschiedenen pflanzlichen Systemen zu untersuchen. Dabei sollten sowohl Zellsuspensions-

kulturen als auch Explant-Kulturen als Modelle unterschiedlicher Pflanzen eingesetzt werden,
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um ein breites Spektrum an Metaboliten zu erzeugen und um die Modelle moglichst nah an
der natirlichen Bildung modifizierter Mykotoxine zu halten. Eine detaillierte Struktur-
aufklarung der isolierten Metaboliten sollte durch die Kombination aus hochauflosender
Massenspektrometrie und zweidimensionaler NMR-Spektroskopie erfolgen. Aufgrund der
relativ geringen Empfindlichkeit der NMR-Spektroskopie, insbesondere der zwei-
dimensionalen Experimente, werden gréfRere Mengen (0,1-1 mg MaRstab) der Metaboliten
benotigt. Diese sollten zundchst im (semi)préparativen Malistab in den Pflanzenzellkulturen
gebildet und anschlieBend chromatographisch isoliert und aufgereinigt werden. Nach der
Strukturaufklarung und Reinheitsprifung kénnen diese Verbindungen als Standardsubstanzen
genutzt werden.

Die Verfugbarkeit von Standardsubstanzen ist VVoraussetzung fir die Entwicklung geeigneter
Analysemethoden sowie fiir toxikologische Studien. Da Mykotoxine oft nur in Spuren in
Lebensmitteln auftreten, werden h&ufig empfindliche, auf der Massenspektrometrie
basierende  Stabilisotopenverdiinnungsanalysen durchgefuhrt, die ebenfalls optimal
Analytverluste wahrend der Probenaufreinigung kompensieren. Hierfiir bedarf es allerdings
isotopenmarkierter Standardsubstanzen, die fir die meisten modifizierten Mykotoxine
kommerziell nicht erhéltlich sind. Aus diesem Grund sollten Methoden zur Markierung von
AOH, AME und ZEN mit Deuterium entwickelt werden. Durch anschlieBende Inkubation der
deuterierten Mykotoxine in Pflanzenzellkulturen sollten schlieBlich isotopenmarkierte
modifizierte Mykotoxine produziert werden. Die Isotopenreinheit, die ein wichtiges
Akzeptanzkriterium fir diese Standardsubstanzen darstellt, sollte mittels Massen-
spektrometrie und NMR-Spektroskopie nach Isolierung der Verbindungen tberprift werden.

Da der Beitrag modifizierter Mykotoxine zur Gesamttoxizitat bislang noch relativ wenig
untersucht ist, sollten in vitro-Resorptions- und Metabolismusstudien mit humanen Caco-2-
Zellen durchgefuhrt werden. Von Interesse ist dabei vor allem, ob die modifizierten Formen
von den Zellen aufgenommen und in die Ausgangsmykotoxine gespalten werden. Mithilfe
massenspektrometrischer Analysen sollten sowohl die Inkubationsmedien als auch die Zellen
auf die jeweiligen Mykotoxine sowie die in den Caco-2-Zellen gebildeten Metaboliten
untersucht werden. Des Weiteren sollten in Transwell-Versuchen Transportprozesse
(Aufnahme, Ausschleusung) in Caco-2-Zellen untersucht werden, um Vorhersagen in Bezug
auf die in vivo-Resorption treffen zu kénnen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, durch geeignete Methoden die Zellwandbindung
verschiedener Mykotoxine nachzuweisen. Hierfir sollten die Zellwande der in Gegenwart der
Mykotoxine kultivierten pflanzlichen Zellen (Suspensionszellkulturen) entweder durch
chemische Behandlung mit S&ure oder Lauge oder enzymatisch hydrolysiert werden. Durch
den Einsatz spezieller Enzyme sollten spezifische Fragmente der Zellwandpolysaccharide
erhalten werden, die mittels massenspektrometrischer Verfahren analysiert werden sollten.
Daneben sollten zweidimensionale NMR-spektroskopische Analysen der intakten Zellwénde
durchgefuhrt werden, um spezifische Signale der Mykotoxine in den Spektren zu
identifizieren und mogliche Bindungsstellen der Mykotoxine an Zellwandpolymere zu
identifizieren.
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Neben der Bindung an Polysaccharide ist ebenfalls die Bindung der Mykotoxine an Lignin
vorstellbar. Zur Untersuchung maoglicher Interaktionen sollte ein kinstliches Lignin-
Modellsystem entwickelt werden, in dem Monolignole mit H,O,-abhéngigen Peroxidasen in
Gegenwart der Mykotoxine zu Dehydrogenierungspolymerisaten (DHP) reagieren. Aufgrund
der unterschiedlichen Loslichkeiten der Reaktionspartner bzw. der Abhangigkeit der Aktivitat
des Enzyms vom Losungsmittel sollten die Reaktionsbedingungen optimiert werden. Mittels
zweidimensionaler NMR-Experimente sollten schlieBlich Mykotoxin-Lignin-Interaktionen
anhand der DHPs als Modellsystem identifiziert werden.
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Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche wurden zum Teil in Kooperation mit
dem Max Rubner-Institut (MRI, Karlsruhe) sowie zum Teil im Rahmen wissenschaftlicher
Abschlussarbeiten bzw. Masterarbeiten durchgefihrt. Eine Aufstellung der durchgefiihrten
Versuche und den jeweiligen mitwirkenden Personen kann den Arbeitsvorschriften
(Kapitel 9) entnommen werden.

3.1 Modellsysteme zur Synthese von modifizierten Mykotoxinen

3.1.1 Schimmelpilzkulturen

Sowohl die Alternaria-Toxine AOH und AME als auch das Fusarium-Toxin ZEN sind
kommerziell erhaltlich. Im Gegensatz zu ZEN wurden AOH und AME allerdings aus
Kostengrunden nicht k&uflich erworben, sondern aus A. alternata-Schimmelpilzkulturen, die
auf handelsublichem, autoklaviertem Reis kultiviert wurden, gewonnen. Die Zichtung und
Kultivierung der Schimmelpilze wurde von Mitarbeitern des MRI Karlsruhe durchgefiihrt.

Neben den freien Mykotoxinen konnen auch modifizierte Formen von Schimmelpilzen
gebildet werden. Beispielsweise bildeten Kulturen von F. graminearum, F.equiseti, F.
sambucinum und F. roseum var. Gibbosum neben grofien Mengen an ZEN auch den Metabolit
ZEN-14-Sulfat (Plasencia & Mirocha, 1991). Aber auch andere Schimmelpilze wie Rhizopus
arrhizus oder Aspergillus niger sind in der Lage sowohl ZEN als auch a-ZEL zu sulfatieren
(El-Sharkawy et al., 1991; Brodehl et al., 2014), weshalb die Vermutung nahe liegt, dass auch
andere Mykotoxine von Schimmelpilzen sulfatiert werden kénnen. Daher wurden am MRI
Karlsruhe Schimmelpilzkulturen von A. alternata auf sulfatierte Formen von AOH und AME
untersucht (Soukup et al., 2016). Weiterfihrende Untersuchungen zur Strukturaufklarung der
Sulfate sowie deren Metabolisierung in Pflanzenzellen wurden im Rahmen dieser Arbeit
durchgefihrt (Kapitel 9.7).

3.1.2 Pflanzenzellsuspensionskulturen

Zur Untersuchung des pflanzlichen Metabolismus von Mykotoxinen stellen Pflanzenzell-
suspensionskulturen ein geeignetes Modellsystem dar. Es handelt sich dabei um eine
Zellkulturmethode, bei der sterile entdifferenzierte Pflanzenzellen in einem flussigen
N&hrmedium als Suspension vorliegen. Diese werden unter definierten Bedingungen
bezlglich Temperatur, Licht und Schittelgeschwindigkeit kultiviert und je nach Zelllinie in
bestimmten Zeitabstdnden subkultiviert. Unter geeigneten Kulturbedingungen kénnen aus den
Suspensionszellen wieder ganze Pflanzen gebildet werden (Mustafa et al., 2011).

Pflanzenzellsuspensionskulturen bieten im Vergleich zu kompletten Pflanzen einige Vorteile:
Homogenitét, einfache experimentelle Handhabung, Vorhandensein in allen Jahreszeiten,
einfache Sterilhaltung und gute Reproduzierbarkeit. Vor allem aber konnen sie als
,,Biofabrik* zur Produktion gro3erer Mengen pflanzlicher Metaboliten dienen (Sandermann et
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al., 1984). Harms (1992) konnte zeigen, dass Suspensionskulturen von Weizen und Tomate
qualitativ die gleichen Metaboliten von Pestiziden bildeten wie deren intakte Pflanzen, die
unter aseptischen Bedingungen kultiviert wurden. Des Weiteren beobachtete er, dass
verschiedene Zellkulturen (Karotte, Gerste, Tomate) mit unterschiedlichen Empfindlichkeiten
gegeniiber den Pestiziden reagierten, was bedeutet, dass die Pflanzenzellkulturen ihre
artspezifische Selektivitét beibehielten und daher als Modellsystem geeignet sind.

In dieser Arbeit wurden von einer monokotylen und zwei dikotylen Pflanzen Zellsuspensions-
kulturen fur Metabolismusstudien mit den Mykotoxinen AOH, AME und ZEN eingesetzt.
Darunter war zum einen die vom Botanischen Institut (KIT, Karlsruhe) zur Verflugung
gestellte Tabak-Suspensionszellkultur BY-2 (Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow-2), die
héaufig in der Metabolismusforschung Anwendung findet (Nagata et al., 1992). Als weitere
dikotyle Zelllinie wurden Suspensionszellen von Soja (Glycine max. L. Merr. cv. Mandarin)
k&uflich erworben, da sowohl ZEN als auch AOH und AME in Soja und Sojaprodukten
vorkommen. Um die verschiedenen Zellwandzusammensetzungen dikotyler und monokotyler
Pflanzen zu bericksichtigen (Kapitel 1.2.3.2), wurde auflerdem noch eine Weizen-
Suspensionszellkultur (Triticum aestivum L. emend. Fiori et Paol. cv. Heines Koga Il) fir die
Metabolismusuntersuchungen verwendet.

3.1.3 Explant-Kulturen

In der Literatur werden neben Suspensionszellen hdufig Kalluskulturen eingesetzt (Bruins et
al., 1993). Dabei handelt es sich um Wund- und Vernarbungsgewebe, das aus oberflachlich
sterilisierten Pflanzen gewonnen wurde. Er wird auf festem Nahrmedium (Agarplatten)
kultiviert und weist undifferenzierte totipotente Zellen auf. Es handelt sich sozusagen um die
Zwischenstufe zu den Suspensionszellen. Der Nachteil der Kalluskulturen liegt allerdings in
der Inhomogenitat des Kallusgewebes und der damit verbundenen schlechteren Reproduzier-
barkeit.

Eine Explant-Kultur zeichnet sich hingegen dadurch aus, dass intakte Gewebestiicke von
Pflanzen verwendet werden, wodurch naturnahere Bedingungen simuliert werden. Dabei wird
oberflachlich sterilisiertes pflanzliches Gewebe enthommen und in ein flussiges Kultur-
medium (bertragen. Im Gegensatz zu Suspensions- bzw. Kalluskulturen findet keine
Entdifferenzierung von Zellen statt.

In der vorliegenden Arbeit wurden Explant-Kulturen von Karotten (Daucus carota L. ssp.
sativus) und Tomaten (Solanum lycopersicum) gewéhlt, da diese Pflanzen typischerweise von
Alternaria-Pilzen befallen werden und daher hdufig mit AOH und AME kontaminiert sind.
Die zum Verzehr geeigneten Gewebeteile (Wurzel der Karotte und Fruchtfleisch der Tomate)
wurden hierftr entnommen und in flissigem Murashige & Skoog-Medium kultiviert.

3.1.4 Extraktion der Phase I1-Metaboliten aus Pflanzenzellen

In Gegenwart von Mykotoxinen bilden Pflanzenzellen im Zuge des Fremdstoffmetabolismus
I6sliche Mykotoxinkonjugate (Phase I- und I1-Metaboliten). Um diese Metaboliten aus den
Pflanzenzellen zu gewinnen, missen geeignete Extraktionsmittel gewahlt werden. Die
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Anforderungen, die dabei gestellt werden, sind eine quantitativ vollstandige Extraktion, die
spezifisch fur die Zielanalyten ist und mit der daran anknupfenden analytischen Methode
kompatibel ist. Dabei muss beachtet werden, dass die im Fremdstoffmetabolismus gebildeten
Konjugate polarer sind als deren urspringlichen Mykotoxine. Aufgrund dieser Tatsache ist
die Anwendung von Losungsmittelgemischen sinnvoll. In der Literatur wird fur Mykotoxin-
Screenings haufig ein Gemisch aus Acetonitril (ACN), Wasser und Essigsaure im Verhaltnis
79/20/1 verwendet (De Boevre et al., 2012; Streit et al., 2013; Walravens et al., 2016). Bei
einer Methodenvalidierung mit 39 verschiedenen Mykotoxinen in Weizen und Mais lieferte
dieses Gemisch den besten Kompromiss fur die Extraktion (Sulyok et al., 2006). Eine
Erh6hung des Wasseranteils erzielte keine bessere Extraktion der polaren Analyten, reduzierte
jedoch die Wiederfindung apolarer Analyten (Vendl et al., 2009). Bei der Analyse von DON
und dessen modifizierten Formen zeigte sich ein Gemisch aus Methanol und Dichlormethan
in gleichen Anteilen geeigneter als ein ACN-Wasser-Gemisch im Verhaltnis 84/16. Als
Vorteil des wasserfreien Gemisches wird aufierdem die verringerte Coextraktion von Matrix-
bestandteilen genannt (Sasanya et al., 2008). Da Lebensmittelproben eine sehr komplexe
Matrix aufweisen, folgt haufig noch ein Aufreinigungsschritt mittels Festphasenextraktion
(SPE) oder mittels Immunoaffinitatssaulen. Allerdings zeigen verschiedene Studien, dass die
Wiederfindungen fir modifizierte Mykotoxine nicht zufriedenstellend sind (De Boevre et al.,
2012; Vendl et al., 2009), weshalb in dieser Arbeit auf eine Aufreinigung verzichtet wurde.

In unserem Arbeitskreis wurde fur AOH- und AME-Metaboliten aus BY-2-Zellen eine
dreistufige Extraktion entwickelt. Hierbei wurde zunédchst ein Methanol / Dichlormethan-
Gemisch im Verhaltnis 2/1 und anschlieBend ein Gemisch aus Methanol, Wasser und
Essigsdure im Verhéltnis 79/20/1 eingesetzt, um sowohl die apolaren freien Mykotoxine als
auch die polaren Metaboliten vollstdndig zu extrahieren (Hildebrand et al., 2015). Eine
weitere dritte Extraktion mit dem ersten Losungsmittelgemisch Methanol / Dichlormethan im
Verhéltnis 2/1 erhohte die Ausbeute.

3.2 Analyse und Strukturaufklarung der Phase I1-Metaboliten

3.2.1 Analyse mittels LC-DAD-MS und LC-DAD-QTOF-MS

Mithilfe chromatographischer Methoden kdnnen Zellkulturextrakte aufgetrennt und deren
Bestandteile anschliefend detektiert werden. Zur Analyse der Phase lI-Metaboliten von
Mykotoxinen bietet sich sowohl die Gaschromatographie (GC) als auch die Flussig-
chromatographie (LC) an. Da bei der GC-Analyse ein zusatzlicher Derivatisierungsschritt zur
Absenkung des Siedepunkts der Analyten erforderlich ist, werden Mykotoxine und deren
Metaboliten lblicherweise mittels LC analysiert. Hierbei werden meist Reversed-Phase (RP)-
Sdulen verwendet, da sie unter Berlicksichtigung bestimmter Randbedingungen nicht nur fir
die Trennung mittelpolarer, sondern auch fiir polare und unpolare Analyten einsetzbar sind.

Die Detektion mittels eines Dioden-Array-Detektors (DAD) bietet den Vorteil, dass
verschiedene Wellenlangen gleichzeitig detektiert werden und somit unterschiedlich
absorbierende Verbindungen gleichzeitig bei ihrem jeweiligen Absorptionsmaximum
analysiert werden konnen. Hinzukommend ermdglicht dieser Detektor die Aufnahme von
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UV/Vis-Spektren der einzelnen Verbindungen, wodurch zusétzliche Informationen tiber deren
Identitat erhalten werden. Beispielsweise weisen die modifizierten Formen von AOH und
AME ebenso wie deren Ursprungstoxine charakteristische Maxima bei Wellenlangen um 254,
288, 299 und 340 nm auf (Hildebrand et al., 2015).

Um die Strukturen der Phase II-Metaboliten weiter zu charakterisieren, ist eine massen-
spektrometrische Detektion sinnvoll. Dadurch kann das Molekulargewicht einer Verbindung
bestimmt werden. Da der DAD zerstorungsfrei arbeitet, kann der MS-Detektor online
gekoppelt werden. Die Molekiile missen fur die Detektion zunéchst in einer lonenquelle
ionisiert werden. Hierfur eignet sich zum Beispiel die in dieser Arbeit verwendete
Elektrospray-lonisation (ESI). Dabei handelt es sich um ein weiches lonisationsverfahren fiir
polare und mittelpolare Analyten, bei dem wahrend der lonisation Ublicherweise keine oder
nur eine geringfligige Fragmentierung erfolgt. Im Zuge der ESI werden Quasimolekilion
gebildet, wobei neben protonierten ([M+H]", positiver Modus) und deprotonierten ([M-HT,
negativer Modus) Molekilen auch weitere Addukte durch die Anlagerung der im
Lésungsmittel vorhandenen lonen (z.B. Na*, NH,", CI", CH3COQ") gebildet werden kdnnen.
Im anschlieBenden Massenanalysator werden diese lonen aufgetrennt. In der vorliegenden
Arbeit wurde hierflr eine lineare lonenfalle verwendet. Diese besitzt im Vergleich zu einer
Quadrupol-lonenfalle (3D) ein 2D-Quadrupolfeld, wodurch die Speicherkapazitat der
lonenfalle und somit auch die Nachweisempfindlichkeit erhoht wird (Schwartz et al., 2002).
Durch die Anwendung von MS"-Experimenten konnen Fragmentierungsmuster von
Substanzen erhalten werden, die Auskunft (ber deren Strukturen geben konnen.
Beispielsweise werden bei einem MS?-Experiment ausgewahlte lonen durch Anpassung der
Wechselspannung in der lonenfalle gespeichert, durch Stéfe mit Inertgasmolekiilen
fragmentiert und anschlielend die erhaltenen Produkt-lonen gescannt, um ein Produkt-lonen-
Massenspektrum zu erhalten. Konjugierte Mykotoxinmetaboliten kdnnen mithilfe solcher
MS"-Experimente in ihre Ausgangsverbindungen fragmentiert werden und als Metaboliten
identifiziert werden.

In den letzten Jahren nahm vor allem die Anwendung der hochauflésenden Massen-
spektrometrie (HRMS) sowohl fir gezielte Quantifizierungsmethoden, nichtgezielte
Screeningmethoden und in gewissem Male auch zur Strukturaufklarung zu (Righetti et al.,
2016). Zu den HRMS-Gerdten zahlen beispielsweise Flugzeit- (TOF), Fourier-
Transformations-lonenzyklotronresonanz- und  Orbitrap-Massenanalysatoren.  Daneben
werden auBerdem Hybrid-HRMS-Geréte, wie z.B. Quadrupol-TOF (qTOF), eingesetzt.
Dieses Hybrid-Gerét stand bei unserem Kooperationspartner (MRI Karlsruhe) zur Verfiigung.
Wesentliche Vorteile der HRMS sind die hohe Empfindlichkeit und Auflésung im Full-Scan
sowie die Messung akkurater Massen. Dabei ist die akkurate Masse die experimentell
bestimmte exakte Masse eines Molekiils, wahrend die exakte Masse als die berechnete Masse
eines lons oder Molekils mit einer bestimmten Isotopenzusammensetzung definiert ist
(Murray et al., 2013). Dadurch kann auf die Elementarzusammensetzung eines Molekils
geschlossen werden, was zur Strukturaufklarung beitrdgt. Aufgrund der zusatzlichen
Quadrupole sind auBerdem MS/MS-Messungen moglich, wodurch sowohl die akkuraten
Massen der Vorldufer- als auch der Fragment-lonen gemessen werden konnen. Allerdings
kdnnen mittels MS-Analysen z.B. keine Aussagen tber Bindungspositionen getroffen werden,
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weshalb zur eindeutigen Strukturaufklarung NMR-spektroskopische Analysen durchgefihrt
wurden.

3.2.2 Strukturaufklarung mittels NMR-Spektroskopie

Die Struktur modifizierter Mykotoxine kann meist nur durch die Kombination
massenspektrometrischer und NMR-spektroskopischer Experimente vollstandig aufgeklart
werden. Die NMR-Spektroskopie bietet den Vorteil Bindungspositionen als auch anomere
Konfigurationen und Ringformen von Zuckern bestimmen zu koénnen, wodurch eine
eindeutige Identifizierung erméglicht wird.

Im Allgemeinen werden in der NMR-Spektroskopie deuterierte Losungsmittel verwendet, die
nicht nur die Intensitat des Lésungsmittelsignals in der *H-NMR reduzieren, sondern die auch
zur Stabilisierung des Feld-Frequenz-Verhaltnisses mithilfe der Lock-Einheit bendtigt
werden. Restprotonsignale des nicht deuterierten Losungsmittels kdnnen als interner Standard
zur Kalibrierung dienen. Fir die modifizierten Mykotoxine eignet sich DMSO-ds als
Losungsmittel, da die zu analysierenden Substanzen darin gut I6slich sind und unsubstituierte
Hydroxygruppen von Zuckern aufgrund des langsamen H/D-Austauschs sichtbar sind.
Aufgrund der starken Hygroskopie von DMSO, kénnen jedoch in den *H-NMR-Spektren
starke H,O-Signale auftreten (Claridge, 2016).

Mithilfe eindimensionaler *H-NMR-Spektren koénnen Auskiinfte tber die chemischen
Verschiebungen, Spin-Spin-Kopplungen und Intensitaten der Signale gewonnen werden.
Beispielsweise konnen anhand der vicinalen Kopplungskonstanten der anomeren Protonen
von Kohlenhydraten deren Konfiguration ermittelt werden, da diese Kopplungskonstanten
vom Torsionswinkel abhangig sind (Karplus, 1963). Ublicherweise werden in der Literatur
B-verknupfte Glycoside bei Mykotoxinen gefunden. Allerdings gibt es auch Nachweise fur
a-glycosidische Bindungen, wie z.B. bei dem T-2 Toxin-a-Glucosid. Diese Struktur wurde
unter Zuhilfenahme der Karplus-Beziehung eindeutig identifiziert (Gorst-Allman et al., 1985;
McCormick et al.,, 2015). Dies zeigt die Unverzichtbarkeit NMR-spektroskopischer
Untersuchungen, da nicht immer von p-Glucosiden ausgegangen werden kann.

Zweidimensionale NMR-Experimente bieten im Vergleich zu *H-NMR-Experimenten unter
anderem den Vorteil, dass Uberlagerungen in *H-NMR-Spektren aufgeldst werden konnen.
Dariiber hinaus sind 2D-NMR-Experimente &duerst wertvolle Instrumente der vollstandigen,
von anderen Methoden unabhangigen, Strukturaufklarung. Die zweidimensionalen NMR-
Experimente, die in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, werden im folgenden Abschnitt néher
erlautert.

Die Anwendung des (H,H)-korrelierten NMR-Experiments ((H,H)-COSY) liefert in der
Strukturaufklarung unerl&ssliche Informationen Uber die Nachbarschaftsbeziehungen
koppelnder Protonen. In den Spektren sind auf beiden Frequenzachsen H-chemische
Verschiebungen miteinander korreliert. Anhand von Kreuzpeaks (auch als Korrelationspeaks
bezeichnet) konnen indirekte (skalare) Spin-Spin-Kopplungen zwischen benachbarten
Protonen erkannt werden (3Jy ). ,,Diagonalpeaks* mit gleichen chemischen Verschiebungen
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auf der Ordinate und Abszisse bilden das eindimensionale *H-NMR-Spektrum ab und liefern
daher keine zusatzlichen Erkenntnisse.

Mithilfe von J-aufgeltsten (Jes) NMR-Experimenten kdnnen chemische Verschiebungen von
skalaren Kopplungen getrennt bzw. aufgelost werden, indem die beiden Parameter in
separaten Frequenzdimensionen dargestellt werden. Dies bedeutet, dass die chemischen
Verschiebungen in f2 und die Kopplungskonstanten in f1 dargestellt werden. Dadurch wird
die Bestimmung von Kopplungskonstanten in komplexen *H-NMR-Spektren erleichtert und
uberlagerte Multiplettaufspaltungen werden aufgelost.

Ein weiteres zweidimensionales Experiment ist das Heteronuclear Single Quantum Coherence
(HSQC)-Experiment, bei dem H-*C-Kopplungen iiber eine Bindung festgestellt werden
kénnen (cn). Es handelt sich dabei um eine inverse Aufnahmetechnik, da Koharenzen im
Kanal der unempfindlichen *C-Kerne erzeugt werden, die auf den empfindlicheren *H-Kern
Ubertragen werden, dessen Resonanzen gemessen werden. Dadurch wird die Nachweis-
empfindlichkeit im Vergleich zu einem entkoppelten *C-Spektrum deutlich erhéht. Somit
dient das HSQC-Experiment nicht nur als Zuordnungshilfe in der Strukturaufklarung, sondern
kann auch als Alternative zu den zeitaufwendigen eindimensionalen **C-NMR-Messungen
eingesetzt werden.

Fur den eindeutigen Nachweis von Bindungspositionen sind Heteronuclear Multiple Bond
Connectivity (HMBC)-Experimente unabdingbar, in denen CH-Korrelationen tber mehrere
Bindungen bestimmt werden (>*Jc). Es handelt sich wie bei dem HSQC um ein inverses
Verfahren. Ein Vorteil im Gegensatz zum HSQC-Experiment ist die Bestimmbarkeit von
3C-Verschiebungen von quartaren Kohlenstoffatomen. AuRerdem kénnen Konjugate von
Mykotoxinen mit Zuckern, wie sie im Phase II-Metabolismus hé&ufig auftreten, mithilfe von
HMBC-Experimenten eindeutig beschrieben werden, da C,H-Kopplungen (ber die
glykosidischen Bindungen hinweg sichtbar sind. Auch die Ringform von Zuckern kann
aufgrund der jeweiligen Kopplung zwischen C4 und H1 (Furanosen) bzw. C5 und H1
(Pyranosen) bestimmt werden (Claridge, 2016).

Im Allgemeinen handelt es sich bei der NMR-Spektroskopie allerdings um ein relativ
unempfindliches Verfahren, weshalb, selbst bei Verwendung eines gekihlten Probenkopfes,
grollere Substanzmengen (0,1-1 mg) unabdingbar sind. Da manche Mykotoxinmetaboliten
jedoch nur in sehr geringen Mengen gebildet werden, ist deren vorlaufige Identifizierung nur
anhand der akkuraten Massen aus HRMS-Messungen moglich.

3.2.3 Konzentrationsbestimmung mittels quantitativer NMR

Um die Konzentration der isolierten Mykotoxinkonjugat-Losungen zur Herstellung von
Stammldsungen zu bestimmen, miissen Quantifizierungsmethoden herangezogen werden.
Eine unkomplizierte Methode wére zum Beispiel das Auswiegen eines Stoffes. Da die
gewonnenen Metaboliten jedoch teilweise nur in Mengen im pg- bis ng-Bereich gebildet
werden, ware eine Auswaage stark fehlerbehaftet bzw. nicht moglich. AulRerdem handelt es
sich bei den erhaltenen Substanzen um im praparativen MaRstab chromatographisch
aufgereinigte biologische Proben, bei denen Verunreinigungen aufgrund von Koelutionen
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nicht auszuschlielRen sind, wodurch das Ergebnis selbst bei ausreichenden Mengen zusatzlich
verfalscht werden konnte. Eine weitere Mdoglichkeit ist die Quantifizierung mittels
chromatographisch-spektroskopischer Methoden. Beispielsweise kann im Rahmen einer LC-
DAD-Messung mithilfe einer Kalibrierung uber die UV-Absorption quantifiziert werden.
Hierflir werden allerdings reine Referenzsubstanzen der Metaboliten in definierten
Konzentrationen oder molare Extinktionskoeffizienten benétigt, die flr die meisten neu
identifizierten Metaboliten noch nicht vorliegen.

Eine Methode zur von authentischen Referenzsubstanzen unabhangigen Konzentrations-
bestimmung stellt die quantitative *H-NMR dar. Diese Quantifizierungsmethode beruht
darauf, dass die Signalintensitat im *H-NMR-Spektrum direkt proportional zur Anzahl der
Kerne, die das Resonanzsignal verursachen, ist. Prinzipiell kann jedes organische Molekail als
interner Standard eingesetzt werden, wenn dessen Reinheit bekannt ist und bei dem
mindestens ein Signal gut separiert vorliegt (Henderson, 2002). Es sollte sich dabei um
chemisch inerte, stabile und nicht bzw. wenig fliichtige oder hygroskopische Verbindungen
handeln, die eine relativ kurze Ti-Relaxationszeit (Spin-Gitter-Relaxationszeiten) aufweisen.
Beispiele hierfur sind Malonsdure, Acetanilid, 1,4-Dioxan oder Ameisensédure (Bharti & Roy,
2012).

Hé&ufig werden die internen Standardsubstanzen direkt in die zu messende Losung gegeben,
was den Nachteil mit sich bringt, dass die Analytldsung verunreinigt wird. Andererseits weist
diese Methode eine hohere Prazision und geringere Unsicherheiten als externe
Referenzmethoden auf (Cullen et al., 2013). Um die Vorteile externer und interner
Referenzmethoden zu vereinen, wurden koaxiale Einsatze fur NMR-R&hrchen verwendet.
Dabei wird die Referenzsubstanz, geldst in einem geeigneten deuterierten Losungsmittel, in
den koaxialen Einsatz gegeben. Dieser wird anschlieBend in ein NMR-R06hrchen eingefugt,
das die Analytlésung enthélt (Abb. 9). Dadurch werden Verunreinigungen der Probe sowie
Fehler aufgrund von instrumentbedingten Schwankungen zwischen zwei Messungen
vermieden. Zwei Nachteile dieser Methode sind allerdings die geringere Empfindlichkeit
aufgrund des geringeren Analytvolumens im Empfangerspulenbereichs und das
kompliziertere Shimmen, wenn Referenz und Analyt in verschiedenen L6sungsmitteln
vorliegen (Bharti & Roy, 2012). Daher wurden mdglichst hoch konzentrierte Analytldsungen
und identische Losungsmittel fur die Referenz- sowie die Analytldsung eingesetzt.

Fur die Quantifizierung einer Substanz mittels quantitativer NMR-Spektroskopie sollte ein
Signal/Rausch-Verhéltnis (S/N) von mindestens 10:1 erhalten werden. Des Weiteren sollte
der Relaxationsdelay (D1) bzw. die Pulswiederholungszeit (D1 + Datenaufnahmezeit)
mindestens das Flnffache der Relaxationszeit (T;) der am langsamsten relaxierenden Kerne
betragen, damit die Spins zwischen den Pulsen vollstandig relaxieren koénnen und
unterschiedliche Sattigungseffekte vermieden werden. T;-Zeiten konnen mithilfe der
Inversion-Recovery-Methode (Inversionserholungs-Methode) gemessen werden. Dabei wird
der Magnetisierungsvektor um 180° x* in die negative z-Richtung gedreht (Inversion).
AnschlieBend wird der Magnetisierungsvektor nach variierenden Wartezeiten mit einem
90° x‘-Puls in die y-Richtung gedreht, um eine messbare Quermagnetisierung zu erzeugen.
Anhand der je nach Wartezeit unterschiedlichen Signalintensitdten kann schlieBlich T;

35



3 Material und Methoden

berechnet werden. Die mittels der Inversionserholungs-Methode bestimmten T;-Zeiten der
eingesetzten Mykotoxine bzw. Mykotoxinmetaboliten sind in Kapitel 9.14 aufgefihrt.

o}

Referenzldsung— | Analytlésung— Empfanger- — I
spule

Koaxialer Einsatz NMR-Rodhrchen

Abb. 9: Schematische Abbildung eines koaxialen Einsatzes mit Referenzldsung (links), eines NMR-Réhrchens mit
Analytlésung (Mitte) und der Kombination eines koaxialen Einsatzes in einem NMR-R&hrchen, das zwischen den
NMR-Empféngerspulen positioniert ist (rechts).

Durch Anpassung der Datenpunkte und / oder Reduzierung der spektralen Breite kann die
spektrale Auflésung verbessert werden. Fiir die quantitative *H-NMR-Spektroskopie sollten
mindestens vier Datenpunkte die Resonanzlinienbreite abdecken, um Intensitatsfehler zu
minimieren. Auch bei dem Prozessieren muss auf genaues Phasing, Basislinienkorrektur und
reproduzierbare Integration geachtet werden. Im Idealfall sollte ein Integral das 20-fache der
Linienbreite des Peaks auf beiden Seiten des Peaks abdecken (ca. 10-20 Hz, entsprechen bei
einem 500 MHz-Magneten ca. 0,02-0,04 ppm), wobei Uberlappungen mit benachbarten
Signalen vermieden werden sollten. Ebenso sollte der Integrationsbereich *C-Satelliten stets
einschlieBen oder fur alle Messungen ausschlieen, um eine richtige und reproduzierbare
Gehaltsbestimmung zu ermdglichen (Claridge, 2016).

Die Berechnung der Konzentration des Analyten (ca) erfolgte anhand Gleichung (1):

er 2] () () )

Sie ist abhangig von der Massenkonzentration Br (g:ml™) und dem Molekulargewicht der
Referenzsubstanz FWg (g'mol™) sowie von dem Verhaltnis der Signalintensitaten der
Analytsubstanz 15 und der Referenzsubstanz Ig. Fur jede Kombination aus NMR-R&hrchen
und Koaxial-Einsatz muss im Vorhinein das Volumenverhaltnis der Referenzsubstanz Vg und
der Analytsubstanz VA im Bereich der Empfangerspule mit bekannten Konzentrationen
gemessen und berechnet werden (Henderson, 2002). Die berechneten VVolumenverhaltnisse
der eingesetzten Coaxial-Rohrchen sind in Kapitel 9.14 aufgefiihrt. Die Konzentrations-
bestimmung mittels quantitativer NMR wurde durchgefuhrt, um 2 mM Ld&sungen der
Mykotoxinkonjugate fur den Einsatz in den Caco-2-Zellkulturversuchen herzustellen.
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3.3 Herstellung isotopenmarkierter Standardsubstanzen

3.3.1 Einsatz und Voraussetzungen

Bei Isotopen kann zwischen stabilen und radioaktiven Isotopen unterschieden werden.
Radioaktive Isotope zerfallen unter Aussendung radioaktiver Strahlung, die mithilfe der
empfindlichen Szintillationsmesstechnik detektiert werden kann. Sie werden daher héaufig als
sogenannte Radiotracer zur Analyse von Biosynthesewegen, zur Lokalisierung von
Metaboliten oder Stoffwechselreaktionen in Organen, Zellen oder Zellfraktionen eingesetzt.
Beispielsweise wurde mithilfe von **C-markiertem ZEN (hergestellt durch Inkubation von
Fusarium graminearum-Kulturen mit D-[U-**C]-Glucose oder [**C]-Malonsaure (Zill et al.,
1989)) die Verteilung von ZEN in verschiedenen Zellwandfraktionen von Mais-
Suspensionszellen untersucht (Zill et al., 1990). Nachteile dieser Methode sind allerdings der
radioaktive Zerfall, die aufwendigen StrahlenschutzmaBnahmen und die Problematik der
Abfallbeseitigung (Rychlik & Asam, 2009).

Im Gegensatz dazu weisen stabile Isotope keinen radioaktiven Zerfall auf. Sie werden seit der
routinemaBigen Nutzung von Massenspektrometern haufig in sogenannten Stabilisotopen-
verdinnungsanalysen (SIVA) eingesetzt, welche auch in der Analytik von Mykotoxinen
Anwendung finden (Habler & Rychlik, 2016; Habler et al., 2017). Durch den Einsatz
stabilisotopenmarkierter Analoga der Analytsubstanzen als interne Standardsubstanzen
konnen Nachteile massenspektrometrischer Methoden wie z.B. die lonensuppression
kompensiert werden. Dabei handelt es sich um die Unterdriickung (seltener auch die
Verstarkung) der Signalintensitdt aufgrund von Matrixkomponenten in der lonenquelle
(Annesley, 2003). Da isotopenmarkierte Standardsubstanzen annahernd identische chemische
und physikalische Eigenschaften wie der Analyt aufweisen, kénnen dartiber hinaus in etwa
die gleichen Analytverluste bei der Probenaufreinigung und vergleichbare Retentionszeiten
erwartet werden. Erst bei der massenspektrometrischen Detektion kann schliel3lich zwischen
dem Analyt und den Isotopologen unterschieden werden.

Um bei der Anwendung der SIVA richtige Ergebnisse zu erhalten, missen bestimmte
Voraussetzungen erfiillt werden. Neben einer ausreichenden Zeit fur die Aquilibrierung nach
Zugabe der stabilisotopenmarkierten Standardsubstanz zu der Probe, um unterschiedlichen
Extrahierbarkeiten zwischen Analyt und markiertem Standard aufgrund von Matrix-
einschliissen oder -adsorptionen zu gewahrleisten, spielt die Vollstandigkeit und Stabilitat der
Markierung eine groRe Rolle. Beispielsweise kdénnen D (Deuterium)-Isotope an aciden
Positionen im Molekul in Sdure-Base-Reaktionen durch Protonen ersetzt werden. Aber auch
aromatische D-Atome kdnnen in Anwesenheit von starken Sduren durch elektrophile
aromatische Substitution (SgAr) gegen Protium ausgetauscht werden. Bei dem Einsatz von
deuterierten Verbindungen sollte daher auf milde Versuchsbedingungen geachtet werden. Des
Weiteren ist die eindeutige massenspektrometrische Unterscheidung der markierten
Standardsubstanzen und des Analyts eine wichtige Voraussetzung, was durch eine minimale
spektrale Uberlappung gewahrleistet wird (Rychlik & Asam, 2009). Spektrale Uberlappungen
treten vorwiegend aufgrund des natiirlichen Vorkommens von *C auf, das mit einer
Wahrscheinlichkeit von 1,1 % 2C-Atome ersetzen kann. Die Wahrscheinlichkeit fir das
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Auftreten eines lons mit einem *C-Atom (1) bzw. zwei B3C-Atomen (A12) lasst sich
anhand der Formeln (2) und (3) berechnen:

p
1241\;1 v (10((): - c) @

PM+2 _W (W‘ 1) C2

- ®)
Py 2 (100-c)?

Dabei steht w fur die Anzahl der Kohlenstoffatome, aus der das Molekilion M besteht und ¢
fur die Haufigkeit von *3C. Mithilfe dieser Formeln kann schlieBlich auf die relative Intensitat
des M+1- bzw. M+2-Peaks geschlossen werden (Gross, 2013). Beispielsweise besitzen
22,2 % der Molekiile eines AOH-Glucosids (mit 20 C-Atomen) ein natiirliches **C-Atom und
2,4 % enthalten bereits zwei *C-Atome.

Neben einer ausreichenden Anzahl an Markierungen spielt auBerdem die Isotopenreinheit
eine wichtige Rolle, da aufgrund von unvollstdndigen Markierungen spektrale Uberlappungen
auftreten konnen. Daruber hinaus sollten Isotopeneffekte vermieden werden, die vor allem bei
mehrfach deuterierten Standardsubstanzen auftreten, da sich der Massenunterschied von
100 % im Vergleich zu Protium in einer gréReren Tragheit und geringeren Polarisierbarkeit
von Bindungen auswirkt. Dadurch kann ein Retentionszeitshift (Isotopenshift) bei
chromatographischen Trennungen resultieren (Klein et al., 1964), was Auswirkungen auf die
Vergleichbarkeit der lonisierung von Analyt und Standardsubstanz haben kann, da
unterschiedliche Matrixbestandteile koeluieren. Daher sollte die Anzahl an Deuterierungen
nicht zu hoch sein (Rychlik & Asam, 2009).

3.3.2 Modogliche Verfahren zur Isotopenmarkierung

Isotopenmarkierte Standardsubstanzen werden zur Durchfihrung von SIVAs bendtigt. Zwar
kénnen Isotopologe fir alle Mykotoxine, fur die internationale Hochstmengen festgelegt
wurden, kauflich erworben werden, allerdings mangelt es an isotopenmarkierten
Standardsubstanzen fiir modifizierte Mykotoxine. In den Kapiteln 3.3.2.1 -3.3.2.4 werden
zunéchst unterschiedliche Verfahren vorgestellt, mit denen die freien Mykotoxine markiert
werden konnen. Diese sollen anschlieBend in Tabak-Zellsuspensionskulturen eingesetzt
werden, um markierte Mykotoxinmetaboliten zu generieren. Uber chromatographische
Aufreinigung im praparativen Mafstab konnen so isotopenmarkierte Standardsubstanzen
modifizierter Mykotoxine erhalten werden.

3.3.2.1 ¥c-Markierung

Als Vorteile der **C-Markierung sind zum einen die Stabilitat von C-C-Bindungen und die
daraus resultierenden stabileren Isotope und zum anderen geringere Isotopenshifts im
Vergleich zu deuterierten Verbindungen zu nennen. Nachteil sind allerdings die hohen Kosten
bei dem Kauf *3C-markierter Ausgangsmaterialien. Hinzukommend missen haufig
mehrstufige Synthesen mit teilweise geringen Ausbeuten durchgefihrt werden, um stabile
3C-Markierungen einzubringen. Um aufwendige Synthesen zu vermeiden, konnen jedoch
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auch Schimmelpilzkulturen mit isotopenmarkierten Kohlenstoffquellen inkubiert werden
(Rychlik & Asam, 2009). Liu & Rychlik (2015) beschrieben beispielsweise die Bildung von
[*3C14]-AOH und [**Cys]-AME durch Inkubation von A. alternata mit [*3Cg]-Glucose und
[*C,]-Acetat in modifiziertem Czapek-Dox-Medium. Ein dhnlicher Syntheseweg existiert fiir
die Bildung von **C-markiertem ZEN, indem [**C;]-Glucose zu einer Sporensuspension von
F. graminearum gegeben wurde. Dabei konnte [**Cg]-markiertes ZEN gewonnen werden (Zill
et al., 1989).

3.3.2.2 Deuterierung

Eine Isotopenmarkierung mit Deuterium st relativ schnell und einfach durch
Austauschreaktionen von an Kohlenstoff gebundenem Wasserstoff durch Deuterium
durchfiihrbar. Als Deuteriumquelle kann dabei im Vergleich zu **C-markierten Ausgangs-
substanzen hdufig relativ preiswertes Deuteriumoxid (D,O) oder D,-Gas dienen. Je
nach Molekil kann der H/D (Wasserstoff / Deuterium)-Austausch durch sdure-, basen- oder
metallkatalytische Austauschreaktionen stattfinden (Atzrodt et al., 2007).

Beispielsweise konnen Brgnsted-Sduren (z.B. DCI, D,SO,) in einer SgAr Wasserstoffatome
an aromatischen oder elektronenreichen Substanzen durch Deuterium austauschen. Dabei
addiert das Elektrophil D* unter Bildung eines mesomeriestabilisierten a-Komplexes an den
Aromaten. Anschliefend kommt es durch Reaktion mit einer Base zu einer Deprotonierung
und Rearomatisierung des Systems (Abb. 10). Substituenten am Aromaten beeinflussen die
Reaktionsgeschwindigkeit und die Stelle, an der ein Molekul reagiert (dirigierender Effekt).
Beispielsweise verlangsamen Hydroxygruppen, wie sie in AOH, AME und ZEN vorkommen,
aufgrund ihres —I-Effekts die Reaktion und dirigieren aufgrund des +M-Effekts in ortho- und

para-Stellung.
+
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Abb. 10: Saurekatalysierte Deuterierung durch elektrophile aromatische Substitutionsreaktion am Beispiel von
Benzol mit Deuterium als Elektrophil (modifiziert nach Beckert et al. (2015)).

Basenkatalysierte Austauschreaktionen konnen bei enolisierbaren Carbonylverbindungen
(Ketone, Aldehyde, Ester) angewandt werden, da deren acide Wasserstoffatome leicht durch
Deuterium ausgetauscht werden konnen. Basen konnen dabei die Abspaltung eines Protons
katalysieren, wodurch ein mesomeriestabilisiertes Enolation entsteht. Je nachdem, ob das D*
an den elektronegativen Sauerstoff oder an das Kohlenstoff-Atom bindet, entsteht entweder
die Enol- oder die Keto-Form (Abb. 11). Da die Bildung von Keto- und Enol-Form reversibel
ist, konnen alle Wasserstoff-Atome in a-Stellung durch Deuterium ausgetauscht werden
(Beckert et al., 2015).
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Abb. 11: Basenkatalysierte Deuterierung einer enolisierbaren Carbonylverbindung mit Deuterium als Elektrophil
(modifiziert nach Beckert et al. (2015)).
Die Mechanismen heterogener metallkatalysierter Deuterierungen kénnen je nach Abfolge der
Anlagerung und Abspaltung des Deuteriums assoziativ oder dissoziativ ablaufen, wobei beide
Mechanismen nebeneinander stattfinden kénnen (Garnett & Sollich-Baumgartner, 1964). Der
Vorteil von heterogen im Vergleich zu homogen metallkatalysierten Deuterierungen ist, dass
der Katalysator nach Beendigung der Reaktion durch Filtration wieder entfernt werden kann.
Allerdings kann es je nach Reaktionsbedingungen zu unerwiinschten Dehalogenierungen,
Hydrierungen, Hydrolysen sowie Epimerisierungen und Racemisierungen kommen (Atzrodt
et al., 2007).

3.3.2.3 Synthese von deuteriertem ZEN

In der Literatur werden verschiedene Synthesearten fir deuteriertes ZEN vorgeschlagen.
Mufioz & Riguera (1990) beschrieben eine s&urekatalysierte Synthese von sechsfach
deuteriertem ZEN (6,8,13,15-ZEN-ds). Dabei wurde ein Reaktionsgemisch aus ZEN, D0,
Methanol-d4, Aceton-ds und deuterierter Trifluoressigsaure (TFA) unter Rickfluss erhitzt und
eine Isotopenreinheit von 98 % massenspektrometrisch bestimmt. Im Vergleich dazu fiihrten
Miles et al. (1996) eine basenkatalysierte Deuterierung mit Kaliumcarbonat in D,O durch.
Dabei wurden zwei bis sechs Deuteriumatome in ZEN eingebaut (durchschnittlich 3,4 D-
Atome pro Molekil), die ebenfalls an den Positionen 6, 8, 13 und 15 lokalisiert waren
(Abb. 12). Die Verhéltnisse der verschiedenen Deuterierungsgrade blieben zwar bei der
Lagerung in wassrigen Losungen konstant, allerdings wurde eine geringfiigige Anderung des
D/H-Verhaltnisses in metabolischen Studien beobachtet (Cramer et al., 2007). Dies lasst sich
durch die in wassriger Losung stattfindende Keto-Enol-Tautomerie begriinden.

OH O CH,

OH O CH,

o K,CO3, D,O
.
HO 50 °C

O

Abb. 12: Basenkatalysierte sechsfach-Deuterierung von ZEN (modifiziert nach Miles et al. (1996)).

Eine ausreichende Stabilitat des deuterierten ZENSs ist fur die anschlieBende zweitégige
Inkubation in der Tabak-Zellsuspensionskultur zur Synthese der ZEN-Metaboliten allerdings
unumganglich. Daher ist eine zweifache Markierung am Aromaten im Vergleich zur
sechsfach-Markierung vorzuziehen. Cramer et al. entwickelten 2007 eine Synthesemethode
fir zweifach deuteriertes ZEN (13,15-ZEN-d,). Durch die Verwendung einer Schutzgruppe
kann die Keto-Enol-Tautomerie an den Positionen 6 bis 8 verhindert werden, wodurch eine
selektive Deuterierung am aromatischen Ring erfolgen kann (Abb. 13).
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Abb. 13: Basenkatalysierte zweifach-Deuterierung von ZEN unter Verwendung einer Schutzgruppe (modifiziert nach
Cramer et al. (2007)).

Zum Schutz bzw. zur temporédren Blockierung von Ketonen bieten sich beispielsweise
basenstabile cyclische Acetale an, die durch Reaktion der Ketogruppe mit 1,2- oder 1,3-
Diolen, wie z.B. Ethylenglycol oder Trimethylenglykol, gebildet werden kdnnen. Cyclische
Acetale konnen nach erfolgter Deuterierung leicht im sauren Milieu wieder abgespalten
werden (Vollhardt et al.,, 2011). Mithilfe dieser Methode wurde eine Reinheit von 97 %
(NMR, GC-MS) bzw. 94,5 % (LC-MS/MS) erzielt (Cramer et al., 2007). Um die Stabilitaten
der zweifach- und sechsfach-Deuterierung zu vergleichen, wurde sowohl die Methode von
Miles et al. (1996) als auch von Cramer et al. (2007) durchgefihrt.

3.3.2.4 Synthese von deuteriertem AOH und AME

Asam et al. beschrieben (2009) eine Methode zur Synthese von vierfach deuteriertem AOH
bzw. AME (2,4,8,10-AOH-d4, 2,4,8,10-AME-d,). Fur den heterogenen metallkatalysierten
H/D-Austausch wurde AOH bzw. AME mit Dioxan-dg, D,O und Palladium als Katalysator
versetzt (Abb. 14 (I)). Nach einer Reaktionszeit von etwa vier Tagen bei 160 °C wurde die
Reaktion abgebrochen, da die Bildung von thermischen Zersetzungsprodukten zunahm.
Allerdings konnten fur AOH und in geringerem AusmaB fur AME deutliche Mengen der
[Ds]-Isotopologen sowie bis zu siebenfach-deuteriertes AOH bzw. AME beobachtet werden.
Die deuterierten Verbindungen erwiesen sich ber drei Wochen bei Raumtemperatur in einem
pH-Bereich von 2 bis 9 als stabil.

OH (o] OH (o]
(1) Dioxan-dg (I K,CO3

m’ b (|V)‘®
D,O D,0
MeOD 100 °C
100 °C

Abb. 14: Mdgliche Synthesewege von vierfach-deuteriertem AOH: (1) metallkatalysierte Deuterierung nach Asam et
al. (2009) (1) s&urekatalysierte elektrophile aromatische Substitution (I111) basenkatalysierte elektrophile aromatische
Substitution nach Miles et al. (1996) (1V) basenkatalysierte elektrophile Substitution. Alle Synthesen kénnen analog
auch fur AME durchgefihrt werden.

Um eine hohere Isotopenreinheit zu erlangen, konnte z.B. auch eine Synthese mittels
sdurekatalysierter SgAr eingesetzt werden. Dabei wird ein Reaktionsgemisch aus
Deuteriumchlorid, Methanol-d4 und D,O mit AOH bzw. AME unter Rihren erhitzt (Abb. 14
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(11)). Ebenso konnte eine basenkatalysierte SgAr wie bei der Deuterierung von ZEN nach
Miles et al. (1996) durchgefuhrt werden, bei der in Tetrahydrofuran (THF)-geléstes AOH
bzw. AME mit Kaliumcarbonat und D,O reagiert (Abb. 14 (111)). Alternativ ist hierfur auch
der Einsatz von NaOD und D,O denkbar (Abb. 14 (IV)).

Um die verschiedenen Methoden zu vergleichen, wurden sowohl die metallkatalysierte
Deuterierung (1), die séurekatalysierte SgAr (Il) sowie die basenkatalysierte SgAr (l11)
durchgefuhrt, wobei lediglich bei der sdurekatalysierten SgAr eine Deuterierung stattfand.
Methode IV wurde aufgrund der Instabilitit von AOH und AME in Laugen bei hohen
Temperaturen nicht durchgefihrt.

3.4 Modellsysteme fiir Resorptionsstudien

Fur eine Risikobewertung modifizierter Mykotoxine sind Resorptionsstudien unerlasslich. Die
Resorption der Stoffe kann beispielsweise in Tierversuchen ermittelt werden, indem deren
Ausscheidungen untersucht werden. Tierversuche bieten den Vorteil, dass das
Zusammenwirken mehrerer Organsysteme bericksichtigt wird. Wie bereits in Kapitel 1.3
beschrieben, gibt es fiir einige pflanzliche Phase I11-Metaboliten von ZEN bereits Tierstudien
an Schweinen und Ratten, die zeigen, dass ZEN-Konjugate im Gastrointestinaltrakt
hydrolysiert werden konnen (Gareis et al., 1990; Versilovskis et al., 2012; Binder et al.,
2017). Allerdings sind die Ergebnisse von Tierstudien aufgrund von Speziesunterschieden
nicht uneingeschréankt auf den Menschen Ubertragbar. Des Weiteren spielen ethische Aspekte
eine Rolle, weshalb haufig versucht wird auf Tierversuche zu verzichten, indem z.B. in vitro-
Zellmodelle herangezogen werden. Ein weit verbreitetes Testsystem stellen Caco-2-Zellen
dar, die in Kapitel 3.4.1 n&her betrachtet werden.

3.4.1 Caco-2-Zellmodell

Caco-2-Zellen stammen urspringlich aus einem primaren kolorektalen Adenokarzinom eines
72-jahrigen mannlichen Kaukasiers. Die Besonderheit dieser heterogenen Zelllinie ist, dass
die Zellen nach Erreichen der Konfluenz spontan, ohne Einwirkung von chemischen
Agentien, ausdifferenzieren und polarisieren. Dadurch weisen die Zellen morphologische
sowie physiologische Ahnlichkeit mit dem Dunndarmepithel des Menschen auf (ATCC,
2016). Diese Ahnlichkeit auBert sich in der Ausbildung einer Birstensaummembran mit
vollstandig ausdifferenzierten Microvilli (Peterson & Mooseker, 1993) sowie in der
Ausbildung von Tight Junctions (Schlussleisten), durch die ein parazelluldrer Transport
verhindert bzw. reguliert wird (Vllasaliu et al., 2011). Je nach Gewebeart bilden die Tight
Junctions mehr oder weniger durchldssige Barrieren. Dabei zéhlen beispielsweise das
Diinndarmepithel zu den undichten, das Dickdarmepithel zu den mitteldichten und das
Harnblasenepithel zu den sehr dichten Epithelien (Powell, 1981). Der Vergleich der Caco-2-
Zellen mit den verschiedenen Geweben zeigte, dass die parazellulére Barriere bei Caco-2-
Zellen hoher ist als im humanen Diinndarm. Die Resorption von Verbindungen, die
ausschlieBlich oder tberwiegend Uber den parazellularen Weg aufgenommen werden, kann
daher unterschatzt werden (Artursson et al., 2001).
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Neben den Tight Junctions exprimieren Caco-2-Zellen dartber hinaus fur Enterozyten
charakteristische Proteine und Enzyme wie z.B. Sulfotransferasen (Baranczyk-Kuzma et al.,
1991), Glucuronosyltransferasen (Siissalo et al., 2008), Glutathion-S-Transferasen (Peters &
Roelofs, 1992), Esterasen (Augustijns et al., 1998) und einige Transportproteine (Vaessen et
al., 2017). Allerdings koénnen sich die Konzentrationen der exprimierten Proteine bzw.
Enzyme im Vergleich zum menschlichen Darm stark unterscheiden. Dies ist beispielsweise
bei den CYP450-1soenzymen CYP3A und CYPL1A der Fall. Sie werden in Caco-2-Zellen nur
in sehr viel geringeren Mengen gebildet als in menschlichen Enterozyten (van Breemen & Li,
2005). Des Weiteren ist bekannt, dass Caco-2-Zellen je nach Kultivierungsbedingungen
unterschiedliche Eigenschaften aufweisen. In einer Studie wurden Caco-2-Zellen aus zehn
verschiedenen Laboratorien hinsichtlich des mRNA (messenger Ribonukleinsiure)-
Expressionsspiegels verschiedener Transporter und metabolisierender Enzyme untersucht.
Dabei konnte gezeigt werden, dass kleine Unterschiede in den Kulturbedingungen
signifikante Einflisse auf die Genexpression haben kénnen (z.B. von den Transportern PepT1
(Peptidtransporter 1) und MDR1 (Multidrug-Resistance-Protein 1)), die allgemeinen
Expressionsmuster allerdings ahnlich waren (Hayeshi et al., 2008). Darlber hinaus kann der
pH-Wert des Mediums einen Einfluss auf die Motilitat, die Proliferation und die
Enzymaktivitat haben. Wahrend die Motilitat bzw. die Proliferation bei pH 7,6 bzw. 7,2 ein
Maximum aufwiesen, war die Enzymaktivitat der zwei Birstensaummembranenzyme
Dipeptidyldipeptidase und alkalische Phosphatase (Hydrolasen) bei pH 8,5 am hochsten
(Perdikis et al., 1998).

Apikales | Mikrovili
Kompartiment ) .
Tight Junctions
Basolaterales Transzelluldrer
Kompartiment Transport

Abb. 15: Schematische Abbildung eines Transwell-Systems. Caco-2-Zellen wachsen als Monolayer auf einer
permeablen Membran eines Transwell-Einsatzes und sind sowohl apikal als auch basolateral von Medium umgeben.
Nach Erreichen der Konfluenz bilden die Caco-2-Zellen die fir Enterozyten typischen Microvilli sowie Tight
Junctions aus. Dadurch kann der Transport von Substanzen sowohl transzellular als auch in geringem Ausmaf}
parazellular stattfinden (modifiziert nach Hubatsch et al. (2007)).

Fur Aufnahmeuntersuchungen werden Caco-2-Zellen Ublicherweise in Transwell-Inserts
kultiviert, die in entsprechende Well-Platten eingesetzt werden (Abb. 15). Dabei handelt es
sich um permeable Membranfilter aus Polyethylenterephthalat (PET) mit definierter
PorengroRe, auf der der Zellmonolayer wachsen kann. Aufgrund der Féahigkeit der Caco-2-
Zellen sich in einer polarisierten Zellschicht zu differenzieren, kann in dem System zwischen
einer apikalen und einer basolateralen Seite unterschieden werden. Dabei entspricht die
apikale Seite dem intestinalen Darmlumen und die basolaterale Seite ist dquivalent zur
Blutseite, zu der die zu untersuchenden Substanzen transportiert werden. Sobald sich die
konfluente polarisierte Schicht ausgebildet hat, ist der Transport einer Substanz nur noch
durch den Zellrasen auf der Membran maglich. Dieser kann parazellular Gber Tight Junctions,
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transzellular passiv oder aktiv ber eine Transportervermittelte Route oder Uber Transzytose
ablaufen.

Um die Permeabilitat einer Zellschicht fiir eine bestimmte Substanz zu beschreiben, kann der
Papp Nach Gleichung (4) berechnet werden:
dQ 1 Q

P, (cms™H)=— = 4
app( ) dt A Capikal tA Capikal ( )

Hierbei ist dQ/dt die Permeabilitatsrate (umols™), A die Flache des Membranfilters
(0,33 cmz), Capikal die  Ausgangskonzentration im apikalen Kompartiment (mM), Q die
Stoffmenge im basolateralen Kompartiment (umol) und t die Inkubationszeit (s). Die
Permeabilitatsrate kann erhalten werden, indem die auf die basolaterale Seite transportierte
Substanzmenge gegen die Inkubationszeit aufgetragen wird, und die Steigung dieser Kurve
bestimmt wird.

Der Zusammenhang zwischen den P.y,-Werten aus Caco-2-Studien und der Resorptionsrate
nach oraler Aufnahme im Menschen wurde an zahlreichen Substanzen mit unterschiedlichen
strukturellen Eigenschaften untersucht. Eine Auftragung der oralen Aufnahme gegen die
Papp-Werte ergab eine sigmoide Kurve, anhand derer ausgehend vom P,,,-Wert die Resorption
im Menschen abgeschétzt werden kann (Artursson & Karlsson, 1991). Bei Pap,-Werten
<1x10° cm/s kann von einer schlechten Resorption (0-20 %) ausgegangen werden. Liegt
Papp zwischen 1-10 x 10 cm/s) ist eine mittlere Resorption (2070 %) zu erwarten und bei
Papp > 10 x 10° cmi/s) liegt héchstwahrscheinlich eine hohe Resorption (70100 %) in vivo
vor (Yee, 1997).

Voraussetzung fir die Richtigkeit eines Versuches ist der Erhalt der Integritdt des
Zellmonolayers wahrend eines Versuches. Dies kann entweder Uber den transepithelialen
elektrischen Widerstand (TEER, Transepithelial Endothelial Electrical Resistance) oder die
Transportrate eines Markermolekils bestimmt werden. Bei der TEER-Messung wird ein
elektrisches Wechselstromsignal an Elektroden auf beiden Seiten des Zellmonolayers
angelegt und sowohl Strom als auch Spannung gemessen, um den elektrischen Widerstand der
Barriere zu berechnen (Srinivasan et al., 2015). Werte iiber 300 Qcm™ weisen auf eine
ausreichende Integritat des Monolayers hin (van Breemen & Li, 2005). Alternativ kann die
Integritat des Zellmonolayers auch durch Messung eines Markermolekils bestimmt werden.
Diese Methode basiert darauf, dass das Markermolekul die Zellschicht nur auf parazelluldrem
Wege passieren kann. Daher korreliert die Transportrate des Molekuls mit der Barriere-
funktion des Systems. Als Markermolekdil bietet sich Lucifer Yellow (LY) aufgrund seiner
Fluoreszenz an, da diese einfach und schnell gemessen werden kann. LY wird zunéchst apikal
fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Fur die fluorimetrische Messung zur Berechnung der
Verteilung von LY wird eine LY-Referenzlosung benétigt, die der Gleichgewichts-
konzentration (ccg) entspricht, die sich bei Einstellung eines Gleichgewichts zwischen
apikalem und basolateralem Kompartiment ergibt. Hierfur wird die Konzentration der LY-
LOsung (Capikar), das apikale (Vapikal) und das basolaterale (Vpasolatera) VOlumen bendtigt:
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Capikal Vapikal

GG=
(Vapikal + Vbasolateral)

C ®)

AnschlieBend wird die relative Fluoreszenz (RFU, Relative Fluorescence Units) des
basolateralen Kompartiments der Probe (RFUppe) SOwie die RFU des Blindwerts (RFUgw)
und die RFU der Referenzlosung (RFUger) gemessen, um den prozentualen Anteil an LY im
basolateralen Kompartiment und damit die LY-Transportrate zu ermitteln:

RFUPI’obe - RFUBW *100

%LY-P =
ALY Passage= b RFUmy

% (6)

Ein intakter Zellmonolayer sollte eine LY-Transportrate von <2 % aufweisen (Debebe et al.,
2012).

Die Messung des TEERs eignet sich vor allem, wenn wiederholte Messungen an denselben
Préparaten auch tber ldngere Versuchszeitrdume nétig sind. Da im Rahmen dieser Arbeit
keine wiederholten Messungen an den Zellen durchgefiihrt werden sollten und kein TEER-
Messgeréat zur Verfugung stand, wurde die bereits etablierte Methode mit LY gewidhlt.

3.5 Methoden zur Untersuchung der Zellwandeinlagerung von
Mykotoxinen

Wéhrend des Phase Ill-Metabolismus von Fremdstoffen konnen neben der Vakuolen-
sequestration auch Einlagerungen in die Zellwand stattfinden. Um die EXxistenz von
zellwandgebundenen Mykotoxinen zu zeigen bzw. die Art dieser Einlagerungen
charakterisieren zu konnen, missen die unloslichen Zellwandbestandteile zundchst durch
Hydrolyse in 16sliche Verbindungen umgewandelt werden. Dies kann durch saure, alkalische
oder enzymatische Hydrolysen erfolgen, die im Folgenden naher erlautert werden sollen.
Aulerdem wird eine NMR-Methode vorgestellt, die es ermdglicht, Zellwandpolymere ohne
vorherige Hydrolyse zu analysieren.

3.5.1 Saure Hydrolyse von Pflanzenzellwanden

Fur die Hydrolyse von Zellwandpolysacchariden kénnen verschiedene Sauren eingesetzt
werden, durch die glykosidische Bindungen gespalten werden. Abhangig von der Saurestérke,
-konzentration und eingesetzten Temperaturen unterliegen Polysaccharide einer
Fragmentierung, wobei Oligosaccharide, Disaccharide und/oder Monosaccharide erzeugt
werden. Strukturelle Eigenschaften der Polysaccharide beeinflussen ebenfalls deren
Abbaubarkeit (Brito-Arias, 2007). Beispielsweise bietet eine Hydrolyse mit H,;SO,4
(Vorhydrolyse: 12 M, 2,5 h, Raumtemperatur; Hydrolyse: 1,6 M, 3 h, 100 °C) den Vorteil
kristalline Cellulose hydrolysieren zu kénnen (Saeman et al., 1945), wéhrend eine Hydrolyse
mit TFA (2 M, 1 h, 121 °C) nicht in der Lage ist Cellulose (Selvendran et al., 1979) oder
spezielle Schleimstoffe (Griggs et al., 1971) zu spalten. Allerdings ist TFA in dem Sinne
vorteilhaft, dass es aufgrund seiner hohen Flichtigkeit schnell wieder entfernt werden kann
(Willfor et al., 2009; Albersheim et al., 1967). Des Weiteren konnten Mykotoxine auch an
Proteine gebunden vorliegen. Eine Methode, um Proteine zu hydrolysieren ist beispielsweise
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die Hydrolyse mit 6 M HCI bei 110 °C fir 20-24 Stunden, wodurch Peptidbindungen
zwischen Aminoséuren gespalten werden (Ng et al., 1987). Dabei muss die Hydrolyse von
Asparagin und Glutamin zu den jeweiligen S&uren, vollstandige bzw. teilweise Zerstérung
von Tryptophan bzw. Tyrosin, Serin, Threonin und Cystein sowie die Stabilitdt von
Peptidbindungen zwischen Isoleucin und Valin beachtet werden (Ozols, 1990; Fountoulakis
& Lahm, 1998). Zu beriicksichtigen ist bei der vorgestellten Methode, dass diese auch zur
Spaltung der Bindung zwischen Mykotoxin und den Zellwandbestandteilen fiihren kdnnen,
wodurch das freie Mykotoxin erhalten werden kann. Dies kann ausgenutzt werden, um
zwischen ,.freiem™ und ,,zellwandgebundenem® Mykotoxin zu unterscheiden bzw. um
Gesamtmykotoxingehalte zu bestimmen.

In der Literatur gibt es derzeit nur wenige Studien, die sich mit der Zellwandbindung von
Mykotoxinen beschéftigen. Malachova et al. (2015) vergleicht in einer Studie drei Methoden
zur Bestimmung von freiem und Gesamt-DON, die auf sauren Hydrolysen basieren. In der
ersten Methode wird 1 M Trichloressigsdure (TCA) bei 140 °C fir 40 Minuten zur Hydrolyse
von gebundenen Ruckstdnden von DON in Weizen eingesetzt. Nach anschlielender
Aufreinigung wurde mit 1 M KOH neutralisiert (Liu et al., 2005). Im Gegensatz dazu wurden
in der zweiten Methode 1,25 M TFA bei 133 °C fur 54 Minuten ohne Neutralisation nach
Aufreinigung fur die Analyse von in Gerste gebundenem DON verwendet (Zhou et al., 2007).
Die dritte Methode basierte auf einer Trifluormethansulfonséure (TFMSA)-Hydrolyse (0,5 M,
60 °C, 20 bzw. 40 Minuten) von Gerste bzw. Mais zur Bestimmung der gebundenen
Ruckstande von DON. TFMSA st eine der starksten Brgnsted-Sauren (pKs -13), die sich
durch eine extreme thermische Stabilitdt auszeichnet. In dieser Methode wurde keine
Aufreinigung durchgefuhrt, jedoch mit 1 M Na,COs neutralisiert (Tran & Smith, 2011). Die
jeweils publizierten Zunahmen an DON nach der Hydrolyse konnten somit auch durch
alkalische Spaltung bei der Neutralisation und nicht durch die S&urehydrolyse selbst
verursacht sein.

Eine Voraussetzung fur diese Methoden ist, dass die Verbindung, die wahrend der Reaktion
freigesetzt und spater bestimmt wird (hier: DON), unter den Versuchsbedingungen stabil ist.
Allerdings zeigte keine der drei Methoden eine zufriedenstellende Stabilitat von DON bzw.
einen zuverlassigen Abbau modifizierter Formen zu DON. Aus diesen Grinden raten
Malachova et al. (2015) von der Verwendung von sauren oder alkalischen hydrolytischen
Verfahren zur indirekten Bestimmung von Gesamt-DON ab. Bezuglich der Stabilitdt von
ZEN konnten Beloglazova et al. (2013) zeigen, dass ZEN bis zu einer Konzentration von
0,025 M TFMSA stabil war. Bei dieser Konzentration wurde allerdings bereits 70 % des
ZEN-14-Glucosids gespalten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Vorversuche in Anlehnung an die Methoden von Liu et al.
(2005) (TCA), Zhou et al. (2007) (TFA) und Ng et al. (1987) (HCI) durchgefihrt und die
Konzentrationen der S&uren, Temperaturen und Hydrolysedauer angepasst.

Die Freisetzung von unkonjugierten Mykotoxinen durch chemische Spaltungen liefert jedoch
keinen eindeutigen Beweis, sondern lediglich einen Hinweis fur eine Zellwandbindung.
Charakteristische Mykotoxinkonjugate werden aufgrund der unspezifischen Spaltung bei
chemischen Hydrolysen daher nicht erwartet. Im Gegensatz dazu weisen enzymatische
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Methoden eine hohere Spezifitat auf, wodurch charakteristische Mykotoxinkonjugate aus
Polymeren freigesetzt werden konnten.

3.5.2 Alkalische Hydrolyse von Pflanzenzellwanden

Einige Glycoside sind neben ihrer hohen Saureempfindlichkeit teilweise auch gegentber
alkalischen Bedingungen empfindlich. Allerdings werden diese hdufig nicht in ihre
Monomere gespalten; stattdessen werden Nicht-Zucker-Derivate gebildet (Brito-Arias, 2007).
Allerdings konnen mittels alkalischer Hydrolyse Proteine sehr gut gespalten werden, wobei
im Gegensatz zur Saurehydrolyse Tryptophan erhalten bleibt (Fountoulakis & Lahm, 1998).
Malachové et al. (2015) untersuchten aufgrund des Neutralisationsschrittes bei der sauren
Hydrolyse die Stabilitdt von DON und dessen modifizierter Formen unter alkalischen
Bedingungen. Dabei zeigte sich, dass die modifizierten Formen im Alkalischen gespalten
werden. Jedoch zeigte sich ab einer gewissen Konzentration von KOH und in Abhéngigkeit
von der Inkubationsdauer ebenso ein Abbau von DON. Da ZEN ebenfalls alkalilabil ist,
mussen geeignete Bedingungen fur die alkalische Hydrolyse gewahlt werden. Beispielsweise
berichten Krska & Josephs (2001) und Schuhmacher et al. (1998), dass die Expositionsdauer
von ZEN gegeniiber wassriger NaOH mdoglichst gering gehalten werden sollte, da der
Lactonring hydrolysiert werden kann und eine Spaltung der Esterbindung in einem Verlust
von ZEN resultiert. Da AOH und AME ebenso eine Lactongruppe besitzen ist eine Spaltung
im Alkalischen denkbar. Allerdings ist der sechsgliedrige Lactonring mit den zwei
benachbarten Aromaten bei AOH und AME wesentlich stabiler als der 14-gliedrige
Lactonring von ZEN, weshalb AOH und AME als alkalistabiler einzuschatzen sind
(Streitwieser et al., 1994).

3.5.3 Enzymatische Hydrolyse von Pflanzenzellwéanden

Da bei Anwendung der in Kapitel 3.5.1 und 3.5.2 beschriebenen Methoden zwar Zellwand-
polymere abgebaut werden, jedoch auch die Bindung zwischen Mykotoxinen und Zellwand-
polymeren zumindest teilweise gespalten werden und die Mykotoxine oft unter den extremen
Bedingungen der Polymerhydrolyse nicht stabil sind, sind weitere Methoden zur
Untersuchung der Zellwandinteraktionen notwendig.

Um die bei der sauren und alkalischen Hydrolyse auftretenden Probleme zu vermeiden und
um detailliertere strukturelle Informationen zu erhalten, kann eine enzymatische Hydrolyse
der Pflanzenzellwénde und anderer Polysaccharide wie z.B. Stérke durchgefihrt werden. Um
die verschiedenen Polymere zu spalten, werden unterschiedliche Enzyme bendtigt.

Beispielsweise besteht Starke aus Amylose, die aus linearen a-(1—4)-verknlpften
Glucoseketten aufgebaut ist, und aus verzweigtem Amylopektin, das neben o-(1—4)-
verknlpfte Glucoseketten auch o-(1—6)-glykosidische Bindungen aufweist. Wahrend
a-Amylase o-(1—4)-glucosidische Bindungen spalten kann, hydrolysiert Amyloglucosidase
sowohl a-(1—4)- als auch a-(1—6)-glykosidische Bindungen vom nicht-reduzierenden Ende
her. Um resistente Starke zu spalten, kann thermostabile Amylase bei erhdhten Temperaturen
eingesetzt werden. Isolierte Proteasen oder Gemische wie Pronase (Mischung aus mehreren
unspezifischen Endo- und Exopeptidasen) koénnen zur Spaltung von Peptidbindungen
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eingesetzt werden. Des Weiteren kdnnen mittels Pektinase Pektine und mittels Cellulase
Cellulose abgebaut werden. Zu berlcksichtigen ist, dass Pektinasen je nach
Zusammensetzung nur spezielle Pektinpolysaccharide spalten oder aus breiten Mischungen
bestehen mussen, um die Gesamtheit an Pektinpolysacchariden abzubauen. Das in dieser
Arbeit verwendete Enzymgemisch ,,Macerozyme R-10 enthdlt neben Pektinase- auch
Hemicellulase sowie Cellulase-Aktivitat. Bezlglich der Hemicellulaseaktivitat gelten
vergleichbare Betrachtungen wie bei den Pektinasen. Ein weiteres Enzymgemisch ,,Onozuka
R-10“ hydrolysiert B-1,4-glucosidische Bindungen und enthdlt zusétzlich Hemicellulase-,
a-Amylase-, Pektinase- und Protease-Aktivitdten. Als drittes Enzymgemisch wurde Driselase
eingesetzt. Dieses enthalt verschiedene zellwandspaltende Enzyme wie Arabinanase,
Cellulase, Xylanase, Galactanase und Polygalacturonase (Thibault & Rouau, 1990). Durch
einzelne bzw. aufeinanderfolgende Anwendung der genannten Enzyme Kkonnen die
Zellwandpolymere und Stérke in unterschiedlichem AusmaR hydrolysiert werden.

Beispielsweise  verwendeten Zhou et al. (2008) Papain (Cystein-Protease),
a-Amylase / Amyloglucosidase und Cellulase / Xylanase, um DON aus sieben verschiedenen
Braugerstenproben freizusetzen. Die Inkubation von vier Proben mit Papain, von zwei Proben
mit Cellulase / Xylanase und von einer Probe mit a-Amylase / Amyloglucosidase ergaben
einen signifikant héheren Gehalt an DON als in den unbehandelten und den Kontrollproben
ohne enzymatische Behandlung. Der groite Effekt trat bei der Inkubation mit Papain auf, bei
der 16 -28 % DON freigesetzt wurde. Da Papain bei dem Bierbrauen zum Entfernen von
Tribstoffen eingesetzt wird, spielt die Freisetzung von gebundenem (hier vermutlich lediglich
adsorbiertem) DON eine wichtige Rolle fur die Lebensmittelsicherheit. Ebenso werden in der
Brotherstellung haufig Enzyme wie a-Amylase, Xylanase, Cellulase, Protease, Lipase und
Glucose-Oxidase eingesetzt. Daher untersuchten Vidal et al. (2016) die Auswirkungen dieser
Enzyme auf den DON- und DON-3-Glucosid-Gehalt in Brot. Je nach Fermentations-
temperatur wurde der nachweisbare DON-Gehalt entweder um 13-23 % erhéht (30 °C) oder
um 10-14 % erniedrigt (45 °C). Des Weiteren wurde der DON-3-Glucosid-Gehalt in
Anwesenheit von  Xylanase, o-Amylase, Cellulase und Lipase bei einer
Fermentationstemperatur von 30 °C erhoht. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
Weizenkleie und Mehl gebundenes DON enthalten kdnnen, welches durch enzymatische
Behandlung wahrend des Brotbackens (Teigbereitung) freigesetzt werden kann.

Die Zellwandbindung von ZEN wurde, wie bereits in Kapitel 1.2.3.2 beschrieben, von Zill et
al. (1990) mit radioaktiv markiertem ZEN in Mais-Zellsuspensionskulturen untersucht. Dabei
verweisen die Autoren auf Methoden zur Zellwandfraktionierung von Takeuchi & Komamine
(1980) und Langebartels & Harms (1985). Allerdings unterscheiden sich deren
Durchfuhrungen zur Zellwandfraktionierung voneinander. Wéhrend Takeuchi & Komamine
(1980) die Pektin-, Hemicellulose- und Cellulose-Fraktion lediglich durch Léslichkeits-
unterschiede (Extraktion mit Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA), KOH und 72 % H,SO,)
erhielten, verwendeten Langebartels & Harms (1985) neben verschiedenen Losungsmitteln
zusatzlich Enzyme wie Pronase E (Proteinfraktion), Pektinase (Pektin-Fraktion) und
Hemicellulase (Hemicellulose-Fraktion). Dartber hinaus extrahierten Letztere Lignin durch
sequentielle Fraktionierung mit entweder DMSO oder Dioxan-Wasser und Dioxan / HCI.
Beiden Methoden ging ein Stdrkeabbau mit Pankreas-a-Amylase voraus. In der Studie von
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Zill et al. (1990) wurden sieben ,,Fraktionen“ erhalten (Starke, Proteine, Pektin, Lignin,
Hemicellulose, Cellulose, Rickstand). Die Messung mit dem Flussigszintillationsz&hler
ergab, dass die groRten Mengen des **C-Markers in den Zellwandfraktionen Lignin (37 %),
Hemicellulose (20 %) und Stérke (17 %) gefunden wurden. Da der Einsatz verschiedener
Losungsmittel zur Zellwandfraktionierung relativ unspezifisch ist und keine genauen
Strukturuntersuchungen durchgefiihrt wurden, besteht die Mdglichkeit, dass die gemessene
Radioaktivitat auch durch nicht vollstandig extrahierte 16sliche Metaboliten zustande kann.

3.5.4 NMR-Analyse von Pflanzenzellwanden

Eine weitere Methode zur Untersuchung der Zellwandeinlagerung von Mykotoxinen stellt die
NMR-Spektroskopie dar. In den letzten Jahren wurden Moglichkeiten beschrieben Zellwande
mittels NMR-Spektroskopie in Lésung zu analysieren ohne diese zerstéren oder fraktionieren
zu missen (Mansfield et al., 2012). Das zu untersuchende Zellwandmaterial wird hierftr
zunachst in einer Kugelmihle vermahlen und anschlieRend mit einem Gemisch aus
DMSO-dg / Pyridin-ds (4/1) im Ultraschallbad versetzt. Der Zusatz von Pyridin-ds zu
DMSO-dg dient der effektiven Quellung der gelartigen Probe, wodurch erhohte Intensitaten
und eine verbesserte Auflosung im NMR-Spektrum resultieren. Des Weiteren ist eine
PartikelgrofRe von <5 puM fir eine optimale Gelbildung erforderlich (Kim & Ralph, 2010).
Die entstehende viskose, gelartige Losung / Suspension kann schlieBlich direkt fir HSQC-
Messungen verwendet werden. Diese einfache Probenvorbereitung ohne chemische
Vorbehandlung ist ein groRer Vorteil gegenliber Methoden, bei denen eine Zellwand-
fraktionierung durchgefiihrt werden muss (Mansfield et al., 2012; Kim & Ralph, 2010).

Allerdings muss beachtet werden, dass die mechanische Belastung wéhrend des
Kugelmahlens zu strukturellen Veranderungen von Zellwandpolymeren und eventuell
vorliegenden Mykotoxinkonjugaten fuhren kdnnen. Vor allem schwache Bindungen wie
glykosidische Verkntpfungen und B-Arylether in Lignin kdnnen teilweise gespalten werden.
Einen weiteren Nachteil stellen die generell kurzen Relaxationszeiten der Gelproben fur
bestimmte Korrelationsexperimente, wie dem HMBC-Experiment dar. Die Magnetisierung
geht dabei durch die schnelle Relaxation verloren, bevor sich die weitreichenden C-H-
Kopplungen (tber zwei bis vier Bindungen) entwickeln kénnen (Kim & Ralph, 2010). Daher
koénnen zwar eventuelle Verknipfungspunkte zwischen Mykotoxinen und der Zellwand
mithilfe der Gel-NMR nicht genau bestimmt werden, jedoch besteht prinzipiell die
Madglichkeit in HSQC-Spektren charakteristische Signale der Mykotoxine zu detektieren.

Daher wurden in dieser Arbeit Zellwandriickstande, aus in Gegenwart von Mykotoxinen
inkubierten und lésungsmittelextrahierten Suspensionszellen, in einem Gemisch aus
DMSO-dg / Pyridin-ds (4/1) gel6st und anschliellend HSQC-Spektren aufgenommen.

3.6 Lignineinlagerung von Mykotoxinen

Um die Einlagerung von Fremdstoffen in Lignin zu untersuchen wird h&ufig in vitro
hergestelltes Lignin, sogenanntes DHP, eingesetzt. Im Vergleich zu natiirlichem Lignin bietet
DHP den Vorteil fur analytische Methoden leichter zugénglich zu sein, da es weniger
komplex ist und keiner aufwéndigen Isolierung bedarf. Darlber hinaus kann DHP direkt in
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Gegenwart der zu untersuchenden Fremdstoffe generiert werden, um zu untersuchen, ob und
wie Fremdstoffe bei der Ligninsynthese in dieses eingebaut werden.

Beispielsweise fiihrten Lange et al. (1998) eine Peroxidase / H,O,-vermittelte Polymerisation
von CA in Gegenwart der Pestizide 4-Chloranilin bzw. 3,4-Dichloranilin durch. Die
gebildeten Verbindungen wurden mithilfe der *H, **C und **N-NMR-Spektroskopie sowie
zweidimensionaler NMR-Spektroskopie (X-H Correlation (XHCORR) und Correlation
Spectroscopy via Long-Range Coupling (COLOC)) und NOE-Differenzspektroskopie
analysiert. Die Autoren belegen die Bindung der chlorierten Aniline an die a-Position des
DHP sowohl anhand von Intensitatsabschwéchungen einzelner Signale als auch anhand des
Auftretens neuer Signale im Vergleich zu reinem DHP. Allerdings zeigen die NMR-Daten des
COLOC-Experiments keine CH-Kopplung des Ho mit dem C1 des Anilins, was ein
eindeutiger Beweis fir die Bindung wére. Daher ist die Bindung von chlorierten Anilinen an
Lignin anzuzweifeln.

3.6.1 Synthese von Coniferylalkohol (CA)

Fur die in vitro-Synthese von kinstlichem Lignin werden zunachst Monolignole bendétigt. CA
kommt sowohl in Angiospermen als auch in Gymnospermen vor (Boerjan et al., 2003) und
eignet sich daher als monomerer Baustein flr in vitro synthetisiertes Lignin. Da CA im
Vergleich zu Coniferylaldenyd oder Ferulasdure relativ teuer ist, wird dieser entweder durch
eine einstufige Reduktion seines Aldehyds oder durch eine mehrstufige Reduktion der
Carbonséure gewonnen. Bereits 1949 gelang Allen & Byers die Herstellung von CA durch die
Reduktion von Ethylferulat mittels Lithiumaluminiumhydrid. Als alternatives Reduktions-
mittel kann beispielsweise auch Diisobutylaluminiumhydrid eingesetzt werden, das haufig flr
stereo- und chemoselektive Reduktionen eingesetzt wird (Quideau & Ralph, 1992). Seit der
kommerziellen Verfligbarkeit von Coniferylaldehyd wird vorzugsweise die -einstufige
Reduktion des Aldehyds durchgefiihrt. Der Aldehyd kann beispielsweise mittels
Natriumborhydrid (NaBH,) oder Natriumtriacetoxyborhydrid reduziert werden. Da diese
Reagenzien bei Berihrung mit Wasser entziindliche Gase bilden, die sich spontan entziinden
kdnnen, eignet sich alternativ das leichter handhabbare und stabile Borhydridaustauscherharz
(BER) als Reduktionsmittel. Aufgrund der hohen Regioselektivitst von BER konnen
a,B-geséttigte Produkte wie Dihydroconiferylalkohol, das durch 1,4-Reduktion entsteht,
weitgehend vermieden werden (Kim & Ralph, 2005). Ein weiterer Vorteil ist, dass BER
sowohl kommerziell verfugbar ist, als auch selbst synthetisiert und durch Behandlung mit
NaBH, regeneriert werden kann (Sande et al., 1984). Lediglich die geringe Ausbeute von
61 % stellt einen Nachteil dieser Methode dar, wobei dies durch die einfache und schnelle
Durchfuhrung ausgeglichen wird (Kim & Ralph, 2005).

3.6.2 Invitro-Synthese lignindhnlicher Verbindungen

Bei der Synthese ligninéhnlicher Verbindungen sollte beachtet werden, dass die hergestellten
DHP natirliche Lignine moglichst gut abbilden. Problematisch sind vor allem die h&ufig
geringen Molekulargewichte von DHP sowie der oft geringe Gehalt an B-O-4-Bindungen in
DHP, die den h&ufigsten Bindungstyp in nativem Lignin darstellen.
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Fur die Synthese der DHP konnen verschiedene Verfahren herangezogen werden, die sich in
der Zufuhrrate der Monolignole bzw. der Geschwindigkeit der Polymerisation unterscheiden.
Beispielsweise werden bei dem Zulaufverfahren die Monolignole relativ schnell zu einem
Peroxidase / H,O,- oder Laccase / O,-Gemisch zugegeben. Da direkt zu Beginn eine grol3e
Menge an Monolignolen fir die Polymerisation zur Verfligung steht, finden bevorzugt
Dimerisierungsreaktionen statt, wodurch die Bildung hochmolekularer Strukturen unterdriickt
wird. Dabei entstehen hauptséchlich Dehydro-Diconiferylalkohol, Pinoresinol und
Guajacylglycerol-p-coniferylether. Im Gegensatz dazu werden die Monolignole bei dem
Zutropfverfahren langsam zu dem Enzym-Cosubstrat-Gemisch zugetropft. Mit diesem
Verfahren konnen vergleichsweise hohere Molekulargewichte erzielt werden sowie die
Bildung von B-O-4-Bindungen beglnstigt werden (Freudenberg, 1956; Lai & Sarkanen,
1975). Eine weitere Verringerung der Zufuhrrate fuhrt zu DHP, die natlrlichem Lignin noch
ahnlicher sind. Dies kann mithilfe des Dialysemembranverfahrens erméglicht werden. Hierbeli
wird ein aus Cellulose bestehender Dialyseschlauch mit einer Peroxidase-Ldsung befillt und
in eine wassrige CA/H,0,-Lésung eingetaucht (Tanahashi & Higuchi, 1981). Da die
Substrate nur sehr langsam zu dem Enzym diffundieren, finden hauptséachlich Monolignol-
Oligolignolreaktionen statt, wobei hauptsdachlich B-O-4-Bindungen gebildet werden.
Dimerisierungen werden dadurch unterdrickt (Syrjanen & Brunow, 2000). Tanahashi &
Higuchi (1981) beobachteten bei dieser Methode, dass die Bildung des DHP-Prazipitats im
Dialyseschlauch nach einem Tag stark abnahm, was die Autoren auf eine innere Beschichtung
des Dialyseschlauchs mit Prazipitat zurlickfihrten. Dies kann allerdings z.B. durch
regelmaRiges Austauschen des mit Peroxidase gefillten Schlauches oder gegenseitiges
Austauschen der Enzym- bzw. CA / H,O,-Ldsung vermieden werden.

Eine weitere Mdglichkeit das Molekulargewicht der DHP zu beeinflussen stellt der Einsatz
von organischen Losungsmitteln wie Dioxan, ACN oder iso-Propanol dar. Dadurch sollen
kleinere Oligomere in Lésung gehalten werden, um deren Wachstum zu gréReren Polymeren
zu ermdoglichen. Ein weiterer Vorteil fir die hier durchgefuhrten Arbeiten ist, dass die
schlecht wasserldslichen Mykotoxine in organischen Ldsungsmitteln besser I6slich sind und
dadurch fir die Reaktion zur Verflgung stehen. Hwang et al. (2015) beobachteten bei
Verwendung von 10-40 % Losemittelanteil in einem waéssrigen Puffersystem einen
prozentualen Anstieg an B-O-4-Bindungen sowie eine Erhéhung des Molekulargewichts. Eine
weitere Erhohung fiihrte allerdings zu einem Aktivitatsverlust der verwendeten Enzyme. Um
die wasserloslichen Enzyme gegen die inaktivierende Wirkung von organischen Losungs-
mitteln zu stabilisieren und trotzdem die Prazipitation des wachsenden Polymers zu
verhindern, entwickelten Reale et al. (2010) eine Methode zur DHP-Synthese in Gegenwart
eines kationischen Tensids. Dadurch werden Mizellen in einem organischen Losungsmittel
gebildet, in die die wasserloslichen Enzyme eingeschlossen werden kénnen (Martinek et al.,
1981). Sowohl die Oligomere als auch die Mykotoxine kénnen so in Lésung gehalten werden
und die Aktivitat des Enzyms wird nicht beeinflusst. Somit wird die nattrliche Umgebung im
in vitro-Experiment besser nachgeahmt, wodurch naturdhnlichere Polymere entstehen (Reale
etal., 2010).

Zur Entwicklung einer geeigneten Methode zur Untersuchung der Bindung der Mykotoxine
an das DHP wurden sowohl das Zutropf- als auch das Dialyseverfahren einzeln sowie in
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Kombination angewandt. Um das DHP-Modell zu vereinfachen, wurde lediglich CA als
Monolignol eingesetzt. Aufgrund der schlechten Loslichkeit der Mykotoxine in Wasser wurde
die HRP-AKktivitat in verschiedenen Losungsmittel-Wasser-Gemischen sowie die Anwendung
von inversen Mizellen untersucht.

3.6.3 Methoden zur Analyse von DHP (Dehydrogenierungspolymerisat)

Aufgrund der Komplexitdt von natlrlichen  Ligninen  werden diese  zur
Strukturcharakterisierung hdufig zunéchst chemisch gespalten. Dabei kann zum einen die
Thioacidolyse (Lapierre et al., 1985) und zum anderen die DFRC (Derivatization Followed by
Reductive Cleavage)-Methode (Lu & Ralph, 1997) angewandt werden. Diese beiden
Methoden basieren darauf, dass die in den Ligninpolymeren h&ufig vorkommenden B-O-4-
Bindungen im Vergleich zu anderen Bindungstypen relativ labil sind und selektiv gespalten
werden kann. Dadurch koénnen Monomere, die (ber B-O-4-Bindungen (und a-O-4-
Bindungen) in das Ligninpolymer eingebaut wurden, mittels GC-Methoden bestimmt werden.
Da bei der Synthese von DHP je nach Versuchsbedingungen Kkleinere oligomere
Verbindungen entstehen, lassen sich diese mittels LC-DAD-MS analysieren. Hierbei kdnnen
die Massenspektren auf die verschiedenen Monomere bzw. Dimere des CAs bzw. Konjugate
dieser Verbindungen mit den Mykotoxinen untersucht werden. Charakteristische
Abspaltungen der Mykotoxine bei MS*-Untersuchungen geben einen Hinweis auf mogliche
Verknipfungen.

Die Strukturcharakterisierung mittels 2D-NMR bietet den Vorteil polymere Lignine ohne
vorherigen chemischen Abbau zu analysieren. Somit werden auch potentielle Bindungen
zwischen den Lignineinheiten und den Mykotoxinen nicht gespalten. Neben der Erfassung
von monomeren Einheiten, kdnnen zusétzlich Bindungstypen mittels HSQC-Experimenten
analysiert werden, wodurch das hergestellte DHP charakterisiert werden kann (Bunzel &
Ralph, 2006). Des Weiteren konnen mittels HMBC-Experimenten Informationen (ber
Verknupfungspositionen erhalten werden, wodurch kovalente Bindungen der Mykotoxine an
Lignin-Monomere aufgeklart werden sollen.

Da in vitro hergestellte DHP keine aufwéndige Isolierung aus Zellwénden benétigen, kénnen
sie direkt fir NMR-spektroskopische Untersuchungen eingesetzt werden. Hierbei eignet sich
als Losungsmittel das Gemisch aus DMSO-ds / Pyridin-ds (4:1), mit dem nach Quellung der
Probe im Ultraschallbad ein Gel erhalten wird (Kapitel 3.5.4). Anhand von Literaturdaten
konnen a-, B- und y-*H-"3C-Korrelationen im aliphatischen Bereich zugeordnet und daraus die
Bindungen an Mykotoxine bestimmt werden, um das DHP zu charakterisieren (Ralph et al.,
2004). Mykotoxinbindungen konnten durch Verschiebung einzelner Signale z.B. im
aromatischen Bereich erkannt und anschlie3end weiter untersucht werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Losliche pflanzliche Mykotoxinkonjugate

Eine erste Charakterisierung der loslichen pflanzlichen Konjugate von AOH, AME und ZEN
erfolgte durch eine LC-DAD-MS-Analyse der Pflanzenzellkultur- bzw. Explant-Kultur-
Extrakte. Dabei wurden Suspensionszellkulturen von Tabak, Soja und Weizen innerhalb von
neun Tagen je zweimal mit AOH, AME bzw. ZEN und Explant-Kulturen von Karotte und
Tomate fir zwei Tage mit AOH bzw. AME inkubiert. Nach anschlielender Filtration,
Gefriertrocknung und Morsern des jeweiligen Materials erfolgte eine dreistufige Extraktion.
Die LC-DAD-MS-Analyse lieferte Hinweise auf mogliche Metaboliten durch
charakteristische UV-Spektren, Molekiilmassen sowie Fragmentierungen. Mithilfe von
HRMS-Messungen konnten auch Metaboliten geringerer Intensitat charakterisiert werden,
sowie akkurate Massen bestimmt werden. Durch anschliefende Auftrennung an einer
praparativen HPLC wurden die Extrakte gereinigt. Fraktionen, die in ausreichender
Konzentration vorlagen, wurden NMR-spektroskopisch analysiert.

4.1.1 Pflanzliche Konjugate von AOH und AME
4.1.1.1 Metabolitenprofile der verschiedenen Zellsuspensions- und Explant-Kulturen

Die Zellen der mit AOH bzw. AME inkubierten Tabak-, Soja- und Weizenzellsuspensions-
kulturen wurden zundchst vom Medium getrennt. Die Inkubationsmedien aller Zellkulturen
wurden mittels LC-DAD-MS analysiert. Sie zeigten keine nachweisbaren Mengen an AOH,
weshalb von einer vollstdndigen Mykotoxinaufnahme in die Zellen ausgegangen werden
kann. Nach Inkubation von AME konnten noch geringe Mengen an AME in den Medien
gefunden werden, was auf eine schlechtere Aufnahme im Vergleich zu AOH schliel3en I&sst.
Da in den Zellextrakten nur noch Spuren an parentalem AOH bzw. AME detektiert werden
konnten, l&sst dies auf eine nahezu vollstandige Metabolisierung schlieRRen.
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Abb. 16: HPLC-Profile von AOH-Metaboliten (A) und AME-Metaboliten (B) in Zellextrakten aus Tabak-, Soja- und
Weizenzellsuspensionskulturen nach neuntégiger Inkubation (UV-Detektion bei 254 nm). Die gekennzeichneten Peaks
stellen die Hauptmetaboliten von AOH (a-e) bzw. AME (f-i) dar.
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Abb. 16 zeigt die Metabolitenprofile von AOH (A) bzw. AME (B) in Extrakten von Tabak-,
Soja- und Weizenzellen. Qualitativ bildeten die drei verschiedenen Pflanzenzellsuspensions-
kulturen die gleichen I6slichen Hauptkonjugate, allerdings unterschieden sich die
Metabolitenprofile quantitativ. Fiinf Peaks konnten als Hauptmetaboliten von AOH (Peaks a—
e) bzw. vier Peaks als Hauptmetaboliten von AME (Peaks f—i) identifiziert werden. Sie
wiesen Absorptionsmaxima bei ca. 254, 288, 299 und 340 nm (AOH) bzw. 257, 289, 300 und
337 nm (AME) auf und die MS2-Spektren zeigten das m/z-Verhaltnis von AOH bzw. AME.
Die Tabakzellen bildeten im Vergleich zu den Soja- bzw. Weizenzellen die groRten Mengen
an Metaboliten (Kapitel 4.1.1.4). Da fir die Strukturaufklarung mittels NMR-Spektroskopie
sowohl eine ausreichende Substanzmenge als auch idealerweise hohe Reinheit erforderlich ist,
wurde die Tabakzellkultur zur Erzeugung grofRerer Mengen an Metaboliten ausgewahilt.

Die funf Hauptmetaboliten von AOH (Peaks a-e) und drei der vier Hauptmetaboliten von
AME (Peaks f-h) konnten in einer vorangegangen Arbeit bereits aus den Tabakzellen isoliert
und eindeutig mittels NMR-Spektroskopie als 9-O-{B-D-Glucopyranosyl(1—6)-p-D-
Glucopyranosyl}AOH (Peak a, AOH-9-Diglucosid), 9-O-B-D-Glucopyranosyl-AOH (Peak b,
AOH-9-Glucosid), 3-O-B-D-Glucopyranosyl-AOH (Peak ¢, AOH-3-Glucosid), 9-O-(6°-O-
Malonyl-B-D-Glucopyranosyl)AOH (Peak d, AOH-6‘-Malonyl-9-Glucosid), 3-O-(6°-O-
Malonyl-B-D-Glucopyranosyl)AOH (Peak e, AOH-6°-Malonyl-3-Glucosid) sowie als 7-O-
B-D-Glucopyranosyl-AME (Peak f, AME-7-Glucosid), 3-O-p-D-Glucopyranosyl-AME (Peak
g, AME-3-Glucosid) und 3-O-(6‘-O-Malonyl-B-D-Glucopyranosyl) AME (Peak h, AME-6°-
Malonyl-3-Glucosid) identifiziert werden (Hildebrand et al., 2015). Der vierte AME-
Hauptmetabolit (Peak i) wurde im Rahmen dieser Arbeit in ausreichender Menge fiir NMR-
Experimente gewonnen und dessen Struktur aufgeklart (Kapitel 4.1.1.2). Die Strukturformeln
aller AOH- und AME-Metaboliten, die eindeutig mittels NMR-spektroskopischer Methoden
identifiziert wurden, sind in Kapitel 10.2 (Abb. 53 und Abb. 54) aufgefiihrt.

Um zu Uberprifen, ob die in den Suspensionszellen gebildeten Metaboliten auch in intakten
Pflanzengeweben gebildet werden, wurden Explant-Kulturen von Karotten und Tomaten mit
AOH bzw. AME inkubiert. Die jeweiligen Metabolitenprofile sind in Abb. 17 dargestellt.
Zum Vergleich ist auch das Metabolitenprofil des Tabakzellkulturextrakts abgebildet.
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Abb. 17: HPLC-Profile von AOH-Metaboliten (A) und AME-Metaboliten (B) in Extrakten aus Karotten- und
Tomaten-Explant-Kulturen nach zweitagiger Inkubation (UV-Detektion bei 254 nm). Die gekennzeichneten Peaks
stellen die Hauptmetaboliten von AOH (a-e, x) bzw. AME (f-i) dar.
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4 Ergebnisse und Diskussion

AOH wurde in beiden Explant-Kulturen aufgenommen und metabolisiert. In der Karotten-
Explant-Kultur wurden die beiden Glucoside (Peaks b, c¢) und ihre 6°-Malonylderivate
(Peaks d, e) gebildet. Somit zeigt die Karotten-Explant-Kultur ein qualitativ &hnliches
Metabolitenmuster wie die Tabakzellen, jedoch bildeten sich in der Karotten-Explant-Kultur
proportional mehr Malonylglucoside als Glucoside und kein Gentiobiose-Konjugat. Ein
zusétzlicher Peak wurde im Karottenextrakt bei 14,2 Minuten beobachtet (Peak x). Das UV-
Spektrum der Verbindung weist ahnliche Absorptionsmaxima wie AOH auf (Abb. 18 A),
weshalb zu vermuten ist, dass es sich hierbei um einen AOH-Metaboliten handelt.
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Abb. 18: UV-Spektren von AOH (griin) und dem unbekannten AOH-Metaboliten (Peak x, orange) (A) und
Massenspektrum des unbekannten AOH-Metaboliten (Peak x) aus der Karotten-Explant-Kultur (B).

Dem Peak konnte anhand des Massenspektrums ein Quasimolekiilion mit m/z 567 ([M+H]")
zugeordnet werden (Abb. 18 B), dessen Identitdt durch ein weiteres Quasimolekiilion m/z 589
([M+Na]™) bestatigt werden konnte. Des Weiteren ist eine Abspaltung (-146 Da), resultierend
in m/z 421 ([AOH+Hexose-H,0]"), sowie eine weitere Abspaltung (-162 Da), resultierend in
m/z 259 ([AOH+H]"), erkennbar. Die entsprechende Molekiilmasse stimmt sowohl mit AOH-
p-Cumarylhexosid als auch mit AOH-Rutinosid Uberein. Aufgrund der konjugierten
Doppelbindungen im p-Cumarséure-Molekil weist p-Cumarsdure ein spezifisches
Absorptionsspektrum auf. Bei einer Bindung an AOH ist im Absorptionsspektrum folglich
eine Zunahme der Absorption bei ca. 310 nm zu erwarten, da in diesem Spektralbereich ein
Absorptionsmaximum von p-Cumarsdure liegt (Kapitel 10.2, Abb. 62). Ein solches Maximum
ist in dem UV-Spektrum des unbekannten Metaboliten nicht zu erkennen. Fir eine eindeutige
Strukturaufklarung bedarf es NMR-spektroskopischer Analysen (Kapitel 4.1.1.2).

Im Unterschied zu der Karotten-Explant-Kultur wurden in der Tomaten-Explant-Kultur nur
die beiden AOH-Glucoside (Peaks b und c), jedoch keine Malonylderivate nachgewiesen
(Abb. 17 A). Daraus lasst sich schlielen, dass es Unterschiede im Metabolismus gibt, die
abhangig von der Enzymausstattung, -spezifitat und —aktivitat der jeweiligen Pflanze sind.

Im Gegensatz zu AOH wurde AME nur in sehr geringem Umfang von den Explant-Kulturen
nach zweitdgiger Inkubation metabolisiert (Abb. 17 B). Wéhrend in der Tomaten-Explant-
Kultur geringe Mengen an AME-7- und AME-3-Glucosid detektiert werden konnten, waren
bei Analyse der Karotten-Explant-Kultur keine Metaboliten im Chromatogramm (UV-
Detektion) zu erkennen. Lediglich beim Einsatz der MS konnten auf den entsprechenden
Massenspuren die beiden Glucoside und Malonylglucoside detektiert werden. Die langsamere
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4 Ergebnisse und Diskussion

Metabolisierung von AME im Vergleich zu AOH I&sst eine geringere Phytotoxizitat von
AME vermuten. Dieser Sachverhalt l&sst sich nach Hildebrand et al. (2015) in Bezug auf das
Zellwachstum von Tabakzellen nach Inkubation mit AME im Vergleich zu AOH bestéatigen.

4.1.1.2 NMR-spektroskopische Analyse der unbekannten AOH- bzw. AME-
Metaboliten

Unbekannter AOH-Metabolit der Karotten-Explant-Kultur (Peak x)

Fur die eindeutige Strukturaufklarung des unbekannten AOH-Metaboliten (Peak X,
Abb. 17 A), der in der Karotten-Explant-Kultur gebildet wurde, wurden NMR-
spektroskopische Untersuchungen durchgefiihrt. Anknupfend an eine chromatographische
Reinigung des Metaboliten erfolgte die Aufnahme von *H-NMR- und HSQC-Spektren. In
Abb. 19 sind die zugehdrigen NMR-Spektren dargestellt.
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Abb. 19: Kohlenhydratbereich des HSQC-Spektrums des unbekannten AOH-Metaboliten nach Reinigung aus dem
Karotten-Explant-Kultur-Extrakt. Der Einschub zeigt die LC-DAD-Analyse der gemessenen Ldsung nach der NMR-
Messung (UV-Detektion bei 254 nm).

Auf Basis der zahlreichen Signale im aromatischen sowie im glycosidischen Bereich des
HSQC-Spektrums der zuvor aufgereinigten Verbindung (Abb. 19) ist eine Umlagerung oder
Zersetzung der Substanz anzunehmen. Daher wurde die Probe nach der NMR-Analyse mittels
LC-DAD-MS analysiert. Das erhaltene Chromatogramm (Abb. 19, Einschub) zeigt, dass
keine Reinsubstanz mehr vorlag, sondern ein Gemisch aus dem unbekannten AOH-
Metaboliten, AOH-9-Glucosid, freiem AOH sowie einer unbekannten Substanz mit m/z 639,
die weder anhand der Retentionszeit oder der Masse, noch anhand des UV-Spektrums
(Maxima bei 233, 280 und 312 nm) identifiziert werden konnte. Daraus l&sst sich eine
Instabilitdt des unbekannten AOH-Metaboliten ableiten. Auch eine weitere chromato-
graphische Aufreinigung des unbekannten Metaboliten fiihrte zu verunreinigten Spektren.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Zur weiteren Analyse der Verbindung wurde mithilfe homonuklearer J.s-NMR-Spektroskopie
(*H-'H-Jres) nach spezifischen Kopplungskonstanten gesucht. Wirde es sich um einen
p-Cumarsaure-Metaboliten handeln, wurden die trans-Protonen der Vinyl-Doppelbindung
(Positionen o und B) der p-Cumarsdure eine skalare Kopplungskonstante von ca. 16 Hz
aufweisen. Des Weiteren wére eine Kopplungskonstante von ca. 6-8 Hz fur die vicinale
Kopplung der Protonen am Aromaten charakteristisch. Bei der Existenz eines Rutinosids
wirde ein weiteres anomeres Proton bei ca. 4,5-5,5 ppm mit einer Kopplungskonstante von
ca. 7-9 Hz (B-Konfiguration) bzw. 2-5 Hz (a-Konfiguration) erwartet werden. Des Weiteren
gébe es ein Signal fir die charakteristische CH3-Gruppe des 6-Desoxyzuckers bei ca. 1 ppm
mit einer Kopplungskonstante von ca. 6 Hz.
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Abb. 20: Aromatischer (A), anomerer (B) und CHs-Bereich (C) des J-aufgeldsten Spektrums (J,.s) des unbekannten
AOH-Metaboliten. Die blauen Kreise kennzeichnen die im Text genannten Signale.

Das Jres-Spektrum der Verbindung ist in Abb. 20 abgebildet. Im aromatischen Bereich
(Abb. 20 A) sind Kopplungskonstanten von ca. 16 Hz bei 7,34 ppm, 6,65 ppm, 6,21 ppm und
6,17 ppm zu erkennen. Des Weiteren treten Kopplungskonstanten von ca. 8 Hz bei 6,96 ppm
und 6,76 ppm auf. Es ist moglich, dass diese Signale aus verknipfter p-Cumarsaure stammen.
AuRerdem konnten im anomeren Bereich (Abb. 20 B) Kopplungskonstanten von ca. 8 Hz bei
5,49 ppm (schwach), 5,02 ppm und 4,27 ppm und von ca. 1,5 Hz bei 4,53 ppm ausgemacht
werden. Zusétzlich ist ein Signal bei 1,08 ppm mit einer Kopplungskonstante von ca. 6 Hz zu
erkennen, was beides auf eine verkniipfte Rhamnose hindeutet (Abb. 20 C). Weiterhin besteht
auch die Maglichkeit der Bildung und Koelution beider Verbindungen. Jedoch misste dies in
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4 Ergebnisse und Diskussion

weiteren Analysen untersucht werden. Des Weiteren ware in zukinftigen Arbeiten eine
HRMS-Analyse des Extraktes sinnvoll.

Unbekannter AME-Metabolit der Tabakzellkultur (Peak i)

Fur die Strukturaufklarung des unbekannten AME-Metaboliten (Peak i) wurden die
Zellextrakte mehrerer Inkubationen kombiniert und im praparativen Malstab chromato-
graphisch fraktioniert. In der HRMS-Analyse zeigte der Metabolit im Full-Scan-
Massenspektrum ein Quasimolekiilion mit m/z 521,1290 ([M+H]"), was einem AME-
Malonylglucosid entspricht. Die Abspaltung von Anhydromalonylglucose (-248 Da) zu einem
Fragment mit m/z 273 ([AME+H]") im MS%-Spektrum unterstiitzt diese Annahme. Zur
eindeutigen ldentifizierung wurden ein HSQC- sowie ein HMBC-Experiment durchgefihrt.
Wahrend die NMR-Daten des AME-Anteils relativ &hnlich zu denen des AME-6°-Malonyl-3-
Glucosid waren, konnten im Kohlenhydratbereich groRere Unterschiede festgestellt werden.
Abb. 21 zeigt eine Uberlagerung der Kohlenhydratbereiche der HSQC-Spektren von AME-6°-
Malonyl-3-Glucosid sowie von dem unbekannten Metaboliten (Peaki). Die 'H- und
3C-chemischen Verschiebungen der beiden Substanzen sind in Kapitel 10.1 (Tab. 47)
aufgefuhrt.
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Abb. 21:  Uberlagerung der Kohlenhydratbereiche der HSQC-Spektren von 3-O-(6¢-O-Malonyl-B-b-
Glucopyranosyl)AME (griin) und des unbekannten AME-Metaboliten (lila).

Im Kohlenhydratbereich des unbekannten Metaboliten sind eine Tieffeldverschiebung des
C/H-4-Korrelationssignals der Glucose sowie eine Hochfeldverschiebung des C/H-6-
Korrelationssignals im Vergleich zu AME-6°-Malonyl-3-Glucosid zu beobachten. Dies deutet
auf eine Anlagerung der Malonylgruppe an Position 4 der Glucose hin. Nach Auswertung des
HMBC-Spektrums konnte diese Annahme anhand der Kopplung des Carbonyl-Kohlenstoffs
der Malonséure und des Protons an Position 4 der Glucose bestatigt werden.

Des Weiteren zeigt ein Korrelationspeak im HMBC-Spektrum zwischen dem anomeren
Proton und C3 von AOH die glykosidische Bindung der Glucose an Position 3 von AOH an.
Zur Bestimmung der anomeren Konfiguration wurde die Karplus-Beziehung angewandt. Da
die Kopplungskonstante des anomeren Protons 7,4 Hz betrdgt, kann davon ausgegangen
werden, dass die Glucose in B-Konfiguration vorliegt. Somit wurde der unbekannte Metabolit
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4 Ergebnisse und Diskussion

(Peak i) eindeutig als 3-O-(4‘-O-Malonyl-B-D-Glucopyranosyl) AME (AME-4‘-Malonyl-3-
Glucosid) identifiziert.

In der Literatur wurde bereits fir Malonylglucoside verschiedener sekundarer Pflanzenstoffe
wie z.B. Isoflavonen eine Malonylwanderung entlang der Kohlenhydratkette beschrieben.
Beispielsweise konnte ein 4—6-Migration entlang der Glucoseeinheit fiir Malonylgenistin
nachgewiesen werden (Yerramsetty et al., 2011). Daher wurden Ldsungen der isolierten
AME-Malonylglucoside in Methanol und DMSO auf ihre Stabilitdit getestet. Beide
Verbindungen, AME-6‘-Malonyl-3-Glucosid und AME-4‘-Malonyl-3-Glucosid, waren
innerhalb der Testzeit von bis zu 2 Wochen bei -20 °C stabil.

4.1.1.3 HRMS-Analyse der Zellsuspensionskultur-Extrakte

Neben den eindeutig aufgeklarten AOH- und AME-Hauptmetaboliten konnten mittels
HRMS-Analyse insgesamt 21 weitere AOH-Metaboliten und 13 weitere AME-Metaboliten
nachgewiesen werden, die in geringeren Mengen gebildet wurden. In den Tab. 1 und Tab. 2
sind die Ergebnisse der HRMS-Analyse fir die mit AOH und AME inkubierten
Pflanzenzellsuspensionskulturen aufgefiihrt. Die Datenanalyse wurde sowohl retentionszeit-
gestitzt (ungerichtet) als auch massenspezifisch (gerichtet) durchgefuhrt, um sowohl
aufféallige Peaks im UV-detektierten Chromatogramm zu untersuchen als auch hypothetisch
denkbare Metaboliten zu finden. Um sowohl im positiven als auch im negativen ionisierbare
Verbindungen zu detektieren, wurde in beiden Modi gemessen. Zur Identifizierung eines
Metaboliten wurde zundchst die jeweilige Massenspur der exakten Masse aus dem Full-Scan
extrahiert und ein ,,Extracted Ion Chromatogram® (XIC) erzeugt. AnschlieBend wurde das
Pseudomolekiilion unter Beriicksichtigung typischer Adduktbildungen (z.B. [M+Na]",
[M+K]", [M+H+ACN]*, [M+HCOO], [M+CI]) ausgewdhlt und die potentielle
Summenformel auf Basis der Massenabweichung bestimmt.

Tab.1: HRMS-basierte Strukturcharakterisierung der AOH-Metaboliten, die von Tabak-, Soja- und
Weizenzellsuspensionskulturen gebildet wurden. Die grau hinterlegten Zeilen beinhalten die bereits mittels NMR-
Spektroskopie aufgeklarten Metaboliten. tg = Retentionszeit, DBA = Doppelbindungsiaquivalente, HRMS =
hochauflésende Massenspektrometrie

m/z m/z
Analyt ROAD [M+H]* [M-HT Summen- o Auftreten (HRMS) vermuteter Metabolit
(min)  (Da)* (Da)* formel Tabak Soja Weizen

AOH-1 80 583,1658 581,1512 Cy¢H3,015 12 + + + AOH-Dihexosid

AOH-2 - - 743,2040 CgpHu005 13 + - - AOH-Trihexosid

AOH-3 11,7 669,1662 667,1516 CyoH3,0;5 12 + + + AOH-Malonyldiglucosid

AOH-4 - - 743,2040 CgHu005 13 + - - AOH-Trihexosid

AOH-5 - 567,1709 - CyH3001 12 + - - AOH- Desoxyhexosylhexosid

AOH-6 - - 743,2040 C3HyOy 13 + - + AOH-Trihexosid

9-O-{B-D-

AOH-7 14,0 583,1658 581,1512 CyH3015 12 + + + Glucopyranosyl(1—6)-B-b-
Glucopyranosyl}AOH

AOH-8 - - 753,1520 CgzH3,0,; 16 + - + AOH-Dimalonyldiglucosid

AOH-9 14,6 - 757,1985 CieH3s015 18 + + + unbekannt

AOH-10 - - 743,2040 CgzHu005 13 + - - AOH-Trihexosid

AOH-11 - 567,1709  565,1563 CpH3z014 12 - - + AOH- Desoxyhexosylhexosid

AOH-12 - 553,1552  551,1407 CysHps014 12 + - + AOH-Pentosylhexosid
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m/z m/z

t + . - . Auftreten (HRMS
Analyt PP [M+H] [M-H] S:‘J(;Tr]mgln DBA ( ) vermuteter Metabolit

(min)  (Da)! (Da)* Tabak Soja Weizen
AOH-13 - 567,1709 - CyH30014 12 - - + AOH- Desoxyhexosylhexosid
AOH-14 - - 551,1407 CyHy0qn 12 - + + AOH-Pentosylhexosid
AOH-15 - - 581,1512 CoHapOrs 12 - ; + AOH-Dihexosid
AOH-16 - - 581,1512 CoHapOrs 12 - ; + AOH-Dihexosid
AOH-17 158 - 7571985 CaHaOrz 18 + ; + unbekannt
AOH-18 160 4211129 419,0984 CaHwOp 11  + ¥ ¥ HO e
AOH-19 163 4211129 419,0984 CyHxOp 11 + + + 3'0'&'3'6;\‘33&9“3”053’"
AOH-20 - 669,1662 667,1516 CyH3,045 12 + - + AOH-Malonyldiglucosid
AOH-21 - - 667,1516 CyH3,0;5 12 + - + AOH- Malonyldiglucosid

) 9-0O-(6°-O-Malonyl-B-p-

AOH-22 17,1 507,1133 505,0988 Cy,H,,0;3 13 + + + Glucopyranosyl)AOH
AOH-23 175 507,133 5050988 CyH»O;; 13 + + + EacaChataioivly g

Glucopyranosyl)AOH
+ AOH-Malonylhexosid

AOH-Acetylhexosid
AOH- Acetylhexosid
+ AOH

AOH-24 179 507,1133 505,0988 CyHx0,3 13
AOH-25 185 463,1235 461,1090 CypHx30,; 12
AOH-26 18,7 463,1235 461,1090 CypHx30,; 12

AOH 22,3 259,0601 257,0456 CyyH;00s 10

+ + + o+
+ + o+ o+
1

! Akkurate Massen (m/z) mit Massenabweichungen <8 ppm (MS).

Tab.2: HRMS-basierte Strukturcharakterisierung der AME-Metaboliten, die von Tabak-, Soja- und
Weizenzellsuspensionskulturen gebildet wurden. Die grau hinterlegten Zeilen beinhalten die bereits mittels NMR-
Spektroskopie aufgeklarten Metaboliten. tx = Retentionszeit, DBA = Doppelbindungsiquivalente, HRMS =
hochauflésende Massenspektrometrie

m/z m/z

t + : - . Auftreten (HRMS
Analyt P [M+H] [M-H] S:ﬂgmgr DBA ( ) vermuteter Metabolit
(min)  (Da)! (Da)* Tabak Soja Weizen
AME-1 - - 757,2197 CaHpOs 13 + - - AME-Trihexosid
AME-2 - 6831818 681,1673 CgHyO;5 14 + - - AME-Malonyldihexosid
AME-3 - - 757,2197 CaHpOs 13 + - - AME-Trihexosid
AME-4 - 477,1392 - CoHpOn 12 + + - AME-Acetylhexosid
AME-5 144 5971814 5951669 CyHgpO;5 12 + - - AME-Dihexosid
AME-6 -  769,1822 767,1677 CaHyOxn 16 + - - AME-Dimalonyldihexosid
AME-7 168 4351286 4331141 CyHpOp, 11+ ¥ ¥ 7'0"3'D'GA":\‘;|‘|’EW’"”°SV"
AME-8 - 567,1709 - Cy6H30014 12 - - + AME-Pentosylhexosid
AME-9 175  769,1822 - CaHzO0s 16 + + - AME-Dimalonyldihexosid
AME-

AME-10 - 581,1865 ) CaHa014 12 i i * Desoxyhexosylhexosid
AME-11 17,8 6831818 681,1673 CgyHyO;5 14 + - + AME-Malonyldihexosid
AME-12 190 4351286 433,1141 CyHpOi 11 + 4 + 3'°'B'D'GAL:\‘/’|°EPVW"°5V"

) 3-0-(6’-O-Malonyl-B-D-
AME-13 20,1 521,1290 519,1144 CypH,O.; 13 + + + Glucopyranosy)AME
AME-14 205 521,1290 - CoHpO13 13 + + - AME-Malonylhexosid

i 3-0-(4°-O-Malonyl-B-p-
AME-15 20,7 5211290 519,1144 CypH,O:;; 13 + + + GlucopyranosyJAME
AME-16 21,1 521,1290 - C24H24015 13 + + - AME-Malonylhexosid
AME-17 21,8  477,1392 - CoHpOn 12 + + + AME-Acetylhexosid

AME 27,0 2730758 2710612 CisHpOs 10 + + + AME

! Akkurate Massen (m/z) mit Massenabweichungen <8 ppm (MS).
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Durch den Vergleich der theoretischen und experimentellen Isotopenmuster konnte die
erhaltene Summenformel zusétzlich bestatigt werden. Spezifische Fragmentierungen, die
mittels ,,Information Dependent Analysis* (IDA) erhalten wurden, boten weitere Hinweise
auf die ldentitat des jeweiligen Metaboliten.

Die Analysen zeigten, dass neben den bereits bekannten Glucosiden, dem Diglucosid und den
Malonylglucosiden auch akkurate Massen, die mit den exakten Massen von Acetylhexosiden,
Trihexosiden, Malonyldihexosiden, Dimalonyldihexosiden, Pentosylhexosiden und Desoxy-
hexosylhexosiden Ubereinstimmen, gefunden werden konnten. Diese sollen im Folgenden
néher betrachtet werden. Die zugehoérigen MS/MS-Spektren der einzelnen Verbindungen
finden sich in Kapitel 10.2 (Abb. 57-Abb. 59).

Dihexoside

Zusatzlich zu dem bereits aufgeklarten AOH-Gentiobiosid wurden drei weitere AOH-
Dihexoside sowie ein AME-Dihexosid anhand der akkuraten Masse von 581,1512 Da
([AOH+2Hexosen-2H,0-H]") bzw. 595,1669 Da (JAME+2Hexosen-2H,0 -H]) und anhand
des Isotopenmusters bestimmt. Die Abspaltung einer Molekleinheit mit 324 Da, resultierend
in Fragmenten mit m/z 257 ([AOH-H]) bzw. m/z 273 ([AME+H]"), unterstiitzte diese
Annahme. Zwischen den verschiedenen MS/MS-Spektren der Dihexoside konnten
Unterschiede festgestellt werden. Bei den bei 7,7 und 15,3 Minuten eluierenden AOH-
Dihexosiden (AOH-1 und AOH-15) ist zusétzlich noch eine in einem m/z von 419
([AOH+Hexose-H,0O-H]") resultierende Fragmentierung erkennbar, wéahrend bei dem AOH-
Metaboliten (15,7 Minuten, AOH-16) und dem AME-Metaboliten keine Fragmentierung zu
einem AOH- bzw. AME-Hexosid zu erkennen ist. Mdglicherweise handelt es sich bei
letzteren um verknupfte Disaccharide, wahrend erstere an zwei verschiedenen Positionen mit
jeweils einer Hexose verknlpft sind. Fir eine eindeutige Identifizierung sind allerdings NMR-
spektroskopische Untersuchungen notwendig. Das bereits eindeutig aufgeklarte AOH-
Gentiobiosid wurde von allen drei Zellkulturen gebildet, ebenso wie das AOH-Dihexosid bei
7,7 Minuten (AOH-1). Im Gegensatz dazu wurden die zwei spater eluierenden Dihexoside nur
von den Weizenzellen und das AME-Dihexosid nur von den Tabakzellen gebildet.

Trihexoside

Die gezielte Suche nach Trihexosiden ergab, dass von den Tabakzellen vier verschiedene
AOH-Trihexoside (m/z 743,2040, [AOH+3Hexosen-3H,0-H]) gebildet wurden, von denen
eines auch in Weizenzellen vorkam. Des Weiteren wurden zwei AME-Trihexoside
(m/z 757,2197, [AME+3Hexosen-3H,0-H]") in den Tabakzellextrakten gefunden.

Wahrend die Produktionen-Spektren der drei AOH-Trihexoside der Tabakzellen lediglich
eine Massenabspaltung einer Molekileinheit mit 486 Da, resultierend in Fragmenten mit
m/z 257 (JAOH-H]) zeigten, war im Produktionenspektrum des vierten AOH-Trihexosids
(AOH-6), das auch von den Weizenzellen gebildet wurde, zusétzlich eine Abspaltung von
AOH (-258 Da), resultierend in einem m/z von 485 ([Trisaccharid-H,O-H]), zu erkennen.
Dies deutet darauf hin, dass ein Trisaccharid an eine Hydroxygruppe des AOH gebunden ist.
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In welcher Form die Hexosen bei den anderen drei AOH-Trihexosiden vorliegen, kann
hingegen nicht vorhergesagt werden.

Ebenso konnte im MS/MS-Spektrum des bei 12,2 Minuten eluierenden AME-Trihexosids
(AME-1) lediglich eine Abspaltung einer Molekileinheit mit 486 Da, resultierend in
Fragmenten mit einem m/z von 271 ([AME-H]’), beobachtet werden, wahrend bei dem spéater
eluierenden AME-Trihexosid (14,0 Minuten, AME-3) eine Abspaltung von AME (-272 Da)
zu Fragmenten mit einem m/z von 485 ([Trisaccharid-H,O-H]") beobachtet werden konnte.
Dies deutet ebenfalls darauf hin, dass ein Trisaccharid an eine Hydroxygruppe von AME
gebunden vorliegt.

Malonylhexoside

Zusétzlich zu den beiden bereits aufgeklarten AOH-Malonylglucosiden konnte in allen drei
Zellkulturen ein weiteres AOH-Malonylhexosid anhand der akkuraten Masse von
505,0988 Da ([AOH+Hexose-H,O+Malonyl-H]") und dem Isotopenmuster detektiert werden.
Im MS/MS-Spektrum der Verbindung war zunachst eine Abspaltung einer Molekdileinheit mit
44 Da, resultierend in Fragmenten mit m/z 461 (JAOH+Hexose-H,O+Acetyl-H]"), erkennbar.
Des Weiteren waren Abspaltungen von Molekileinheiten mit 86 Da (resultierend in
Fragmenten mit m/z 419 ([AOH+Hexose-H,0O-H]")) und 248 Da (resultierend in Fragmenten
mit m/z 257 ([AOH-H])) zu sehen, die ein weiteres Indiz dafur sind, dass es sich um ein
Malonylhexosid handelt. Genaue Verkniipfungspositionen kénnen allerdings mittels HRMS-
Messungen nicht bestimmt werden und missen mittels NMR-Spektroskopie ermittelt werden.

Auch aus den Inkubationsansdtzen mit AME konnten zwei weitere Malonylhexoside anhand
der akkuraten Masse 521,1290 Da ([AOH+Hexose-H,O+Malonyl+H]") und dem
Isotopenmuster detektiert werden. Die MS/MS-Spektren beider Verbindungen zeigten eine
charakteristische Abspaltung von Anhydromalonylhexose (-248 Da) zu Fragmenten mit
m/z 273 ([AME+H]"), wobei die Verkniipfungsposition jedoch nicht bestimmt werden kann.
Beide Verbindungen wurden sowohl von Tabak- als auch von Sojazellen gebildet, jedoch
nicht von den Weizenzellen.

Acetylhexoside

Jeweils zwei Acetylhexoside wurden anhand der akkuraten Massen 463,1235 Da
([AOH+Hexose-H,0+Acetyl+H]") bzw. 477,1392 Da ([AME+Hexose-H,0+Acetyl+H]") und
anhand des Isotopenmusters als Metaboliten von AOH und AME bestimmt. Die UV-Spektren
von drei der vier Verbindungen zeigten charakteristische Maxima von AOH bzw. AME. Die
Intensitat im UV-detektierten Chromatogramm war flr eines der beiden AME-Acetylhexoside
zu gering, um ein UV-Spektrum zu erhalten. Bei allen vier Metaboliten konnten im MS/MS-
Spektrum Abspaltungen von Anhydroacetylhexose (-204 Da) zu Fragmenten mit m/z 257
([AOH-H]) bzw. m/z 273 (JAME+H]") beobachtet werden. Dies ist ein weiterer Hinweis
dafr, dass es sich um Acetylhexoside handelt. Uber die Verkniipfungsstellen kann mittels
HRMS allerdings keine eindeutige Aussage getroffen werden. In den Tabak- und Sojazellen
kamen alle vier Acetylhexoside vor, wahrend in den Weizenzellen lediglich ein AME-
Acetylhexosid in geringen Mengen detektiert werden konnte.
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Malonyldihexoside

Neben der Bildung von Malonylglucosiden sind ebenso Malonyldihexoside als AOH- bzw.
AME-Metaboliten denkbar. Daher wurde eine gezielte Suche nach m/z 667,1516
([AOH+2Hexosen-2H,0+Malonyl-H]) und m/z 681,1673 (JAME+2Hexosen-2H,0+
Malonyl-H]) durchgefiihrt. Diese zeigte das Vorliegen von drei Malonyldihexosiden fiir
AOH und von zwei Malonyldihexosiden fir AME. Lediglich das bei 11,7 Minuten eluierende
AOH-Malonyldihexosid (AOH-3) wurde in allen drei Zellkultursystemen gebildet. Die
restlichen Malonyldihexoside von AOH und AME wurden alle in den Tabakzellextrakten
gefunden. Diese waren auch bis auf das AME-Dimalonylhexosid bei 13,3 Minuten (AME-2)
in den Weizenzellextrakten vorhanden. Die Identitat der Malonylhexoside wurde sowohl
anhand der jeweiligen Isotopenmuster als auch anhand der Abspaltungen von
Anhydromalonyldihexose (-410 Da) bestatigt. Des Weiteren konnten bei zwei der AOH-
Malonyldihexosiden (AOH-3, AOH-20) sowie bei einem der AME-Malonyldihexosiden
(AME-2) Abspaltungen von Anhydromalonylhexose (-248 Da), resultierend in Fragmenten
mit m/z 419 bzw. 435, beobachtet werden. Das bei 17,8 Minuten eluierende AME-
Malonyldihexosid (AME-11) zeigte eine Abspaltung einer Molekileinheit mit 162 Da,
resultierend in Fragmenten mit m/z 521. Im Gegensatz dazu waren bei dem MS/MS-Spektrum
des bei 16,8 Minuten eluierenden AOH-Malonyldihexosids (AOH-21) keine Fragmente von
AOH-Hexosid oder AOH-Malonylhexosid erkennbar. Dies deutet darauf hin, dass bei
AOH-21 ein malonyliertes Disaccharid an eine Hydroxygruppe gebunden ist, wohingegen bei
den anderen Malonyldihexosiden (AOH-3, AOH-20, AME-11) eine Verknipfung an zwei
verschiedenen Hydroxygruppen denkbar ist. Eine eindeutige Aussage uber die Verkniipfungs-
positionen ist jedoch wiederum nur mittels NMR-Spektroskopie maglich.

Dimalonyldihexoside

Mittels gerichteter Analyse konnten fir AOH ein (m/z 753,1520 Da, [AOH+2Hexosen-
2H,0+2Malonyl-H]) und fur AME zwei Dimalonyldihexoside (m/z 769,1822 Da,
[AME+2Hexosen-2H,0+2Malonyl+H]") als pflanzliche Metaboliten detektiert werden.
Sowohl die Isotopenmuster als auch die Abspaltungen von Anhydromalonylhexose (-248 Da)
und Anhydrodimalonyldihexose (-496 Da) im MS/MS-Spektrum sprechen dafir, dass es sich
um Dimalonyldihexoside handelt. Das AOH-Dimalonyldihexosid konnte sowohl in den
Tabak- als auch in den Weizenzellextrakten detektiert werden. Beide AME-Dimalonyl-
dihexoside waren in den Tabakzellextrakten vorhanden, wohingegen nur das bei 17,6 Minuten
eluierende AME-Dimalonyldihexosid (AME-9) auch in den Sojazellen gefunden wurde. In
den Weizenzellen wurden keine AME-Dimalonyldihexoside unter den eingesetzten
Inkubations- und Extraktionsbedingungen nachgewiesen. Fir weitere Strukturinformationen
werden groRere Substanzmengen fur NMR-spektroskopische Untersuchungen benétigt.

Pentosylhexoside

Die mittels HRMS detektierten Chromatogramme der Pflanzenzellkulturextrakte wurden auch
auf das Vorkommen von Pentosylhexosiden untersucht. In den Extrakten der mit AOH
inkubierten Pflanzenzellen konnten zwei verschiedene Pentosylhexoside (m/z 551,1407 Da,
[AOH+Hexose-H,O+Pentose-H,O-H]) gefunden werden, wahrend von den mit AME
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inkubierten Pflanzenzellen lediglich ein Pentosylhexosid (m/z 567,1709 Da, [AME+Hexose-
H,O+Pentose-H,0+H]") gebildet wurde. Dies wurde anhand der Isotopenmuster und der
Abspaltung einer Molekuleinheit mit 294 Da (Hexose + Pentose) im MS/MS-Spektrum
bestatigt. Aufgrund keiner einzelnen Abspaltung von Hexose oder Pentose in den MS/MS-
Spektren der AOH-Pentosylhexoside ist das Vorhandensein eines Disaccharids
wahrscheinlich. Hingegen konnte im MS/MS-Spektrum des AME-Pentosylhexosids eine
Abspaltung einer Molekileinheit mit 132 Da (Pentose), resultierend in Fragmenten mit
m/z 435 (AME-Hexosid) beobachtet werden. Daher ist bei dem AOH-Pentosylhexosid auch
eine Verknipfung der Monosaccharide an zwei verschiedenen Hydroxygruppen vorstellbar.
Allerdings misste dies NMR-spektroskopisch bestétigt werden. Alle drei Pentosylhexoside
wurden in den Weizenzellen gebildet. In den Tabak- und Sojazellen konnte lediglich jeweils
ein AOH-Pentosylhexosid detektiert werden.

Desoxyhexosylhexoside

Eine weitere gerichtete Analyse nach Desoxyhexosylhexosiden von AOH und AME zeigte fur
AOH drei entsprechende Metaboliten (m/z 567,1709 Da, [AOH+Hexose+Desoxyhexose-
2H,0+H]") und fir AME einen Metaboliten (m/z581,1865 Da, [AME+Hexose+
Desoxyhexose-2H,0+H]"), die anhand des Isotopenmusters und der Abspaltung
einer Molekdleinheit mit 308 Da (Desoxyhexose+Hexose) im MS/MS-Spektrum identifiziert
wurden. In dem Sojazellextrakt konnte keine der genannten Verbindungen beobachtet
werden, wohingegen im Tabakzellextrakt ein AOH-Desoxyhexosylhexosid detektiert wurde.
Die restlichen zwei AOH- und das AME-Desoxyhexosylhexosid wurden im Weizenzell-
extrakt detektiert. Interessanterweise unterscheiden sich die MS/MS-Spektren der
Verbindungen aus den Weizenzellen und dem AOH-Desoxyhexosylhexosid aus den
Tabakzellen. Das AOH-Desoxyhexosylhexosid der Tabakzellen (AOH-5) weist zunéchst eine
Abspaltung einer Molekileinheit mit 162 Da (Hexose) auf und anschliefend mit 146 Da
(Desoxyhexose), resultierend in Fragmenten mit m/z 405 ([AOH+Desoxyhexose-2H,0+H]")
und m/z 259 ([AOH+H]"). Im Gegensatz dazu ist bei allen Desoxyhexosylhexosiden der
Weizenzellen zundchst eine Abspaltung einer Molekuleinheit mit 146 Da zu Fragmenten der
jeweiligen Hexoside und anschlielend eine Abspaltung einer Molekileinheit mit 162 Da zu
den Fragmenten [AOH+H]" bzw. [AME+H]" zu sehen. Dies deutet auf strukturelle
Unterschiede hin, je nachdem von welcher ,,Pflanze“ das Desoxyhexosylhexosid gebildet
wird. Fir weitere  Strukturinformationen sind allerdings NMR-spektroskopische
Untersuchungen notig.

Unbekannte Metaboliten

Eine ungerichtete Analyse ergab zwei weitere bislang unbekannte AOH-Metaboliten, die
beide sowohl in Tabak- als auch in Weizenzellen vorkommen. Einer der beiden Metaboliten
wird auch von Sojazellen gebildet. Die UV-Spektren beider Substanzen weisen
charakteristische Maxima fir AOH auf. Des Weiteren konnten ein m/z von 757,1985 Da, ein
DBA von 18 und daraus resultierend eine Summenformel von CzsHzs015 fiir die unbekannte
Substanz  ermittelt werden. Das MS/MS-Spektrum zeigt jeweils Abspaltungen
einer Molekdleinheit mit 258 Da, resultierend in Fragmenten mit m/z 499, und eine weitere
Abspaltung einer Molekdleinheit mit m/z 242 Da, resultierend in Fragmenten mit m/z 257
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([AOH-H]). Da das Fragmentierungsmuster nicht auf Kohlenhydratbasierte Metaboliten
hinweist und auch weitere haufig vorkommende Konjugate ausgeschlossen werden konnten,
kann die Struktur der Verbindungen an dieser Stelle nicht weiter aufgeklart werden. Auch
hierfir bedarf es NMR-spektroskopischer Analysen.

Zusammenfassung

Es lasst sich zusammenfassen, dass Glykosylierungen und Malonylkonjugationen sowie
Acetylierungen in Tabak-, Soja- und Weizenzellen die wichtigsten Biotransformationswege
darstellen, um AOH und AME zu entgiften. AulRerdem fallt auf, dass AOH in den Tabak- und
Weizenzellen umfangreich metabolisiert wird (Bildung von 21 bzw. 20 Metaboliten),
wohingegen in den Sojazellen lediglich 13 Metaboliten gebildet wurden. Im Gegensatz dazu
wurde AME in den Tabakzellen zu 15 Metaboliten umgesetzt, wogegen in den Soja- und
Weizenzellen lediglich 9 Metaboliten detektiert werden konnten. Uber die Identitat der
verknupften Zucker in den mittels HRMS aufgeklarten Strukturen lassen sich an dieser Stelle
nur Vermutungen aufstellen. Typischerweise werden Fremdstoffe zur Detoxifizierung mit der
Hexose Glucose konjugiert. Darliber hinaus werden pflanzeneigene Stoffe wie beispielsweise
Flavonoide h&ufig auch mit Rhamnose, Galactose, Arabinose oder Xylose zur Speicherung
verknupft. Daher liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei den mittels HRMS aufgeklarten
Metaboliten um Acetylglucoside, Triglucoside, Malonyldiglucoside, Dimalonyldiglucoside,
Pentosylglucoside (eventuell Arabinosyl- oder Xylosyl-) und Rhamnosylglucoside
(Rutinoside) handelt (Tiwari et al., 2013). Fir eine eindeutige Identifizierung aller
Metaboliten bedarf es allerdings NMR-spektroskopischer Analysen, um Kohlenhydrattyp, vor
allem jedoch Verknupfungspositionen sowie Konfigurationen zu ermitteln.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass eine grofie Bandbreite verschiedenster Konjugate gebildet
wird, die bei der Sicherheitsbewertung von mykotoxinbelasteten Lebens- und Futtermitteln
beachtet werden sollten.

4.1.1.4 Semiquantitative Analyse der pflanzlichen AOH- und AME-Metaboliten

Wie bereits in Kapitel 3.2.3 beschrieben, gestaltet sich die Quantifizierung von AOH- und
AME-Metaboliten als schwierig, da bislang noch keine Standardsubstanzen fiir die neu
aufgeklarten Metaboliten zur Verfigung stehen. Daher wurde in diesem Versuch eine UV-
basierte semiquantitative Abschdtzung auf Basis der molaren Extinktionskoeffizienten von
AOH bzw. AME durchgefiihrt. Da viele der Metaboliten nur in Spuren enthalten waren und
die Bestimmungsgrenze zu hoch war, konnten einige der Metaboliten nicht bei der
Quantifizierung miteinbezogen werden.

Abb. 22 zeigt S&ulendiagramme mit den jeweiligen Peakflachenverteilung der Haupt-
metaboliten von AOH (Abb. 22 A) und AME, die in den drei Pflanzenzellsuspensionskulturen
gebildet wurden (Abb.22 B). Dabei fallen pflanzenspezifische Unterschiede auf.
Beispielsweise werden in Sojazellen bevorzugt AOH-Malonylglucoside gebildet, wahrend in
Tabak- und Weizenzellen mehr als die Hélfte der Metaboliten nicht-malonyliert vorliegen.
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Abb. 22: Peakfldchenverteilung der AOH-Metaboliten (A) und AME-Metaboliten (B) in den Tabak-, Soja- und
Weizenzellkulturen.
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Des Weiteren zeichnen sich die in der Tabakzellkultur gebildeten Metaboliten dadurch aus,
dass bevorzugt die Hydroxygruppe an Position 9 des AOH glucosyliert wird, wahrend in den
Soja- und Weizenzellkulturen ein groRerer Anteil der Metaboliten (Glucoside und
Malonylglucoside) an Position 3 glucosyliert wurde. Dies kann auf pflanzenspezies-
spezifische Unterschiede in der Enzymausstattung, Enzymspezifitdt oder Enzymaktivitét
zuruckgefuhrt werden. Im Gegensatz dazu zeigt sich in den mit AME inkubierten Tabakzellen
eine sehr dhnliche Metabolitenverteilung wie in den Sojazellen. Mit 70 bzw. 72 % stellt das
AME-6‘-Malonyl-3-Glucosid den Hauptmetaboliten dar. Bei den Weizenzellen ist das
Metabolitenprofil von AME dem von AOH in der gleichen Zellkultur sehr &hnlich. Im
Gegensatz zu den anderen beiden Zellkulturen setzt sich der Hauptanteil der AME-
Metaboliten in den Weizenzellen aus den beiden Glucosiden zusammen.

Die nach semiquantitativer Auswertung bestimmten Wiederfindungen fur das eingesetzte
AOH bzw. AME in Form ihrer Metaboliten bzw. in freier Form sind in Tab. 3 dargestellt.

Tab. 3: Wiederfindung der im Zellkulturversuch eingesetzten AOH- bzw. AME-Menge in Tabak-, Soja- und
Weizenzellen sowie deren Medien

Wiederfindung der im Zellkulturversuch ~ Wiederfindung der im Zellkulturversuch

eingesetzten AOH-Menge (%) eingesetzten AME-Menge (%)
Tabak 78 37
Soja 15 18
Weizen 28 15

Wahrend sich im Extrakt sowie im Medium der mit AOH inkubierten Tabakzellen 78 % der
eingesetzten AOH-Menge als Summe der Metaboliten wiederfinden lasst, konnten in den
Soja- und Weizenzellen lediglich 15 bzw. 28 % semiquantitativ bestimmt werden. Ebenso
wurde bei den mit AME inkubierten Tabak-, Soja- und Weizenzellen eine relativ geringe
Gesamtwiederfindung von AME in Form der Metaboliten bzw. als freies AME ermittelt.
Mogliche Ursachen hierflr konnen unter anderem die Quantifizierung auf Basis des molaren
Extinktionskoeffizienten von AOH bzw. AME oder die schlechte Loslichkeit der Mykotoxine
sein, sodass trotz Optimierung mit den verwendeten Extraktions- und Losungsmitteln nicht
alle Metaboliten erfasst wurden. Eine weitere Maoglichkeit ist allerdings auch die Einlagerung
der Mykotoxine in die Zellwand unter Bildung unléslicher Konjugate (Kapitel 4.5) sowie ein
eventueller Abbau der Mykotoxine zu unbekannten, hier nicht detektierten Substanzen.
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4.1.2 Pflanzliche Konjugate von ZEN
4.1.2.1 Metabolitenprofile der verschiedenen Zellsuspensionskulturen

Ebenso wie bei den Versuchen mit AOH bzw. AME wurden die mit ZEN inkubierten in
Suspension vorliegenden Tabak-, Soja- und Weizenzellen vom Medium getrennt und
extrahiert. Sowohl die Inkubationsmedien als auch die Zellextrakte wurden anschlieRend
mittels LC-DAD-MS analysiert. In den Inkubationsmedien waren nur noch Spuren von ZEN
messbar, weshalb von einer relativ guten Mykotoxinaufnahme in die Zellen ausgegangen
werden kann. In den Zellextrakten waren auf3erdem nur noch Spuren von parentalem ZEN
vorhanden, was auf eine nahezu vollstdndige Metabolisierung schlielen lasst. Allerdings
konnten in den Inkubationsmedien ZEN-Metaboliten detektiert werden, die vermutlich von
den Zellen wieder ausgeschieden wurden.

In Abb. 23 sind die Metabolitenprofile von ZEN in den Extrakten aus Tabak-, Soja- und
Weizenzellen bei 280 nm (Abb. 23 A) und 239 nm (Abb. 23 B) dargestellt. Ebenso wie bei
AOH und AME sind pflanzenspezifische Unterschiede im Metabolitenprofil zu erkennen.
Sowohl quantitativ als auch qualitativ konnten unterschiedliche Metaboliten in den
verschiedenen Pflanzenzellkulturen detektiert werden. Die Tabakzellen bildeten im Vergleich
zu den Soja- bzw. Weizenzellen ahnlich wie bei den Inkubationen mit AOH bzw. AME die
groliten Mengen an ZEN-Metaboliten. Fir die Strukturaufklarung mittels NMR-
Spektroskopie bietet sich somit die Tabakzellkultur zur Erzeugung grofierer Mengen an
Metaboliten an.
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Abb. 23: HPLC-Profile von ZEN-Metaboliten in Zellextrakten aus Tabak-, Soja- und Weizenzellsuspensionskulturen
nach neuntégiger Inkubation (UV-Detektion bei 280 nm (A) und 239 nm (B)). Die gekennzeichneten Peaks stellen die
Hauptmetaboliten von ZEN (a-d) dar.

Allerdings konnten in den Extrakten der Soja- und Weizenzellen zusétzliche Metaboliten
anhand der Massenspuren identifiziert werden, weshalb auch Soja- und Weizenzellkulturen
im grolReren Malstab mit ZEN inkubiert wurden und deren Extrakte mit den Tabakzell-
extrakten flr die chromatographische praparative Aufreinigung vereinigt wurden. Bezlglich
der Intensitaten der einzelnen Peaks ist auf’erdem zu beachten, dass diese je nach gewahlter
Wellenlange unterschiedlich stark ausgeprégt sind (Abb. 23 A und B). Dies resultiert aus den
unterschiedlichen Absorptionsspektren der Metaboliten (Abb. 24).
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Abb. 24: UV-Spektren von ZEN (lila) und dem ZEN-Metaboliten (Peak a) (grun).

Im Gegensatz zu den Absorptionsspektren der AOH- und AME-Metaboliten, beeinflusst die
Verknupfungsposition z.B. von Zuckern das Absorptionsspektrum von ZEN, weshalb eine
Quantifizierung auf Basis des Absorptionsmaximums von ZEN bei 280 nm unter der
Annahme ahnlicher Extinktionskoeffizienten nicht mdglich ist. ZEN weist Absorptions-
maxima bei ca. 239 nm, 274 nm und 314 nm auf (Abb. 24), wéhrend beispielsweise einer der
ZEN-Metaboliten (Peak a) zwei Absorptionsmaxima bei ca. 239 nm und 298 nm aufweist.
Daher wurde fur die semiquantitative Analyse eine Kalibrierung mit ZEN bei 239 nm
durchgefuhrt (Kapitel 4.1.2.4).

Fur eine erste Charakterisierung der ZEN-Metaboliten wurden die LC-DAD-MS-Daten
herangezogen. Anhand der m/z-Verhéltnisse sowie der Fragmentierungen im MS?Modus der
intensitatsstarkeren Peaks konnten die Peaks a—d als ZEN-Hexoside (a und c) und ZEN-
Malonylhexoside (b und d) identifiziert werden. In der Literatur wurden bereits zwei ZEN-
Hexoside als ZEN-14- und ZEN-16-Glucosid eindeutig identifiziert (Kamimura, 1986;
Kovalsky Paris et al., 2014; Borzekowski et al., 2018). Im Gegensatz dazu konnten
Malonylglucoside bisher nur mittels massenspektrometrischer Analyse charakterisiert, jedoch
nicht eindeutig identifiziert werden. Da dementsprechend keine Referenzsubstanzen fir die
Identifizierung zur Verfugung standen, wurden NMR-spektroskopische Analysen von allen
Verbindungen durchgefuhrt, die in ausreichender Menge préparativ gewonnen werden
konnten, um Verknupfungsarten und -positionen sowie die Zuckerart zu bestimmen
(Kapitel 4.1.2.3). Des Weiteren konnten mithilfe von HRMS-Untersuchungen weitere
Metaboliten, die in geringeren Konzentrationen gebildet wurden, charakterisiert werden
(Kapitel 4.1.2.2).

4.1.2.2 HRMS-Analyse der Zellsuspensionskultur-Extrakte

Mittels HRMS-Analyse konnten insgesamt 27 pflanzliche Metaboliten von ZEN detektiert
werden. Tab. 4 zeigt eine Ubersicht tiber die in den drei verschiedenen Pflanzenzell-
suspensionskulturen gebildeten Metaboliten. Ebenso wie bei AOH und AME erfolgte die
Datenanalyse sowohl gezielt als auch ungezielt. Unter Beriicksichtigung des detektierten m/z
sowie mdoglicher Addukte, des Isotopenmusters und spezifischer Fragmentierungen wurden
die jeweiligen Verbindungen charakterisiert.
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Tab. 4: HRMS-basierte Strukturcharakterisierung von ZEN-Metaboliten, die in Tabak-, Soja- und
Weizenzellsuspensionskulturen gebildet wurden. Die grau hinterlegten Zeilen beinhalten die mittels NMR-
Spektroskopie aufgeklarten Metaboliten. tg = Retentionszeit, DBA = Doppelbindungsaquivalente, HRMS =
hochauflésende Massenspektrometrie

m/z m/z
Analyt E?h[)iﬁ[)) [M+H]" [M-HJ S?ggmgr " ppa _ Auftreten (HRMS) vermuteter Metabolit
(Da)* (Da)* Tabak Soja Weizen
ZEN-1 - - 643,2608 C30H44015 9 + - - ZEL-Dihexosid
ZEN-2 - - 643,2608  C3zgHy4015 9 + - + ZEL-Dihexosid
ZEN-3 - 8053125 803,2980  CgHs0, 11 + - - ZEN-Trihexosid
ZEN-4 245 4832225  481,2080 C24H34049 8 + + + ZEL-Hexosid
ZEN-5 - 729,2601  727,2455 Cas3H44015 12 + - + ZEN-Malonyldihexosid
ZEN-6 254 4832225 481,2080 CyH30, 8 + + + ZEL-Hexosid
ZEN-7 26,3 643,2597 641,2451 C3H42015 10 + - + ZEN-Dihexosid
ZEN-8 - - 613,2502 CioH42014 9 - - + ZEL-Pentosylhexosid
ZEN-9 - - 803,2080  CgHs0y 11 - - + ZEN-Trihexosid
ZEN-10 - - 627,2659 C30H44014 9 - - + ZEL-Desoxyhexosylhexosid
ZEN-11 - 613,2491  611,2346 CooH40014 10 + - + ZEN-Pentosylhexosid
ZEN-12 27,8 569,2229 567,2083 Cy7H36013 10 + + + ZEL-Malonylhexosid
ZEN-13 - - 803,2980 Cs6Hz5204 11 - - + ZEN-Trihexosid
ZEN-14 - - 567,2083 Cy7H35013 10 + - + ZEL-Malonylhexosid
ZEN-15 - - 641,2451 C3H42015 10 - - + ZEN-Dihexosid
ZEN-16 30,4 481,2069 479,1923  CyH3504 9 + + + ZEN-Hexosid
ZEN-17 31,2 569,2229  567,2083 Cy7H35013 10 + + ZEL-Malonylhexosid
ZEN-18 - - 481,2080 C24H34019 8 + - + ZEL-Hexosid
ZEN-19 - 627,2648  625,2502 C30H42014 10 - - + ZEN-Desoxyhexosylhexosid
ZEN-20 - - 611,2346 CooH40014 10 + - + ZEN-Pentosylhexosid
ZEN-21 32,2 - 641,2451 C39H4,045 10 - - + ZEN-Dihexosid
ZEN-22 32,4 567,2072  565,1927 Cy7H34015 11 T + + ZEN-Malonylhexosid
ZEN-23 33,3 - 567,2083 Cy7H36013 10 + + + ZEL-Malonylhexosid
ZEN-24 33,9 481,2069 479,1923  CyH3,04 9 + + + ZEN-Hexosid
ZEN-25 - 7292601  727,2455  CggHuOr5 12 - - + ZEN-Malonyldihexosid
ZEN-26 355 567,2072 567,2083  CyH30;3 11 + + + ZEN-Malonylhexosid
ZEN-27 - - 521,2029 Cu6H34011 10 + + + ZEN-Acetylhexosid
ZEN 41,2 319,1540  317,1395 CygH5,05 8 + + + ZEN

! Akkurate Massen (m/z) mit Massenabweichungen <8 ppm (MS).

Mithilfe gerichteter sowie ungerichteter Datenanalyse konnten Hexoside, Di- und
Trihexoside, Acetyl- und Malonylhexoside, Malonyldihexoside, Pentosylhexoside und
Desoxyhexosylhexoside identifiziert werden, welche im Folgenden ndher betrachtet werden.
Die zugehorigen MS/MS-Spektren der einzelnen Verbindungen finden sich in Kapitel 10.2
(Abb. 60 und Abb. 61).

Hexoside

Mittels gerichteter Analyse konnten insgesamt zwei ZEN-Hexoside (m/z 479,1923,
[ZEN+Hexose-H,0-H]") sowie drei ZEL-Hexoside (m/z 481,2080, [ZEL+Hexose-H,0-H])
detektiert werden. Sowohl die Isotopenmuster der Verbindungen als auch die Abspaltung
einer Molekdileinheit mit 162 Da (Hexose) im MS/MS-Spektrum bestétigen das Vorhanden-
sein von Hexosiden. Die beiden ZEN-Hexoside entsprechen den Peaks a und ¢ in Abb. 23, die
in allen drei Zellkultursystemen gebildet wurden. Sie konnten in ausreichender Menge fur

69



4 Ergebnisse und Diskussion

NMR-spektroskopische Analysen gewonnen werden. Deren eindeutige Identifizierung als
ZEN-14-Glucosid und ZEN-16-Glucosid ist in Kapitel 4.1.2.3 beschrieben. Im Gegensatz
dazu wurden die drei ZEL-Hexoside in geringeren Mengen gebildet. Die beiden ,,frith*
eluierenden ZEL-Hexoside (24,5 und 25,4 Minuten, ZEN-4 und ZEN-6) konnten in allen drei
Zellkultursystemen nachgewiesen werden, wohingegen das spater eluierende ZEL-Hexosid
(31,7 Minuten, ZEN-18) lediglich in den Tabak- und Weizenzellextrakten detektiert werden
konnte. Beide ZEL-Hexoside weisen ein ahnliches UV-Spektrum wie das ZEN-16-Glucosid
auf (Absorptionsmaxima bei ca. 260 und 300 nm). Davon unterscheidet sich allerdings das
UV-Spektrum des ZEN-14-Glucosids (Absorptionsmaxima bei ca. 270 und 315 nm). Dies
lasst die Vermutung zu, dass die Hexose in den ZEL-Hexosiden an Position 16 gebunden ist.
Eine Identifizierung des a- oder B-ZEL-Stereoisomers bei den ZEL-Hexosiden ist aufgrund
fehlender Standardsubstanzen nicht mdglich. NMR-spektroskopische Untersuchungen
konnten aufgrund Substanzmangels von den ZEL-Hexosiden nicht durch-gefihrt werden.

Dihexoside

Neben den Hexosiden konnten auch drei Dihexoside von ZEN (m/z641,2451,
[ZEN+2Hexosen-2H,0-H]") und zwei Dihexoside von ZEL (m/z 643,2608, [ZEN+2Hexosen-
2H,0-H]") nachgewiesen werden. Wahrend in den Sojazellen keine Dihexoside gebildet
wurden, wurden in den Extrakten der Tabakzellen beide ZEL-Dihexoside sowie ein ZEN-
Dihexosid gefunden. Die Weizenzellen bildeten ein ZEL-Dihexosid sowie alle drei ZEN-
Dihexoside. Die MS/MS-Spektren aller funf Verbindungen zeigten die Abspaltung
einer Molekdleinheit mit 324 Da (auf Hexose basierendes Disaccharid), resultierend in
Fragmenten mit m/z 317 ([ZEN-H]") bzw. m/z 319 ([ZEL-H]"). Weitere Abspaltungen konnten
nicht beobachtet werden, was auf das Vorliegen von Disacchariden hindeutet. Eindeutige
Strukturinformationen kénnen allerdings nur mittels NMR-Spektroskopie gewonnen werden,
woflr groRere Substanzmengen bendtigt werden.

Trihexoside

Die gezielte Suche nach Trihexosiden zeigte das Vorliegen eines ZEN-Trihexosids in dem
Tabakzellextrakt sowie von zwei ZEN-Trisacchariden in dem Weizenzellextrakt
(m/z 803,2980, [ZEN+3Hexosen-3H,0-H]). Die experimentellen und berechneten Isotopen-
muster stimmen (berein. In Sojazellen konnten hingegen keine Trihexoside gefunden werden.
Die MS/MS-Spektren der ZEN-Trihexoside zeigten alle eine Abspaltung von Molekil-
einheiten mit 486 Da (auf Hexose basierendes Trisaccharid), resultierend in Fragmenten mit
m/z 317 ([ZEN-H]’), weshalb davon ausgegangen werden kann, dass es sich um ZEN-
Trisaccharide handelt. Weitere Aussagen Uber die Strukturen kénnen mittels der HRMS-
Analyse allerdings nicht getroffen werden.

Acetylhexoside

In allen drei Zellkulturen konnte eine akkurate Masse von 521,2029 Da ([ZEN+Acetyl+
Hexose-H,0-H]) bei 36,3 Minuten detektiert werden. Aufgrund des Isotopenmusters und der
Abspaltung von Anhydroacetylhexose (-204 Da), resultierend in Fragmenten mit m/z 317
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([ZEN-HY), ist davon auszugehen, dass ein ZEN-Acetylhexosid vorliegt. Da dieses allerdings
nur in Spuren vorkam, konnte keine NMR-spektroskopische Analyse durchgefiihrt werden.

Malonylhexoside

Insgesamt konnten mittels gerichteter Analyse zwei ZEN-Malonylhexoside (m/z 565,1927,
[ZEN+Malonyl+Hexose-H,O-H]) sowie vier ZEL-Malonylhexoside (m/z 567,2083,
[ZEL+Malonyl+Hexose-H,0-H]") detektiert werden. Wéhrend alle sechs Verbindungen in
den Tabak- und Weizenzellen gebildet wurden, konnten in dem Sojazellextrakt zwar alle
ZEN-Malonylhexoside, allerdings nur drei der vier ZEL-Malonylhexoside gefunden werden.
Anhand der Isotopenmuster der Verbindungen sowie anhand der Abspaltung von Anhydro-
malonylglucose (-248 Da) zu Fragmenten mit m/z 317 bzw. 319 ([ZEN-H] bzw. [ZEL-H])
im MS/MS-Spektrum konnte die Identitdt als Malonylhexoside bestatigt werden. Die
MS/MS-Spektren zeigten auBerdem eine Abspaltung von CO, (-44 Da) zu Fragmenten mit
m/z 521 bzw. 523 ([ZEN+Acetyl+Hexose-H,O-H] bzw. [ZEL+Acetyl+Hexose-H,0-H]).
Die beiden ZEN-Malonylhexoside (Peak b und d aus Abb. 23) wurden in ausreichender
Menge flir NMR-spektroskopische Analysen gebildet, sodass diese als ZEN-6‘-Malonyl-16-
Glucosid und ZEN-6°-Malonyl-14-Glucosid identifiziert werden konnten (Kapitel 4.1.2.3).

Fur drei der vier ZEL-Malonylhexoside konnten aufgrund ausreichender Konzentration UV-
Spektren erhalten werden. Ein Vergleich der UV-Spektren der drei ZEL-Malonylhexoside mit
den beiden identifizierten ZEN-Malonylglucosiden zeigt, dass die beiden friher eluierenden
ZEL-Malonylhexoside (bei 27,8 und 31,2 Minuten, ZEN-12 und ZEN-17) d&hnliche
Absorptionsmaxima (ca. 265nm und 402 nm) wie das ZEN-6°‘-Malonyl-16-Glucosid
aufweisen. Im Gegensatz dazu zeigt das spater eluierende ZEL-Malonylhexosid (bei
33,3 Minuten, ZEN-23) ahnliche Absorptionsmaxima wie das ZEN-6°-Malonyl-14-Glucosid
(ca. 270 nm und 316 nm). Mdglicherweise lasst dies auf die jeweiligen Verknlpfungs-
positionen (14 oder 16) schlieBen. Anknupfende NMR-Analysen ermdéglichen in diesem
Zusammenhang klarere Aussagen ber die Verknipfungspositionen sowie Uber die Stereo-
isomerie der ZELs. Hierflr bedarf es allerdings groRerer Substanzmengen.

Malonyldihexoside

Neben der Bildung von Malonylhexosiden konnte auch die Bildung von zwei ZEN-
Malonyldihexosiden (m/z 727,2455, [ZEN+Malonyl+2Hexosen-2H,O-H]) in Weizenzellen
beobachtet werden, von denen eines auch in Tabakzellen gebildet wurde. Die MS/MS-
Spektren der beiden Verbindungen zeigten beide eine Abspaltung von Anhydromalonyl-
dihexose (-410 Da) zu Fragmenten mit m/z 317 ([ZEN-H]’). Das ZEN-Malonyldihexosid, das
sowohl von den Tabak- als auch von den Weizenzellen gebildet wurde (ZEN-5), zeigt
zusétzlich eine Abspaltung einer Hexose und von CO; (-206 Da) zu Fragmenten mit m/z 521
([ZEN+Acetyl+Hexose-H,0O-H]"). Dieses Fragmention trat auch bei der Fragmentierung von
den ZEN-Malonylglucosiden auf. Da im MS/MS-Spektrum des ZEN-Malonyldihexosids, das
ausschlieBlich von den Weizenzellen gebildet wurde, keine Hexose-Abspaltung beobachtet
wurde, ist von strukturellen Unterschieden bezuglich der Verknupfungspositionen der
Hexosen auszugehen. Maoglicherweise handelt es sich bei dem von Tabak- und Weizenzellen
gebildeten ZEN-Malonyldihexosid um zwei an verschiedenen Positionen verknipfte
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Monosaccharide, wahrend das ZEN-Malonyldihexosid, das ausschlieBlich von Weizenzellen
gebildet wurde, ein Disaccharid reprasentiert. Fur weitere Strukturinformationen werden
allerdings NMR-spektroskopische Analysen bendtigt.

Pentosylhexoside

Die gezielte Suche nach Pentosylhexosiden ergab insgesamt zwei ZEN-Pentosylhexoside
(m/z 611,2346, [ZEN+Pentose+Hexose-2H,O-H]) und ein  ZEL-Pentosylhexosid
(m/z 613,2502, [ZEL+Pentose+Hexose-2H,0-H]'). Die Bildung der ZEN-Pentosylhexoside
erfolgte sowohl in den Tabak- als auch in den Weizenzellen. Hingegen konnten ZEL-
Pentosylhexoside ausschlie3lich in Weizenzellen detektiert werden. Die Struktur wurde
anhand der Isotopenmuster und der Abspaltung einer Molekileinheit mit 294 Da, resultierend
in Fragmenten mit m/z 317 bzw. 319 ([ZEN-H] bzw. [ZEL-H]) in den MS/MS-Spektren
bestatigt. Weitere Strukturinformationen konnten aus der HRMS-Analyse allerdings nicht
gewonnen werden.

Desoxyhexosylhexoside

Des Weiteren wurden ein ZEN-Desoxyhexosylhexosid sowie ein ZEL-Desoxyhexosylhexosid
anhand der akkuraten Masse, dem Isotopenmuster und der Abspaltung einer Molekiileinheit
mit 308 Da, resultierend in Fragmenten mit m/z 317 bzw. 319 ([ZEN-H] bzw. [ZEL-H]), im
MS/MS-Spektrum identifiziert. Beide Verbindungen konnten ausschlieBlich in dem Weizen-
zellextrakt gefunden werden, was vermuten lasst, dass dies eine pflanzenspeziesspezifische
Metabolisierung ist. Fir eine weitere Aufklarung der Struktur bedarf es NMR-spektro-
skopischer Analysen.

Zusammenfassung

Ebenso wie bei den AOH- und AME-Metaboliten stellen Glykosylierungen, Malonyl- und zu
einem geringen Teil Acetyl-Konjugationen in den untersuchten Pflanzenzellsystemen die
wichtigsten Biotransformationswege von ZEN dar. Dartiber hinaus unterlag ZEN auch dem
Phase I-Metabolismus, da verschiedenste ZEL-Metaboliten detektiert werden konnten. ZEN
wurde in Tabak- sowie in Weizenzellen zu 20 bzw. 26 Metaboliten umfangreich
metabolisiert. Im Gegensatz dazu konnten in den Sojazellen lediglich 11 Metaboliten
detektiert werden. Die Identitdt der Verbindungen kann zwar nur mittels NMR-
spektroskopischer Methoden eindeutig aufgeklart werden. Allerdings kann davon
ausgegangen werden, dass typischerweise in Pflanzen vorkommende Zucker wie Glucose,
Rhamnose, Galactose, Arabinose oder Xylose als Konjugationspartner in Frage kommen, da
diese haufig bei der Detoxifizierung von Fremdstoffen oder bei der Speicherung von
pflanzeneigenen Stoffen als Bindungspartner beobachtet werden (Tiwari et al., 2013).

Zu beachten ist, dass bei den insgesamt 11 ZEL-Konjugaten entweder B-ZEL-Konjugate oder
Ostrogen potentere o-ZEL-Konjugate gebildet worden sein konnten, wodurch sich die
Toxizitdt im Vergleich zum urspringlichen ZEN erhoht haben kdnnte. Daher ist die
Beriicksichtigung der von den Pflanzen gebildeten Metaboliten bei Sicherheitsbewertungen
von Lebens- und Futtermitteln von groRer Bedeutung.
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4.1.2.3 NMR-spektroskopische Analyse der ZEN-Metaboliten

Fur die NMR-spektroskopische Analyse der gebildeten Metaboliten wurden alle drei
Zellkulturen mehrfach mit ZEN inkubiert, extrahiert und deren vereinigte Extrakte
chromatographisch aufgereinigt. Dabei konnten vier Metaboliten in ausreichender Menge
gewonnen werden, um deren Strukturen eindeutig mittels 2D-NMR-Spektroskopie
aufzuklaren.

Mithilfe der HRMS-Analysen konnten diese bereits als zwei ZEN-Hexoside (Peak a und ¢ aus
Abb. 23) sowie zwei ZEN-Malonylhexoside (Peak b und d aus Abb. 23) charakterisiert
werden. Um die Metaboliten eindeutig aufzuklaren, wurden (H,H)-COSY-, HSQC- und
HMBC-Spektren aufgenommen. Als Vergleich diente freies ZEN. Die 'H- und
3C-chemischen Verschiebungen der vier ZEN-Konjugate sind in Kapitel 10.1 (Tab. 50)
aufgefuhrt.

ZEN-Hexoside (Peak a und Peak c)

Das HSQC-Spektrum der zu identifizierenden Verbindung aus Peak a (Abb. 25, blau) zeigte
zum einen deutliche Verschiebungen im aromatischen Bereich und zum anderen neu
aufgetretene Signale im Kohlenhydratbereich im Vergleich zu dem HSCQ-Spektrum von
ZEN (Abb. 25, grun). Dies steht im Einklang mit den aus der HRMS-Analyse gewonnenen
Daten. Die Verknipfung einer Hexose an Position 16 konnte Uber die Kopplung zwischen
dem anomeren Proton (dn 4,81 ppm) und C16 (dc 154,7 ppm) von ZEN im HMBC-Spektrum
eindeutig bestimmt werden. Uber das (H,H)-COSY-Spektrum konnten die Kopplungen der
Protonen durch das gesamte Hexosemolekl verfolgt werden. Das anomere Protonensignal
der Hexose zeigte im *H-NMR-Spektrum eine Kopplungskonstante von 7,5 Hz, was das
B-Anomer der Hexoseeinheit impliziert. Des Weiteren konnte (ber die Kopplung zwischen
dem anomeren Proton (Jy 4,81 ppm) und C5 (oc 76,8 ppm) der Hexoseeinheit im HMBC-
Spektrum die Pyranoseform identifiziert werden. Ein Vergleich der *H- und *C-chemischen
Verschiebungen des vorliegenden ZEN-Hexosids mit NMR-Daten aus der Literatur (geldst in
DMSO-dg) zeigte eine sehr gute Ubereinstimmung mit den chemischen Verschiebungen von
16-0O-B-D-Glucopyranosyl-ZEN (ZEN-16-Glucosid) (Kapitel 10.1, Tab. 51), weshalb das
ZEN-Hexosid aus Peak a (Abb. 23) eindeutig als ZEN-16-Glucosid identifiziert werden
konnte (Borzekowski et al., 2018). Borzekowski et al. (2018) konnten neben den NMR-
spektroskopischen Messungen zusétzlich die Identitaten mithilfe von Referenzsubstanzen
bestéatigen.

Da die isolierte Verbindung aus Peak ¢ (Abb. 23) eine relativ geringe Konzentration aufwies,
wurde ein Shigemi-Roéhrchen fur die NMR-spektroskopische Messung verwendet. Durch ein
geringeres Losungsmittelvolumen (220 ul im Vergleich zu 500 ul) ist eine Erhéhung der
Konzentration der Probe und somit eine empfindlichere Messung mdglich. Des Weiteren
konnte durch Verwendung der Nonuniform Sampling-Methode (NUS) die Gesamt-
experimentzeit der zweidimensionalen Experimente reduziert werden, indem der Teil der
tatsdchlich aufgenommenen Datenpunkte in der indirekten Dimension um einen gewissen
Prozentsatz (Reduktion um ca. 25 bis maximal 50 %) reduziert wurde.
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Abb. 25: Uberlagerung der HSQC-Spektren von 16-O-B-pD-Glucopyranosyl-ZEN (Peak a, blau), 14-O-p-b-
Glucopyranosyl-ZEN (Peak c, lila) und freiem ZEN (griin). Die Strukturformeln von 16-O-B-D-Glucopyranosyl-ZEN
und 14-O-B-D-Glucopyranosyl-ZEN sind in den entsprechenden Farben abgebildet.

Das HSCQ-Spektrum der zu identifizierenden Verbindung (Abb. 25, lila) wies deutliche
Verschiebungen der Signale im aromatischen Bereich sowie neu auftretende Signale im
Kohlenhydratbereich im Vergleich zu dem HSQC-Spektrum von ZEN auf, was auf eine
Kohlenhydratbindung am aromatischen Ring schliel3en lasst. Die entsprechende Verkniipfung
des Zuckers an den Aromaten bestatigte sich durch ein Signal, das die Kopplung zwischen
dem anomeren Protonensignal (dn 4,89 ppm) und dem C14 (oc 159,6 ppm) von ZEN im
HMBC-Spektrum angibt. Ebenso wie bei dem ZEN-16-Glucosid konnten die Kopplungen der
Protonen durch das gesamte Hexosemolekil im (H,H)-COSY-Spektrum verfolgt werden. Auf
Grundlage der Kopplung zwischen C5 (dc 76,9 ppm) und H1 (o4 4,89 ppm) der Hexose im
HMBC-Spektrum konnte die Pyranoseform bestatigt werden. Die Kopplungskonstante 2J; 5
betrégt 7,6 Hz, woraus abgeleitet werden kann, dass es sich um ein B-Anomer handelt. Der
Literaturvergleich der NMR-Daten zeigt (Kapitel 10.1, Tab.51), dass es sich bei der
vorliegenden Verbindung um 14-O-B-D-Glucopyranosyl-ZEN (ZEN-14-Glucosid) handelt
(Borzekowski et al., 2018). Anhand dieser Daten konnte das ZEN-Hexosid (Peak c) eindeutig
identifiziert werden.

ZEN-Malonylhexosid (Peak b und Peak d)

Die HRMS-Analyse der den Peaks b und d (Abb. 23) entsprechenden Substanzen ergab, dass
es sich bei den beiden Verbindungen um Malonylhexoside handelt. Das HSQC-Spektrum der
Verbindung aus Peak b zeigt neben den aromatischen C,H-Signalen der Positionen 13 und 15
ebenfalls zusatzliche Signale im Kohlenhydratbereich des Spektrums sowie ein zusatzliches
CHo-Signal bei oH 3,25 ppm und 6C 42,9 ppm. Zundchst konnte die Verkniipfung von
Glucose an ZEN an Position 16 anhand der Kopplung zwischen dem anomeren
Protonensignal (6H 4,75 ppm) und dem C16 (6C 155,6 ppm) von ZEN im HMBC-Spektrum
identifiziert werden. Des Weiteren konnte auf Grundlage des HMBC-Spektrums die

Pyranoseform der Glucose ermittelt werden. Die Kopplungskonstante des anomeren Protons
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(7,0 Hz) zeigt, dass das Glucoseanomer in B-Konfiguration vorliegt. Das zusétzliche CH,-
Signal im HSQC-Spektrum ist der CH,-Gruppe der Malonsdaure zuzuordnen. Verglichen mit
ZEN-16-Glucosid sind die Signale der 6-Protonen der Glucose deutlich tieffeldverschoben
(Abb. 26 A), was auf eine elektronenziehende Gruppe in der Umgebung hindeutet. Anhand
der Kopplung zwischen einem der 6-Protonen der Glucose und dem Kohlenstoffatom der
CH-Gruppe der Malonséure kann geschlossen werden, dass die Glucose an Position 6
malonyliert vorliegt. Daher handelt es sich bei der Verbindung aus Peak b um 16-O-(6°-O-
Malonyl-B-D-Glucopyranosyl)ZEN (ZEN-6°-Malonyl-16-Glucosid).
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Abb. 26: Uberlagerung der Kohlenhydratbereiche der HSQC-Spektren von 16-O-B-D-Glucopyranosyl-ZEN (griin)
und 16-0-(6¢-O-Malonyl-p-b-Glucopyranosyl)ZEN (lila) (A) sowie 14-O-B-D-Glucopyranosyl-ZEN (griin) und 14-O-
(6¢-O-Malonyl-p-b-Glucopyranosyl)ZEN (lila) (B) sowie die Strukturformeln der Malonylglucoside.

Das Malonylhexosid aus Peak d (Abb. 23) zeigte im HSQC-Spektrum sowohl Signale im
Zuckerbereich als auch ein zusatzliches CH»-Signal bei 6H 3,30 ppm und o6C 41,4 ppm,
welches der Malonséure zuzuordnen ist. Die HMBC-Daten deuten auf eine Verknlipfung der
Glucose an Position 14 hin, da eine Kopplung zwischen dem anomeren Protonensignal
(01 4,90 ppm) und dem C14 (J¢c 158,9 ppm) von ZEN erkennbar ist. Auch die Pyranoseform
sowie die B-Konfiguration der Glucose (*J;,=7,2Hz) konnte bestatigt werden. Die
Verknupfungsposition der Malonsdure an die Glucose konnte zum einen durch die Kopplung
zwischen den H6‘-Signalen bei 6H 4,06 und 4,39 ppm und dem Carbonyl-Kohlenstoff der
Malonsaure bei 6C 166,7 ppm im HMBC-Spektrum und zum anderen aufgrund der
Tieffeldverschiebungen der 6°-Protonen und des 6°-Kohlenstoffatoms im Vergleich zum
ZEN-14-Glucosid (Abb. 26 B) zugeordnet werden. Somit konnte die Verbindung aus Peak d
als 14-O-(6°-O-Malonyl-p-D-Glucopyranosyl)ZEN (ZEN-6°-Malonyl-14-Glucosid) identifi-
ziert werden.

In Kapitel 10.2 (Abb. 55) sind die Strukturformeln aller eindeutig mittels NMR-Spektroskopie
aufgeklarten ZEN-Metaboliten abgebildet.

4.1.2.4 Semiquantitative Analyse der pflanzlichen ZEN-Metaboliten

Wie bereits in Kapitel 4.1.2.1 erwéhnt, unterscheiden sich die UV-Absorptionsspektren der
ZEN-Metaboliten je nach Verknlpfungsposition. Dabei fallt auf, dass vor allem eine
Verkniipfung an Position 16 zu einer Anderung der Maxima im Absorptionsspektrum im
Vergleich zu freiem ZEN fiihrt. Um trotzdem eine semiquantitative Abschatzung durchfiihren
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zu koénnen, wurde zur Quantifizierung eine Wellenldange von 239 nm gewahlt, da sowohl ZEN
als auch die Konjugate an Position 14 und 16 bei dieser Wellenlange ein Maximum
aufweisen. Abb. 27 zeigt ein Sdulendiagramm, welches die jeweiligen Flachen der
quantifizierbaren Metaboliten von ZEN in den drei Pflanzenzellsuspensionskulturen abbildet.

1007 9% 6% I ZEN-Malonylglucoside
8% 6% [ ]ZEN-Glucoside
S 17% ZEL-Hexoside
I ZEN-Acetylhexosid
] ZEN-Desoxyhexosylhexosid
[ ]ZEN-Malonylglucoside
[ |ZEN-Glucoside
I ZEL-Malonylhexoside
64% | [L__]ZEL-Hexoside
| ] ZEN-Dihexosid

@
o
1

29%

D
o
!

61%

im Zellextrakt im Medium

N
o
!

43%

n
o
1

Peakflachenverteilung (%)

19%

o 5% 11%

Tabakzellen Sojazellen  Weizenzellen

Abb. 27: Peakflachenverteilung der ZEN- und ZEL-Metaboliten in den Tabak-, Soja- und Weizenzellkulturen.

Dabei fallt auf, dass die ZEN-Metaboliten im Vergleich zu den ZEL-Metaboliten bei allen
Zellkulturen den groReren Anteil ausmachen. Ahnlich wie bei den AOH- und AME-
Metaboliten tberwiegen bei den Weizenzellen die Glucoside gegeniuiber den Malonyl-
glucosiden. In etwas geringerem Umfang trifft dies auch auf die Tabakzellen zu. Im
Gegensatz dazu bilden die Sojazellen hauptsachlich Malonylglucoside, was auch schon bei
den Inkubationen mit AOH und AME ersichtlich war (Kapitel 4.1.1.4). Aus Abb. 23 wird
aullerdem ersichtlich, dass Sojazellen ZEN hauptsachlich an Position 14 glucosylieren,
wohingegen in Tabak- und Weizenzellen Position 16 von ZEN bevorzugt mit Glucose
konjugiert wird. Dies deutet auf unterschiedliche Enzymspezifitdten in verschiedenen
Pflanzen hin.

Die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung sind in Tab. 5 dargestellt. Ebenso wie bei
der Inkubation mit AOH konnte bei den Tabakzellen mit 60 % die hochste Gesamt-
wiederfindung ermittelt werden. Davon lagen 50 % im Zellextrakt und 10 % im Medium vor,
was eventuell auf eine Ausscheidung der Metaboliten aus der Zelle zuriickzufiihren ist. Im
Gegensatz dazu konnte in den Zellextrakten und in den Medien der Soja- und Weizenzell-
kultur in Summe lediglich 14-15 % der eingesetzten ZEN-Mengen wiedergefunden werden.

Tab. 5: Wiederfindungen der im Zellkulturversuch eingesetzten ZEN-Menge in Tabak-, Soja- und Weizenzellen sowie
deren Zellkulturmedien

Wiederfindung der im Zellkulturversuch eingesetzten ZEN-Menge (%)

Zellen Medium Gesamt
Tabak 50 10 60
Soja 13 1 14
Weizen 15 0 15

Diese geringe Wiederfindung kann unter anderem durch die fehlerbehaftete Quantifizierung
bei 239 nm zustande kommen oder durch die schlechte Loslichkeit von ZEN bzw. dessen
Metaboliten (mit)verursacht werden. Des Weiteren zeigten die HRMS-Analysen, dass eine
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Vielzahl an Metaboliten in sehr geringen Konzentrationen vorliegen, die aufgrund der zu
hohen Nachweisgrenze der semiquantitativen Bestimmung ber UV-Detektion nicht
quantifiziert werden konnten. Die Einlagerung von ZEN in die Zellwand in Form von
unléslichen Konjugaten (Kapitel 4.5) oder ein eventueller Abbau von ZEN zu unbekannten
Substanzen wéren weitere denkbare Moglichkeiten.
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4.2 Losliche Konjugate aus Pilz und Pflanze

Die in Kapitel 4.1.1 aufgefiihrten Metaboliten von AOH und AME wurden durch Inkubation
verschiedener Zellsuspensions- bzw. Explant-Kulturen mit den Reinsubstanzen AOH und
AME erzeugt. Es stellte sich daher die Frage, ob in mit Pilzen kontaminierten Pflanzen
ebenfalls diese Metaboliten gefunden werden. Daher wurde in einer Pilotstudie am MRI
(Karlsruhe) eine Tomate aus einem lokalen Supermarkt mit Sporen von A. alternata (Stamm
1346) inokuliert. Nach siebentdgiger Inkubation wurde die beimpfte Stelle zusammen mit
dem Pilz herausgeschnitten und extrahiert. Im LC-DAD-Profil des Extraktes konnten
allerdings lediglich AOH und AME neben vier bislang unbekannten Peaks in relevanten
Anteilen detektiert werden. Auf Grundlage der gemessenen exakten Massen, Isotopenmuster
und der Produktionenspektren (Arbeiten wurden am MRI Karlsruhe durchgefihrt) wurden die
den Peaks zugehdrigen Verbindungen als zwei AOH-Sulfate, ein AME-Sulfat und ein AOH-
Sulfoglucosid identifiziert (Soukup et al., 2016). Ziel der vorliegenden Arbeit sollte die
eindeutige Aufklarung der Strukturen mittels NMR-Spektroskopie sein.

Weitere flr die Interpretation dieser Daten relevante Untersuchungen am MRI (Karlsruhe)
zeigten, dass die Bildung von AOH- und AME-Sulfaten durch die A. alternata-Stamme 1346
und 1348 abhangig vom jeweiligen Inkubationsmedium war. Wahrend auf Malzglucose-Agar
und Kartoffeldextrose-Agar Sulfate gebildet wurden, lagen nach Inkubation auf Hefeextrakt-
saccharose-Agar lediglich Spuren der Sulfate vor. Keiner der Stdmme erzeugte jedoch
nachweisbare Mengen eines Glucosids oder Sulfoglucosids von AOH und AME auf allen
getesteten Medien (Soukup et al., 2016).

4.2.1 Sulfate von AOH und AME

Fur die Strukturanalyse der unbekannten Verbindungen wurde der A. alternata Stamm 1346
auf mehreren Agarplatten mit Kartoffeldextrose-Medium am MRI (Karlsruhe) geziichtet und
extrahiert.

In einer LC-DAD-MS-Analyse konnten drei Peaks identifiziert werden, die den Haupt-
metaboliten entsprechen (Abb. 28). Die Verbindung des ersten Peaks zeichnete sich durch
ein Molekulargewicht von 418 Da und zwei aufeinander folgenden Abspaltungen von
Molekiileinheiten mit 80 Da (Sulfat) im MS*Modus aus, was auf ein AOH-Disulfat
hindeutet. Im zweiten Peak koeluierten AOH-Sulfat 1 (ca. 30 %) und 2 (ca. 70 %), die bereits
in der Pilot-Studie mit der infizierten Tomate detektiert wurden. Diese konnten am MRI
(Karlsruhe) mithilfe einer Waters Acquity HSS T3 small-bore UPLC-Séule getrennt werden
(Einschub Abb. 28). Der dritte Peak repréasentiert das AME-Sulfat.

Mittels préparativer HPLC wurden die durch die drei Peaks représentierten Verbindungen
isoliert, sodass sie anschlieBend NMR-spektroskopisch analysiert werden konnten. Die
erhaltenen *H-NMR und HSQC-Spektren der vier Sulfatkonjugate wurden mit den Spektren
von unkonjugiertem AOH bzw. AME verglichen, da Sulfatgruppen mittels *H- bzw. *C-
NMR-Techniken nicht direkt detektiert werden kénnen. Aufgrund der elektronenziehenden
Wirkung von Sulfatgruppen werden allerdings Protonen und Kohlenstoffatome in ortho-
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Position zur Substitutionsstelle entschirmt und deren Signale dadurch tieffeldverschoben, was
zur Klarung der Verknlpfungsposition herangezogen werden kann.

Das HSQC-Spektrum des AOH-Disulfats zeigte eine Tieffeldverschiebung der Protonen- und
Kohlenstoffsignale fur die Positionen 2, 4, 8 und 10 im Vergleich zu AOH, was auf die
Anlagerung von Sulfatgruppen an den Positionen 3 und 9 schlieBen l&sst. Somit handelt es
sich um das AOH-3,9-Disulfat, das einen neuen pilzinduzierten Metaboliten darstellt.

AOH-S1&2

AOH-S 2

AOH-S 1

AME-S

Absorption bei 254 nm

AOH-DiS

8 10 12 14 16 18 20
Retentionszeit (min)

Abb. 28: LC-DAD-Profil des Extraktes von A. alternata Stamm 1346, der auf Kartoffeldextrose-Agar Kkultiviert
wurde. Der Einschub zeigt die Trennung der AOH-Sulfate 1 (ca. 30 %) und 2 (ca. 70 %) auf einer Waters Acquity
HSS T3 small-bore UPLC-Sé&ule, die am Max Rubner-Institut eingesetzt wurde. S=Sulfat, DiS=Disulfat.

Die beiden AOH-Sulfate wurden als Gemisch mittels NMR-Spektroskopie untersucht. Die
beiden Substanzen konnten im NMR-Spektrum aufgrund des Substanzverhéltnisses von
30/70, das im HPLC-Chromatogramm bestimmt wurde, und der dadurch bedingten
unterschiedlichen Signalintensitaten unterschieden werden. Wéhrend AOH-Sulfat 1 Tieffeld-
verschiebungen (im Vergleich zu AOH) der Signale H-2, H-4 sowie C-2 und C-4 zeigte,
waren bei AOH-Sulfat 2 die Signale von H-8, H-10 bzw. C-8 und H-10 tieffeldverschoben.
Daher wurden AOH-Sulfat 1 als AOH-3-Sulfat und AOH-Sulfat 2 als AOH-9-Sulfat
identifiziert. Die NMR-Spektren des AME-Sulfats zeigten Tieffeldverschiebungen flr die
Signale von H-2, H-4 bzw. C-2 und C-4 im Vergleich zu AME, was fir eine Sulfatierung von
AME an Position 3 spricht (AME-3-Sulfat).

Die jeweiligen NMR-Daten sind im Anhang (Kapitel 10.1) in Tab. 48 aufgefihrt. Mithilfe
von HRMS-Messungen wurden die erhaltenen Strukturen bestétigt (Soukup et al., 2016).

4.2.2 Sulfoglucoside von AOH und AME

Um die Strukturen der in der Pilotstudie beobachteten Sulfoglucoside aufzuklaren, waren
grollere Mengen fur NMR-spektroskopische Untersuchungen zu erzeugen. Daher wurden
Tabakzellsuspensionskulturen mit einem Gemisch aus dem AOH-Disulfat, den AOH-Sulfaten
und dem AME-Sulfat inkubiert, da dieses Zellkultursystem ein fir Glucosylierungen
geeignetes Modell darstellt (Kapitel 4.1). Nach Extraktion der gefriergetrockneten Zellen
wurde der Extrakt mittels LC-DAD-MS gemessen und das in Abb. 29 dargestellte

Metabolitenprofil erhalten.
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Neben den eingesetzten Sulfaten bzw. dem Disulfat konnten drei weitere Peaks mit m/z 337
(AOH-SG-1, AOH-SG-2, AOH-SG-3) und ein weiterer Peak mit m/z 351 (AME-SG)
detektiert werden, deren entsprechende Molekilmassen auf das Vorliegen von Sulfo-
glucosiden hindeuten. Dies zeigt, dass die Sulfate von AOH und AME von den Tabakzellen
aufgenommen und effizient in Sulfoglucoside umgewandelt werden.

AOH-
SG 3

AME-
AOH- SG

ST /

AOH-

AOH-3,9-Dis  AOH-3-Sund
AOH-9-S

/ AME-3-S

Absorbtion bei 254 nm

Retentionszeit (min)

Abb. 29: HPLC-Profil eines Extrakts von Tabakzellsuspensionskulturen nach zweitdgiger Inkubation mit einem
Gemisch aus AOH-Sulfaten und AME-Sulfat (UV-Detektion bei 254 nm). S=Sulfat, DiS=Disulfat, SG = Sulfoglucosid.

Fur die Strukturuntersuchungen wurden groRere Mengen der Sulfatkonjugate aus Pilzkulturen
gewonnen (MRI Karlsruhe) und in den Tabakzellen zu Sulfoglucosiden umgesetzt. Nach
anschlieBender chromatographischer Aufreinigung im praparativen Malistab konnten AOH-
Sulfoglucosid-2, AOH-Sulfoglucosid-3 und AME-Sulfoglucosid eindeutig mittels NMR-
Spektroskopie aufgeklart werden. Eine eindeutige Strukturcharakterisierung von AOH-
Sulfoglucosid-1 war aufgrund von Verunreinigungen und zu niedriger Konzentration nicht
maoglich.

Das ‘H-NMR-Spektrum von AOH-Sulfoglucosid-2 zeigte bei 5,15 ppm ein anomeres
Protonensignal mit einer Kopplungskonstante von 7,3 Hz, was auf eine B-Konfiguration der
Glucopyranoseeinheit hindeutet. Im HMBC-Spektrum dieser Verbindung konnte eine
Kopplung zwischen H1 (Glucose) und C9 (AOH) bestimmt werden, was eine Verkniipfung
der Glucoseeinheit an Position 9 des AOH zeigt. Somit kann AOH-Sulfoglucosid-2 als AOH-
3-O-Sulfat-9-O-p-D-Glucosid bestimmt werden. Ebenso zeigte AOH-Sulfoglucosid-3 ein
anomeres Proton bei 5,03 ppm mit einer Kopplungskonstanten von 7,4 Hz, was auf eine
B-Konfiguration hindeutet. Die Korrelationspeaks im HMBC-Spektrum zeigten u.a. die
Kopplung zwischen H1 (Glucose) und C3 (AOH), wonach sich die Struktur von AOH-
Sulfoglucosid-3 als AOH-9-O-Sulfat-3-O-p-D-Glucosid ableiten lasst. Im Gegensatz zu den
AOH-Sulfoglucosiden deuten die NMR-Experimente des AME-Sulfoglucosids auf eine
Verknipfung von B-Glucopyranose an Position 7 hin, welche die einzige alternative
Konjugationsstelle darstellt. Die B-Konfiguration wurde durch die Kopplungskonstante von
7,8 Hz (anomeres Proton bei 5,05 ppm) bestatigt, wahrend die Verknipfungsposition durch
die Kopplung von H1 (Glucose) und C7 (AME) bewiesen wurde. Somit handelt es sich bei
dem AME-Sulfoglucosid um ein AME-3-O-Sulfat-7-O-p-D-Glucosid. Die jeweiligen NMR-
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Daten sind im Anhang (Kapitel 10.1) in Tab. 49 aufgefiihrt. Zusatzliche HRMS-Messungen
am MRI (Karlsruhe) bestatigten diese Ergebnisse.

Zur Uberpriifung, ob die identifizierten Strukturen tatsachlich auch von Tomaten gebildet
werden, wurden Tomaten-Explant-Kulturen mit den zwei AOH-Sulfaten und dem AME-
Sulfat inkubiert. Deren Metabolitenprofile zeigten neben den eingesetzten AOH-Sulfaten
(Abb. 30 A) bzw. dem AME-Sulfat (Abb. 30 B) deren glucosylierten Formen AOH-3-Sulfat-
9-Glucosid und AOH-9-Sulfat-3-Glucosid bzw. AME-3-Sulfat-7-Glucosid.

A AOH-9-S-3-G B AME-3-S

AME-3-S-7-G

AOH-9-S
AOH-3-S-9-G

I VS | P

10 12 14 16 18 20 10 1I2 ll4 1I6 lIB 2I0
Retentionszeit (min) Retentionszeit (min)

Absorbtion bei 254 nm
Absorbtion bei 254 nm

Abb. 30: HPLC-Profile von Extrakten von Tomaten-Explant-Kulturen nach zweitdgiger Inkubation mit einem
Gemisch aus AOH-3-Sulfat und AOH-9-Sulfat (A) bzw. AME-Sulfat (B) (UV-Detektion bei 254 nm). S=Sulfat,
G=Glucosid.

Im Medium konnten weder Sulfate noch Sulfoglucoside detektiert werden, was fiir eine
vollstindige Aufnahme der Sulfate in das Tomatenfruchtgewebe spricht. Eine
semiquantitative Analyse zeigte, dass die eingesetzten AOH-Sulfate zu 72 % umgesetzt
wurden, wahrend AME-Sulfat in geringerem Ausmal glucosyliert wurde (25 %).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es sich bei den AOH- bzw. AME-Sulfaten um
pilzinduzierte Metaboliten handelt, die im Zuge des Fremdstoffmetabolismus in Tomaten
glucosyliert werden kénnen. Die gebildeten Sulfoglucoside, die sowohl einen Sulfat- als auch
einen Glucoseanteil an verschiedenen Hydroxygruppen des gleichen Aglykons tragen, wurden
fiir Mykotoxine bisher noch nicht beschrieben und stellen daher eine neue Form modifizierter
Mykotoxine dar. Es ist denkbar, dass auch andere Mykotoxine wie zum Beispiel ZEN als
Sulfoglucosid vorkommt, da es uber zwei freie Hydroxygruppen verfiigt und bereits ZEN-14-
Sulfat in nattrlich kontaminierten Weizenkornern gefunden wurde (Schwake-Anduschus et
al., 2015).
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4.3 Synthese isotopenmarkierter Standardsubstanzen der I6slichen
Konjugate

Fur die quantitative Analyse von modifizierten Mykotoxinen mittels SIVA werden
isotopenmarkierte Standardsubstanzen bendtigt. Im Rahmen dieser Arbeit sollten zunédchst
isotopenmarkiertes AOH, AME und ZEN hergestellt werden (Kapitel 4.3.1), die anschlieRend
in Tabakzellsuspensionskulturen eingesetzt werden sollten, um modifizierte Mykotoxine zu
erzeugen. Die einzelnen deuterierten Metaboliten sollten schlie3lich préparativ fraktioniert
werden, um aufgereinigte, isolierte Standardsubstanzen zu erhalten (Kapitel 4.3.4).

4.3.1 Deuterierung der Ausgangssubstanzen AOH, AME und ZEN

4.3.1.1 Deuterierung von AOH und AME

Fur die Deuterierung von AOH und AME wurden verschiedene Synthesen durchgefiihrt. Da
bei der basenkatalytischen SeAr und der metallkatalysierten Deuterierung keine nennenswerte
Deuterierung von AOH und AME erzielt werden konnte, wurden die beiden Mykotoxine
mittels saurekatalysierter SeAr deuteriert. Zur Uberpriifung des Reaktionsfortschritts wurden
Aliquote entnommen und mittels LC-MS analysiert. Nach zehntdgiger Reaktion wurde fiir
AOH-d, eine Isotopenreinheit von 99 % und fur AME-d4 von 92 % erreicht (Tab. 6).

Tab. 6: Isotopenreinheit des vierfach deuterierten AOH und AME

Isotopol m/z |r$|ati$t Isotopol m/z |rilaﬁ'\ﬁt

sotopolo ntensita sotopolo ntensita
polog (pos. Mode) (%) polog (pos. Mode) (%)
AOH 259 0,10 AME 273 0,00
AOH-d; 260 0,05 AME-d; 274 0,02
AOH-d, 261 0,13 AME-d, 275 0,88
AOH-d3 262 0,34 AME-d; 276 8,16
AOH-d, 263 100 AME-d, 277 100
Isotopenreinheit von AOH-d4: 99 % Isotopenreinheit von AME-d,: 92 %

Ausbeute: 69 % Ausbeute: 76 %

Das erhohte Vorkommen des ds-Isotopologen bei AME flihrt zu einer niedrigeren Isotopen-
reinheit fur AME. Die Ausbeuten lagen bei 69 und 76 % fur AOH-d; und AME-d,. Ein
hoherer Deuterierungsgrad als die vierfach-Deuterierung konnte nicht festgestellt werden. Die
beobachteten M+1 bzw. M+2-Peaks des vierfach deuterierten AOH bzw. AME lie3en sich
durch das natiirliche **C-Vorkommen erklaren (Kapitel 3.3.1). Im Vergleich dazu erzielten
Asam et al. (2009) etwas hohere Ausbeuten von 73 bzw. 80 %. Dies kann durch die langere
Reaktionszeit (zehn Tage im Vergleich zu vier Tagen) und die damit verbundene eintretende
thermische Zersetzung von AOH und AME begriindet werden. Die Isotopenreinheit von
AOH-d; und AME-d, wurde zwar von Asam et al. (2009) nicht angegeben, kann allerdings
aus den Integralen der ‘H-NMR-spektroskopischen Messungen berechnet werden. Diese
liegen fir AOH-d, bei ca. 89 % und fir AME-d, bei ca. 95 % und sind somit geringer als in
den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen. Allerdings muss berlcksichtigt
werden, dass keine Auskiinfte zu den S/N der Signale im *H-NMR-Spektrum gemacht wurden
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und die Isotopenreinheiten mit zwei verschiedenen Methoden bestimmt wurden, was zu
unterschiedlichen Ergebnissen fuhren kann.

4.3.1.2 Deuterierung von ZEN

In der Literatur werden Methoden zur Synthese von ZEN-d, sowie ZEN-dg beschrieben. Eine
zweifach-Deuterierung bringt den Vorteil eines geringeren Isotopenshifts im Vergleich zu
einer sechsfach-Deuterierung mit, wodurch matrixbedingte lonensuppressionseffekte besser
ausgeglichen werden konnen. Andererseits sollte sich ein isotopenmarkierter Standard
massenspektrometrisch eindeutig vom unmarkierten Analogon unterscheiden lassen, um
spektrale Uberlappungen zu vermeiden. Dies wire ein Vorteil von ZEN-ds. Daher wurden
sowohl die Methode von Cramer et al. (2007) zur Synthese von ZEN-d, als auch die Methode
von Miles et al. (1996) zur Synthese von ZEN-ds durchgefthrt.

Tab. 7: Isotopenreinheit des zweifach und sechsfach deuterierten ZEN

Methode nach Cramer et al. (2007) Methode nach Miles et al. (1996)
Isotopol m/z |r$|ati}ﬁt Isotopol m/z |rilaﬁ'\ﬁt
sotopolo ntensita sotopolo ntensita

polog (neg. Mode) (%) polod (neg. Mode) (%)

ZEN 317 0,04 ZEN 317 0,00

ZEN-d; 318 0,99 ZEN-d; 318 0,00
ZEN-d, 319 100 ZEN-d; 319 0,00
ZEN-d3 320 0,00

ZEN-d, 321 0,25

ZEN-ds 322 3,88

ZEN-ds 323 100

Isotopenreinheit von ZEN-d,: 99 % Isotopenreinheit von ZEN-dg: 96 %

Ausbeute: 15 % Ausbeute: 53 %

Mit der Methode von Cramer et al. (2007) konnte eine hohe Isotopenreinheit von 99 % erzielt
werden (Tab. 7). Dreifach oder mehrfach deuteriertes ZEN konnte nicht beobachtet werden.
Allerdings war die Ausbeute mit 15 % sehr gering. Dies ist zum einen dadurch zu begriinden,
dass im ersten Reaktionsschritt lediglich 50 % des eingesetzten ZENs zu ZEN-Dioxolan
umgesetzt wurden. Das ZEN-Dioxolan wurde chromatographisch von ZEN abgetrennt und
anschlieBend fiir sieben Tage deuteriert, wodurch die Isotopenreinheit im Vergleich zu 95 %
(Cramer et al., 2007) auf 99 % erhoht werden konnte. Die Bestimmung der Isotopenreinheit
durch Cramer et al. (2007) erfolgte ebenfalls mittels LC-MS, weshalb die Werte gut
verglichen werden kénnen. Durch die langere Reaktionszeit kam es allerdings teilweise zur
Abspaltung der Schutzgruppe, weshalb das Gemisch wiederum préaparativ aufgereinigt
werden musste. Ebenso lag nach dem letzten Reaktionsschritt, der Abspaltung der
Schutzgruppe, trotz Erhéhung der Reaktionszeit von zwei auf sechs Stunden noch restliches
ZEN-d,-Dioxolan vor, weshalb auch hier eine Aufreinigung erforderlich war. Da ein héherer
Deuterierungsgrad praferiert wurde, wurden Verluste hinsichtlich der Ausbeute in Kauf
genommen.

Im Gegensatz dazu konnte mit der Methode nach Miles et al. (1996) sowohl eine hohere

Isotopenreinheit von 96 % im Vergleich zu 57 % (Miles et al., 1996) sowie eine hohere
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Ausbeute von 53% im Vergleich zu 36 % erzielt werden. Die etwas niedrigere
Isotopenreinheit von ZEN-dg im Vergleich zur Synthese von ZEN-d, ist durch das erhéhte
VVorkommen des ds-Isotopologen zu begriinden.

4.3.2 Stabilitat der deuterierten Standardsubstanzen

Ziel war es Tabakzellkultursysteme mit den deuterierten Mykotoxinen AOH-d; und AME-d,
zu inkubieren, um deuterierte AOH- bzw. AME-Metaboliten zu erzeugen. Um zunéchst die
Stabilitdt der deuterierten Verbindungen im Testsystem zu 0berprufen, wurden AOH-d,,
AME-d; und ZEN-dg flr 48 Stunden mit dem Zellkulturmedium (pH 5,7) inkubiert. Fir
ZEN-d;, konnte aufgrund mangelnder Substanzmenge kein Stabilitatsversuch im Zellkultur-
medium durchgefuhrt werden. Im Anschluss an die Inkubation im Zellkulturmedium wurden
die Mykotoxine eingedampft, in Methanol aufgenommen und mittels LC-DAD-MS
analysiert. Sowohl fir AOH-d, als auch fir AME-d,; konnte kein relevanter D/H-
Rickaustausch beobachtet werden (Isotopenreinheiten: AOH-d,, 99 %; AME-d,, 91 %). Im
Gegensatz dazu zeigte sich fur ZEN-ds ein zeitabhangiger D/H-Austausch (Tab. 8). Die
Isotopenreinheit von ZEN-dg lag bereits nach zwei Tagen nur noch bei 73 % und reduzierte
sich nach sieben Tagen auf 43 %. Eine Erklarung hierfur ist die in wassrigen Ldsungen
stattfindende Keto-Enol-Tautomerie an der Keto-Gruppe an Position 7. Aufgrund der
beobachteten Instabilitdt von ZEN-dg im Zellkulturmedium wurde lediglich ZEN-d, fur die
Zellkulturversuche verwendet.

Tab. 8: Wasserstoff / Deuterium-Riickaustausch von ZEN-dg im Zellkulturmedium

nach zweitdgiger Inkubation nach siebentégiger Inkubation
sotopol Wittt | isotopol e it
sotopolo ntensita sotopolo ntensita
Polog eq. Mode) 06) POI98 " (neg. Mode) (%)
ZEN 317 0,00 ZEN 317 0,00
ZEN-d; 318 0,00 ZEN-d; 318 0,00
ZEN-d; 319 2,06 ZEN-d; 319 5,19
ZEN-d3 320 3,62 ZEN-d3 320 13,09
ZEN-d,4 321 6,83 ZEN-d,4 321 40,04
ZEN-ds 322 21,85 ZEN-ds 322 75,30
ZEN-dg 323 100 ZEN-dg 323 100
Isotopenreinheit von ZEN-dg: 73 % Isotopenreinheit von ZEN-dg: 43 %

Des Weiteren wurden die deuterierten Standardsubstanzen AOH-ds, AME-d; und ZEN-d; fur
zwei Tage mit den Tabakzellsuspensionskulturen inkubiert. Die Zellextrakte wurden
extrahiert und mittels LC-DAD-MS analysiert. Um den Einfluss der Tabakzellen auf die
Isotopenreinheit von AOH-d4, AME-d,; und ZEN-d, zu untersuchen, wurde zun&chst der nicht
metabolisierte Rest der Ausgangsverbindungen betrachtet. Fir AOH-d;, konnte eine
Isotopenreinheit von 99 % ermittelt werden, weshalb davon auszugehen ist, dass dieser auch
bei Inkubation mit den Zellen stabil bleibt. Im Gegensatz dazu konnte fur AME-d, eine
erhohte Isotopenreinheit von 98 % ermittelt werden. Dies l&sst sich mdglicherweise dadurch
erklaren, dass bevorzugt nicht bzw. weniger deuteriertes AME von den Tabakzellen
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metabolisiert wurde. Im Unterschied dazu verringerte sich die Isotopenreinheit von ZEN-d,
im Zellkulturversuch von 99 % auf 92 %.

Um die Gesamtisotopenreinheit der deuterierten Mykotoxine, d.h. sowohl der Ausgangs-
verbindung als auch aller Metaboliten, zu bestimmen, wurde der Gesamtextrakt mit
B-Glucosidase verdaut. Fir AOH ergab sich eine Isotopenreinheit von 95 %, was einer
Abnahme der Isotopenreinheit im Vergleich zur Ausgangssubstanz um 4 % entspricht. Im
Gegensatz dazu konnte fir AME-d, in den Zellextrakten, die mit B-Glucosidase verdaut
wurden, eine Isotopenreinheit von 92 % bestimmt werden. Diese entspricht der Isotopen-
reinheit der Ausgangssubstanz, weshalb AME-d, als stabil anzusehen ist. Bei dem Zellextrakt,
der aus mit ZEN-d, inkubierten Zellen hergestellt wurde, konnte mittels B-Glucosidase-
Verdau keine bzw. nur eine geringfiigige Spaltung der Metaboliten erzielt werden. Dies kann
maoglicherweise darin begriindet sein, dass in den Tabakzellen hauptsachlich Konjugate an
Position 16 des ZEN gebildet werden und diese Konjugate fiir B-Glucosidasen schlecht
zuganglich sind. Diese Spezifitat von B-Glucosidasen konnte auch schon von Cirlini et al.
(2016) beobachtet werden. Daher lasst sich fir ZEN-d, keine Aussage uber die
Isotopenreinheit nach Zellinkubation treffen.

Bezuglich der Isotopenreinheit der deuterierten freien Mykotoxine konnte in der Literatur
bereits gezeigt werden, dass AOH-d, und AME-d, Uber drei Wochen bei Raumtemperatur in
einem ACN-Wasser-Gemisch sowie in einem ACN-Puffer-Gemisch im pH-Bereich zwischen
pH 2-9 stabil sind. Lediglich bei einem pH > 9 war die Stabilitat insbesondere fiir AOH-d,
begrenzt, da es zu einem alkalisch-katalysierten D/H-RUcktausch kam (Asam et al., 2009). Da
in den Pflanzenzellsuspensionskultursystemen sowie bei der anknlpfenden Aufarbeitung der
Zellen bzw. des Mediums keine derart harschen Bedingungen auftreten, ist von keinem
Rucktausch auszugehen. Dies deckt sich mit den zuvor genannten Ergebnissen aus den
Stabilitatsversuchen. Fur ZEN-dg konnten von Hartmann et al. (2008) und Miles et al. (1996)
keine Veranderungen wéhrend der Probenvorbereitung oder Lagerung in wéssrigen Lésungen
beobachtet werden, wohingegen Cramer et al. (2007) Anderungen der D/H-Verhéltnisse in
Stoffwechselstudien feststellen konnten. Letztere Beobachtung steht im Einklang mit den im
Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen. Cramer et al. (2007) untersuchten dariiber
hinaus die Stabilitit von ZEN-d, und konnten dabei feststellen, dass die ZEN-d,-
Stammldésung bei Lagerung bei einer Temperatur von -18 °C in ACN fur mehrere Monate
stabil ist. Des Weiteren berichteten sie keine signifikanten Anderungen des Isotopen-
verhaltnisses wahrend der Probenaufarbeitung, weisen jedoch auf eine mdégliche Instabilitét
bei extremeren pH-Bedingungen, erh6hten Temperaturen sowie ldngeren Lagerzeitrdumen
hin. Die hier beobachtete Verringerung der Isotopenreinheit von ZEN-d; kann somit
maoglicherweise durch zu lange Lagerung bei Raumtemperatur begriindet sein.

4.3.3 Isotopenshift der deuterierten Standardsubstanzen

Deuterierte Standardsubstanzen sollten bei einer chromatographischen Trennung einen
moglichst geringen Isotopenshift aufweisen, da sie sonst mit anderen Matrixbestandteilen
koeluieren konnten und dies die lonensuppression beeinflussen wiirde. Deuterium weist im
Vergleich zu Wasserstoff eine erhdhte Trégheit und geringere Polarisierbarkeit auf. Daher
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wurde ein Gemisch aus AOH und AOH-ds bzw. AME und AME-d, zu den Tabakzellen
gegeben, und deren Extrakt mittels LC-DAD-MS gemessen. Dabei konnte jeweils ein
Isotopenshift von ca. 2-4 Sekunden beobachtet werden. Bei einer durchschnittlichen
Peakbreite von ca. 22 Sekunden ist dieser Retentionszeitunterschied als sehr gering
einzuschatzen und damit zu vernachl&ssigen.

Aufgrund Substanzmangels konnte fir ZEN-d, kein Test auf Isotopenshift durchgefihrt
werden. Allerdings ist aufgrund der zweifach-Markierung von ZEN im Vergleich zur
vierfach-Markierung bei AOH und AME eine geringere Retentionszeitverschiebung
anzunehmen.

4.3.4 Synthese isotopenmarkierter Standardsubstanzen der l6slichen Konjugate
in Tabakzellsuspensionskulturen

Die Tabakzellen wurden jeweils fur zwei Tage mit AOH-d4, AME-d,; und ZEN-d, inkubiert,
anschlieBend extrahiert, und die Hauptmetaboliten wurden chromatographisch aufgetrennt.
Abb. 31 zeigt die erhaltenen Chromatogramme der praparativen Isolierung.
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Abb. 31: Préparative Isolierung der AOH-d,-Metaboliten (A), AME-d,-Metaboliten (B) und ZEN-d,-Metaboliten (C).
Die hellblau hinterlegten Peaks wurden praparativ isoliert.

Die isolierten Metaboliten wurden anschlieBend mittels LC-MS sowie mittels NMR-
Spektroskopie (*H-NMR, HSQC) analysiert. Bei der LC-MS-Analyse wurden die relativen
Intensitdten der ein- bis vierfach deuterierten Metaboliten aufsummiert und die
Isotopenreinheit des vierfach deuterierten Metaboliten bestimmt. Um dieses Ergebnis zu
tiberpriifen und eventuell bevorzugte Riickaustausch-Positionen zu identifizieren, wurden *H-
NMR-Spektren aufgenommen. Bei einem Rickaustausch wirden wieder Signale im
aromatischen Bereich (6,3 bis 7,5 ppm) sichtbar werden. Die Integrale der Protonensignale
wurden aufsummiert und ins Verhéltnis zu einem Integral eines Signals gesetzt, das zu keiner
Zeit deuteriert vorlag (z.B. anomeres Proton). Dadurch kann ebenfalls die Isotopenreinheit
bestimmt werden.

In der Literatur werden Isotopenreinheitsbestimmungen sowohl mittels LC-MS-Analyse als
auch mittels *H-NMR-Spektroskopie durchgefiihrt (Cramer et al., 2007; Hartmann et al.,
2008; Asam et al., 2009). Wahrend bei LC-MS-Analysen die Mdglichkeit der Koelution
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anderer Substanzen besetzt, die das Ergebnis verfalschen kénnen, bringt die NMR-
spektroskopische Analyse den Nachteil mit sich, dass geringe D/H-Rucktausche aufgrund der
geringeren Empfindlichkeit nicht bestimmt werden und somit die Isotopenreinheit Gberschéatzt
wird. Bei dieser Methode sind die S/N bei geringen Ricktauschen h&ufig zu gering fiur eine
Integration der Signale. Daher stellt die Kombination beider Verfahren einen guten
Kompromiss dar, um die Isotopenreinheiten der pflanzlichen Metaboliten zu ermitteln.

Die Isotopenreinheit des deuterierten Mykotoxinstandards sollte im Allgemeinen moglichst
hoch sein. Tritt beispielsweise eine geringe Menge an unmarkiertem Analyten in der Losung
des isotopenmarkierten Standards auf, muss dieser bei der Erstellung einer Kalibrierung
berucksichtigt werden. Generell werden bei SIVA interne Kalibrierungen durchgefiihrt, was
bedeutet, dass die Konzentration an internem Standard (hier: isotopenmarkierte Standard-
substanz) in der Losung gleich bleibt, wahrend die Konzentration des Analyten (hier: nicht-
markierte Standardsubstanz) in Verhaltnissen von z.B. 1:10 bis 10:1 im Vergleich zum
internen Standard variiert. Eine unvollstdndige Deuterierung des internen Standards kann
somit zu einer Simulation des Analyten fuhren, wenn noch komplett unmarkierte Substanz
enthalten ist. Dieses Verhaltnis kann berechnet werden und in der Kalibriergleichung in Form
des y-Achsenabschnittes kompensiert werden. Ebenso ist zu beachten, dass das natlrliche
3c-Vorkommen des Analyten zu Uberlappungen mit dem internen Standard fiihren kann.
Dies bedeutet, dass der Analyt in diesem Fall eine kleine Menge des internen Standards
simuliert, der abhéngig vom jeweiligen Konzentrationsverhéltnis ist. Mithilfe einer
Polynomanpassung der Kalibrierfunktion kann auch dieser Effekt weitestgehend ausgeglichen
werden (Bretz et al., 2006). Allerdings werden diese Berechnungsverfahren umso
komplizierter, je ausgepragter die Uberlappung ist (Rychlik & Asam, 2008). Da es keine
allgemeinen Akzeptanzwerte fur die Isotopenreinheit gibt, wurde im Rahmen dieser Arbeit
eine Isotopenreinheit von > 85 % als akzeptabel beurteilt.

4.3.41 AOH-ds;- und AME-ds-Metaboliten

Die Ergebnisse der MS- und *H-NMR-Analyse der AOH-d,- und AME-d4-Metaboliten sind
in Tab. 9 aufgefiihrt. Zur Inkubation der Tabakzellen wurde AOH-d4 mit einer Isotopen-
reinheit von 99 % und AME-d, mit einer Reinheit von 92 % eingesetzt.

Tab. 9: Isotopenreinheit der AOH-d,- und AME-d,-Metaboliten nach préparativer Isolierung aus dem Gesamtextrakt
der Tabakzellen. Die Isotopenreinheiten wurden sowohl mittels MS als auch mittels *H-NMR-Spektroskopie bestimmt

Isotopenreinheit (%)

Metabolit

MS 'H-NMR

9-O-{B-D-Glucopyranosyl(1—6)-p-D- 9% 97
Glucopyranosyl}AOH-d,

9-0O-B-D-Glucopyranosyl-AOH-d4 84 92
3-O-B-D-Glucopyranosyl-AOH-d,4 94 97
9-0-(6’-O-Malonyl-B-D-Glucopyranosyl)AOH-d, 91 *
3-0-(6’-O-Malonyl-B-D-Glucopyranosyl)AOH-d, 56 *
3-O-B-D-Glucopyranosyl-AME-d, 80 93
3-0-(6’-O-Malonyl-B-D-Glucopyranosyl) AME-d, 44 *

* Verbindung bereits zersetzt / chemisch verandert
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Im Massenspektrum der Verbindung 9-O-{B-D-Glucopyranosyl(1—6)-p-D-Glucopyra-
nosyl}AOH-d, tritt lediglich das Natrium-Addukt der Verbindung auf, weshalb dieses zur
Analyse der Isotopenreinheit bzw. des Deuterierungsgrades herangezogen wurde. Neben
hauptsachlich vierfach deuteriertem AOH-9-Diglucosid konnten auch geringe Mengen an
einfach und dreifach deuteriertem AOH-Diglucosid detektiert werden. Die berechnete
Isotopenreinheit ergab 96 %. Im *H-NMR- und HSQC-Spektrum sind im Bereich zwischen
oH 6,3 und 7,5 ppm bzw. 6C 98 und 120 ppm Signale sichtbar, die aus einem D/H-Austausch
resultieren. Dabei féllt auf, dass vor allem das Deuterium an Position 8 ausgetauscht wurde.
Mittels Integration der sichtbaren Signale im *H-NMR-Spektrum konnte eine Isotopenreinheit
von 97 % berechnet werden, die mithilfe der LC-MS-Analyse bestatigt werden konnte.

Eine geringere Isotopenreinheit konnte fir 9-O-B-D-Glucopyranosyl-AOH-d4 mittels LC-MS
festgestellt werden. Neben 84 % des vierfach deuterierten AOH-9-Glucosids, konnten 15 %
dreifach und 1 % zweifach deuteriertes AOH-9-Glucosid detektiert werden. Im Gegensatz
dazu ergab die 'H-NMR-Analyse eine héhere Isotopenreinheit von 92 %, wobei hauptsachlich
an der Position 2, jedoch auch an den Positionen 4, 6 und 8 ein geringfugiger Riickaustausch
stattfand. Die mittels NMR-Spektroskopie bestimmte hohere Isotopenreinheit konnte daraus
resultieren, dass bei der LC-MS-Analyse zuféllig eine andere Substanz mit dem m/z 424
koeluiert, was dem m/z von dreifach deuteriertem AOH-9-Glucosid entspricht. Aufgrund der
hohen Konzentration der Verbindung konnte in der NMR-Spektroskopie flr jedes Signal ein
ausreichend hohes S/N erzielt werden, sodass von einer Isotopenreinheit von 92 %
ausgegangen werden kann.

Die LC-MS-Analyse von 3-O-B-D-Glucopyranosyl-AOH-d, ergab eine Isotopenreinheit von
94 %, wobei ca. 4 % dreifach deuteriertes AOH-3-Glucosid und geringe Mengen an einfach
und nicht deuteriertem AOH-3-Glucosid detektiert wurden. Die Isotopenreinheit, die tber die
Integrale des *H-NMR-Spektrums bestimmt wurde, lag mit 97 % etwas héher. Ahnlich wie
bei dem AOH-9-Diglucosid kam es vor allem an Position 8 zum Rickaustausch, wahrend an
den anderen Positionen kein ausreichendes S/N fiir eine Integration erreicht werden konnte.
An dieser Stelle lasst sich eine Ubereinstimmung der beiden, aus den Daten unterschiedlicher
Methoden berechneter, Isotopenreinheiten festhalten.

Bei einem der beiden deuterierten AOH-Malonylglucoside (9-O-(6°-O-Malonyl-p-D-
Glucopyranosyl)AOH-d,) konnte mittels LC-MS eine akzeptable Isotopenreinheit von 91 %
ermittelt werden. Allerdings ergab die nachfolgende NMR-Analyse (*H-NMR und HSQC-
Experiment), dass sich die Verbindung bereits teilweise zum AOH-9-Glucosid zersetzte oder
die Malonsdure sich an anderer Position verknupft wiederfand, sodass ein Gemisch aus
mehreren Substanzen vorlag. Da sich die Integrale teilweise Uberschnitten, konnte keine
Isotopenreinheit mittels *H-NMR-Spektroskopie bestimmt werden. Ebenso konnte fiir das
zweite  AOH-Malonylglucosid  (3-O-(6°-O-Malonyl-B-D-Glucopyranosyl)AOH-ds)  keine
Integration im *H-NMR-Spektrum durchgefiihrt werden, da es auch hier zum Abbau bzw. zur
Umlagerung der Verbindung kam. Die nicht-deuterierten Malonylglucoside zeigten in DMSO
eine Stabilitat fur bis zu zwei Wochen bei -20 °C (Kapitel 4.1.1.2). Allerdings konnte bei den
Stabilitatsuntersuchungen fir die Caco-2-Zellkulturversuche, die bei 37 °C durchgefiihrt
wurden, ebenfalls ein Abbau bzw. eine Umlagerung der Malonylglucoside beobachtet werden
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(Kapitel 4.4.1). Somit ist davon auszugehen, dass die Instabilitdt der Malonylglucoside
temperaturabhangig ist und unabhdngig von der Deuterierung auftritt. Da die Malonyl-
glucoside bei den NMR-spektroskopischen Messungen teilweise mehr als 24 Stunden bei
Raumtemperatur ,,gelagert wurden, kann es hierbei zur Abspaltung gekommen sein.

Die relativ niedrige mittels LC-MS bestimmte Isotopenreinheit von 56 % konnte wie bei
AOH-9-Glucosid eventuell durch Koelution einer anderen Substanz zustande kommen.
Allerdings bedarf es hier weiterer Analysen.

Fur AME konnten aufgrund geringer Substanzmengen lediglich zwei Metaboliten analysiert
werden. Die LC-MS-Analyse von 3-O-B-D-Glucopyranosyl-AME-d, ergab eine
Isotopenreinheit von 80 %, wobei ca. 18 % dreifach deuteriertes und weniger als 2 %
zweifach deuteriertes AME-3-Glucosid detektiert wurden. Im Gegensatz dazu konnte durch
Integration der riickausgetauschten Protonen im *H-NMR-Spektrum eine Isotopenreinheit von
93 % bestimmt werden. Der Rickaustausch fand dabei wieder vor allem an Position 8 statt.
Der Unterschied zwischen den beiden Analysen kdnnte auch hier mdglicherweise durch
Koelution einer anderen Substanz in der LC-MS-Analyse bedingt sein.

Fur die Verbindung 3-O-(6°-O-Malonyl-p-D-Glucopyranosyl) AME-d; konnte im MS-
Spektrum eine relativ geringe Isotopenreinheit von 44 % ermittelt werden, welcher
maoglicherweise auch durch Koelution anderer Substanzen begriindet sein konnte. Allerdings
kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich hierbei tatsachlich um einen relativ hohen
Riickaustausch handelt, da die Analyse mittels *H-NMR-Spektroskopie aufgrund von
Zersetzung bzw. Umlagerung der Verbindung nicht mdglich war.

4.3.4.2 HRMS-Messung der deuterierten AME-Metaboliten

Da die Bestimmung der deuterierten AME-Metaboliten lediglich fir zwei Metaboliten
erfolgte  (3-O-pB-D-Glucopyranosyl-AME-d; und  3-O-(6°-O-Malonyl-p-D-Glucopyra-
nosyl) AME-ds) und die Ergebnisse der Isotopenreinheitsbestimmung mittels LC-MS und
'H-NMR-Spektroskopie groRe Unterschiede aufwiesen (80 % im Vergleich zu 93 % fiir 3-O-
B-D-Glucopyranosyl-AME-d4) bzw. teilweise nicht bestimmt werden konnten (fir 3-O-(6°-O-
Malonyl-p-D-Glucopyranosyl)AME-d,), wurde eine weitere Methode zur Isotopenreinheits-
bestimmung eingesetzt. Mittels HRMS konnen akkurate Massen gemessen werden, wodurch
Fehler aufgrund von Koelution von Substanzen ahnlicher Masse weitestgehend vermieden
werden kénnen. Fur die HRMS-Analyse wurde daher AME-d, mit einer Isotopenreinheit von
94 % in Tabakzellen eingesetzt und der Zellextrakt mittels HRMS gemessen. Zu beachten ist,
dass der komplette Zellextrakt ohne praparative Aufreinigung gemessen wurde.

Die Ergebnisse der HRMS-Analyse (Tab. 10) zeigten, dass die Isotopenreinheit von AME
von 94 % auf 90 % gesunken ist. Dies steht im Gegensatz zu dem in Kapitel 4.3.2
durchgefiihrten Versuch, bei dem die Isotopenreinheit von AME-d, nach der Inkubation
anstieg. Fir 3-O-B-D-Glucopyranosyl-AME-d, wurde in der HRMS-Analyse eine hohe
Isotopenreinheit von 94 % mittels LC-MS ermittelt.
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Tab. 10: Mittels HRMS bestimmte Isotopenreinheit der AME-d,-Metaboliten

Metabolit Isotopenreinheit (%)
7-O-B-D-Glucopyranosyl-AME-d, 0
3-O-(6’-O-Malonyl-B-D-Glucopyranosyl) AME-d, 83
3-O-B-D-Glucopyranosyl-AME-d, 94
3-0-(4’-O-Malonyl-B-D-Glucopyranosyl) AME-d, 94
AME-d, 90

Der Hauptmetabolit 3-O-(6°-O-Malonyl-B-D-glucopyra-nosyl)AME-d, wies hingegen eine
relativ geringe Isotopenreinheit von 83 % auf, die auf das erhdhte Vorkommen des ds-
Isotopologen bzw. auf eine mogliche Koelution zurlckzufuhren ist (16 %). Das zweite
Malonylglucosid (3-O-(4°-O-Malonyl-p-D-Glucopyranosyl) AME) lag hingegen zu 94 %
vierfach deuteriert vor. Interessanterweise konnten fur das 7-O-B-D-Glucopyranosyl-AME-d,
aus ungeklarten Grinden nur noch Spuren des vierfach deuterierten Metaboliten detektiert
werden, wahrend die nicht deuterierte Form zu 83 % und die einfach deuterierte Form zu
15 % vorlagen. Zur Klarung der Instabilitat des vierfach-deuterierten AME-7-Glucosids
besteht weiterer Forschungsbedarf.

4.3.4.3 ZEN-d,-Metaboliten

Die Ergebnisse der MS- und *H-NMR-Analyse der ZEN-d»,-Metaboliten sind in Tab. 11
aufgefiihrt. Zur Inkubation der Tabakzellen wurde ZEN-d, mit einer Reinheit von 99 %
eingesetzt.

Tab. 11: Isotopenreinheit der ZEN-d,-Metaboliten nach praparativer Isolierung aus dem Gesamtextrakt der
Tabakzellen. Die Isotopenreinheit wurde sowohl mittels MS als auch mittels *H-NMR-Spektroskopie bestimmt

Isotopenreinheit (%)

Metabolit MS TH-NMR
16-0O-B-D-Glucopyranosyl-ZEN-d; 89 92
16-0-(6°-O-Malonyl-p-D-Glucopyranosyl)ZEN-d, 87 *
14-0O-B-D-Glucopyranosyl-ZEN-d; 81 **
14-0-(6°-O-Malonyl-B-D-Glucopyranosyl)ZEN-d, 86 *

* Verbindung bereits zersetzt / chemisch verdndert
** Signal/Rausch-Verhaltnis zu gering

Das Massenspektrum der Verbindung 16-O-B-D-Glucopyranosyl-ZEN-d, zeigte neben 89 %
des zweifach deuterierten ZEN-16-Glucosids auch noch ein Signal fir ca. 11 % einfach
deuteriertes ZEN-16-Glucosid. Die nachfolgende *H-NMR-Analyse ergab, dass der groRte
Teil des Rickaustausches an Position 13 stattfand und ein kleinerer Teil an Position 15. Die
Integration der Signale ergab schlieRlich eine Isotopenreinheit von 92 %, der als akzeptabel
anzusehen ist.

Das zweite ZEN-Glucosid (14-O-B-D-Glucopyranosyl-ZEN-d,) wies nach LC-MS-Analyse
einer relativ geringe Isotopenreinheit von 81 % auf, da neben dem zweifach deuterierten
ZEN-14-Glucosid auch ca. 19 % einfach deuteriertes ZEN-14-Glucosid vorlag. Dies kdnnte
wiederum durch Koelution begriindet sein. Da die Konzentration des Metaboliten sehr gering
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war, konnte in der NMR-spektroskopischen Analyse aufgrund des zu geringen S/N keine
Integration durchgefihrt werden.

Ebenso wie bei den AOH-ds- und AME-ds-Malonylglucosiden konnten auch die beiden
ZEN-d,-Malonylglucoside nicht mittels *H-NMR-Spektroskopie analysiert werden, da sich
die Substanzen zum Zeitpunkt der Analyse bereits zersetzt bzw. chemisch veréndert hatten.
Allerdings konnte durch die vorherige massenspektrometrische Analyse eine Isotopenreinheit
von 87 % fur 16-O-(6°-O-Malonyl-B-D-Glucopyranosyl)ZEN-d, und 86 % fur 14-O-(6°-O-
Malonyl-B-D-Glucopyranosyl)ZEN-d, bestimmt werden. Dabei kamen jeweils ca. 19 % bzw.
14 % als einfach deuterierte Malonylglucoside vor.

Insgesamt liegen die Isotopenreinheiten der ZEN-d,-Metaboliten bis auf 14-O-B-D-
Glucopyranosyl-ZEN-d, bei > 85 %. Ein Ruckaustausch von Deuterium zu Wasserstoff fand
teilweise statt. Allerdings bedarf es weiterer NMR-Analysen, um die auf Basis massen-
spektrometrischer Analysen berechneten Werte abschliefend zu bewerten, da Koelutionen
nicht auszuschlief3en sind.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass deuterierte Standardsubstanzen von AOH, AME und
ZEN in hohen Isotopenreinheiten mittels bereits etablierter, geringfugig angepasster
Methoden hergestellt werden konnten. Um deuterierte modifizierte Mykotoxinen zu
generieren, wurden erstmalig Pflanzenzellsuspensionskulturen eingesetzt. Eine derartige
Methode wurde in der Literatur bislang noch nicht beschrieben. Vergleichbare Versuche
wurden bisher lediglich zur Synthese von **C-markierten freien Mykotoxinen, wie z.B. AOH
und AME, mit Schimmelpilzkulturen durchgefiihrt. Hierfir wurden [**C¢]-Glucose und
[*C,]-Natriumacetat zu Alternaria-Toxin-produzierenden Schimmelpilzkulturen gegeben,
welche wiederum **C-markiertes AOH und AME bildeten (Liu & Rychlik, 2015). Die
Gewinnung isotopenmarkierter modifizierter Mykotoxine wurde bislang lediglich fr
modifizierte Formen von DON mittels chemischer Synthese (Konigs-Knorr-Methode)
durchgefuhrt (Habler et al., 2016). Durch den Einsatz von Pflanzenzellsuspensionskulturen
kann eine grollere Bandbreite an isotopenmarkierten modifizierten Mykotoxinen in einem
Durchgang gewonnen werden. Allerdings ist hierbei anzumerken, dass die im Rahmen dieser
Arbeit durchgefliihrten Versuche eine relativ geringe Stabilitdt fir Malonylglucoside
aufzeigten. Diese Instabilitat ist hochstwahrscheinlich auf die Lagerung bei Raumtemperatur
wahrend der NMR-spektroskopischen Messungen zurlickzufuhren und kann mdglicherweise
durch korrekte Lagerung der Substanzen bei -20 °C vermieden werden. Die Methode zur
Synthese deuterierter modifizierter Mykotoxine mittels Pflanzenzellsuspensionskulturen
wurde erstmalig in dieser Weise durchgefiihrt und legt einen Grundstein fur die Synthese
weiterer markierter modifizierter Mykotoxine.
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4.4 Zellulare Aufnahme und in vitro Resorption von modifizierten
Mykotoxinen in Caco-2-Zellen

Zur Untersuchung der humanen Bioverfligbarkeit der pflanzlichen Mykotoxinmetaboliten
wurde das Caco-2-Zellmodell herangezogen. Zunéchst wurde die Stabilitat der eingesetzten
Verbindungen im Testsystem unter zellfreien Bedingungen tberpriift. Anschliefend wurde
die zelluldre Aufnahme der modifizierten Formen von AOH, AME und ZEN untersucht,
indem Caco-2-Zellen in 24-Well-Platten kultiviert und nach 21-tdgiger Differenzierung mit
den jeweiligen Metaboliten inkubiert wurden. Die Untersuchung der in vitro-Resorption
wurde in einem Transwell-Modell durchgefuhrt, wobei Transportprozesse vom apikalen zum
basolateralen Bereich analysiert wurden.

4.4.1 Stabilitat der Ausgangsverbindungen

Fur die Caco-2-Zellkulturversuche wurden die in Tab. 12 aufgefiihrten Substanzen mittels
quantitativer '"H-NMR eingewogen und auf 2 mM Losungen mit DMSO verdiinnt. Fir die
Stabilitats-versuche sowie die weiteren Zellkulturversuche wurden die Ldsungen auf eine
Konzentration von 20 uM mit HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)-Puffer verdinnt, die
schlie3lich 1 % DMSO enthielt.

Tab. 12: Standardsubstanzen, die im Rahmen der Caco-2-Versuche eingesetzt werden sollten

AOH AME ZEN
AOH-9-Diglucosid AME-7-Glucosid ZEN-14-Glucosid
AOH-9-Glucosid AME-3-Glucosid ZEN-16-Glucosid
AOH-3-Glucosid AME-6°-Malonyl-3-Glucosid ~ ZEN-6°-Malonyl-14-Glucosid
AOH-6°-Malonyl-3-Glucosid ZEN-6°-Malonyl-16-Glucosid

Die LC-DAD-MS-Untersuchungen zeigten, dass die Malonylglucoside von AOH, AME und
ZEN in DMSO instabil waren, da die Malonsdure nach den NMR-Messungen zum Zeitpunkt
Null der Stabilitatsversuche bereits vollstandig oder teilweise abgespalten war. Folglich
wurden nur noch die jeweiligen Glucoside detektiert. Diese Beobachtung steht im Einklang
mit den im Deuterierungsversuch vorgefundenen Instabilitditen der Malonylglucoside
(Kapitel 4.3.4). Die geringe Stabilitat von Malonylglucosiden wurde auch schon von Koster et
al. (1983) bei verschiedenen Isoflavon-Malonylglucosiden aus Kichererbsen sowie von
Svehlikova et al. (2004) bei Apigenin-7-O-(6°‘-Malonyl-Glucosid), dem Hauptflavonoid in
Kamillenbliten, beobachtet. Des Weiteren wurde fur die Malonylglucoside der Isoflavone
Genistein und Daidzein gezeigt, dass diese im Vergleich zu deren Glucosiden eine geringere
Bioverfugbarkeit in Ratten aufwiesen (Yerramsetty et al., 2014). Es wurde gemutmalit, dass
die Malonylglucoside schlechte Substrate fur die p-Glucosidasen im Darm darstellen und
daher viel langsamer zu den Aglykonen hydrolysiert werden, was auch auf die vorliegenden
Malonylglucoside von AOH, AME und ZEN zutreffen kénnte. Allerdings ist aufgrund der
Instabilitdt im Medium bei Raumtemperatur auch vorstellbar, dass die Malonylglucoside
bereits im oberen Verdauungstrakt zu den jeweiligen Glucosiden gespalten werden und
anschlieBend eine &hnliche Resorption wie die entsprechenden Glucoside zeigen. Daher und
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vor allem aufgrund der Instabilitdt wurden keine weiteren Aufnahmeversuche mit den
Malonylglucosiden durchgefihrt.

Die freien Mykotoxine sowie deren Glucoside zeigten im Vergleich zu den Malonyl-
glucosiden hingegen nach dreistiindiger Inkubation bei 37 °C eine Wiederfindung von 88—
100 % verglichen mit dem Zeitpunkt Null (Abb. 32) und weisen somit eine ausreichende
Stabilitét fur die Resorptionsversuche auf.
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Abb. 32: Mittels LC-DAD gemessene Konzentrationen der Stammlésungen der freien bzw. modifizierten Mykotoxine
(Saulendiagramm). AOH-9-Diglucosid setzt sich dabei zu 55,4 % aus AOH-9-Diglucosid und zu 44,6 % aus AOH-3-
Glucosid zusammen. Das Punktdiagramm zeigt die Wiederfindung der jeweiligen Substanzen nach dreistiindiger
Inkubation bei 37 °C.

Allerdings fiel bei den mittels LC-DAD-MS gemessenen Konzentrationen auf, dass die
gewinschte Konzentration (20 uM) nur bei AOH-3-Glucosid anndhernd eingestellt werden
konnte. Die Quantifizierung erfolgte dabei uUber eine Kalibrierung, die aus der urspriinglichen
2mM Stammldsung hergestellt wurde. Die Diskrepanz konnte moglicherweise auf
Loslichkeitsprobleme zurlickzufiihren sein, da fir die Stabilitatsversuche HBSS-Puffer und
fiir die Kalibrierung Methanol zum Verdinnen der Stammldsung eingesetzt wurde. AuRerdem
wurden keine Abbauprodukte im LC-DAD-MS-Chromatogramm gefunden. Da die nach-
folgenden Zellkulturversuche ebenfalls in HBSS-Puffer durchgefiihrt wurden, werden die in
Abb. 32 gezeigten Konzentrationen fiir die folgenden Berechnungen verwendet. Dabei muss
berucksichtigt werden, dass ungeltste, ausgefallene Mykotoxine wieder nachgelst werden
kénnen, wenn ein Teil der gelosten Mykotoxine metabolisiert werden und damit aus dem
Gleichgewicht gezogen werden. Dies kann zu Uber- bzw. Unterbestimmungen fiihren.

Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass aus ungekléarten Griinden die Losung des AOH-
9-Diglucosids mit AOH-3-Glucosid verunreinigt vorlag. Sie setzt sich aus 55,4 % AOH-9-
Diglucosid und 44,6 % AOH-3-Glucosid zusammen (Abb. 32).

4.4.2 Aufnahme und Metabolismus in Caco-2-Zellen

Um zu untersuchen, ob die modifizierten Formen von AOH, AME und ZEN in die Caco-2-
Zellen aufgenommen, gespalten und/oder weiter metabolisiert werden, wurden Caco-2-
Zellen in normalen Wellplatten kultiviert und bei 37 °C mit den entsprechenden Substanzen
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inkubiert. Nach dreistiindiger Inkubation wurde der Uberstand abgenommen, die adharenten
Zellen jedes Wells gewaschen und mithilfe eines Kunststoffspatels abgekratzt. Der Uberstand
sowie die extrahierten Zellen wurden mittels LC-DAD-MS analysiert. Die Konzentrationen
der Muttersubstanzen sowie der Glucuronide bzw. Sulfate wurden mithilfe externer
Kalibriergeraden fur AOH, AME (UV-Detektion bei 254 nm) bzw. ZEN (UV-Detektion bei
280 nm) bestimmt.

Zur Uberpriifung des Modellsystems wurden Positivkontrollen mit den freien Mykotoxinen
durchgefuhrt sowie mit Literaturdaten verglichen. Die LC-DAD-MS-Analyse ergab fiir AOH,
AME und ZEN é&hnliche Ergebnisse wie in den Publikationen von Burkhardt et al. (2009) und
Pfeiffer et al. (2011).

Aufnahme und Metabolismus von AOH, AME und deren modifizierten Formen
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Abb. 33: HPLC-Profile des Uberstands (Medium) und der extrahierten Caco-2-Zellen nach dreistiindiger Inkubation
mit AOH (A) und AME (B) in normalen Wellplatten. Die Zuordnung der Verknipfungspositionen erfolgte tentativ.
GA = Glucuronid, S = Sulfat.

Sowonhl fir AOH als auch fur AME konnten zwei Glucuronide (m/z 433 bzw. 447) sowie ein
Sulfat (m/z 337 bzw. 351) detektiert werden (Abb. 33). Neben den [M-H]-Quasimolekilion
der Metaboliten konnten im MS2-Spektrum die [M-Glucuronid-H] - bzw. [M-Sulfat-H]-lonen
(m/z 257 bzw. 271) detektiert werden. Die Position der Glucuronidgruppen wurde durch
Literaturvergleich anhand der Retentionszeiten und Elutionsreihenfolge tentativ zugeordnet
(Burkhardt et al., 2009; Pfeiffer et al., 2009b). Diese Zuordnungen basieren auf den
chromatographischen Eigenschaften der Glucuronide. Fir eine exakte Bestimmung der
Verknupfungspositionen der Glucuronide sind allerdings NMR-Daten unabdingbar. Bei den
Sulfaten erfolgte ein Vergleich der Retentionszeiten von Referenzsubstanzen. Die genannten
Metaboliten wurden hauptsichlich im Uberstand wiedergefunden, wahrend in den Zellen
lediglich AOH (Abb. 33 A) bzw. AME und ein AME-Glucuronid (Abb. 33 B) quantifiziert
werden konnten. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Burkhardt et al. (2009). Die
Autoren fanden ebenfalls im Uberstand gréRere Mengen an Metaboliten, wahrend in den
Zellen hauptsachlich die Aglykone vorlagen. Prozentual wurden von der eingesetzten AOH-
bzw. AME-Menge 39,1 + 1,1 % bzw. 50,5 = 5,9 % wiedergefunden, was moglicherweise auf
eine unvollstandige Zellextraktion oder auf die schlechte Loslichkeit der Mykotoxine
zurlickzufuhren ist (Kapitel 4.4.1). Die Positiv-Kontrollen mit den freien Mykotoxinen
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zeigten qualitativ einen mit friheren Publikationen vergleichbaren Metabolismus, weshalb
das Testsystem als geeignet beurteilt wurde.

Abb. 34  zeigt neben der prozentualen  Verteilung der  wiedergefundenen
Verbindungen / Metaboliten von AOH auch die Ergebnisse der dreistiindigen Inkubationen
der modifizierten AOH-Metaboliten. Dabei fallt auf, dass das urspriinglich eingesetzte AOH-
9-Glucosid lediglich 45 % der insgesamt wiedergefundenen Verbindungen ausmacht. Des
Weiteren wurde AOH-9-Glucosid von den Caco-2-Zellen zu AOH gespalten, das sowohl im
Uberstand als auch in den Zellen detektiert werden konnte. Zusatzlich wurden die Metaboliten
AOH-9-Glucuronid, AOH-3-Glucuronid sowie AOH-3-Sulfat gebildet, die hauptsachlich im
Uberstand vorlagen. In den Zellen wurden Spuren von AOH-9-Glucuronid und AOH-3-
Glucuronid sowie von AOH-9-Glucosid gefunden. Daher liegt die Vermutung nahe, dass das
AOH-9-Glucosid in die Zellen aufgenommen, gespalten und weiter metabolisiert wird. Zu
beachten ist allerdings, dass die Summe der Stoffmengen der wiedergefundenen
Verbindungen nur 65,3 = 6,3 % der zur Inkubation eingesetzten Menge ausmacht.
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Abb. 34: Prozentuale Verteilung der detektierten Verbindungen im Uberstand (nicht schraffiert) sowie in den
extrahierten Caco-2-Zellen (schraffiert) nach dreistiindiger Inkubation von AOH, AOH-9-Glucosid, AOH-3-Glucosid
bzw. AOH-9-Diglucosid in normalen Wellplatten. Zu beachten ist, dass die Wiederfindung von AOH bei 39,1 +1,1 %,
von AOH-9-Glucosid bei 65,3 +6,3 %, von AOH-3-Glucosid bei 71,4+1,9% und von AOH-9-Diglucosid bei
85,9 £ 5,4 % liegt.

Im Vergleich dazu wurde nach der Inkubation von AOH-3-Glucosid ein hoher Anteil (90 %)
der Ausgangssubstanz unverdndert wiedergefunden. Lediglich 10 % machten die zwei
Glucuronide von AOH an den Positionen 3 und 9 sowie das AOH-3-Sulfat, die im
Zelluberstand gefunden wurden, aus. Freies AOH wurde in Spuren sowohl im Uberstand als
auch in den Zellen nachgewiesen. Daruber hinaus konnten geringe Mengen des AOH-3-
Glucosids in den Zellen quantifiziert sowie zwei AOH-Glucuronide in den Zellen
nachgewiesen werden. Somit ist auch bei AOH-3-Glucosid davon auszugehen, dass dieses in
die Zellen aufgenommen, gespalten und weiter metabolisiert wird, allerdings zu einem
geringeren Ausmaf als AOH-9-Glucosid. Die Position der Glucosylierung scheint somit einen
Einfluss auf die Aufnahme in die Caco-2-Zellen zu haben. Auch flr die Betrachtungen
bezlglich des AOH-3-Glucosids ist jedoch zu beachten, dass nicht die gesamte eingesetzte
Stoffmenge wiedergefunden wurde (71,4 = 1,9 %).
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Die Auswertung der Daten aus der Inkubation des Gemisches aus AOH-9-Diglucosid und
AOH-3-Glucosid zeigt, dass keine nennenswerte Aufnahme, Spaltung oder Metabolisierung
in den Caco-2-Zellen stattfand. Lediglich Spuren von AOH-9-Diglucosid und AOH-3-
Glucosid wurden in den Zellen nachgewiesen, was auf eine geringe Aufnahme hindeutet.
Insbesondere zeigt der Vergleich der Versuche mit AOH-9-Diglucosid bzw. mit AOH-9-
Glucosid, dass Disaccharide weniger effizient aufgenommen werden als Monosaccharide. Im
Uberstand der mit einem Gemisch aus AOH-9-Diglucosid und AOH-3-Glucosid inkubierten
Caco-2-Zellen konnten geringe Mengen an AOH-9-Glucosid nachgewiesen werden, die durch
Spaltung des Gentiobiosids entstanden sein kdnnten. Da das AOH-3-Glucosid bereits im
Einzelversuch hauptsachlich intakt blieb, deckt sich dies mit den Ergebnissen aus dem
kombinierten Versuch mit AOH-9-Diglucosid. Die Gesamtwiederfindung der eingesetzten
Stoffmenge lag bei 85,9 + 5,4 %.

Es lasst sich an dieser Stelle festhalten, dass die insgesamt wiedergefundene Stoffmenge
héher ist, wenn weniger Metaboliten gebildet werden. Dies kdnnte zum einen durch einen
unvollstdndigen Zellaufschluss oder zum anderen durch die relativ hohe Nachweisgrenze
bzw. Bestimmungsgrenze erklart werden.

Die Ergebnisse der Metabolismusversuche der modifizierten Formen von AME sind in
Abb. 35 dargestellt. Die Inkubation von AME-7-Glucosid in Gegenwart von Caco-2-Zellen
ergab eine relativ geringe Umsetzung der Ausgangsverbindung. 80 % der wiedergefundenen
Stoffmenge entsprechen dem urspriinglich eingesetzten AME-7-Glucosid im Uberstand. Des
Weiteren konnten dort das AME-3-Glucuronid und das AME-3-Sulfat bestimmt sowie AME
nachgewiesen werden.
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Abb. 35: Prozentuale Verteilung der detektierten Verbindungen im Uberstand (nicht schraffiert) sowie in den
extrahierten Caco-2-Zellen (schraffiert) nach dreistiindiger Inkubation von AME, AME-7-Glucosid bzw. AME-3-
Glucosid in normalen Wellplatten. Zu beachten ist, dass die Wiederfindung von AME bei 50,5 + 5,9 %, von AME-7-
Glucosid bei 92,6 + 7,5 % und von AME-3-Glucosid bei 109,7 + 3,9 % liegt.

In den Zellen lag AME in quantifizierbaren Mengen vor, wohingegen AME-7-Glucosid,
AME-Glucuronid und AME-3-Sulfat lediglich in Spuren nachgewiesen werden konnten.
Insgesamt lag die Wiederfindung bei 92,6 + 7,5 %.

Eine &dhnliche Verteilung ergab sich nach Inkubation von AME-3-Glucosid. 82 % der
wiedergefundenen Stoffmenge macht die Ausgangssubstanz im Uberstand aus, in dem auch
AME-3-Glucuronid, AME-3-Sulfat und AME in quantifizierbaren Mengen vorlagen. In den
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Zellen befand sich die Ausgangssubstanz AME-3-Glucosid sowie dessen Aglykon AME und
Spuren von AME-3-Glucuronid. Die Wiederfindung uber alle Verbindungen im Uberstand
und in den Zellen lag bei 109,7 £ 3,9 %.

Die Versuche mit den beiden modifizierten Formen von AME deuten ebenfalls auf eine,
wenngleich nicht stark ausgepragte, Aufnahme in die Zellen, Spaltung der Metaboliten und
weitere Metabolisierung hin.

Aufnahme und Metabolismus von ZEN und dessen modifizierten Formen
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Abb. 36: HPLC-Profile des Uberstands und der extrahierten Caco-2-Zellen nach dreistiindiger Inkubation mit ZEN
in normalen Wellplatten. Die Zuordnung der Verknlpfungspositionen bzw. der ZEL-Isomere erfolgte tentativ.
GA = Glucuronid, S = Sulfat.

Im Uberstand der mit ZEN inkubierten Zellen konnten ZEN sowie ein Glucuronid (m/z 493)
quantifiziert werden (Abb. 36). Daneben konnten die beiden reduzierten Formen a- und
B-ZEL (m/z 319) sowie zwei Glucuronide (m/z 495) und ein Sulfat (m/z 399) von ZEL
nachgewiesen werden. Im MS%-Spektrum konnte die Abspaltung des Glucuronids bzw.
Sulfats zu den jeweiligen Aglykonen ZEN bzw. ZEL (m/z 317 bzw. 319) beobachtet werden.
Die Stereoisomerie von ZEL und die Verknlpfungspositionen der Glucuronid- bzw.
Sulfatgruppen wurden ebenfalls durch Literaturvergleich anhand der Retentionszeiten und
Elutionsreihenfolge tentativ zugeordnet (Pfeiffer et al., 2011). In den Zellen lag ZEN in
quantifizierbaren Mengen vor. a-ZEL konnte ebenfalls nachgewiesen werden. Insgesamt lag
die Wiederfindung fur ZEN bei 38,6 £ 0,9 %, wahrend Pfeiffer et al. (2011) 73,8 +2,9 %
wiederfanden. Die geringere Gesamtwiederfindung resultiert vermutlich groRtenteils aus der
geringeren ZEN-Menge (ca. 15 uM im Vergleich zu 40 uM) und der damit verbundenen
schlechteren Quantifizierbarkeit. Da keine Standardsubstanzen fir die entsprechenden
Glucuronide bzw. Sulfate verfugbar sind, wurden sie auf Basis des molaren Extinktions-
koeffizienten von ZEN quantifiziert. Wie bereits in Kapitel 4.1.2.4 erwahnt, kann sich das
Absorptionsmaximum je nach Verknupfungsposition verschieben. Da jedoch hauptséchlich
Konjugate an Position 14 von ZEN gebildet wurden, und diese Konjugation nur einen
geringen Effekt auf das UV-Spektrum hat, wurde bei 280 nm ausgewertet. Lediglich die
Konzentration von ZEN-16-Glucosid wurde bei 239 nm bestimmt. Neben moglichen
Fehlerquellen bei der Quantifizierung kdnnten auch eine unvollstdndige Zellextraktion und
die schlechte Loslichkeit von ZEN zu der geringen Gesamtwiederfindung beitragen.
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Im Gegensatz zu den pflanzlichen AOH- und AME-Metaboliten, konnten fir die pflanzlichen
ZEN-Metaboliten keine quantifizierbaren Mengen an ZEN bzw. ZEN-Metaboliten der
Caco-2-Zellen im Uberstand oder in den Zellen detektiert werden. Abb. 37 zeigt die
Ergebnisse des Metabolismusversuchs von ZEN, ZEN-14-Glucosid und ZEN-16-Glucosid.

Trotz der nicht quantifizierbaren Umsetzung der pflanzlichen Metaboliten ZEN-14-Glucosid
und ZEN-16-Glucosid konnten Unterschiede im Metabolitenprofil der beiden Substanzen
nach Inkubation mit Caco-2-Zellen auf den Massenspuren beobachtet werden. Wahrend im
Uberstand der mit ZEN-14-Glucosid inkubierten Caco-2-Zellen ZEN-14-Glucuronid, ZEN-
14-Sulfat und a-ZEL-14-Sulfat auf den jeweiligen Massenspuren detektiert werden konnten,
war bei ZEN-16-Glucosid lediglich in einer Probe der Doppelbestimmung ZEN-14-
Glucuronid auf der entsprechenden Massenspur sichtbar.
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Abb. 37: Prozentuale Verteilung der detektierten Verbindungen im Uberstand (nicht schraffiert) sowie in den
extrahierten Caco-2-Zellen (schraffiert) nach dreistiindiger Inkubation von ZEN, ZEN-14-Glucosid bzw. ZEN-16-
Glucosid in normalen Wellplatten. Zu beachten ist, dass die Wiederfindung von ZEN bei 57,1 + 1,7 %, von ZEN-14-
Glucosid bei 117,2 + 4,6 % und von ZEN-16-Glucosid bei 33,3 + 3,3 % liegt.

Dies deutet an, dass potentiell auch hier Unterschiede in der Spaltbarkeit der Glucoside je
nach Verknipfungsposition bestehen. In der Literatur konnte ebenfalls in Caco-2-Zellen ein
Unterschied in der Metabolisierung zwischen ZEN-14-Glucosid und ZEN-16-Glucosid
festgestellt werden. Bei der Inkubation von ZEN-14-Glucosid nahm die Konzentration von
ZEN-14-Glucosid in den Zellen konzentrations- und zeitabh&ngig zu und bereits nach einer
Stunde wurde ZEN im Medium gefunden. Im Gegensatz dazu nahm ZEN-16-Glucosid zwar
auch konzentrations- und zeitabhangig in den Zellen zu, jedoch war die Gesamtkonzentration
im Vergleich zu ZEN-14-Glucosid geringer. Des Weiteren wurde freies ZEN erst nach
sechsstlindiger Inkubation mit ZEN-16-Glucosid freigesetzt (Cirlini et al., 2016). In einer
weiteren Studie konnte keine zellulare Aufnahme der modifizierten Formen von ZEN
festgestellt werden (Gratz et al., 2017). Eine gewisse Variabilitdt der Ergebnisse ist in
Zellkulturversuchen (blich, da diese von vielen verschiedenen Faktoren abh&ngig sind.
Darunter fallen beispielsweise der Zellklon, die Zellpassagennummer, das verwendete
Medium, eingesetzte Konzentrationen, die Integritdt der Zellen, verwendete analytische
Methoden sowie DMSO-Konzentrationen und weitere Faktoren (Press & Di Grandi, 2008).
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4.4.3 Untersuchungen im Transwell-Modell

Fur die Untersuchung der in vitro-Resorption wurde ein Transwell-Modell herangezogen, in
dem der Transport vom apikalen zum basolateralen Bereich analysiert wurde. Hierfir wurden
die Caco-2-Zellen in Transwell-Inserts fiir drei Wochen kultiviert und der apikale Bereich fir
eine bzw. drei Stunden bei 37 °C mit den entsprechenden Substanzen inkubiert. AnschlieRend
wurden das apikale und das basolaterale Medium abgenommen und mittels LC-DAD-MS
analysiert. Die Konzentrationen von AOH, AME und ZEN sowie der Glucuronide bzw.
Sulfate wurde mithilfe externer Kalibriergeraden der freien Mykotoxine bestimmt. Zur
Uberpriifung der Intaktheit des Zellmonolayers wurden die Caco-2-Zellen auf dem Transwell-
Insert mit LY fiir eine Stunde nachinkubiert und der Inhalt des basolateralen Kompartiments
fluorimetrisch vermessen. Dabei wurde in Anlehnung an Literaturwerte eine Transportrate
von < 2 % als Integritatskriterium festgelegt (Debebe et al., 2012).

4.4.3.1 ZEN und pflanzliche ZEN-Metaboliten im Transwell-Modell

Fur ZEN, ZEN-14-Glucosid und ZEN-16-Glucosid wurden bereits Studien mit Caco-2-Zellen
im Transwell-Modell durchgefiihrt (Pfeiffer et al., 2011; Cirlini et al., 2016; Gratz et al.,
2017). Diese Substanzen wurden daher in Kontrollversuchen mitgefuhrt. Tab. 13 zeigt die
Ergebnisse der durchgefuhrten Transwell-Versuche mit ZEN und dessen Metaboliten.

Tab. 13: Ergebnisse der Transwell-Versuche nach Inkubation mit ZEN, ZEN-14-Glucosid und ZEN-16-Glucosid in
Dreifachbestimmung (t=Inkubationsdauer, G=Glucosid, GA=Glucuronid, S=Sulfat)

eingesetzte Kompar- Stoffmenge (nmol) Wieder-
Substanz ~ Stoffmenge t - Ausgangs- ZEN-14- a4 0-ZEL-14-  findung
(nmol) timent substanz ZEN GA ZEN-14-5 S (%)
apikal nb nb nb nb
Lh basolateral nb nb nb nn 0
ZEN 1,52 .
3h apikal nb nb nb nb 0
basolateral nb nb nb nb
apikal 0,62 + 0,05 nn nn nb nb
1h 62
ZEN-14- 100 basolateral nn nn nn nn nn
G ’ apikal 0,70 £0,10 nb nb nb nb
3h 70
basolateral nn nn nn nn nn
apikal 0,90 £0,10 nn nn nn nn
1h 75
ZEN-16- 119 basolateral nn nn nn nn nn
G ’ 3h apikal 0,85 + 0,05 nn nn nn nn 7
basolateral nn nn nn nn nn

nn nicht nachweisbar

nb  nachweisbar, aber nicht bestimmbar

Die einstiindige Inkubation der Caco-2-Zellen mit ZEN ergab, dass im apikalen Bereich
sowohl ZEN selbst als auch ZEN-14-Glucuronid, ZEN-14-Sulfat und o-ZEL-14-Sulfat zwar
detektiert, jedoch nicht quantifiziert werden konnten. Bis auf o-ZEL-14-Sulfat waren alle
zuvor genannten Verbindungen auch im basolateralen Kompartiment zu finden. Da die
Nachweisgrenze fir ZEN und dessen Metaboliten relativ hoch ist und sich die eingesetzte
Stoffmenge auf relativ viele Verbindungen verteilt, konnte keine Quantifizierung erfolgen,
weshalb die Wiederfindung bei 0 % liegt. Ebenso konnte nach dreistiindiger Inkubation keine
Quantifizierung erfolgen. Im Vergleich zur Inkubationsdauer von einer Stunde wurde
zusétzlich a-ZEL-14-Sulfat im basolateralen Bereich nachgewiesen.

99



4 Ergebnisse und Diskussion

Bei der einstindigen Inkubation von ZEN-14-Glucosid konnte 62 % der eingesetzten
Stoffmenge als ZEN-14-Glucosid im apikalen Kompartiment wiedergefunden werden. Des
Weiteren wurden dort ZEN-14-Sulfat und o-ZEL-14-Sulfat nachgewiesen, wohingegen im
basolateralen Kompartiment keine Verbindungen detektiert wurden. Nach dreistiindiger
Inkubation und 70 %iger Wiederfindung der Ausgangssubstanz konnten dartiber hinaus ZEN
und ZEN-14-Glucuronid auf der apikalen Seite nachgewiesen werden. Basolateral konnten
allerdings auch bei langerer Inkubationsdauer keine Verbindungen nachgewiesen werden.
Dies legt nahe, dass ZEN-14-Glucosid zwar von den Caco-2-Zellen gespalten und weiter
metabolisiert werden kann, allerdings keine Resorption zur basolateralen Seite stattfindet.

Im Gegensatz dazu konnten fur ZEN-16-Glucosid weder nach einstiindiger noch nach
dreistlindiger Inkubation zusétzliche Verbindungen auBer der Ausgangssubstanz
nachgewiesen werden. Die Gesamtwiederfindungen lagen bei 75 und 71 %. Ahnlich wie bei
dem Metabolismusversuch (Kapitel 4.4.2) kann in diesem Versuch geschlussfolgert werden,
dass auch die humane cytosolische B-Glucosidase zwar ZEN-14-Glucosid freisetzen kann,
jedoch nicht das ZEN-16-Glucosid. Die Unterschiede in der Aufnahme und Spaltungs-
fahigkeit wurden wie bereits beschrieben auch von Cirlini et al. (2016) beobachtet. Allerdings
konnten Cirlini et al. (2016) geringe Mengen an ZEN-14-Glucosid (0,5 %) bzw. ZEN-16-
Glucosid (0,1 %) und ZEN (0,5-2 % bzw. 0,4 %) im basolateralen Kompartiment feststellen.
Dies konnte durch die niedrigere eingesetzte Konzentration und die relativ hohen
Nachweisgrenzen in dem hier eingesetzten System bedingt sein. Im Gegensatz dazu konnten
Gratz et al. (2017) keine Resorption in die Caco-2-TC7-Zellen beobachten, was sich
maoglicherweise durch die eingesetzten Caco-2-Zellklone oder unterschiedlichen Kultur-
bedingungen erklaren l&sst.

4.4.3.2 AOH und pflanzliche AOH-Metaboliten im Transwell-Modell

In Tab. 14 sind die Ergebnisse der Transwell-Versuche von AOH und der drei pflanzlichen
Metaboliten von AOH zusammengefasst. Bei der Inkubation mit AOH konnte bereits nach
einer Stunde neben freiem AOH auch AOH-Sulfat im apikalen Kompartiment quantifiziert
werden. Die Gesamtwiederfindung der insgesamt eingesetzten Menge betragt allerdings nur
22 %, was eventuell darauf zuriickzufuhren ist, dass sich ein groRerer Teil in den Zellen
befindet. Nach dreisttindiger Inkubation konnten zusétzlich AOH-9-Glucuronid und AOH-3-
Glucuronid im apikalen Kompartiment bestimmt werden. Des Weiteren konnte im
basolateralen Kompartiment auf den Massenspuren neben AOH auch AOH-9-Glucuronid und
AOH-3-Glucuronid sowie AOH-3-Sulfat nachgewiesen werden. Die Gesamtwiederfindung
lag bei 35 %, was ungefahr der Wiederfindung im Uberstand bei den Metabolismusversuchen
entspricht (37 %, Abb. 34). Qualitativ sind diese Ergebnisse mit den Daten von Burkhardt et
al. (2009) vergleichbar.

Nach einstundiger Inkubation der Caco-2-Zellen mit AOH-9-Glucosid konnten neben AOH-
9-Glucosid auch freies AOH im Uberstand quantifiziert und AOH-3-Sulfat bestimmt werden.
Im basolateralen Kompartiment wurde AOH auf der Massenspur detektiert. Dies bedeutet,
dass AOH-9-Glucosid von Caco-2-Zellen gespalten werden kann und freies AOH auf die
basolaterale Seite abgegeben werden kann. Die geringe Gesamtwiederfindung von 30 % ist
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maoglicherweise durch nicht bestimmte Metaboliten in den Zellen zu erkléren. Die Inkubation
von AOH-9-Glucosid flr drei Stunden zeigt, dass die Ausgangssubstanz weiter abgebaut
wurde, da die Konzentration fur eine Quantifizierung zu gering war. Des Weiteren war die
Metabolisierung durch die Caco-2-Zellen weiter vorangeschritten, da freies AOH lediglich
nachgewiesen, aber nicht bestimmt werden konnte und AOH-9-Glucuronid und AOH-3-
Glucuronid sowie AOH-3-Sulfat in groReren Mengen gebildet wurden. Auch im basolateralen
Kompartiment wurden neben freiem AOH zusatzlich AOH-9-Glucuronid und AOH-3-
Glucuronid auf den Massenspuren detektiert. Die Gesamtwiederfindung lag bei 40 %.

Tab. 14: Ergebnisse der Transwell-Versuche nach Inkubation mit AOH, AOH-9-Diglucosid / AOH-3-Glucosid-
Gemisch, AOH-9-Glucosid und AOH-3-Glucosid in Dreifachbestimmung (t=Inkubationsdauer, DiG=Diglucosid,
G=Glucosid, GA=Glucuronid, S=Sulfat)

eingesetzte Kompar- Stoffmenge (nmol) Wieder-
Substanz ~ Stoffmenge 't timgnt Ausgangs- AOH AOH-9- AOH-3- AOH-3-S findung
(nmol) substanz GA GA (%)
ih apikal 0,23 £ 0,04 nn nn 0,15 £ 0,04 22
basolateral nn nn nn nn
AOH 1,69 .
3h apikal nn 0,20+0,06 0,22+0,06 0,17+0,05 35
basolateral nb nb nb nb
apikal 0,24+0,06 0,16 +0,04 nn nn nb
Lh basolateral nn nb nn nn nn 30
AOH-9-G 135 apikal nn nb 0,17+0,04 0,21+0,04 0,16 +0,06
3h 40
basolateral nb nb nb nb nn
ih apikal 1,17+0,14 nb nn nn 0,09 +0,03 59
basolateral nn nn nn nn nn
AOH-3- 2,12
OH-3-G ' 3h apikal 0,52 +0,17 0,05+0,03 0,14+0,05 0,16+0,06 0,20+0,07 57
basolateral nn nn nn 0,16+0,03* nn
i +
AOH-9- ih apikal 0,67 £0,13 nb nn nn nb 70
X basolateral nn nn nn nn nn
DiG & 0,97 .
AOH-3-G apikal 0,59 0,07 nb nb nb nb 61
basolateral nn nn nb nb nn

nn nicht nachweisbar

nb nachweisbar, aber nicht bestimmbar

* Wert stammt aus zwei Versuchen der Dreifachbestimmung

Im Gegensatz zu AOH-9-Glucosid konnte bei der einstindigen Inkubation mit AOH-3-
Glucosid lediglich im apikalen Kompartiment die Ausgangssubstanz AOH-3-Glucosid sowie
geringe Mengen an AOH-3-Sulfat bestimmt, jedoch keine Substanzen im basolateralen
Kompartiment nachgewiesen werden. Allerdings wurde AOH-3-Glucosid nach dreistundiger
Inkubation weiter zu AOH abgebaut und dieses wiederum zu AOH-9-Glucuronid und AOH-
3-Glucuronid sowie AOH-3-Sulfat metabolisiert. Auch im basolateralen Kompartiment
konnten in zwei Versuchen der Dreifachbestimmung quantifizierbare Mengen an AOH-3-
Glucuronid gemessen werden. Die Gesamtwiederfindungen der ein- und dreistlindigen
Inkubationen lagen bei 59 und 57 %. Wahrend die Ausgangsverbindung AOH-3-Glucosid im
Metabolismusversuch nach dreistindiger Inkubation 90 % der insgesamt wiedergefundenen
Metaboliten ausmacht (Kapitel 4.4.2), sind es im Transwell-Versuch lediglich 42 % nach
dreistiindiger Inkubation. Die restlichen 58 % verteilen sich auf die beiden Glucuronide, das
AOH-Sulfat und freies AOH. Der Transwell-Versuch zeigt somit, dass auch AOH-3-Glucosid
von den Caco-2-Zellen aufgenommen, gespalten und als Metabolit auf die basolaterale Seite
abgegeben werden kann.
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Bei der einstundigen Inkubation der Caco-2-Zellen mit einem Gemisch aus AOH-9-
Diglucosid und AOH-3-Glucosid konnte neben den Ausgangsverbindungen auch freies AOH
und AOH-3-Sulfat auf den Massenspuren im apikalen Kompartiment nachgewiesen werden.
Im basolateralen Kompartiment hingegen konnte noch kein freies AOH bzw. keine
Metaboliten detektiert werden. Im Gegensatz dazu konnten nach dreisttindiger Inkubation auf
apikaler Seite zusétzlich AOH-9-Glucuronid und AOH-3-Glucuronid sowie auf basolateraler
Seite  AOH-9-Glucuronid und AOH-3-Glucuronid nachgewiesen werden. Die Gesamt-
wiederfindungen lagen hierbei bei 70 und 61 %. Da es sich um ein Gemisch aus AOH-9-
Diglucosid und AOH-3-Glucosid handelt, ist in diesem Versuch nicht eindeutig festzustellen,
ob AOH-9-Diglucosid ebenfalls gespalten wurde.

4.4.3.3 AME und pflanzliche AME-Metaboliten im Transwell-Modell

Die Ergebnisse der Transwell-Versuche mit AME, AME-3-Glucosid und AME-7-Glucosid
sind in Tab. 15 dargestellt. Die einstiindige Inkubation der Caco-2-Zellen mit AME ergab eine
sehr geringe Gesamtwiederfindung von 15 %. Dabei konnte lediglich AME im apikalen
Kompartiment quantifiziert werden. Daneben konnte AME-3-Sulfat apikal und AME-3-
Glucuronid apikal sowie basolateral nachgewiesen werden. Bei der dreistiindigen Inkubation
waren AME und AME-7-Glucuronid nachweisbar, wahrend AME-3-Glucuronid und AME-3-
Sulfat quantifiziert werden konnten. Diese machten 40 % der eingesetzten AME-Menge aus.
Des Weiteren wurden im basolateralen Kompartiment AME-7-Glucuronid und AME-3-
Glucuronid nachgewiesen. Diese Ergebnisse stehen qualitativ im Einklang mit den Daten von
Burkhardt et al. (2009).

Tab. 15: Ergebnisse der Transwell-Versuche nach Inkubation mit AME, AME-7-Glucosid und AME-3-Glucosid in
Dreifachbestimmung (t=Inkubationsdauer, G=Glucosid, GA=Glucuronid, S=Sulfat)

eingesetzte Kompar- Stoffmenge (nmol) Wieder-
Substanz ~ Stoffmenge 't - Ausgangs- AME-7- AME-3- o findung
(nmol) timent substanz AME GA GA AME-3-S (%)
i +
Lh bazsllztaltelral o‘zzn_nOl04 :: :E :2 15
AME 1,48 .
apikal nb nb 0,39+£0,09 0,20+0,03
3h 40
basolateral nn nb nb nn
apikal 0,50 + 0,04 nb nn nb nb
1lh 51
AME-7- 0.99 basolateral nn nn nn nn nn
G ’ ah apikal 0,13 £ 0,04 nn nn 0,26 £0,03 0,23 +0,02 70
basolateral nn nn nn 0,08 + 0,04 nb*
apikal 1,04 £0,05 nb nn nb nb
1lh 77
AME-3- 134 basolateral nn nn nn nn nn
G ! 3h apikal 0,42 £ 0,09 nb nn 0,23+0,06 0,20+0,03 63
basolateral nn nn nn nb nn

nn nicht nachweisbar
nb nachweisbar, aber nicht bestimmbar
* in zwei Versuchen der Dreifachbestimmung nachgewiesen

Bei der einstiindigen Inkubation der Caco-2-Zellen mit AME-7-Glucosid konnte 51 % der
eingesetzten Menge als Ausgangsverbindung im apikalen Kompartiment wiedergefunden
werden. Daneben konnten freies AME sowie AME-3-Glucuronid und AME-3-Sulfat apikal
nachgewiesen werden, wohingegen basolateral keine Verbindungen detektiert wurden. Erst
nach dreistiindiger Inkubation konnten im basolateralen Kompartiment geringe Mengen von
AME-3-Glucuronid quantifiziert und Spuren von AME-3-Sulfat nachgewiesen werden, was
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auf eine Resorption hindeutet. Auf der apikalen Seite wurden neben der Ausgangssubstanz
AME-7-Glucosid auch AME-3-Glucuronid und AME-3-Sulfat bestimmt. Die Gesamt-
wiederfindung lag bei 70 %.

Ebenso wie bei AME-7-Glucosid konnte auch bei einstiindiger Inkubation mit AME-3-
Glucosid lediglich die Ausgangsverbindung im apikalen Kompartiment quantifiziert und
AME sowie AME-3-Glucuronid und AME-3-Sulfat detektiert werden, wohingegen
basolateral keine Verbindung nachgewiesen werden konnte. AME-3-Glucosid machte dabei
77 % der eingesetzten Menge aus. Bei der dreistindigen Inkubation konnten apikal neben
AME-3-Glucosid zusétzlich AME-3-Glucuronid und AME-3-Sulfat quantifiziert werden, die
insgesamt 63 % der eingesetzten Menge ausmachten. Daneben wurden Spuren an AME
nachgewiesen. Im basolateralen Kompartiment konnten auRerdem geringe Mengen an AME-
3-Glucuronid nachgewiesen werden. Daher ist davon auszugehen, dass AME-3-Glucosid von
den Caco-2-Zellen aufgenommen, gespalten und basolateral wieder abgegeben wird.

4.4.3.4 Zusammenfassung der Resorptionsversuche

Mithilfe der Transwellversuche konnte gezeigt werden, dass einige modifizierte Mykotoxine
im Caco-2-Modell resorbiert werden kénnen. Wahrend fur ZEN sowohl nach ein als auch
nach dreistiindiger Inkubationsdauer auf basolateraler Seite sowohl ZEN als auch Metaboliten
nachgewiesen werden konnten, zeigten die modifizierten Formen ZEN-14- und ZEN-16-
Glucosid keinen Transport auf die basolaterale Seite. Dies kdnnte jedoch mdglicherweise
auch nur an der relativ hohen Nachweisgrenze fiir ZEN und dessen Metaboliten liegen, sodass
eine geringfligige Resorption, Metabolisierung und Abgabe an das basolaterale Kompartiment
mit dem gewahlten Versuchsaufbau nicht erfasst wurde. Im Gegensatz dazu wurden AOH-9-
Glucosid, AOH-3-Glucosid und AOH-9-Diglucosid gespalten und zu weiteren Metaboliten
umgesetzt. Die gebildeten Metaboliten, die aus den urspriinglichen zwei AOH-Glucosiden
resultierten, konnten spétestens nach dreistiindiger Inkubation im basolateralen Bereich
nachgewiesen werden. Auch bei den dreistiindigen Inkubationen mit AME-7-Glucosid und
AME-3-Glucosid konnte eine Spaltung und Metabolisierung sowie Metaboliten im
basolateralen Bereich nachgewiesen werden. Da die Konzentrationen der nachgewiesenen
Metaboliten auf basolateraler Seite flur eine Quantifizierung teilweise zu gering waren,
konnten lediglich fir AOH-3-Glucosid und AME-7-Glucosid P-Werte (Gleichung (4))
berechnet werden. Diese lagen fir AOH-3-Glucosid bei 2,1 x 10 cm/s und fiir AME-7-
Glucosid bei 1,7x10®cm/s. Da bei Pap,-Werten zwischen 1-10 x 10° cm/s von einer
mittleren Resorption ausgegangen werden kann (Yee, 1997) ist die Aufnahme modifizierter
Mykotoxine nicht zu unterschatzen.

Die Ergebnisse zeigen, dass modifizierte Mykotoxine bei der Sicherheitsbewertung von
Lebensmitteln berucksichtigt werden sollten, da sie moglicherweise im Dinndarm resorbiert
und zu ihren Aglykonen, von denen ein toxisches Potential ausgeht, gespalten werden kénnen.
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4.5 Untersuchungen zur Zellwandbindung von Mykotoxinen

Neben den I6slichen Mykotoxinkonjugaten, die im Phase I- und Phase II-Metabolismus
gebildet werden, besteht die Mdoglichkeit, dass Mykotoxine im Zuge des Phase IlI-
Metabolismus in die Zellwand eingelagert werden. Zwar wird dartiber in der Literatur haufig
gemutmalit, allerdings mangelt es an Studien, die eine Zellwandbindung belegen. Daher und
in Betracht der geringen Gesamtwiederfindung in den Zellkulturversuchen mit pflanzlichen
Zellen (Kapitel 4.1.1.4 und Kapitel 4.1.2.4) sollen die Zellwénde pflanzlicher Zellen aus
Suspensionskulturen nach Inkubation in Gegenwart von AOH, AME und ZEN auf deren
Anwesenheit in Zellwandfraktionen oder mdgliche Bindung an Zellwandkomponenten
untersucht werden. Hierfur wurden alkalische, saure und enzymatische Hydrolysen
durchgefihrt.

4.5.1 Versuche zur (physikalischen) Adsorption

Zunéchst wurde berprift, ob Mykotoxine durch physikalische adsorptive Kréfte an die
Zellwand binden. Hierfiir wurden filtrierte, gefriergetrocknete und gemérserte Tabakzellen
(tote Zellen) mit Medium versetzt und fur zwei Tage in Gegenwart von 100 bzw. 200 uM
ZEN-L06sung inkubiert. Zusétzlich wurden autoklavierte Tabakzellen eingesetzt, um restliche
Enzymaktivitaten ausschlielen zu kdnnen. Nach erfolgter Inkubation wurden sowohl die
Zellen als auch das Medium extrahiert. Die Extrakte wurden eingedampft und die Rickstande
in Methanol gelost. Die Extrakte wurden schlieBlich mittels LC-DAD auf ZEN untersucht.
Die Ergebnisse sind in Abb. 38 dargestellt.

100 Il Mediumextrakt
90 4 - Zellextrakt

80 +
70 1
60
50 +
40+
30 1
20 +
10

24%

Wiederfindung (%)

32%

tote Tabakzellen tote Tabakzellen autoklavierte Tabakzellen
100 pM ZEN 200 uM ZEN 100 pM ZEN

Abb. 38: Wiederfindung von ZEN im Tabakzellextrakt sowie im Mediumextrakt von toten bzw. autoklavierten
Tabakzellen, die mit 100 bzw. 200 uM ZEN flr zwei Tage inkubiert wurden.

Hierbei fallt auf, dass die Gesamtwiederfindungen von ZEN zwischen 56 und 72 % liegen.
Um zu Uberprifen, ob das ZEN tatsachlich am unl6dslichen Zellextrakt adsorbiert und nicht-
extrahierbar vorliegt, wurde der Rickstand in der Kugelmuhle gemahlen, in einem Gemisch
aus Pyridin-ds und DMSO-ds aufgenommen und anschlieBend ein HSQC-Spektrum
aufgenommen. Zum Vergleich diente ein HSQC-Spektrum von nicht-inkubierten
Tabakzellen. Zusétzlich wurden nicht-inkubierte tote Tabakzellen mit einer ZEN-
Standardlosung versetzt und direkt gemessen.
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Wiirde ZEN adsorptiv an der Zellwand haften, sollten charakteristische Signale von ZEN im
aromatischen Bereich sichtbar sein. Allerdings konnten in den inkubierten Zellriickstdnden
keine ZEN-Signale beobachtet werden. Im HSQC-Spektrum der Tabakzellen waren nach
Zugabe der ZEN-Standardlosung charakteristische Signale von ZEN in Konzentrationen
sichtbar, die unterhalb der erwarteten Konzentration liegt, die sich nach Abzug der bereits
detektierten ZEN-Menge in den Adsorptionsversuchen ergibt. Demnach lasst sich die
Vermutung aufstellen, dass es bei den Adsorptionsversuchen entweder zu Verlusten bei der
Extraktion kam oder dass sich ZEN nach dem Eindampfen nicht mehr vollstandig in
Methanol gel6st hat und daher unterbestimmt wurde. Da die autoklavierten Tabakzellen
ahnliche Ergebnisse lieferten, kdnnen enzymatische Reaktionen ausgeschlossen werden.

4.5.2 Alkalische Hydrolyse
45.2.1 Vorversuche

Zur Untersuchung der in Gegenwart von Mykotoxinen inkubierten und extrahierten
Zellrickstande wurden alkalische Hydrolysen durchgefiihrt, um eventuell gebundene
Mykotoxine freizusetzen. Die Inkubationen fiir diese Versuche wurden mit Zellsuspensions-
systemen, d.h. mit lebenden Zellen, durchgefuhrt. Mittels alkalischer Hydrolyse kdnnen
Peptidbindungen in Proteinen gespalten werden sowie Lignin oder Hemicellulosen teilweise
hydrolysiert bzw. freigesetzt werden, da sowohl Ether- (Gber Protonierung der a-Position) als
auch Esterbindungen im Alkalischen gespalten werden.

In Vorversuchen wurden zunachst unterschiedliche Hydrolysebedingungen getestet, um die
optimale Hydrolysetemperatur und -dauer fur die Freisetzung von ZEN zu ermitteln, da vor
allem ZEN in der Literatur als alkalilabil beschrieben wird (Kapitel 3.5.2). AOH und AME
sind aufgrund ihres sechsgliedrigen Lactonrings mit den zwei benachbarten Aromaten
wesentlich stabiler einzuschétzen als der 14-gliedrige Lactonring von ZEN. Die Hydrolyse-
bedingungen sollten daher mdglichst harsch sein, jedoch das freizusetzende Mykotoxin nicht
strukturell beeintréchtigen. Die jeweiligen getesteten Hydrolysebedingungen und Wieder-
findungen von ZEN sind in Tab. 16 aufgefihrt.

Tab. 16: Hydrolysebedingungen und Wiederfindungen der Kontroll-Vorversuche Nr. 1.1 bis 2.2 fir ZEN. NaOH =
Natronlauge

N Lauge Menge Konzentration =~ Temperatur Dauer Wiederfindung
(ml) (M) (°C) (h) (%)

11 NaOH 15 4 110 20 0

1.2 NaOH 15 4 110 3 2

2.1 NaOH 15 4 60 1 79

2.2 NaOH 15 4 60 3 65

Die Hydrolyse-Bedingungen der Versuche 1.1 und 1.2 orientierten sich an der amtlichen
Untersuchungsmethode fur die Bestimmung von Tryptophan in ditetischen Lebensmitteln
nach 864 LFGB. Allerdings zeigte die Wiederfindung von ZEN, dass eine Hydrolyse bei
110 °C fir 20 bzw. drei Stunden zu einem kompletten bzw. nahezu vollstandigem Abbau von
ZEN fuhrt. Auf eine alkalische Hydrolyse des Lactonrings von ZEN kann eine Esterspaltung

folgen, was eine irreversible Zerstérung von ZEN zur Folge hat (Krska & Josephs, 2001,
105



4 Ergebnisse und Diskussion

Schuhmacher et al., 1998). Daher wurde in den Hydrolysen 2.1 und 2.2 eine geringere
Temperatur von 60 °C gewdhlt. Diese Versuchsbedingungen richten sich nach Kim et al.
(2003) und Park et al. (2004), die gebundene Fumonisine in Cornflakes und anderen
maisbasierten Zerealien analysierten. Wahrend bei einer einstiindigen Hydrolyse 79 % des
eingesetzten ZENs wiedergefunden wurden, waren nach dreistlindiger Inkubation bereits
35 % des eingesetzten ZENs zerstort. Daher wurden fir die Analyse der Zellwande die
Hydrolysebedingungen von Versuch 2.1 gewahlt.

45.2.2 Hauptversuch

Im Hauptversuch wurden jeweils 100 mg der extrahierten Zellriickstande von Tabak-, Soja-
und Weizenzellkulturen aus Kapitel 4.1.1 und 4.1.2 einer alkalischen Hydrolyse mittels
NaOH (4 M, 60 °C, 1 h) unterzogen. Zusétzlich wurden Kontrollen mit allen Mykotoxinen
ohne Zellen durchgefuhrt. Nach der Hydrolyse erfolgte eine Neutralisation mit 6 M HCI-
Losung. Das Hydrolysat wurde gefriergetrocknet und fir die LC-DAD-MS-Analyse in
Methanol aufgenommen.

Allerdings zeigten die Kontrollversuche ohne Zellen, dass AOH komplett bzw. AME nahezu
vollstandig zerstort wurden. ZEN lag unterhalb der Kalibrierung und wurde somit auch zu
grolRen Teilen abgebaut. Zwar konnten im Vorversuch 79 % des eingesetzten ZENs wieder-
gefunden werden, allerdings wurde die Neutralisation aufgrund der hohen Probenzahl im
Hauptversuch zeitlich verzogert durchgefuhrt, weshalb es eventuell zu héheren Verlusten
kam. Des Weiteren wurden niedrigere Konzentrationen an Mykotoxinen in den Kontroll-
proben im Hauptversuch eingesetzt. Daher konnte Ubrig gebliebenes ZEN nicht mehr
quantifiziert werden.

In den Versuchen mit den Zellriickstdnden konnte in keiner der Proben freie Mykotoxine
gefunden werden. Aufgrund der hohen Instabilitat der Mykotoxine im Alkalischen eignet sich
somit die alkalische Hydrolyse nicht, um gebundene Formen von AOH, AME oder ZEN
freizusetzen. Deren Lactonstrukturen werden im Alkalischen vermutlich gespalten und durch
weitere Abspaltungen irreversibel zerstért. Daher wurde nachfolgend eine saure Hydrolyse
durchgefuhrt.

4.5.3 Saure Hydrolyse
45.3.1 Vorversuche

Ebenso wie in Kapitel 4.5.2.1 wurden in Vorversuchen zunéchst unterschiedliche Hydrolyse-
bedingungen getestet. Hierbei wurde die optimale Hydrolysetemperatur, -dauer, Séurestarke
und Konzentration der S&ure fur die Freisetzung der Mykotoxine ermittelt. Es sollte ein
Kompromiss zwischen einer maoglichst vollstandigen Zellwandhydrolyse und einem geringen
Abbau der Mykotoxine gefunden werden. Die Vorversuche wurden zundchst mit ZEN
durchgefiihrt. Die jeweiligen Hydrolysebedingungen und Wiederfindungen von ZEN sind in
Tab. 17 aufgefihrt.
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Die Hydrolysen 1.1 und 1.2 wurden in Anlehnung an die VVorschriften von Zhou et al. (2007)
und Liu et al. (2005) durchgefuhrt, wobei 1,25 M TFA (133 °C, 54 min) und 1 M TCA
(140 °C, 40 min) in einem Loésungsmittelgemisch aus ACN und Wasser eingesetzt wurden. In
den Versuchen 2.1 bis 2.3 wurde 2 M TFA in dem gleichen Losungsmittelgemisch eingesetzt
und die Hydrolysedauer variiert (40, 50 und 60 min). Des Weiteren wurde in den Versuchen
3.1 bis 3.3 bei gleichbleibender Hydrolysedauer die Konzentration der TFA variiert (2, 3 und
4 M ohne Zugabe von weiterem Losungsmittel). Die Hydrolysen 4.1 und 4.2 wurden mit HCI
mit verschiedenen Konzentrationen durchgefihrt. Im Anschluss an die Hydrolysen wurde das
Hydrolysat neutralisiert und eine SPE durchgefiihrt. Das Eluat wurde eingedampft, in
Methanol aufgenommen und mittels LC-DAD-MS analysiert.

Tab. 17: Hydrolysebedingungen und Wiederfindungen der Kontroll-Vorversuche Nr. 1.1 bis 4.2 fur ZEN. TCA =
Trichloressigsaure, TFA = Trifluoressigsaure, HCI = Salzsaure, ACN = Acetonitril

Nr. Saure Menge Konzentration Losungsmittel Temperatur DaL_Jer Wiederfindung
(ml) (M) (69 (min) (%)
1.1 TFA 1 1,25 4 ml ACN:H,0 133 54 87
(74116, viv)
1.2 TCA 1 1 und 2 ml H,0 140 40 87
2.1 TFA 1 2 4 ml ACN:H,0 121 60 83
22 TFA 1 2 (74116, vIv) 121 50 83
23 TFA 1 2 und 2 ml H,0 121 40 84
3.1 TFA 3 2 121 60 89
3.2 TFA 3 3 121 60 90
3.3 TFA 3 4 121 60 46
4.1 HCI 15 6 110 1440 0
4.2 HCI 15 2 110 1440 0

Die Versuche 1.1 und 1.2 lieferten jeweils eine Wiederfindung von 87 %. Da TFA mit einem
pKs-Wert von 0,23 im Vergleich zu TCA (pKs=0,65) die starkere S&ure ist und in der
Literatur hdufiger Anwendung findet (insbesondere, um Zellwénde zu hydrolysieren), wurde
in den folgenden Versuchen TFA verwendet. Die Versuche 2.1 bis 2.3 zeigten, dass die
Hydrolysedauern von 40, 50 und 60 Minuten keinen nennenswerten Einfluss auf die Stabilitat
von ZEN hatten, weshalb eine 60-minitige Hydrolyse fur die folgenden Versuche gewéhlt
wurde. Bei der Wahl der geeigneten TFA-Konzentration konnte festgestellt werden, dass ZEN
bei dem Einsatz von 3 M TFA noch stabil war, jedoch bei 4 M TFA zu 54 % abgebaut wurde.
Daher sollte eine maximale Konzentration von 3 M TFA nicht Uberschritten werden.

Zur Spaltung von Proteinen durch saure Hydrolyse werden harschere Bedingungen benétigt,
weshalb 6 M HCI in Versuch 4.1 eingesetzt wurde. Da ZEN unter den gegebenen
Bedingungen jedoch vollstdndig zerstort vorlag, wurde in Versuch 4.2 als Kompromiss 2 M
HCI eingesetzt. Hierbei konnte jedoch ebenfalls ein vollstandiger Abbau von ZEN beobachtet
werden. Aus diesem Grund und da es fir eine Proteinhydrolyse harscherer Bedingungen
bedarf, wurde auf eine Proteinhydrolyse mit HCI verzichtet.
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4.5.3.2 Hauptversuch

Im Hauptversuch wurden jeweils 50 mg der extrahierten Zellriickstande von Tabak-, Soja-
und Weizenzellkulturen aus Kapitel 4.1.1 und 4.1.2 einer TFA-Hydrolyse (2 ml, 2 M, 121 °C,
60 min) unterzogen. Zusétzlich wurden Kontrollen mit allen Mykotoxinen ohne Zellen
durchgefuhrt. Nach der Hydrolyse erfolgte eine Neutralisation mit 2 M KOH-L6sung. Das
Hydrolysat wurde Uber eine SPE aufgereinigt, anschlielend gefriergetrocknet und fur die LC-
DAD-MS-Analyse in Methanol aufgenommen. Um Verluste wahrend der Probenvorbereitung
(SPE) auszuschlieRBen, wurden neben dem Eluat auch die aufgefangenen Lésungen nach der
Probenaufgabe und dem Waschschritt mittels LC-DAD-MS analysiert.

In Abb. 39 sind die Ergebnisse der sauren Hydrolysen dargestellt. Wahrend in den Lésungen
nach der Probenaufgabe und dem Waschschritt keine Peaks detektiert werden konnten,
zeigten die Kontrollversuche mit AOH, AME und ZEN ohne Zellen, dass AOH zu 85 %,
AME zu 54 % und ZEN zu 33 % abgebaut wurde. Dies impliziert, dass vor allem AOH und
AME bei den gewahlten Bedingungen relativ instabil sind. Der starkere Abbau von ZEN im
Vergleich zu den Vorversuchen kann eventuell durch eine langere Standdauer in 2 M TFA
erklart werden, da mehrere Versuche auf einmal durchgefiihrt wurden. Des Weiteren kam es
bei der Neutralisation mit KOH zur kurzfristigen Alkalisierung einiger Proben. Wie bereits in
Kapitel 4.5.2 gezeigt wurde, sind die Mykotoxine AOH, AME und ZEN im Alkalischen
relativ instabil, was sich auf die Wiederfindung in diesem Versuch auswirken konnte.

A —— Tabakzellen B —— Tabakzellen

—— Sojazellen —— Sojazellen

—— Weizenzellen —— Weizenzellen
AOH AME

- 100

I Sojazellen

‘ - 90
Il Weizenzellen

100
] I Tabakzellen e Kontrolle
)

©
=]
1

- 80

~
o
1

70

Absorption bei 254 nm
)g
<]
I

Absorption bei 254 nm

o2}
=}
1

- 60

T T T T T T T T J —— T
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Retentionszeit (min) Retentionszeit (min)

c —— Tabakzellen
—— Sojazellen
—— Weizenzellen

—_———

- 50

N
o
1

- 40

w
=]
1

30

eingesetzten Mykotoxinmenge (%)
3
Wiederfindung der Kontrolle (%)

N
o
1

L 20 e —e

Wiederfindung der im Zellkulturversuch

=
o
1

10

ZEN

Absorption bei 280 nm

o
o

AOH AME ZEN

——
20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Retentionszeit (min)

Abb. 39: Links: Prozentuale Wiederfindung der im Zellkulturversuch eingesetzten Menge an AOH, AME und ZEN
(Balkendiagramm) sowie prozentuale Wiederfindung in den Kontrollversuchen mit AOH, AME und ZEN
(Punktdiagramm). Rechts: HPLC-Chromatogramme der SPE-Eluate nach Gefriertrocknen und Wiederaufnahme in
Methanol (A: Inkubation mit AOH (Absorption bei 254 nm), B: Inkubation mit AME (Absorption bei 254 nm),
C: Inkubation mit ZEN (Absorption bei 280 nm)).

Trotzdem konnten aus den Tabak-, Soja- und Weizenzellrlickstdnden zwischen 1,6 und 8,5 %
der urspringlich eingesetzten AOH-Menge freigesetzt werden. AME wurde in allen
extrahierten Zellkulturriickstdanden zwischen 1,4 und 5,8 % wiedergefunden und ZEN
lediglich in extrahierten Weizenzellriickstdénden zu 4,8 %. Aufgrund der Instabilitat der
Mykotoxine unter den gewahlten Hydrolysebedingungen ist vorstellbar, dass zunéchst
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»gebundenes AOH, AME bzw. ZEN freigesetzt und im Anschluss bereits wieder abgebaut
wurde und die Menge daher unterschatzt wurde. Es kann allerdings auch nicht ausgeschlossen
werden, dass die Phase lI-Metaboliten bei der Extraktion der Pflanzenzellen unvollstandig
extrahiert wurden und es sich bei den gefundenen Mykotoxinen um ,,Uberreste der Phase Il-
Konjugate handelt.

Abb. 39 (rechts) zeigt die zugehorigen HPLC-Chromatogramme, woraus ersichtlich wird,
dass die Mykotoxine vor allem aus den Weizenzellriickstanden freigesetzt werden konnten.
Die Chromatogramme wurden unter anderem nach bekannten Metaboliten untersucht. Die
Analyse der unbekannten Peaks mittels MS lieferte keine bekannten bzw. zu erwartenden m/z-
Verhaltnisse. Darliber hinaus waren keine weiteren Signale auf der Massenspur von AOH
(m/z 259), AME (m/z 273) bzw. ZEN (m/z 319) sichtbar. Ebenso zeigten die UV-Spektren der
Peaks keine charakteristischen Absorptionsmaxima fir die jeweiligen Mykotoxine. Prinzipiell
ist bei den gewdhlten Hydrolysebedingungen auch davon auszugehen, dass glykosidische
Bindungen gespalten wurden, weshalb auch keine Glucoside erwartet wurden. Nicht-
extrahierte ,,Uberreste* von Phase I1-Metaboliten wiirden daher als freie Mykotoxine erwartet
werden. Fir weitere Strukturuntersuchungen wurden enzymatische Hydrolysen durchgefiihrt
(Kapitel 4.5.4).

4.5.4 Enzymatische Hydrolyse

Neben der chemischen Hydrolyse mittels Sdure oder Base kdnnen auch spezifische Enzyme
eingesetzt werden, um die Zellwand abzubauen. Da im Zuge des enzymatischen Abbaus
polysaccharidgebundene Mykotoxine solubilisiert werden, jedoch weiterhin kohlenhydrat-
gebunden vorliegen sollten, kénnen strukturelle Information gewonnen werden, die Aussagen
uber die Art der Zellwandpolymere machen, an die Mykotoxine gebunden werden. Da in der
Zellwand eine Vielzahl an strukturell unterschiedlichen Polysacchariden und weiteren
Polymeren (z.B. Strukturprotein) vertreten sind, wurden verschiedene Enzyme eingesetzt.
Darunter befanden sich a-Amylase, Amyloglucosidase (beide zur Spaltung von Stérke als
Speicherpolysaccharid), Protease, Pektinase Macerozyme R-10, Cellulase Onozuka R-10 und
Driselase.

Die Zellruckstdnde der Tabak-, Soja- und Weizenzellen wurden fir jeweils 48 Stunden
nacheinander mit den sechs verschiedenen Enzymen inkubiert. Die Uberstinde wurden
abgenommen, mittels SPE aufgereinigt und das eingeengte und in Methanol aufgenommene
Eluat mittels LC-DAD-MS analysiert. Die Ldsungen nach der Probenaufgabe und dem
Waschgang bei der SPE sowie in Gegenwart von DMSO inkubierte Zellen (Negativkontrolle)
wurden ebenfalls analysiert. Die erhaltenen Chromatogramme wurden nach den jeweiligen
freien Mykotoxinen (AOH, AME und ZEN) sowie nach zu erwartenden Mykotoxin-
metaboliten, wie z.B. Glucosiden, Diglucosiden, Malonylglucosiden, Pentosiden oder
Galacturoniden, untersucht. Des Weiteren wurden auffallige Peaks mit unbekannten m/z niher
betrachtet und mit den Kontrollproben verglichen.
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45.4.1 Enzymatische Hydrolyse von in Gegenwart von AOH inkubierten Zellen nach
Losungsmittelextraktion

In Tab. 18 sind die Ergebnisse der enzymatischen Hydrolyse von in Gegenwart von AOH
inkubierten Zellen nach Losungsmittelextraktion aufgefuhrt. Die entsprechenden UV-
detektierten Chromatogramme der Eluate aus den verschiedenen enzymatischen Hydrolysen
aller drei Zellkulturen sind in Kapitel 10.2 (Abb. 63) abgebildet. Die Ldsungen nach der
Probenaufgabe (SPE) und dem Waschschritt (SPE) enthielten keine Peaks.

Tab. 18: Ergebnisse der flissigchromatographischen Trennung der SPE-Eluate nach enzymatischem Verdau der in
Gegenwart von AOH inkubierten Tabak-, Soja- und Weizenzellen (Einsatz der Zellriickstande nach
Losungsmittelextraktion). tg = Retentionszeit

Tabak Soja Weizen
Enzym tr moglicher tr moglicher tr moglicher
min) ™2 Metabolit  (min) ™2 Metabolit (min)y ™2 Metabolit
a-Amylase 22,8 259 AOH 22,8 259 AOH 22,8 259 AOH
17,7 507 AOH-
Malonylglucosid
Amylo- - - -
glucosidase
Protease 14,5 514 unbekannt 145 514 unbekannt 145 514 unbekannt
22,7 259 AOH 22,7 259 AOH
Pektinase 12,2 435 AOH- 12,2 435 AOH- 12,2 435 AOH-
Galacturonid Galacturonid Galacturonid
14,0 391 AOH-Pentosid 14,0 391 AOH-Pentosid 14,0 391 AOH-Pentosid
145 514 unbekannt 145 514 unbekannt 145 514 unbekannt
Cellulase 16,3 935 unbekannt 16,3 935 unbekannt 16,3 935 unbekannt
Driselase 19,2 516 unbekannt 19,2 516 unbekannt 19,2 516 unbekannt

Bei der Inkubation der Ruckstande mit a-Amylase werden o-1,4-glucosidische Bindungen
gespalten, wodurch Starke abgebaut wird. Die LC-DAD-MS-Analyse der SPE-Eluate zeigte
auf der Massenspur von m/z 259 ([AOH+H]") bei allen drei Zellkulturen einen Peak bei
22,8 Minuten. Sowohl die Retentionszeit als auch das MS?-Spektrum dieses Peaks ist
charakteristisch flir AOH. Wéhrend bei den Tabak- und Weizenzellen keine Quantifizierung
maoglich war, wurden bei den Sojazellen insgesamt 0,3 nmol AOH bestimmt. Da dies unter
0,01 % der bei der Inkubation eingesetzten Stoffmenge an AOH entspricht, ist der Anteil an
mittels a-Amylase freigesetztem AOH zu vernachldssigen. Des Weiteren zeigte die
Massenspur von m/z 507 ([AOH-Malonylglucosid+H]") nach Behandlung der Zellriicksténde
von Weizenzellen mit a-Amylase bei 17,7 Minuten einen Peak, dessen MS2-Spektrum eine
Abspaltung einer Molekileinheit mit 248 Da, resultierend in Fragmenten mit m/z 259
([AOH+H]"), aufweist. Es konnte jedoch ebenfalls nur eine sehr geringe Stoffmenge von
0,3 nmol quantifiziert werden.

Das Enzym Amyloglucosidase spaltet neben a-1,4-verknupften auch, wenngleich langsamer,
a-1,6-verkniipfte Glucoseeinheiten. Bei Analyse aller Zellkulturen konnten keine Peaks auf
den Massenspuren von bekannten bzw. zu erwartenden AOH-Metaboliten beobachtet werden.

Nach enzymatischer Proteinhydrolyse konnten einige Peaks in den UV-detektierten
Chromatogrammen detektiert werden, die auch in der DMSO-Kontrolle enthalten waren. Bei
Analyse aller drei Zellkulturen wurde dariiber hinaus ein Peak bei 14,5 Minuten detektiert.
Auf der Massenspur von AOH (m/z 259) ist hier ebenfalls ein Peak erkennbar, der das
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charakteristische MS?-Spektrum von AOH aufweist. Das zu dieser Retentionszeit, im Full-
Scan gemessene m/z-Verhaltnis von 514 Da konnte allerdings keinem bekannten AOH-
Konjugat zugeordnet werden. Daneben zeigten die Massenspuren von m/z 259 bei Analyse
der Tabak- und Sojazellen Peaks bei 22,7 Minuten, die AOH zugeordnet werden konnten.
Wahrend die Quantifizierung von AOH im Proteasehydrolysat der Sojazellen 0,3 nmol AOH
ergab, lag die Menge bei Tabakzellen unterhalb der Kalibrierung und konnte daher nicht
bestimmt werden.

Das Enzym Pektinase Macerozyme R-10 ist in der Lage o-1,4-verknupfte Galacturonsduren
zu spalten. Des Weiteren treten als Nebenaktivitaten Cellulase- und Hemicellulase-
Aktivitaten auf. Ebenso wie in den Protease-Hydrolysaten war bei allen drei Zellkulturen nach
Hydrolyse mit Pektinase ein Peak bei 14,5 Minuten auf der Massenspur m/z 259 (JAOH+H]")
sichtbar. Allerdings waren in den UV-detektierten Chromatogrammen keine Peaks bei
14,5 Minuten zu erkennen, weshalb keine quantitativ bedeutsame Freisetzung erwartet wird.
Des Weiteren konnte bei allen drei Zellkulturen ein Peak bei 12,2 Minuten auf der
Massenspur m/z 435 ([AOH+Galacturonsaure-H,O+H]") sowie ein Peak bei 14,0 Minuten auf
der Massenspur m/z 391([AOH+Pentose-H,O+H]") detektiert werden, die in den Negativ-
kontrollen nicht auftraten. Allerdings waren auch zu dieser Retentionszeit in den UV-
detektierten Chromatogrammen keine Peaks erkennbar, weshalb keine Quantifizierung
durchgefuhrt werden konnte.

Mithilfe der Cellulase Onozuka R-10 kdénnen B-1,4-glucosidische Bindungen hydrolysiert
werden. Daneben enthélt das eingesetzte Enzym auch Hemicellulase-, a-Amylase, Pektinase-
und Protease-Aktivitaten. Bei Analyse der Hydrolysate aus allen Zellkulturen war im UV-
detektierten Chromatogramm ein Peak bei 16,3 Minuten erkennbar, dem ein m/z von 935
zugeordnet werden konnte. Da dieses m/z in Bezug auf AOH-Derivate unbekannt ist und das
UV-Spektrum keine charakteristischnen Maxima aufweist, ist von keiner AOH-Freisetzung
auszugehen.

Das Enzymgemisch Driselase setzt sich aus verschiedenen zellwandpolysaccharidspaltenden
Enzymen wie Arabinanase, Cellulase, Xylanase, Galactanase und Polygalacturonase
zusammen. Bei Analyse der Hydrolysate aus allen Zellkulturen war ein Peak im UV-
detektierten Chromatogramm bei 19,2 Minuten zu erkennen. Das zugehdrige m/z von 516 war
allerdings keinem bekannten AOH-Derivat zuzuordnen. Ebenso zeigte das UV-Spektrum
keine charakteristischen Maxima fur AOH.

Die enzymatische Hydrolyse von in Gegenwart von AOH inkubierten Zellen nach Losungs-
mittelextraktion zeigte, dass allenfalls Spuren von AOH bzw. AOH-Konjugaten freigesetzt
werden konnten. Somit konnte eine Zellwandbindung von AOH mit dieser Methode nicht
beobachtet werden. Die Freisetzung von AOH, die mittels saurer Hydrolyse beobachtet
werden konnte (Kapitel 4.5.3.2), konnte mittels enzymatischer Hydrolyse nicht eindeutig
bestatigt werden. Es besteht die Mdglichkeit, dass die Summe der gefundenen, teilweise nicht
quantifizierbaren AOH-Konjugate (AOH-Malonylglucoside, AOH-Galacturonide, AOH-
Pentoside) bzw. des freien AOHs zu dhnlichen Ergebnissen flhrt. Hierfur bedarf es allerdings
weiterer Untersuchungen mit héheren Analysenmengen, um die einzelnen Metaboliten bzw.
AOH quantifizieren zu kénnen.
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4.5.4.2 Enzymatische Hydrolyse von in Gegenwart von AME inkubierten Zellen nach
Losungsmittelextraktion

In Tab. 19 sind die Ergebnisse der enzymatischen Hydrolyse von in Gegenwart von AME
inkubierten Zellen nach Losungsmittelextraktion aufgefuhrt. Die entsprechenden UV-
detektierten Chromatogramme der Eluate aus den verschiedenen enzymatischen Hydrolysen
aller drei Zellkulturen sind in Kapitel 10.2 (Abb. 64) abgebildet. Die Lésungen nach der
Probenaufgabe (SPE) und dem Waschschritt (SPE) enthielten keine Peaks.

Tab. 19: Ergebnisse der flissigchromatographischen Trennung der SPE-Eluate nach enzymatischem Verdau der in
Gegenwart von AME inkubierten Tabak-, Soja- und Weizenzellen (Einsatz der Zellriickstande nach
Losungsmittelextraktion). tg = Retentionszeit

Tabak Soja Weizen
Enzym tr moglicher tr moglicher tr moglicher
(min) ™2 Metabolit min) ™2 Metabolit min) M2 Metabolit
a-Amylase 19,3 435 AME-Glucosid 19,3 435 AME-Glucosid 19,3 435 AME-Glucosid
20,6 521 AME- 20,6 521 AME- 20,6 521 AME-
Malonylglucosid Malonylglucosid Malonylglucosid
Amylo- 20,6 521 AME- 20,6 521 AME- 20,6 521 AME-
glucosidase Malonylglucosid Malonylglucosid Malonylglucosid
Protease 20,6 521 AME- - 20,6 521 AME-
Malonylglucosid Malonylglucosid
Pektinase 13,1 405 AME-Pentosid 13,1 405 AME-Pentosid 13,1 405 AME-Pentosid
20,6 521 AME- 20,6 521 AME-
Malonylglucosid Malonylglucosid
Cellulase - - 20,6 521 AME-
Malonylglucosid
Driselase .

Die Hydrolysate der Zellwandreste von Tabak-, Soja- und Weizenzellen nach a-Amylase-
Inkubation zeigten im Zuge der chromatographischen Analyse auf den Massenspuren von
m/z 435 ([AME-Glucosid+H]") Peaks bei 19,3 Minuten, deren MS?-Spektren Abspaltungen
von Molekileinheiten mit 162 Da zeigten. Daher und aufgrund des Retentionszeiten-
vergleichs kann davon ausgegangen werden, dass es sich hierbei um AME-Glucoside handelt.
Lediglich fur die Weizenzellen konnte eine Quantifizierung erfolgen, die 0,2 nmol AME-
Glucosid ergab. Zusétzlich konnte bei Analyse aller Zellkulturen ein Peak auf der Massenspur
von m/z 521 bei 20,6 Minuten detektiert werden, dessen Abspaltung einer Molekdleinheit mit
248 Da im MS?-Spektrum auf ein AME-Malonylglucosid hindeutet. Fiir die Sojazellen wurde
eine freigesetzte Stoffmenge von 0,2 nmol und fiir die Weizenzellen von 0,4 nmol berechnet,
wahrend das AME-Malonylglucosid in den Tabakzellen aufgrund eines zu geringen S/N nicht
quantitativ ausgewertet werden konnte.

Hydrolysate der mit Amyloglucosidase inkubierten Zellrlickstande wiesen bei deren
chromatographischen Analyse keinerlei auswertbaren Peaks im UV- detektierten
Chromatogramm auf. Auf den Massenspuren des AME-Malonylglucosids (m/z 521) konnten
ebenso wie bei der a-Amylase-Inkubation Peaks bei 20,6 Minuten festgestellt werden. Eine
Quantifizierung war allerdings nicht moglich.

Ebenso wie bei den in Gegenwart von AOH inkubierten Zellen, zeigten die UV-detektierten
Chromatogramme der Hydrolysate nach enzymatischem Proteinverdau relativ viele Peaks an,
die allerdings keinen AME-Metaboliten zugeordnet werden konnten und ebenfalls in der
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Negativkontrolle vorhanden waren. Allerdings konnte auch hier wiederum AME-
Malonylglucosid (Peak auf der Massenspur m/z 521 bei 20,6 Minuten) nach Protease-
behandlung der Tabak- und Weizenzellen freigesetzt werden. Aufgrund der geringen
Intensitdt der Peaks im UV-detektierten Chromatogramm konnte keine Quantifizierung
erfolgen.

Die Analyse der Hydrolysate der mittels Pektinase behandelten Zellriickstande ergab keine
auffalligen Peaks in den UV-detektierten Chromatogrammen. Allerdings konnte das AME-
Malonylglucosid bei 20,6 Minuten anhand der MS2-Spektren und der Retentionszeit bei der
Analyse der Hydrolysate der Tabak- und Weizenzellen identifiziert werden. Die Peaks waren
jedoch nur auf der Massenspur m/z 521 und nicht im UV-detektierten Chromatogramm
vorhanden, weshalb keine Quantifizierung erfolgte. Ebenso war ein Peak auf der Massenspur
m/z 405 ([AME+Pentose-H,0+H]") bei Analyse der Hydrolysate aller drei Zellkulturen bei
13,1 Minuten erkennbar, der jedoch im UV-detektierten Chromatogramm nicht auftrat und
damit nicht quantifiziert werden konnte.

Die Inkubation mittels Cellulase setzte lediglich aus Weizenzellen Spuren an AME-
Malonylglucosid frei, welches auf der Massenspur m/z 521 bei 20,6 Minuten detektiert wurde.
Wie aus Abb. 64 ersichtlich, zeigten alle Zellkulturen zwei Peaks bei 16,5 und 16,9 Minuten
auf, welche jedoch auch in der Kontrolle detektiert wurden.

Die Hydrolysate der mit Driselase inkubierten Zellwandreste von Tabak-, Soja- und
Weizenzellen zeigten bei deren chromatographischen Analyse weder auf den Massenspuren
Peaks mit charakteristischem MS?-Spektrum, noch Peaks, die nicht in der Kontrolle
vorhanden waren. Daher ist davon auszugehen, dass keine nennenswerte Freisetzung von
AME mittels Driselase-Verdau erreicht werden konnte.

Zusammenfassend zeigte die Analyse der enzymatischen Hydrolysen von in Gegenwart von
AME inkubierten Zellen nach Ldsungsmittelextraktion lediglich Spuren freigesetzten AMEs
bzw. freigesetzter AME-Metaboliten (darunter AME-Glucosid, AME-Malonylglucosid und
AME-Pentosid). In Anbetracht der Ergebnisse der semiquantitativen Analyse der l6slichen
pflanzlichen AME-Konjugate (Kapitel 4.1.1.4) wurde vermutet, dass 63-85% der
eingesetzten AME-Menge an die Zellwand gebunden vorliegt. Dies konnte weder mittels der
sauren noch mittels der enzymatischen Hydrolyse bestatigt werden. Eine Zellwandbindung
von AME konnte somit mithilfe der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche nicht
gezeigt werden.

45.4.3 Enzymatische Hydrolyse von in Gegenwart von ZEN inkubierten Zellen nach
Ldsungsmittelextraktion

In Tab. 20 sind die Ergebnisse der enzymatischen Hydrolyse von in Gegenwart von ZEN
inkubierten Zellen nach L&sungsmittelextraktion aufgefiihrt. Die entsprechenden UV-
detektierten Chromatogramme der Eluate aus den verschiedenen enzymatischen Hydrolysen
aller drei Zellkulturen sind in Kapitel 10.2 (Abb. 65) abgebildet. Die Lésungen nach der
Probenaufgabe (SPE) und dem Waschschritt (SPE) enthielten keine Peaks.
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Die UV-detektierten Chromatogramme der Hydrolysate der mit a-Amylase inkubierten
Zellruckstande wiesen keine auswertbaren Peaks im UV-detektierten Chromatogramm auf.
Allerdings konnten bei allen Zellkulturen zwei Peaks auf der Massenspur von m/z 321
([ZEL+H]") bei 29,4 Minuten und 38,1 Minuten beobachtet werden.

Tab. 20: Ergebnisse der flissigchromatographischen Trennung der SPE-Eluate nach enzymatischem Verdau der in
Gegenwart von ZEN inkubierten Tabak-, Soja- und Weizenzellen (Einsatz der Zellriickstdnde nach
Losungsmittelextraktion). tg = Retentionszeit

Tabak Soja Weizen

Enzym tr moglicher tr moglicher tr moglicher
min) ™2 Metabolit (min) ™2 Metabolit min) ™2 Metabolit

a-Amylase 29,4 437 ZEL-Metabolit 29,4 437 ZEL-Metabolit 29,4 437 ZEL-Metabolit
29,9 917 ZEN-Metabolit

32,5 767 ZEN-Metabolit

34,0 625  ZEN-Metabolit

38,1 701 ZEL-Metabolit 38,1 701 ZEL-Metabolit 38,1 701 ZEL-Metabolit

Amylo- 29,4 437 ZEL-Metabolit 29,4 437 ZEL-Metabolit 29,4 437 ZEL-Metabolit
glucosidase

30,0 873  ZEN-Metabolit

35,6 659  ZEN-Metabolit

38,1 701 ZEL-Metabolit 38,1 701 ZEL-Metabolit 38,1 701 ZEL-Metabolit

Protease - 38,1 701 ZEL-Metabolit 38,1 701 ZEL-Metabolit
Pektinase 13,8 641 ZEL-Metabolit 13,8 641 ZEL-Metabolit 13,8 641 ZEL-Metabolit
14,1 495 ZEN- 14,1 495 ZEN- 14,1 495 ZEN-
Galacturonid Galacturonid Galacturonid

21,4 451 ZEN-Pentosid 21,4 451 ZEN-Pentosid 21,4 451 ZEN-Pentosid
22,1 453 ZEL-Pentosid 22,1 453 ZEL-Pentosid 22,1 453 ZEL-Pentosid
24,9 593 ZEL-Metabolit 24,9 593 ZEL-Metabolit 24,9 593 ZEL-Metabolit

31,3 497 ZEL- 31,3 497 ZEL- 31,3 497 ZEL-
Galacturonid Galacturonid Galacturonid
Cellulase 18,7 807 ZEL-Metabolit 18,7 807 ZEL-Metabolit

24,9 799 ZEL-Metabolit 24,9 799 ZEL -Metabolit 24,9 799 ZEL-Metabolit

Driselase - - -

Diese zeigten charakteristische Fragmentionen von ZEL im MS?-Spektrum, weshalb vermutet
wird, dass es sich um ZEL-Derivate handelt. Allerdings konnten die m/z von 437 bzw. 701
keinen bekannten ZEL-Metaboliten zugeordnet werden. Des Weiteren konnten auf der
Massenspur m/z 319 ([ZEN+H]") (Weizenhydrolysat) drei Peaks bei 29,9 Minuten (m/z 917),
32,5 Minuten (m/z 767) und 34,0 Minuten (m/z 625) detektiert werden, deren MS2-Spektrum
charakteristische Fragmentionen von ZEN enthdlt. Da die m/z der Quasimolekilionen keinen
bekannten Metaboliten zugeordnet werden konnten, ist deren Identitét nicht feststellbar. Die
Peaks im UV-detektierten Chromatogramm wiesen zudem eine sehr geringe Intensitéat auf,
weshalb von einer geringen Relevanz ausgegangen werden kann.

Bei Analyse der Hydrolysate der mit Amyloglucosidase behandelten Zellriickstdnde konnten
bei den Weizenzellen zwei Peaks auf der Massenspur m/z 319 ([ZEN+H]") bei 30,0 Minuten
und 35,6 Minuten beobachtet werden, deren MS2-Spektren charakteristisch fir ZEN sind. Da
im UV-detektierten Chromatogramm keine Peaks erkennbar waren, erfolgte keine
quantitative Auswertung. Ahnlich wie bei Analyse der Hydrolysate nach a-Amylase-Verdau
konnten in den Hydrolysaten nach Amyloglucosidase-Verdau bei allen drei Zellkulturen zwei
Peaks auf der Massenspur von m/z 321 ([ZEL+H]") bei 29,4 Minuten und 38,1 Minuten
beobachtet werden, deren MS?-Spektren charakteristische lonen von ZEL aufwiesen.
GleichermaRen konnte aufgrund zu geringer Intensitat im UV-detektierten Chromatogramm
keine Quantifizierung erfolgen.
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Wie bereits in Kapitel 4.5.4.1 und 4.5.4.2 beschrieben, wiesen die Hydrolysate der mit
Protease verdauten Zellwandriickstande mehrere Peaks im UV-detektierten Chromatogramm
auf, die allerdings keinen ZEN- oder ZEL-Metaboliten zugeordnet werden konnten. Lediglich
bei Analyse der Hydrolysate der Soja- und Weizenzellen konnte auf der Massenspur von
m/z 321 ([ZEL+H]") ein Peak bei 38,1 Minuten beobachtet werden, der auch schon in der
vorherigen Inkubation (mit Amyloglucosidase) auftrat. Da im UV-detektierten
Chromatogramm kein Peak bei 38,1 Minuten vorhanden war, konnte keine Quantifizierung
erfolgen.

Die Hydrolysate der mit Pektinase verdauten Zellwandriickstande zeigten im Zuge der
chromatographischen Analyse bei allen drei Zellkulturen Peaks bei 13,8 Minuten und
24,9 Minuten auf der Massenspur von m/z 321 ([ZEL+H]"). Des Weiteren waren Peaks auf
den Massenspuren von m/z 451 ([ZEN+Pentose-H,O+H]") bei 21,4 Minuten, m/z 453
([ZEL+Pentose-H,0+H]") bei 22,1 Minuten, m/z 495 ([ZEN+Galacturonsaure-H,O+H]") bei
14,1 Minuten und m/z 497 bei 31,3 Minuten ([ZEL+Galacturonsiure-H,O+H]") bei allen
Zellkulturen erkennbar, die in den Negativkontrollen nicht auftraten. Eine Quantifizierung
war jedoch aufgrund der niedrigen Signalintensitaten bzw. nicht vorhandenen Signalen im
UV-detektierten Chromatogramm nicht moglich.

Die Analyse der Hydrolysate der mit Cellulase inkubierten Zellrlickstdnde zeigte bei allen
Zellkulturen Peaks auf der Massenpur von m/z 321 ([ZEL+H]"). Wihrend der Peak bei
24,9 Minuten bei allen Zellkulturen sichtbar war, wurde in Tabak- und Sojazellen ein weiterer
Peak bei 18,7 Minuten mit einem unbekannten m/z von 807 beobachtet.

Die Inkubation mit Driselase fuhrte bei keiner der Zellkulturen zu einer Freisetzung von ZEN,
ZEL oder Derivaten von ZEN bzw. ZEL.

Die enzymatische Hydrolyse von in Gegenwart von ZEN inkubierten Zellen nach
Losungsmittelextraktion zeigte, dass allenfalls Spuren von ZEN, bekannten bzw. unbekannten
ZEN- oder ZEL-Konjugaten freigesetzt werden konnten. Somit lasst sich schlussfolgern, dass
mithilfe der enzymatischen Hydrolyse eine Zellwandbindung der Mykotoxine nicht belegt
werden kann. Da auch bei den Versuchen mittels saurer Hydrolyse kein ZEN (Tabak- und
Sojazellkultur) bzw. nur geringe Mengen an ZEN (Weizenzellkultur) detektiert wurden, ist
die Zellwandbindung von ZEN anzuzweifeln. Um diese Ergebnisse zu bestatigen, wurde eine
weitere Untersuchungsmethode mittels NMR-Spektroskopie durchgefiihrt (Kapitel 4.5.5).

4.5.5 NMR-spektroskopische Untersuchung der Zellriickstande

Da die semiquantitative Bestimmung der I6slichen Mykotoxinkonjugate (Kapitel 4.1.1.4 und
4.1.2.4) auf Mykotoxinbindungen bzw. Interaktionen der Mykotoxine mit der Zellwand
hindeuten und die LC-DAD- bzw. LC-MS-Analysen der verschiedenen enzymatischen
(Kapitel 4.5.4) sowie sauren Hydrolysate (Kapitel 4.5.3) dies nicht bestatigen konnten,
wurden die Zellwandrickstdnde nach Extraktion der in Gegenwart der Mykotoxine
inkubierten Tabak-, Soja- und Weizenzellen mit der Kugelmdihle fein vermahlen und fir
HSQC-Experimente mittels Gel-NMR eingesetzt. Dabei dienten mit DMSO inkubierte und
extrahierte Zellen als Kontrolle. Durch Uberlagerung der Spektren der Probe und der
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Kontrolle wurden neu auftretende Signale identifiziert. Des Weiteren wurden die Spektren mit
HSQC-Spektren der freien Mykotoxine Uberlagert, da, unter der Annahme, dass die
Mykotoxine kovalent an die Zellwand binden, eine Verschiebung der Mykotoxinsignale zu
erwarten ware. Je nach Interaktion kann dies insbesondere auch im *H-NMR-Spektrum bei
nichtkovalenten Interaktionen beobachtet werden. Daher wurde vor allem der Bereich der
aromatischen Protonen néher betrachtet und neu aufgetretene Signale untersucht.

Wahrend die mit AME inkubierten Zellen nach Extraktion keine zusatzlichen Signale
aufwiesen, konnten bei den mit AOH bzw. ZEN inkubierten Zellen Unterschiede zu den
Kontrollmessungen festgestellt werden. Das HSQC-Spektrum der in DMSO-dg / Pyridin-ds
gemessenen Gel-Probe der mit AOH bzw. ZEN inkubierten und extrahierten Sojazellen ist in
Abb. 40 dargestellt (blau). In lila ist das HSQC-Spektrum der Kontrolle abgebildet und die
griinen Signale bilden die HSQC-Spektren der reinen Mykotoxine ab.
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Abb. 40: Uberlagerung der HSQC-Spektren der in DMSO-dg / Pyridin-ds gemessenen Gelproben von mit DMSO
inkubierten und I6sungsmittelextrahierten Sojazellen (lila), reinem AOH bzw. ZEN (grun) und mit AOH (A) bzw.
ZEN (B) inkubierten und I6sungsmittelextrahierten Sojazellen (blau). Die blauen Kreise kennzeichnen die im Text
genannten Signale.

Dabei fiel auf, dass in beiden Spektren ein zusatzliches Signal bei & *H 6,97 ppm / § *C
118,0 ppm im Vergleich zur DMSO-Kontrolle auftritt. Da dieses jedoch sowohl in den
Spektren der mit AOH als auch mit ZEN inkubierten Sojazellen auftrat, ist davon auszugehen,
dass es sich hierbei nicht um ein Signal handelt, welches Verknupfungen von AOH bzw. ZEN
an die Zellwand zeigt. Moglicherweise sind diese Signale auf Verbindungen bzw. strukturelle
Veranderungen, die aufgrund der Stressreaktion der Zellen im Zuge der Mykotoxin-
behandlung ausgeltst werden, zurtickzufiihren. Des Weiteren konnte in den mit AOH
inkubierten Sojazellen ein zusétzliches Signal bei d *H 3,49 ppm / 5 **C 18,4 ppm (und somit
aullerhalb des aromatischen Bereichs) beobachtet werden, das jedoch nicht zugeordnet
werden konnte. Ebenso zeigte das HSQC-Spektrum der mit ZEN inkubierten 16sungsmittel-
extrahierten Sojazellen ein weiteres Signal bei § *H 5,77 ppm / § **C 54,8 ppm, das nicht
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zugeordnet werden konnte. Da keine weiteren Signale in den Bereichen der aromatischen
Protonen / Kohlenstoffatome von AOH und ZEN sichtbar waren, kann eine Zellwandbindung
in den untersuchten Sojazellen mit dieser Methode nicht bestatigt (aber auch nicht
ausgeschlossen) werden.

In den HSQC-Spektren der in Gegenwart von AOH bzw. ZEN inkubierten und
ldsungsmittelextrahierten Weizenzellen konnten (Abb. 41) neu aufgetretene Signale bei 6 *H
8,21 ppm / ¢ *C 152,1 ppm, 5 *H 8,00 ppm / 5 *C 140,5 ppm sowie 6 *H 5,98 ppm / 6 °C
87,8 ppm beobachtet werden. Diese Signale waren weder in der Kontrolle enthalten, noch
stammen sie von reinem AOH bzw. ZEN.
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Abb. 41: Uberlagerung der HSQC-Spektren der in DMSO-dg / Pyridin-ds gemessenen Gelproben von mit DMSO
inkubierten und I6sungsmittelextrahierten Weizenzellen (lila), reinem AOH bzw. ZEN (griin) und mit AOH (A) bzw.
ZEN (B) inkubierten und I6sungsmittelextrahierten Weizenzellen (blau). Die blauen Kreise kennzeichnen die im Text
genannten Signale.

Da sie jedoch wiederum in den mit AOH und in den mit ZEN inkubierten Weizenzellen
vorkommen, ist davon auszugehen, dass es sich hierbei nicht um spezifische Signale von
einem der beiden Mykotoxine handelt. Die fiir die Sojazellen getétigten Aussagen bezliglich
einer moglichen Stressantwort gelten hier analog. AuBerdem wurden bei den mit AOH
inkubierten, ldsungsmittelextrahierten Weizenzellen drei weitere Signale detektiert (6 *H
3,88 ppm / 5 °C 101,2 ppm, 6 *H 2,43 ppm / 6 **C 73,1 ppm, 6 *H 5,15 ppm / 6 **C 61,0 ppm,
5 'H 2,35 ppm / § *C 61,4 ppm). Bei den mit ZEN inkubierten, l6sungsmittelextrahierten
Weizenzellen traten finf weitere Signale auf (5 ‘H 8,44 ppm / & *C 139,6 ppm, 5 *H
5,66 ppm / 6 1*C 101,5 ppm, 6 *H 6,31 ppm / 5 °C 83,7 ppm, 6 *H 2,93 ppm / 5 *C 20,7 ppm,
8 H 1,77 ppm / 5 °C 11,9 ppm). Allerdings konnten diese weder AOH noch ZEN zugeordnet
werden.

Wahrend in dem HSQC-Spektrum der mit AOH inkubierten, l6sungsmittelextrahierten
Tabakzellen keine neuen Signale auftraten, konnten im HSQC-Spektrum der mit ZEN
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inkubierten, l18sungsmittelextrahierten Tabakzellen drei neue Signale bei 6 *H 2,31 ppm / &
3C 48,4 ppm, 6 'H 2,11 ppm / § °C 48,4 ppm sowie § *H 2,00 ppm / 6 *C 17,0 ppm
beobachtet werden. Allerdings traten keine Unterschiede im aromatischen Bereich auf
(Abb. 42 B), weshalb angenommen werden kann, dass es sich hierbei nicht um ZEN-
spezifische Signale handelt.
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Abb. 42: Uberlagerung der HSQC-Spektren der in DMSO-dg / Pyridin-ds gemessenen Gelproben von mit DMSO
inkubierten und lésungsmittelextrahierten Tabakzellen (lila), reinem AOH bzw. ZEN (grin) und mit AOH (A) bzw.
ZEN (B) inkubierten und lésungsmittelextrahierten Tabakzellen (blau).

Um zu untersuchen, ab welcher Stoffmenge Signale von freien Mykotoxinen bei dem
verwendeten NMR-Parameterset sichtbar werden, wurde eine ZEN-Standardlésung direkt zu
gefriergetrockneten Tabakzellen ohne weitere Inkubation gegeben. Sowohl nach Zugabe von
300 ul eines 20 mM ZEN-Standards (£ 6 umol) als auch von 30 ul eines 20 MM ZEN-
Standards (£ 600 nmol) konnten charakteristische ZEN-Signale in den HSQC-Spektren der
Gelproben detektiert werden. Bei einer Zugabe von 30 nmol ZEN hingegen konnten keine
ZEN-Signale mehr detektiert werden. Die hochste Wiederfindung nach saurer Hydrolyse
betrug 8,5 % der eingesetzten Menge an AOH, dies entspricht 38,5 nmol (Kapitel 4.5.3.2). Da
die Mykotoxine durch die saure Hydrolyse teilweise zerstort wurden, ist von einer noch
hoheren tatsachlichen ,,gebundenen Menge auszugehen. Somit waren Signale in den HSQC-
Spektren moglich gewesen, wobei zu beriicksichtigen ist, dass eine kovalente Zellwand-
bindung die Relaxationseigenschaften der Mykotoxine und somit die NMR-spektroskopische
Nachweisempfindlichkeit deutlich beeinflussen kann.

Zusammenfassend konnte eine Zellwandbindung der Mykotoxine AOH, AME und ZEN mit
den hier verwendeten Methoden (chemische und enzymatische Hydrolysen sowie NMR-
spektroskopische Analysen) nicht belegt werden.
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4.6 Untersuchungen zur Bindung von Mykotoxinen an Lignin im in vitro-
Modellsystem (DHP)

4.6.1 Vorversuche zur DHP-Bildung

Zur Untersuchung der Bindung von Mykotoxinen an Lignin wurde ein in vitro-Modellsystem
(DHP) herangezogen. Zwar sind in der Literatur einige Methoden zur DHP-Bildung
beschrieben, allerdings mussen diese auf die Anwendung mit Mykotoxinen angepasst werden.
In Vorversuchen sollte zunéchst reines DHP ohne den Einsatz von Mykotoxinen hergestellt
werden, und anschlieRend ein geeignetes Reaktionsmedium und Versuchsdesign gefunden
werden, um optimale Reaktionsbedingungen zu schaffen. Um das Modell zu vereinfachen,
wurde lediglich CA als Monolignol eingesetzt, der durch Reduktion von Coniferylaldehyd
gewonnen wurde.

4.6.1.1 DHP-Synthese ohne Mykotoxine

Fur die DHP-Synthese werden in der Literatur mehrere Verfahren beschrieben. Dazu zéhlen
das Dialysemembran-, das Zutropf- und das Zulaufverfahren. In einem Vorversuch wurden
zundchst das Dialysemembran- und das Zutropfverfahren getestet, da je nach Zufuhrrate der
Monolignole die Geschwindigkeit der Polymerisation beeinflusst wird und daraus
unterschiedliche Reaktionsprodukte (Polymerisationsgrad und Bindungstypen) resultieren.
Verfahren, bei denen die Polymerisation langsam verlauft, werden generell als néher an den
natlrlichen Verhaltnissen betrachtet (Tanahashi & Higuchi, 1981). Tanahashi & Higuchi
(1981) berichteten von einer Prazipitatbildung im Dialyseschlauch, wenn HRP im Schlauch
vorlag, wodurch das Innere der Membran mit DHP beschichtet wurde und die Reaktion
gestoppt wurde. Daher wurde bei dem Dialyseverfahren CA in den Dialyseschlauch und
Peroxidase sowie H,O, in die duBere LOsung gegeben. Dabei diente Wasser als
Reaktionsmedium. Bei dem Zutropfverfahren hingegen wurde eine CA-LOsung mit einer
HPLC-Pumpe (Flussrate 50 pl/min) in ein Becherglas mit Peroxidase und H,O, zugetropft,
wobei ebenfalls Wasser als Reaktionsmedium diente. Nach 48-stiindiger Reaktionszeit wurde
die auBere Losung (Dialyseverfahren) bzw. der Becherglasinhalt (Zutropfverfahren) bis zur
Trockene eingeengt, und die erhaltenen gelblichen Rickstdnde wurden in
Pyridin-ds / DMSO-ds (1/4) fur NMR-spektroskopische Untersuchungen geldst. In Abb. 43
sind die HSQC-Spektren der beiden Rickstande zu sehen. Die Signale der jeweiligen
Bindungstypen zwischen den Monolignolen wurden anhand von Literaturdaten zugeordnet
(Ralph et al., 2004). Dabei werden die *H- und **C-chemischen Verschiebungen der o-,
B- und y-Positionen der Seitenketten verglichen. Durch Volumenintegration der a-CH-Signale
wurden die prozentualen Anteile der Bindungstypen bestimmt, die in Tab. 21 aufgefuhrt sind.

Tab. 21: Prozentuale Verteilung der Bindungstypen in den synthetisierten DHPs, die durch das Dialysemembran-
bzw. Zutropfverfahren erhalten wurden. Die prozentualen Anteile wurden durch Volumenintegration der a-C-H-
Signale ermittelt

B-O-4 (%) B-5 (%) B-B (%)
Dialysemembranverfahren 19,1 40,2 40,7
Zutropfverfahren 16,8 49,0 34,1

119



4 Ergebnisse und Diskussion

In den HSQC-Spektren (Abb. 43) sind noch Signale von freiem CA zu sehen, weshalb davon
auszugehen ist, dass die Reaktion nicht vollstdndig abgelaufen ist. Bei dem Zutropfverfahren
werden hauptsachlich Phenylcumaranstrukturen (B-5-Bindungen) ausgebildet (49,0 %), wobei
bei dem Dialysemembranverfahren der Anteil an B-5-Bindungen und Resinolstrukturen
(B-p-Bindungen) relativ ausgeglichen vorliegt (40,2 % und 40,7 %). Bei dem Zutropf-
verfahren stellen B-B-Bindungen die zweithdufigste Verknlpfungsform zwischen den
Monolignoleinheiten dar (34,1 %). Diese beiden Bindungstypen spielen in nativen Ligninen
eher eine untergeordnete Rolle, insbesondere in fortgeschrittenen Stadien der Polymerisation
spielt die B-B-Bindung nur eine geringe Rolle. Deutlich bedeutender ist zumeist der Anteil an
B-O-4-Bindungen in nativen Ligninen mit durchschnittlich 40 bis 60 % (Ralph et al., 2004,
Ghaffar & Fan, 2013). Werden beide hier durchgefuhrten VVerfahren verglichen, so konnte der
héhere Anteil an B-O-4-Bindungen in dem DHP festgestellt werden, das mit dem Dialyse-
membranverfahren hergestellt wurde (19,1 % im Vergleich zu 16,8 % bei dem Zutropf-
verfahren). Eine mdgliche Ursache fiir die relativ geringen Gehalte an B-O-4-Bindungen,
durch welche insbesondere Monolignole an das wachsende Polymer gebunden werden,
konnte die geringe Loslichkeit der gebildeten Di-, Tri-, Tetra- oder Oligomere sein. Diese
fallen in Wasser aus und stehen daher fur weitere oxidative Kopplungsreaktionen nicht mehr
zur Verfugung.
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Abb. 43: HSQC-Spektren der Seitenkettenregion von DHPs, die Uber das Dialysemembranverfahren (A) und das
Zutropfverfahren (B) in Wasser gewonnen wurden. Die Zuordnung der Bindungstypen erfolgte anhand von
Literaturdaten (Ralph et al., 2004).
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Des Weiteren wurde beobachtet, dass sich die Losung im Dialyseschlauch ebenfalls gelblich
farbte. Daher wurde diese Losung mittels NMR-Spektroskopie analysiert (Kapitel 10.2, Abb.
68). Das HSQC-Spektrum zeigte neben Signalen von CA auch Signale von Phenylcumaran-,
Resinol- und B-Aryl-Ether-Strukturen. Eine mdgliche Begrundung hierfir ist die
Ruckdiffusion bereits gebildeter DHP-Strukturen oder die Diffusion von HRP in den
Dialyseschlauch. Die Ausschlussgrenze des Dialyseschlauchs betragt 3500 Da. Mit einer
Molmasse von 44000 Da sollte die HRP somit nicht in den Dialyseschlauch diffundieren
konnen. Um dies naher zu analysieren, wurde ein Guajacol-Oxidationstest durchgefihrt.
Dabei wurde ein mit Wasser gefullter Dialyseschlauch in eine wassrige HRP-Ldsung
getaucht. Nach einer Stunde wurde ein Aliquot aus dem Dialyseschlauch entnommen und mit
Guajacol und H,O, versetzt. Guajacol bildet mit HRP und H;O, ein bernsteinfarbiges
Produkt, das Licht bei einer Wellenlange von 470 nm absorbiert. Die photometrische
Messung ergab einen zeitabhangigen Anstieg der Extinktion (Kapitel 10.2, Abb. 67), weshalb
davon auszugehen ist, dass die HRP die Membran des Dialyseschlauchs passieren kann.
Beschadigungen am Dialyseschlauch kénnen an dieser Stelle als mdgliche Ursache flr die
Rickfihrung angefiihrt werden.

4.6.1.2 Pilotversuch zur DHP-Bildung aus CA und ZEN

Da mithilfe des Dialysemembranverfahrens ein hoherer Gehalt an f-O-4-Bindungen in dem
DHP erzielt werden konnte als mit dem Zutropfverfahren, wurde das Dialysemembran-
verfahren fur die Pilotstudie ausgewahlt. Um ein noch langsameres Aufeinandertreffen aller
Reaktionsprodukte zu gewéhrleisten wurde die HRP in die dufRere Losung und H,O, sowie
CA und ZEN in den Dialyseschlauch gegeben (Abb. 44).

Coniferylalkohol
ZEN
H,0,

HRP

Abb. 44: Versuchsaufbau des VVorversuches. HRP = Meerrettichperoxidase

Als Reaktionsmedium wurde wassrige Natriumphosphatpufferlésung (pH 6,8) eingesetzt, um
einen stabilen pH-Wert zu gewéhrleisten. Diese Pufferldsung findet in der Literatur haufig
Verwendung (von der Trenck et al., 1981). Bei der Zugabe von in DMSO-geléstem ZEN in
den Dialyseschlauch war sofort ein weiRer Niederschlag zu erkennen, der darauf schlieRen
lasst, dass ZEN aufgrund seiner schlechten Loslichkeit in Wasser ausgefallen ist. Nach
48 Stunden Reaktionszeit zeigte die duBere Losung eine hellgelbe Tribung. Der Niederschlag
der aulleren Losung wurde abzentrifugiert, gefriergetrocknet und NMR-spektroskopisch in
DMSO-dg analysiert.

In Abb. 45 ist das HSQC-Spektrum des gebildeten Niederschlags im Pilotversuch abgebildet
(lila). Die grinen Signale stammen aus einer HSQC-Messung von reinem ZEN. Im
gemessenen Ruckstand sind keine charakteristischen Signale von ZEN erkennbar, weshalb

davon auszugehen ist, dass ZEN nicht in die unléslichen Konjugate eingebunden wurde.
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Abb. 45: Uberlagerte HSQC-Spektren von DHP (Synthese in Anwesenheit von ZEN) (lila) und reinem ZEN (griin).
4.6.1.3 HRP-Aktivitat in verschiedenen Losungsmittelgemischen

Aufgrund der schlechten Loslichkeiten von ZEN (wie in der Pilotstudie demonstriert), AOH
und AME in wassrigen Ldsungen sollte ein geeignetes Reaktionsmedium fiir die DHP-
Bildung in Gegenwart von Mykotoxinen gefunden werden. Daher sollten Gemische mit
organischen Ldsungsmitteln eingesetzt werden. Ein weiterer Vorteil von organischen
Losungsmitteln ist, dass gebildete Di-, Tri-, Tetra- und Oligomere (zumindest teilweise) in
Losung verbleiben und somit die Anzahl der B-O-4-Bindungen und der Polymerisationsgrad
bei der DHP-Synthese erhoht werden kann (Hwang et al., 2015). Bei dem Einsatz von
organischen Losungsmitteln ist allerdings die Instabilitat bzw. verminderte Aktivitat aufgrund
der Beeinflussung der Tertidrstruktur der HRP in organischen Ldsungsmitteln zu
berticksichtigen. Daher wurden HRP-Aktivitatstests in verschiedenen Losungsmittel-
gemischen durchgefuhrt. Guajacol wurde mit HRP und H,0O; in den jeweiligen Reaktions-
medien umgesetzt, und die Extinktion bei einer Wellenldnge von 470 nm gemessen.

Da bei dem Pilotversuch nach Abzentrifugieren und Gefriertrocknen des Rickstandes
zusétzlich noch stérende Salze aus dem Natriumphosphatpuffer im Rickstand enthalten
waren, wurde Uberprift, ob der Einsatz von reinem, entmineralisiertem Wasser statt des
Puffers (wie in Kapitel 4.6.1.1) einen Einfluss auf die Enzymaktivitat hat. Der Vergleich der
katalytischen Aktivitat der HRP in Natriumphosphatpuffer (pH 6,8) und Wasser zeigte, dass
die HRP in Wasser sogar eine leicht hohere katalytische Aktivitat aufwies als in
Natriumphosphatpuffer (Abb. 46 A). Moglicherweise haben die Reaktionsprodukte einen
Einfluss auf den pH-Wert, der sich positiv auf die katalytische Aktivitat auswirkt. Daher
wurde in den getesteten Losungsmittelgemischen reines Wasser verwendet.

Als organische Losungsmittel wurden iso-Propanol, Methanol, Ethanol, 1,4-Dioxan, Aceton
und ACN gewahlt. Diese wurden zundchst im Verhdltnis 40/60 (organisches
Losungsmittel / Wasser, v/v) gemischt und als Reaktionsmedium fur die Guajacol-Oxidation
eingesetzt. Abb. 46 B zeigt, dass die HRP in Lésungsmittelgemischen generell eine geringere

katalytische Aktivitat aufweist als in reinem Wasser.
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Zwischen den verschiedenen Losungsmitteln konnten allerdings Unterschiede festgestellt
werden. Da die HRP in Gemischen aus Wasser und iso-Propanol, Methanol bzw. Ethanol eine
héhere Aktivitat aufwies, wurde mit diesen drei Losungsmitteln das Mischungsverhaltnis mit
Wasser auf 30/70 angepasst (Abb. 46 C). Dabei zeigte sich eine erhohte katalytische Aktivitét
der HRP bei einem Methanol / Wasser-Gemisch im Vergleich zu den anderen 30/70-
Mischungen und im Vergleich zu Wasser eine nur geringfligig niedrigere katalytische
Aktivitat.
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Abb. 46: Absorptionsmessungen von Ldsungen mit Guajacol, Meerrettichperoxidase und H,O, in verschiedenen
Lésungsmitteln bzw. Lésungsmittelgemischen.

Neben normalen Ldsungsmittelgemischen kénnen auch inverse Mizellen zur Stabilisierung
der HRP in organischen Losungsmitteln eingesetzt werden. Dadurch kdnnen Losungsmittel
verwendet werden, in denen die Mykotoxine l6slich sind und die Prézipitation des
wachsenden DHP-Polymers verhindert wird, wodurch naturéhnlichere Polymere entstehen
sollen (Reale et al., 2010). Daher wurde zunéchst das anionische Tensid AOT (Natrium-
dioctylsulfosuccinat) in iso-Octan als Reaktionsmedium eingesetzt und die Peroxidase-
Aktivitat mittels des Guajacol-Oxidations-Tests untersucht. In reinem iso-Octan ohne Zugabe
des Tensids konnte keine katalytische Aktivitdt der Peroxidase beobachtet werden. Unter
Ausbildung von inversen Mizellen mittels AOT zeigte sich ein relativ geringer Anstieg der
Extinktion innerhalb der ersten vier Minuten und ein darauffolgender Abfall der Extinktion
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4 Ergebnisse und Diskussion

(Abb. 46 D). Dies deutet auf eine geringfiigige, wenngleich kurzfristige Stabilisierung des
Enzyms hin. Das Absinken der Extinktion nach ca. funf Minuten lasst sich moglicherweise
durch einen Zerfall der Reaktionsprodukte in die Ausgangssubstanzen erklaren. Allerdings
war die HRP-Aktivitat in Methanol-Wasser-Gemischen (30/70, v/v) deutlich héher, weshalb
dieses Gemisch fiur die nachfolgenden DHP-Synthesen als Reaktionsmedium ausgewahlt
wurde. In einem Langzeitversuch mit dem Methanol-Wasser-Gemisch (30/70, v/v) als Reak-
tionsmedium konnte gezeigt werden, dass die HRP auch nach 24 Stunden noch katalytisch
aktiv war, weshalb sich dieses Reaktionsmedium auch fur langere Versuchsansétze eignet.

4.6.1.4 Untersuchung der Einwirkung von H,0O, auf die Mykotoxine und auf CA

H,0 ist ein starkes Oxidationsmittel und daher potentiell in der Lage ZEN, AOH, AME oder
CA zu oxidieren. Um den Einfluss von H,O, in Abwesenheit der Peroxidase zu testen,
wurden die Mykotoxine mit einer H,O,-Ldsung fur 24 Stunden versetzt und die Reaktions-
produkte mittels LC-DAD-MS bzw. NMR analysiert. Wéhrend die Mykotoxine nach
Versuchsende unverandert vorlagen und keine oxidativen Reaktionen stattfanden, konnten bei
der analytischen Kontrolle des CA-Ansatzes neben einem groRen Peak noch weitere Peaks
detektiert werden (Abb. 47 A, B, C).
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Abb. 47: Chromatogramme der Umsetzung von Coniferylalkohol mit H,0,: UV-detektiertes Chromatogramm (A),
Massenspur von [Coniferylalkohol-H]" (m/z 179) (B), Massenspur m/z 357 (C) und HSQC-Spektrum der
Seitenkettenregion von Coniferylalkohol nach dessen Umsetzung mit H,O, (D). CA = Coniferylalkohol.
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Anhand der Auswertung der Massenspur m/z 179 konnte der grote Peak als CA identifiziert
werden. Mdogliche Dimere aus CA wie z.B. Pinoresinol (B-p), Phenylcumaran (B-5), Biphenyl
(5-5) oder Biphenylether (5-O-4) weisen ein Molekulargewicht von 358 Da auf. Die
entsprechende Massenspur m/z 357 ([M-H]') zeigte mehrere Signale, weshalb eine Dimer-
bildung wahrscheinlich ist. Um weitere Informationen tber die Strukturen zu erhalten, wurde
zusétzlich ein HSQC-Spektrum aufgenommen und die Signale mit Literaturdaten verglichen
(Ralph et al., 2004). Dabei sind neben den intensitatsstarken Signalen von CA auch Signale
von Pinoresinol zu erkennen (Abb. 47 D). Dabei handelt es sich um ein CA-Dimer, das tber
B-B-Bindung verknipft ist. Weitere schwachere Signale konnten allerdings nicht eindeutig
zugeordnet werden. Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass CA in Gegenwart
von H,O; bereits ohne die katalytische Aktivitat von HRP teilweise oxidiert wird, was zu
Dimeren fuhrt. Da Dimere nicht das ,,typische® Muster an Bindungstypen in realen Ligninen
abbilden, sind sie in diesem Versuch unerwinscht.

Fur den Hauptversuch wurde folglich ein Versuchsaufbau gewéhlt, der die Ergebnisse der
Vorversuche beriicksichtigt (Abb. 48). Durch die Kombination aus Zutropf- und Dialyse-
membranverfahren wird zum einen ein langsames Aufeinandertreffen der einzelnen
Komponenten gewahrleistet, um einen hohen Gehalt an B-Aryl-Ether-Strukturen zu erzielen,
und zum anderen eine getrennte Zugabe von CA und H,O, ermdglicht, um die Bildung von
B-B-Dimeren zusétzlich zu reduzieren. Als Reaktionsmedium wurde ein Methanol-Wasser-
Gemisch (30/70, v/v) gewéhlt. Dadurch sollte die Loslichkeit der Mykotoxine sowie der
gebildeten Di-, Tri-, Tetra- und Oligomere erhoht werden, wodurch ebenfalls mehr B-O-4-
Bindungen sowie ein hoherer Polymerisationsgrad erwartet werden. Des Weiteren wurde als
Reaktionsmedium Wasser statt Pufferldsung gewéhlt, um die anschlielende Aufreinigung des
gebildeten DHPs zu erleichtern, da nach dem Gefriertrocknen des Rickstands keine
Salzfracht auftritt.

Coniferylalkohol
ZEN/AOH

Abb. 48: Versuchsaufbau zur Kombination des Dialysemembran- und Zutropfverfahrens. HRP = Meerrettich-
peroxidase.
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4.6.2 Untersuchung der nukleophilen Addition von ZEN und AOH an DHP

Wie in Kapitel 1.2.3.2 und 3.6 erwéhnt, zeigten von der Trenck et al. (1981) in einer Studie
mit chlorierten Anilinen, dass diese an die a-Position der polymerisierten Monolignole im
DHP gebunden werden. Als Mechanismus wurde eine nukleophile Additionsreaktion der
chlorierten Aniline an das intermedidar auftretende Chinonmethid vorgeschlagen
(Kapitel 1.2.3.2, Abb. 7). Grund fur diese Annahme stellte das Versuchsdesign dar. Zunéchst
wurde DHP durch radikalische Polymerisation gebildet und anschlieBend das H,O, mittels
Katalase zu Sauerstoff und Wasser umgesetzt. Da die chlorierten Aniline erst im Anschluss
zugegeben wurden und deren ‘H- und ‘*C-NMR-spektroskopischen Untersuchungen eine
Verknipfung an der o-Position der Monomerseitenkette ergaben, wurde ein nicht-
radikalischer Mechanismus postuliert. Allerdings ist zu erwahnen, dass die *H- und **C-
NMR-spektroskopischen Untersuchungen von von der Trenck et al. (1981) lediglich auf der
Abschwichung, der Anderung der chemischen Verschiebung und dem Neuauftreten von
Signalen im Vergleich zu reinem DHP basieren. In einer weiteren Studie wurde die DHP-
Synthese in Gegenwart von 3,4-Dichloranilin durchgefiihrt (Lange et al., 1998). Zwar wurden
anschlieBend neben eindimensionalen H- und **C-NMR-spektroskopischen Experimenten
auch 2D-NMR-Techiken (z.B. 'H,'*C-COLOC) angewandt, allerdings wurde die
Benzylaminstruktur an der a-Position der Monolignolseitenkette ebenfalls nur anhand der
Abschwachung und dem Neuauftreten von Signalen in den eindimensionalen Spektren
begriindet. Einen eindeutigen Beweis flr eine Bindung der chlorierten Aniline an die
a-Position wirde eine Long-Range-Kopplung zwischen dem Anilin und der Seitenkette
liefern. Eine derartige Kopplung wurde allerdings von Lange et al. (1998) nicht beschrieben.
Da keine eindeutige Strukturaufkl&rung stattfand und eine Anlagerung von Wasser an das
intermediar gebildete Chinonmethid aufgrund des groRen Uberschusses den wahrschein-
licheren Reaktionspartner darstellt, sollte dieses Ergebnis angezweifelt werden.

Trotz der genannten Zweifel, wurde das Versuchsdesign von von der Trenck et al. (1981) in
modifizierter Form fir die Untersuchung der Mykotoxinbindung an das DHP via nukleophile
Additionsreaktion angewandt. Hierflr wurde synthetisiertes DHP (aus Kapitel 4.6.1.1) ohne
Zugabe von Peroxidase und H,O; mit ZEN bzw. AOH fir 48 Stunden versetzt und die
Struktur anschlieBend mittels NMR-Spektroskopie analysiert. Bei einer nukleophilen
Addition von ZEN an das DHP mussten im HMBC-Spektrum entsprechende Korrelations-
signale die Kopplungen von ZEN bzw. AOH an die o-Position anzeigen. Mdgliche
nukleophile Stellen am ZEN sind beispielsweise die beiden Hydroxygruppen an den
Positionen 14 und 16. Eine Bindung an die a-Position der Monomerseitenkette im DHP (ber
Position 14 bzw. 16 von ZEN musste im HMBC-Spektrum ein Korrelationssignal
entsprechend der Kopplung von Ha (DHP) mit C14 (ZEN) ergeben. Dabei handelt es sich um
%JcH-Kopplungen, die im HMBC-Spektrum gut sichtbar sein miissten. Abb. 49 zeigt das
HMBC-Spektrum des DHPs, das mit ZEN umgesetzt wurde (lila). Das Spektrum ist
uberlagert mit dem HMBC-Spektrum von reinem ZEN (griin). Der blaue Kreis zeigt den
Bereich an, in dem eine Kopplung erwartet wird, wenn ZEN an der a-Position gebunden
vorliegen wirde. AuBerdem ist zu beachten, dass es zu Verschiebungen der ZEN-Signale
kommen wirde, wenn eine Bindung an das DHP vorliegen wirde.
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Das HMBC-Spektrum des mit ZEN umgesetzten DHPs zeigt Signale von reinem ZEN an.
Hierbei sind weder Anderungen in den chemischen Verschiebungen, noch neu auftretende
Signale in der Umgebung zu erkennen. Auch der Vergleich mit einem HMBC-Spektrum von
reinem DHP zeigte, dass keine weiteren Signale aufgetreten sind. Daher ist davon
auszugehen, dass keine Bindung von ZEN an das zuvor polymerisierte DHP uber nukleophile
Addition erfolgte.
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Abb. 49: Uberlagerte HMBC-Spektren des synthetisierten DHPs, das nach Polymerisation mit ZEN umgesetzt wurde
(lila), und von reinem ZEN (grin). Der blaue Kreis kennzeichnet den im Text genannten Bereich.

Ebenso wie fur ZEN wurde der Versuch auch mit AOH durchgefiihrt. AOH besitzt mit den
Hydroxygruppen an den Positionen 3, 7 und 9 drei mogliche Positionen fir einen
nukleophilen Angriff auf die a-Position der Ligninseitenkette. Bei einer Bindung uber
Position 3 misste eine Kopplung von Ha mit C3 zu sehen sein. Eine Verknupfung tber
Position 7 hatte eine Kopplung von Ho mit C7 zur Folge und bei einer Verknlpfung uber
Position 9 musste eine Kopplung von Ha mit C9 auftreten. Auch hier handelt es sich um
%JcH-Kopplungen. Abb. 50 zeigt das HMBC-Spektrum von mit AOH umgesetztem DHP (lila)
sowie das HMBC-Spektrum von reinem AOH (griin). Die blauen Kreise geben wiederum die
Bereiche an, in denen Korrelationssignale verortet sein sollten, wenn AOH an der a-Position
der DHP-Monomerseitenketten gebunden vorliegen wirde. Bei einer Bindung von AOH an
das DHP waren Verschiebungen der AOH-Signale aufgrund der veranderten chemischen
Umgebung zu erwarten.

Im HMBC-Spektrum des mit AOH umgesetzten DHPs sind dem reinen AOH zuzuordnende
Korrelationssignale zu sehen. Weder Anderungen in den chemischen Verschiebungen, noch
neu auftretende Signale sind in den umliegenden Bereichen erkennbar. Auch bei dem
Vergleich mit einem HMBC-Spektrum von reinem DHP konnten keine zusétzlichen Signale
festgestellt werden. Daher ist davon auszugehen, dass keine Bindung von AOH an das zuvor
polymerisierte DHP (iber nukleophile Addition erfolgte.
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Abb. 50: Uberlagerte HMBC-Spektren des synthetisierten DHPs, das nach Polymerisation mit AOH umgesetzt wurde
(lila), und von reinem AOH (griin). Die blauen Kreise kennzeichnen die im Text genannten Bereiche.

4.6.3 Untersuchung der Bindung von AOH und ZEN an DHP uber radikalische
Prozesse wahrend der DHP-Synthese

Wie bereits ins Kapitel 4.6.1.4 beschrieben, wurde fur die Hauptversuche eine Kombination
aus Zutropf- und Dialysemembranverfahren gewéhlt (Abb. 48). Die Stoffmengenverhaltnisse
CA / Mykotoxin betrugen 1:1 und 10:1, um auf der einen Seite einen hohen Anteil an
Mykotoxin fur die Einlagerung in das DHP bereitzustellen und auf der anderen Seite einen
etwas naturdhnlicheren Ansatz zu verwenden.

Die gewonnenen eingedampften Rickstande wurden in DMSO-dg / Pyridin-ds (4:1) gel6st
und fur HSQC- sowie HMBC-Experimente eingesetzt. Zur Strukturcharakterisierung der
DHPs wurden die Monomerbindungstypen bestimmt. Die prozentuale Verteilung der
Bindungstypen ist in Tab. 22 aufgefiihrt.

Tab. 22: Prozentuale Verteilung der Bindungstypen in den synthetisierten DHPs, die mit ZEN bzw. AOH umgesetzt
wurden

Probe B-O-4 (%) B-5 (%0) B-B (%)
CA + ZEN (1:1) 12,6* 48,2 39,1
CA + ZEN (10:1) 9,9 48,5 41,7
CA + AOH (1:1) 8,3 42,0 49,7
CA + AOH (10:1) 5,1 43,4 51,4

* a-CH-Signal Uberlagert mit 3-CH-Signal von ZEN (Anteil wird (iberschatzt)

Der Gehalt an p-O-4-Bindungen liegt zwischen 5,1 und 12,6 % der analysierten
Bindungstypen und somit trotz Optimierung der Versuchsbedingungen unter den in den
Vorversuchen ermittelten Anteilen. Der hohe B-O-4-Gehalt des DHPs, welches unter
Verwendung von CA und ZEN in einem Verhaltnis von 1:1 hergestellt wurde, ist damit zu
begrunden, dass das a-CH-Signal leicht mit dem 3-CH-Signal von ZEN uberlagert wurde.
Wahrend bei den Proben, bei denen ZEN wéhrend der Polymerisation zugegen war, B-5-
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Bindungen den dominierenden Bindungstyp darstellen, treten bei den Proben, die in
Gegenwart von AOH polymerisiert wurden, hauptsachlich B-p-Bindungen auf. Beiden
Versuchen gemeinsam ist, dass geringere Anteile an 3-O-4-Bindungen erzielt wurden als in
Versuchen ohne Mykotoxine (Kapitel 4.6.1.1).

Um zu untersuchen, ob AOH und ZEN kovalent an lignindhnliche Strukturen binden, wurden
zunédchst die HSQC-Spektren nach neu auftretenden Korrelationssignalen sowie nach
Intensitatsabschwachungen bekannter, dem DHP bzw. dem reinen Mykotoxin zuzuordnenden
Korrelationssignalen, im Vergleich zu reinem DHP und reinem Mykotoxin untersucht. In den
Spektren der DHPs, die in Gegenwart von ZEN polymerisiert wurden, konnten keine neu
aufgetretenen Signale festgestellt werden, die nicht reinem ZEN oder reinem DHP
zuzuordnen sind (Abb.51 A, B). Da die gesamte Losung eingedampft wurde und der
komplette Rickstand NMR-spektroskopisch gemessen wurde, sind sowohl ZEN- als auch
DHP-Signale zu erkennen. Da jedoch keine weiteren Signale auftraten, kann keine Bindung
von ZEN an das DHP nachgewiesen werden, unabhéngig vom Mengenverhaltnis von CA zu
ZEN.
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Abb. 51: Uberlagerte HSQC-Spektren des in Gegenwart von ZEN synthetisierten DHP (lila) sowie von freiem ZEN
(griin) (A) und Uberlagerte HMBC-Spektren des in Gegenwart von ZEN synthetisierten DHP (lila) sowie von freiem
ZEN (grun) (B).

GleichermaBen konnten in den HSQC-Spektren der DHPs, die in Gegenwart von AOH
synthetisiert wurden, Korrelationssignale detektiert werden, die dem reinen AOH zuzuordnen
sind (Abb. 52 A). Im HMBC-Spektrum waren bei einer Scanzahl von 64 jedoch keine dem
AOH zuzuordnenden Korrelationssignale sichtbar, was vermutlich mit einer zu geringen
Konzentration zu begriinden ist (Abb. 52 B). Da auch im HSQC-Spektrum im Vergleich zum
reinen DHP keine weiteren Signale erkennbar sind, kann mit diesem experimentellen Aufbau
keine Bindung von AOH an DHP und somit an lignindhnliche Strukturen nachgewiesen
werden. Auch hier hat dieses Ergebnis unabhangig von den eingesetzten Mengenverhéltnissen
von CA zu AOH Bestand.
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Abb. 52: Uberlagerte HSQC-Spektren des in Gegenwart von AOH synthetisierten DHP (lila) sowie von freiem AOH
(griin) (A) und Uberlagerte HMBC-Spektren des in Gegenwart von AOH synthetisierten DHP (lila) sowie von freiem
AOH (grun) (B).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass weder eine Einlagerung der Mykotoxine Uber
nukleophile Additionsreaktion an die a-Position der Monolignolseitenketten von zuvor
polymerisiertem DHP, noch eine Inkorporation der Mykotoxine wahrend der radikalischen
Polymerisation mit den verwendeten Methoden beobachtet werden konnte. Prinzipiell ist die
Bindung von Mykotoxinen an die a-Position Uber eine nukleophile Additionsreaktion als
relativ unwahrscheinlich einzustufen, da die Mykotoxine in Konkurrenz mit anderen
Nukleophilen, wie z.B. Wasser, stehen, die in groBem Uberschuss vorliegen. Im Gegensatz
dazu waére eine Einlagerung Uber radikalische Prozesse als wahrscheinlicher anzusehen. Dabei
wirde das Mykotoxin selbst dehydrogeniert werden, wodurch resonanzstabilisierte
Phenoxyradikale entstehen wirden. Diese konnten in Radikalreaktionen mit dem DHP eine
Reihe verschiedener Produkte bilden. Eine Einlagerung in Lignin ber diesen sogenannten
,»aktiven® Mechanismus wurde beispielsweise fiir Ferulasdure gezeigt (Ralph et al., 1995). Da
es sich bei den hier durchgefiihrten Versuchen lediglich um ein Modellsystem handelt, ist
nicht auszuschlieBen, dass Einlagerungen von Mykotoxinen in Lignin in der Natur
vorkommen. Beispielsweise konnte der Einsatz von Laccase statt HRP zu unterschiedlichen
Ergebnissen fuhren. Des Weiteren mussten fur naturndhere Bedingungen weitere
Monolignole, insbesondere Sinapylalkohol und p-Cumarylalkohol, zur DHP-Bildung
eingesetzt werden.
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4.7 Zusammenfassende Diskussion

Die Strukturaufklarung loslicher pflanzlicher Konjugate der Alternaria-Toxine AOH und
AME sowie des Fusarium-Toxins ZEN war ein wesentlicher Bestandteil der vorliegenden
Arbeit. Mithilfe von Tabak-, Soja- und Weizensuspensionszellen konnte belegt werden, dass
die drei Mykotoxine umfangreich metabolisiert werden. Als Hauptmetaboliten wurden
Glucoside und Malonylglucoside gebildet, die teilweise schon in vorangegangenen Arbeiten
mittels NMR-spektroskopischer Analysen identifiziert wurden. Diese Metaboliten konnten
auch in Karotten- und Tomaten-Explant-Kulturen teilweise nachgewiesen werden. Dies zeigt,
dass die Mykotoxine nicht nur von in Suspension vorliegenden Pflanzenzellen, sondern auch
von intakten Pflanzengeweben metabolisiert werden kénnen. Neben den Hauptmetaboliten
konnten in geringeren Mengen auch Dihexoside, Trihexoside, Acetylhexoside, Malonyl-
dihexoside, Dimalonyldihexoside, Pentosylhexoside, Desoxyhexosylhexoside sowie im Falle
von ZEN, reduktive Metaboliten mittels HRMS-Analyse gefunden werden. Eine eindeutige
Identifizierung der gering konzentrierten Metaboliten ist zwar allein mittels HRMS-Analyse
nicht madglich, allerdings lassen sich Vermutungen (ber deren Strukturen aufstellen. Sowohl
Fremdstoffe als auch pflanzeneigene Stoffe werden entweder zur Detoxifizierung oder zur
Speicherung hdufig an Glucose, aber auch an Rhamnose, Galactose, Arabinose oder Xylose
gebunden (Tiwari et al., 2013). Daher handelt es sich bei den nicht vollstandig identifizierten
Mykotoxinmetaboliten vermutlich um Diglucoside, Triglucoside, Acetylglucoside, Malonyl-
diglucoside, Dimalonyldiglucoside, Arabinosyl- oder Xylosylglucoside und Rhamnosyl-
glucoside (Rutinoside). Allerdings bedarf es hierfir weiterer NMR-spektroskopischer
Analysen, um diese Hypothese zu bestétigen. Ebenso kann nur mittels NMR-spektro-
skopischer Analysen eindeutig geklart werden, ob es sich bei den Di- und Triglucosiden,
zumindest zum Teil, auch um Oligosaccharide handelt.

Wihrend die Hauptmetaboliten von AOH bereits in vorangegangenen Arbeiten NMR-
spektroskopisch identifiziert wurden, konnte ein weiterer AME-Metabolit sowie vier ZEN-
Metaboliten in ausreichender Menge fur eine NMR-spektroskopische Strukturaufklarung
gewonnen werden. Der AME-Metabolit konnte erstmals als 3-O-(4°-O-Malonyl-p-D-Gluco-
pyranosyl)AME identifiziert werden. Bislang sind in der Literatur noch keine Malonyl-
glucoside als Mykotoxinkonjugate beschrieben, bei denen die Malonsdure an Position 4 der
Glucose verknupft vorliegt. Diese Verknipfungsposition konnte allerdings schon in
verschiedenen sekundéren Pflanzenstoffen wie z.B. Isoflavonen beobachtet werden
(Yerramsetty et al., 2011). In der Literatur wird auch die Wanderung der Malonsdure entlang
des Glucosemolekiils beschrieben (Yoshimoto & Tsuda, 1983). Eine derartige Malonyl-
wanderung konnte fiir das AME-Malonylglucosid bei Lagerung bei -20 °C nicht beobachtet
werden.

AuBerdem konnte die Struktur zweier ZEN-Glucoside sowie zweier Malonylglucoside
eindeutig aufgeklart werden. Wahrend die Strukturen der ZEN-Metaboliten 16-O-f-D-
Glucopyranosyl-ZEN und 14-O-B-D-Glucopyranosyl-ZEN in der Literatur bereits beschrieben
wurden (Kovalsky Paris et al., 2014), konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit die
Strukturen der beiden ZEN-Malonylglucoside 16-O-(6°-O-Malonyl-B-D-Glucopyranosyl)ZEN
und 14-O-(6°-O-Malonyl-B-D-Glucopyranosyl)ZEN erstmals eindeutig aufgeklart werden.
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Berthiller et al. berichteten bereits im Jahr 2006 Uber die Bildung von ZEN-Malonyl-
glucosiden im spéten Phase I1-Metabolismus und betonten die Notwendigkeit deren Struktur-
aufklarung mittels NMR-Spektroskopie. Da die beiden ZEN-Malonylglucoside in den
Zellsuspensionskulturen in relativ hohen Konzentrationen gebildet wurden, leisten sie
maoglicherweise einen relevanten Beitrag zur Gesamtexposition.

Die semiquantitative Betrachtung der gebildeten Metaboliten nach neuntdgiger Inkubation
ergab, dass die Metabolitenprofile in den drei Zellkultursystemen qualitativ zwar weitgehend
vergleichbar waren, jedoch deutliche quantitative Unterschiede im Metabolismus bestehen.
Beispielsweise bildeten Sojazellen bevorzugt Malonylglucoside aus allen drei untersuchten
Mykotoxinen, wohingegen die glucosidischen Vorstufen in geringeren Anteilen detektiert
wurden. Im Vergleich dazu stellte die Konjugation der Mykotoxine an Glucose in
Weizenzellen den Hauptmetabolismusweg dar. In Tabakzellen war die bevorzugte
Ausbildung von Glucosid- oder Malonylglucosidkonjugaten abhangig vom untersuchten
Mykotoxin. Wahrend die Inkubation der Tabakzellen in Gegenwart von AOH und ZEN zu
ahnlichen Anteilen an Glucosiden und Malonylglucosiden fuihrte, dominierte bei der
Inkubation von AME ein Malonylglucosid als Hauptkonjugat.

Zu beachten ist, dass sich das Metabolitenprofil bei einer langeren Inkubationsdauer
veréndern kann, da die Glucoside Vorstufen zu den jeweiligen Malonylglucosiden darstellen.
Einen weiteren pflanzenspeziesspezifischen Unterschied stellt die VVerknipfungsposition der
Glucoside bzw. Malonyglucoside dar. Beispielsweise wird AOH in Tabakzellen bevorzugt an
Position 9 glucosyliert, wohingegen in Soja- und Weizenzellen hauptsachlich an Position 3
konjugiert wird. ZEN wird im Sojazellsuspensionssystem vorwiegend an Position 14
konjugiert, wahrend in Tabak- und Weizenzellen Glucosylierungen an beiden Positionen (14
und 16) beobachtet wurden. Des Weiteren konnten Unterschiede bei der Bildung der in
geringeren Konzentrationen nachgewiesenen Mykotoxinkonjugate beobachtet werden.
Wahrend in den Tabak- und Weizenzellen eine groRere Vielfalt an Metaboliten gebildet
wurde, war in den Sojazellen die Anzahl an Metaboliten fir alle drei Mykotoxine geringer.
Anhand dieser Ergebnisse lasst sich schlussfolgern, dass, auch wenn grundsétzlich ahnliche
Detoxifizierungswege beschritten werden, der pflanzliche Metabolismus der Mykotoxine
AOH, AME und ZEN je nach Pflanzenart variieren kann. Hieraus ergibt sich, dass
grundsatzlich alle bekannten Metaboliten bei der Risikobewertung eines Lebens- oder
Futtermittels in Betracht gezogen werden sollten.

Zur Uberpriifung, ob die in Pflanzenzellsuspensionskultur gebildeten Metaboliten auch in
intakten Pflanzen gebildet werden, wurden in Zusammenarbeit mit dem MRI in Karlsruhe
Tomaten mit Sporen von A. alternata infiziert. Der betroffene Teil wurde nach einer Woche
herausgeschnitten und auf Alternaria-Toxine und deren Metaboliten analysiert. Die dabei
gefundenen Sulfatkonjugate wurden mittels NMR-Spektroskopie eindeutig als AOH-3,9-
Disulfat, AOH-3-Sulfat, AOH-9-Sulfat und AME-3-Sulfat identifiziert. Bei den Monosulfaten
handelt es sich um keine unbekannten Verbindungen, da AOH-9-Sulfat und AME-3-Sulfat
bereits aus Kulturen eines endophytischen Alternaria-Stammes isoliert wurden und deren
Strukturen mittels *H- und *C-NMR sowie Massenspektrometrie aufgeklart wurden (Aly et
al., 2008). Des Weiteren wurden die Verbindungen AOH-3-Sulfat, AOH-9-Sulfat und
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AME-3-Sulfat von Mikula et al. (2013) chemisch synthetisiert und mittels NMR-
Spektroskopie eindeutig identifiziert. AOH-3-Sulfat und AME-3-Sulfat konnten bereits in
Lebensmitteln (Tomatensaucen, Tomatensafte und Tomatenkonzentrat) gefunden werden
(Puntscher et al., 2018; Walravens et al., 2016). Im Gegensatz zu den Monosulfaten konnte
das AOH-3,9-Disulfat im Rahmen dieser Arbeit erstmals isoliert und strukturcharakterisiert
werden. Neben den Sulfaten konnten noch weitere bislang unbekannte Verbindungen in dem
Tomaten-Schimmelpilz-Extrakt detektiert werden. Aus den Massenspektren ergaben sich
Hinweise auf gemischte Konjugate mit je einem Sulfat- und Hexoserest. Um grolRere Mengen
dieser neuartigen Substanzen zu generieren, wurden Tabaksuspensionszellen mit den AOH-
und AME-Sulfaten inkubiert, die Metaboliten im préparativen Malstab isoliert und
anschlieBend mittels NMR-spektroskopischer Analysen als AOH-3-O-Sulfat-9-O-f-D-
Glucosid, AOH-9-O-Sulfat-3-O-p-D-Glucosid und AME-3-O-Sulfat-7-O-p-D-Glucosid
identifiziert. In der Literatur fand sich bis dahin noch kein Hinweis auf vergleichbare
Mykotoxin-Sulfoglucoside, die an zwei verschiedenen Hydroxygruppen jeweils eine Sulfat-
und eine Glucosegruppe aufweisen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte somit gezeigt werden,
dass Schimmelpilze in der Lage sind, Mykotoxin-Sulfate zu bilden, die im Zuge des
pflanzlichen Metabolismus weiter glucosyliert werden kénnen. Generell sollte die Bildung
von Sulfoglucosiden zukinftig auch bei anderen Mykotoxinen oder deren Phase I-
Metaboliten mit zwei oder mehr Hydroxygruppen in Betracht gezogen werden. Dies stellt die
Analytik modifizierter Mykotoxine vor eine neue Herausforderung, da fur diesen extrem
polaren Konjugationstyp optimierte Extraktions- und Quantifizierungsmethoden bendtigt
werden.

Im Allgemeinen wird die Richtigkeit und Prazision LC-MS-basierter Analysemethoden durch
die Verwendung isotopenmarkierter Standardsubstanzen verbessert, da Matrixeffekte,
insbesondere im Rahmen der lonenerzeugung, effektiv ausgeglichen werden kdnnen.
Allerdings sind fur die meisten modifizierten Mykotoxine noch keine isotopenmarkierten
Standardsubstanzen kommerziell verfugbar, weshalb im Rahmen dieser Arbeit deuterierte
Standardsubstanzen fir modifiziertes AOH, AME und ZEN hergestellt wurden. Zunéchst
konnten AOH-d4, AME-d, und ZEN-d; in ausreichender Isotopenreinheit (99 %, 92 % und
99 %) gewonnen werden. Hierfur wurden bereits publizierte Methoden fiir den katalytischen
Austausch von aktivierbaren Protonen gegen Deuterium angewandt (Asam et al., 2009;
Cramer et al., 2007). Die Verbindungen zeigten auf der einen Seite einen geringen
Isotopenshift bei der chromatographischen Trennung und besaRRen auf der anderen Seite einen
ausreichend hohen Markierungsgrad, um spektrale Uberlappungen im Massenspektrum
weitestgehend zu vermeiden. Die deuterierten Mykotoxine AOH-ds, AME-d; und ZEN-d,
wurden anschlieBend in Tabakzellsuspensionskulturen eingesetzt, um deuterierte modifizierte
Mykotoxine zu erzeugen. Eine derartige Methodik wurde in der Literatur bislang noch nicht
beschrieben. Einen vergleichbaren Ansatz liefert die Synthese von *C-markierten
Mykotoxinen mit Schimmelpilzkulturen, indem [**Cg]-Glucose und [**C,]-Natriumacetat zu
dem Schimmelpilzkulturmedium zugegeben werden (Liu & Rychlik, 2015). Allerdings
werden fir die Synthese von markierten modifizierten Mykotoxinen pflanzliche Systeme wie
z.B. Pflanzenzellsuspensionskulturen benétigt. Der Vorteil dieser Methodik im Vergleich zu
rein chemischen Synthesen ist, dass eine groRere Bandbreite an isotopenmarkierten
modifizierten Mykotoxinen wahrend eines Versuchs gewonnen werden kann.
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Die Stabilitat der deuterierten Ausgangsverbindungen war im Zellsuspensionskultursystem
gegeben. Fur AOH konnten funf deuterierte Metaboliten isoliert und aufgereinigt werden.
Allerdings erwiesen sich die Malonylglucoside im zeitlichen Rahmen der MS- und NMR-
Analysen als instabil, da Malonsdure mit der Zeit abgespalten wurde. Die zwei Glucoside
(AOH-ds-9-Glucosid, AOH-d;-3-Glucosid) sowie das Diglucosid (AOH-d4-9-Diglucosid)
hingegen zeigten eine ausreichende Stabilitat und wiesen Isotopenreinheiten zwischen 92 und
97 % auf, die mittels *H-NMR-Spektroskopie ermittelt wurden. Dabei konnte gezeigt werden,
dass es je nach Verbindung zu einem geringfligigen D/H-Rickaustausch an Position 2 oder 8
von AOH kam. Fur AME wurden das AME-d4-3-Glucosid sowie das AME-d4-6°-Malonyl-3-
Glucosid isoliert und aufgereinigt. Ahnlich wie bei den AOH-Malonylglucosiden konnte auch
bei den AME-Malonylglucosiden eine Instabilitdt beobachtet werden. Das AME-3-Glucosid
hingegen zeigte eine ausreichende Stabilitat sowie eine ausreichende mittels *H-NMR-
spektroskopischer Analyse bestimmte Isotopenreinheit von 93 %. Mithilfe einer HRMS-
Analyse lieR sich dies bestatigen.

Die deuterierten modifizierten Formen von ZEN (ZEN-d,-16-Glucosid, ZEN-d,-14-Glucosid,
ZEN-d,-6°-Malonyl-16-Glucosid, ZEN-d,-6°-Malonyl-14-Glucosid) wiesen laut LC-MS-
Analyse Isotopenreinheiten zwischen 81 und 89 % auf. Aufgrund von Abspaltungen bzw.
Umlagerungen der Malonsaure in den Malonylglucosiden und aufgrund der zu geringen
Konzentration des ZEN-14-Glucosids, konnte lediglich fiir das ZEN-16-Glucosid eine *H-
NMR-Messung zur Bestimmung der Isotopenreinheit durchgefiihrt werden. Diese ergab eine
Isotopenreinheit von 92 % und zeigte auf, dass der D/H-Rickaustausch vorwiegend an
Position 13, und nur zu einem geringeren Anteil an Position 15, stattfand.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass vor allem die Glucoside eine hohe Stabilitat und
ausreichende lIsotopenreinheit aufweisen, um in SIVAs eingesetzt zu werden. Wahrend in der
Literatur bereits einige Studien zur Deuterierung oder *3C-Markierung von freien
Mykotoxinen zu finden sind, wurde die Isotopenmarkierung von modifizierten Mykotoxinen
bislang noch nicht durchgefiihrt. Die EFSA forderte in mehreren Stellungnahmen die
Entwicklung analytischer Methoden fir modifizierte Mykotoxine sowie dafuir bendtigte
Standardsubstanzen (EFSA, 2014, 2017c). Mithilfe der deuterierten modifizierten Formen
von AOH, AME und ZEN konnen in Zukunft SIVAs entwickelt werden, um den Gehalt der
glucosylierten Mykotoxine in Lebens- und Futtermitteln akkurat und prazise quantifizieren zu
kdnnen.

Ein weiterer Teil der vorliegenden Arbeit befasste sich mit der Aufnahme modifizierter
Formen von AOH, AME und ZEN in Caco-2-Zellen, um deren Bioverfligbarkeit abschatzen
zu konnen. Aufgrund der Instabilitdt der Malonylglucoside wurden lediglich zwei AOH-
Glucoside sowie ein AOH-Diglucosid, zwei AME-Glucoside und zwei ZEN-Glucoside in
dieser Versuchsreihe eingesetzt. Yerramsetty et al. (2014) zeigten bereits, dass Malonyl-
glucosid-Konjugate von Isoflavonen im Vergleich zu deren glucosidischen Formen bei Ratten
eine niedrigere Bioverfugbarkeit aufwiesen. Es ist daher anzunehmen, dass dies auch auf die
Mykotoxin-Malonylglucoside zutrifft. Allerdings ist aufgrund deren Instabilitdt auch eine
vergleichbare Resorption wie bei den Glucosiden maglich, je nachdem wann und an welcher
Stelle des Gastrointestinaltrakts die Malonsdure abgespalten wird.
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Die Untersuchung zum Metabolismus von AOH, AME und ZEN in Caco-2-Zellen ergaben
ahnliche Ergebnisse wie bereits publizierte Studien (Burkhardt et al., 2009; Pfeiffer et al.,
2011). Die Mykotoxine AOH, AME und ZEN wurden in die Zellen aufgenommen und zu
Glucuroniden und Sulfaten metabolisiert. Fur die modifizierten Formen ZEN-16-Glucosid
und ZEN-14-Glucosid wurden in der Literatur bereits Aufnahme- und Metabolismusstudien
durchgefuhrt. Wahrend Cirlini et al. (2016) eine konzentrations- und zeitabhéngige
Freisetzung von ZEN bei beiden Glucosiden beobachten konnten, konnten Gratz et al. (2017)
keine zelluldre Aufnahme der modifizierten Formen von ZEN feststellen. Die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche mit ZEN-16-Glucosid und ZEN-14-Glucosid ergaben
weder im Inkubationsmedium, noch in den Zellen quantifizierbare Mengen von freiem ZEN
bzw. von Metaboliten, die von den Caco-2-Zellen gebildet wurden, wobei Spuren von
Glucuroniden und Sulfaten auf den Massenspuren der massenspektrometrischen Analyse
detektiert werden konnten. Die Spaltbarkeit wurde dabei von der Verknlpfungsposition
beeinflusst, da bei der Untersuchung von ZEN-14-Glucosid wesentlich mehr Metaboliten der
Caco-2-Zellen gefunden wurden als bei der Untersuchung von ZEN-16-Glucosid. Aufgrund
der in hoheren Konzentrationen eingesetzten Ausgangssubstanzen konnten Cirlini et al.
(2016) diese Effekte in deutlicherem Ausmald feststellen. Prinzipiell werden Variabilitaten bei
Zellkulturversuchen hédufig beobachtet, da Einflussfaktoren wie z.B. Zellklone,
Konzentrationen oder eingesetztes Medium die Ergebnisse beeinflussen kdnnen (Press & Di
Grandi, 2008).

Die Aufnahme und der Metabolismus von pflanzlichen AOH- und AME-Metaboliten in
Caco-2-Zellen wurden im Rahmen dieser Arbeit erstmalig untersucht. Dabei lieR sich
beobachten, dass die glucosidischen Metaboliten (AOH-9-Glucosid, AOH-3-Glucosid, AME-
3-Glucosid und AME-7-Glucosid) in die Zellen aufgenommen und in unterschiedlichem
Ausmal, je nach Verknlpfungsposition, gespalten und weiter zu Glucuroniden und Sulfaten
metabolisiert wurden. AOH-9-Glucosid wurde zu einem Grol3teil zu AOH gespalten und wies
ein zu AOH vergleichbares Metabolitenprofil auf. Im Gegensatz dazu wurden die an
Position 3 verknipften AOH- und AME-Glucoside zu einem geringeren Anteil gespalten und
metabolisiert. Dies traf auch auf das AME-7-Glucosid zu. Das AOH-9-Diglucosid wurde
hingegen lediglich in Spuren in den Zellen gefunden und nur in geringem MaRe zu AOH-9-
Glucosid umgesetzt.

Verantwortlich fir die Deglucosylierung von Fremdstoffen sind B-Glucosidasen. Dazu z&hlt
beispielsweise die cytosolische B-Glucosidase, die in der Leber, in der Niere und im
Dinndarm vorkommt (Mellor & Layne, 1971; Daniels et al., 1981). Steensma et al. (2004)
konnten zeigen, dass die cytosolische B-Glucosidase ebenfalls in Caco-2-Zellen gebildet wird.
Neben Fremdstoffen kdnnen auch andere phenolische Glucoside wie z.B. Genistein-7-
Glucosid, von einer B-Glucosidase gespalten werden (Steensma et al., 1999; LaMarco &
Glew, 1986; Gopalan et al., 1992). Trotz der breiten Substratspezifitdt der cytosolischen
B-Glucosidase, ist die Spaltbarkeit eines Glucosids abhangig von der Verknupfungsposition
und der Art des Kohlenhydratrests (Németh et al., 2003; Day et al., 1998). Bereits kleine
strukturelle Unterschiede kénnen dazu fuhren, dass ein dem Substrat &hnlicher Stoff nicht
mehr als Substrat vom aktiven Zentrum der B-Glucosidase erkannt wird, wodurch die
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unterschiedlichen Spaltbarkeiten von z.B. AOH-9-Glucosid und AOH-3-Glucosid erklart
werden konnen.

Die Resorption der Metaboliten wurde in einem Transwell-Modellsystem untersucht. Zwar
konnte flr die beiden ZEN-Glucoside keine Resorption, d.h. Ausschleusung zur basolateralen
Seite, nachgewiesen werden, allerdings kann dies auch durch die relativ geringe Nachweis-
empfindlichkeit begriindet sein. Im Gegensatz dazu konnte bei der Inkubation in Gegenwart
von unkonjugiertem ZEN eine Ausschleusung zur basolateralen Seite von ZEN und ZEN-
Metaboliten, die von den Caco-2-Zellen gebildet wurden, beobachtet werden. Ein Vergleich
der Resorptionsstudie von unkonjugiertem ZEN mit den Resorptionsstudien der ZEN-
Glucoside zeigt, dass bei den ZEN-Konjugaten von einer geringeren Bioverfiigbarkeit
auszugehen ist.

Anders als bei den ZEN-Glucosiden, wurden AOH-9-Glucosid und AOH-3-Glucosid nach
dreistiindiger Inkubation gespalten. Des Weiteren konnten, ahnlich wie bei unkonjugiertem
AOH, AOH-Metaboliten, die von den Caco-2-Zellen gebildet wurden, im basolateralen
Kompartiment nachgewiesen werden. Selbst beim Einsatz eines Gemisches aus AOH-9-
Diglucosid und AOH-3-Glucosid wurden Glucuronide auf basolateraler Seite nachgewiesen,
die moglicherweise auch nur von AOH-3-Glucosid stammen konnten. Die zwei Glucoside des
AMEs (AME-3-Glucosid und AME-7-Glucosid) wurden unter den verwendeten Bedingungen
ebenso gespalten und metabolisiert. Fur AOH-3-Glucosid und AME-7-Glucosid konnten
Papp-Werte von 2,1 x 10° cm/s und 1,7 x 10°® cm/s bestimmt werden. Im Vergleich zu den
Papp-Werten von AOH (34,9 x 10°® cm/s) bzw. AME (10,3 x 10°® cm/s) ist bei den Konjugaten
von einer geringeren Resorption auszugehen. Allerdings konnte Yee (1997) zeigen, dass bei
Substanzen mit P,-Werten zwischen 1-10 x 10° cm/s im Caco-2-Zellversuch von einer
mittleren Resorption beim Menschen ausgegangen werden kann. Bei den Inkubationen von
AOH-9-Glucosid, AOH-9-Diglucosid und AME-3-Glucosid im Caco-2-Transwellversuch
waren die Konzentrationen der Metaboliten bzw. Aglykone auf basolateraler Seite zu gering
far eine Quantifizierung, weshalb keine Pa,p-Werte berechnet werden konnten.

Die Ergebnisse der Caco-2-Versuche zeigten somit, dass eine Aufnahme in Dinndarmzellen
und Spaltung der AOH- und AME-Glucoside sowie ein Transport der in den Caco-2-Zellen
gebildeten AOH- und AME-Metaboliten in das Blut durchaus moglich ist. Aufgrund des
toxischen Potentials, das von den Ursprungssubstanzen ausgeht, sollten die modifizierten
Formen daher bei der Gesundheitsbewertung von Lebens- und Futtermitteln berlicksichtigt
werden. Auch fir die beiden ZEN-Glucoside konnte bereits unter Verwendung hdherer
Konzentrationen eine Resorption und Ausschleusung auf basolateraler Seite im Transwell-
Versuch gezeigt werden (Cirlini et al., 2016), weshalb auch diese modifizierten Mykotoxine
in die Risikobewertung einbezogen werden sollten. Dartiber hinaus konnte in der Literatur
bereits gezeigt werden, dass ZEN-14-Glucosid sowie a- und B-ZEL-14-Glucosid von der
Darmmikrobiota zu ZEN und weiteren unbekannten Metaboliten hydrolysiert werden (Gratz
et al., 2017). Fur die modifzierten Formen von AOH und AME wurden bislang noch keine
Studien mit menschlicher Kolonmikrobiota durchgefihrt, allerdings ist auch hier eine Frei-
setzung der Aglyka aufgrund der bakteriellen B-Glucosidaseaktivitit zu erwarten. Spatestens
im Dickdarm kénnen modifzierte Mykotoxine somit einen Beitrag zur Gesamttoxizitat liefern.

136



4 Ergebnisse und Diskussion

Neben der Bildung von l6slichen Mykotoxinkonjugaten wird in der Literatur auch héufig eine
Zellwandbindung der Mykotoxine im Zuge des pflanzlichen Fremdstoffmetabolismus
diskutiert. Beispielsweise fanden Zill et al. (1990) in Pflanzenzellkulturen 50 % des
urspriinglich eingesetzten radioaktiv markierten ZENs in ,,Zellwandfraktionen wieder. Dabei
konnte es sich allerdings auch um zuvor nicht vollstandig extrahierte Iosliche Konjugate
gehandelt haben. Ahnlich wie bei Zill et al. (1990) konnte nach Inkubation der Tabak-, Soja-
und Weizenzellen in Gegenwart von AOH und AME und anschlieender Lésungsmittel-
extraktion nicht die gesamte bei der Inkubation eingesetzte Mykotoxinmenge in Form der
l6slichen Konjugate bzw. der Ursprungsmykotoxine wiedergefunden werden. Die Gesamt-
wiederfindung schwankte zwischen 15 und 78 %. Fur ZEN lag die Gesamtwiederfindung
zwischen 15 und 60 % der ursprunglich eingesetzten ZEN-Menge. Neben anderen Grinden
wie beispielsweise einer schlechten Loslichkeit der Mykotoxine und deren Konjugaten oder
einer eventuell fehlerhaften Quantifizierung (basierend auf den ,,geschétzten” Extinktions-
koeffizienten), ware auch eine Zellwandbindung als Grund fir die geringen Wiederfindungen
denkbar.

Die zur ndheren Untersuchung durchgefiihrten chemischen und enzymatischen Hydrolysen
der Zellriickstande ergaben unterschiedliche Ergebnisse. Wéhrend die Mykotoxine bei der
alkalischen Hydrolyse, vermutlich aufgrund deren Lactonstruktur, zu instabil waren, um
aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten, konnte nach der sauren Hydrolyse der Zellwand-
rickstande zur Freisetzung potentiell gebundener Mykotoxine zwar ebenfalls ein chemischer
Abbau der Mykotoxine, daneben jedoch auch eine Freisetzung von Mykotoxinen aus den
Zellrickstanden beobachtet werden. Prozentual lagen die Freisetzungsraten aus den
Zellwandriickstanden zwischen 1,4 und 8,5 % der urspringlich eingesetzten Mykotoxin-
menge; aus Weizenzellen konnten die grofiten Mengen an Mykotoxinen freigesetzt werden.
Die enzymatische Hydrolyse der Zellwandrickstdnde miindete jedoch in widerspriichlichen
Ergebnissen. Lediglich teilweise konnten Spuren an Mykotoxinen in den Hydrolysaten
detektiert werden, wobei es sich dabei auch um restliche, nicht vollstandig extrahierte I6sliche
Konjugate gehandelt haben koénnte. In einem weiteren methodischen Ansatz wurden die
Zellriickstande nach Extraktion fein vermahlen, in DMSO-dg / Pyridin-ds geldst und mittels
NMR-Spektroskopie untersucht. Da hierbei keine Signale der Mykotoxine sichtbar waren
bzw. keine Signale Mykotoxinkonjugaten zugeordnet werden konnten (auch nicht tentativ),
kann eine Zellwandbindung mit dem hier angewendeten experimentellen Design nicht
eindeutig nachgewiesen werden. Auch in der Literatur gibt es bisher noch keine eindeutigen
Beweise fur eine Zellwandbindung von Mykotoxinen, weshalb die These angezweifelt
werden sollte.

Um die Bindung von Mykotoxinen an Lignin untersuchen zu kénnen, wurden in vitro DHPS
als kunstliches Lignin-Modellsystem synthetisiert, da Pflanzenzellsuspensionskulturen ohne
spezifische Anregung nahezu ausschliel3lich Primarzellwénde besitzen und kein geeignetes
Modellsystem fir ligninbezogene Untersuchungen darstellen. Die Bedingungen der in vitro-
Synthese von DHP aus CA konnten an die Loslichkeitseigenschaften der eingesetzten
Mykotoxine angepasst werden. So wurde ein Losungsmittel / Wasser-Gemisch eingesetzt, das
mehrere Vorteile im Vergleich zum Einsatz von reinem Wasser oder rein wéssrigen Puffer-
I6sungen mit sich bringt. Zum einen wird die Loslichkeit der Mykotoxine erhoht, die in
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Wasser nur schlecht bis nicht I6slich sind und zum anderen verbleiben gebildete Di-, Tri-,
Tetra- und Oligomere in Ldsung, wodurch der Anteil an f-O-4-Bindungen, die in natlrlichen
Ligninen dominieren, erhoht werden kann (Hwang et al., 2015). Da Lange et al. (1998) in
einer Studie mit chlorierten Anilinen zeigen konnten, dass diese zu 95 % Uber nukleophile
Addition an die a-Position der Seitenketten der Ligninmonomere gebunden werden, wurde
zuvor polymerisiertes DHP mit ZEN und AOH versetzt. Mithilfe der ausschlieRenden NMR-
Spektroskopie konnte keine Kopplung von AOH oder ZEN an das DHP beobachtet werden.
Daher ist davon auszugehen, dass keine nukleophile Additionsreaktion stattfand. Das
Ergebnis der Studie von Lange et al. (1998) ist ebenso anzuzweifeln, da hier kein eindeutiger
Beweis flr die Verknlpfung bzw. die Verknupfungsposition geliefert wurde. Die Autoren
stitzen sich auf die Abschwachung einzelner Signale sowie auf das Auftreten neuer Signale in
den 'H-, *C- und N-NMR-spektroskopischen Analysen. Zwar wurden auch 2D-NMR-
Experimente durchgefiihrt, allerdings zeigen die NMR-Daten des COLOC-Experiments keine
CH-Kopplung des Ho mit dem C1 des Anilins, was ein eindeutiger Beweis fur eine Bindung
waére. Ein derartiger Mechanismus ist zudem als sehr unwahrscheinlich einzustufen, da
Wasser bei der nukleophilen Additionsreaktion in Konkurrenz zu den chlorierten Anilinen
steht und dieses in groRem Uberschuss vorliegt.

Neben der nukleophilen Addition an das Polymer wurde auch die direkte Einlagerung der
Mykotoxine (z.B. tber radikalische Copolymerisation) wéhrend der DHP-Bildung in Betracht
gezogen. Allerdings konnten auch hier keine Hinweise fur eine Einlagerung der Mykotoxine
in das DHP aus CA erbracht werden. Fur weitere Untersuchungen zur Einlagerung von
Mykotoxinen in Lignin sollten DHP-Synthesen mit CA und Sinapylalkohol oder Versuche
mit Pflanzenzellsuspensionskulturen, in denen Ligninbildung angeregt wird, durchgefihrt
werden.

Zusammenfassend legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass die neu identifizierten
I6slichen  Mykotoxinkonjugate bei der Lebensmittel- und Futtermitteliberwachung
miteinbezogen werden sollten, und dass weiterer Forschungsbedarf beziglich des
pflanzlichen Phase I11-Metabolismus besteht.
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Schimmelpilze der Gattung Alternaria und Fusarium konnen eine Vielzahl von Lebens- und
Futtermittel kontaminieren. Einige Pilze dieser Gattungen sind unter bestimmten Voraus-
setzungen in der Lage Mykotoxine wie Alternariol (AOH), Alternariolmonomethylether
(AME) bzw. Zearalenon (ZEN) zu produzieren, die aufgrund ihrer Genotoxizitat bzw.
Ostrogenitat gesundheitlich bedenklich sind. Diese Mykotoxine kénnen nach Bildung auf
pflanzlichen Materialien im Zuge des Fremdstoffmetabolismus von Pflanzen chemischen
Modifikationen unterzogen werden, sodass ,,modifizierte Mykotoxine“ entstehen. Mittels
herkdmmlicher analytischer Techniken, die zum Nachweis von freien Mykotoxinen
verwendet werden, werden diese modifizierten Formen jedoch in der Regel nicht erfasst. Um
die Lebensmittel- bzw. Futtermittelsicherheit zu gewahrleisten, ist eine vollstandige
quantitative Erfassung der freien und modifizierten Mykotoxine notwendig. Um diese
weitgehend unbekannten pflanzlichen Metaboliten der Mykotoxine zu analysieren, bedarf es
zunachst einer detaillierten Strukturaufklarung sowie geeigneter Standardsubstanzen zur
Entwicklung und Durchfiihrung analytischer Verfahren. Dariiber hinaus werden Bio-
verfugbarkeitsstudien bendtigt, um die toxikologische Relevanz modifizierter Mykotoxine
beurteilen zu konnen. Des Weiteren wird in der Literatur haufig die Einlagerung von
Mykotoxinen in die Zellwande von Pflanzenzellen (Kompartimentierung) und damit
einhergehend die Bildung weitgehend unloslicher (und somit unter Standardbedingungen
nicht extrahierbarer) Konjugate diskutiert, welche ebenfalls eine analytische bzw.
toxikologische Relevanz haben konnten. Allerdings konnte eine derartige Bindung bisher
nicht auf molekularer Ebene gezeigt werden.

Fir ein besseres Verstdndnis der Struktur sowie der biologischen und toxikologischen
Eigenschaften modifizierter Mykotoxine wurden die Strukturen bislang unbekannter
modifizierter Formen von AOH, AME und ZEN aufgeklart sowie ein Ansatz flr die
Darstellung deuterierter Standardsubstanzen entwickelt. Unter Verwendung eines Caco-2-
Zellmodells wurde die Bioverfligbarkeit der extrahierbaren modifizierten Mykotoxine
untersucht, um anhand dieser Daten deren Relevanz bei der Sicherheitsbewertung von
Lebens- und Futtermitteln abschéatzen zu konnen. Daruber hinaus wurden Versuche zur
Untersuchung der Zellwandbindung der Mykotoxine in Pflanzenzellsuspensionskulturen
sowie zur Einlagerung von Mykotoxinen in in vitro synthetisierte Modell-Lignine
durchgefuhrt.

Zur Charakterisierung bislang unbekannter modifizierter Formen von AOH, AME und ZEN
wurden Pflanzenzellsuspensionskulturen aus Tabak, Soja und Weizen in Gegenwart der
Mykotoxine inkubiert und anschlieRend die gebildeten I6slichen Konjugate extrahiert. Mittels
hochauflosender Massenspektrometrie (HRMS) konnten insgesamt 28 AOH-Metaboliten, 17
AME-Metaboliten und 27 ZEN-Metaboliten anhand ihrer akkuraten Masse, der Isotopen-
muster und ihres Fragmentierungsverhaltens im MS/MS-Modus charakterisiert werden.
Darunter waren vor allem Hexoside sowie Malonylhexoside und in geringeren Mengen
Dihexoside, Trihexoside, Acetylhexoside, Malonyldihexoside, Dimalonyldihexoside,
Pentosylhexoside, Desoxyhexosylhexoside sowie reduktive Metaboliten von ZEN. Die
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quantitativ dominanten Metaboliten wurden teilweise bereits in eigenen zuvor durchgeftiihrten
Arbeiten bzw. in der Literatur beschrieben. Dartber hinaus konnten im Rahmen dieser Arbeit
die Strukturen eines AME-Metaboliten als 3-O-(4°-O-Malonyl-p-D-Glucopyranosyl) AME
sowie zweier ZEN-Metaboliten als 16-O-(6°-O-Malonyl-B-D-Glucopyranosyl)ZEN und 14-O-
(6°-O-Malonyl-p-D-Glucopyranosyl)ZEN erstmalig eindeutig mittels ein- und zwei-
dimensionaler NMR-Spektroskopie aufgeklart werden. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die
l6slichen AOH- und AME-Konjugate nicht nur in Pflanzenzellsuspensionskulturen, sondern
teilweise auch von Explant-Kulturen aus Karotten und Tomaten gebildet werden und somit
auch in pflanzlichen Lebens- und Futtermitteln zu erwarten sind.

Bei der Inkubation von intakten, an der Oberflache angeritzten, Tomaten mit Sporen von
Alternaria alternata konnten jedoch nur Spuren der strukturell bekannten AOH- und AME-
Glucoside detektiert werden. Hingegen waren zwei AOH-Sulfate, ein AOH-Disulfat sowie
ein AME-Sulfat vorrangig vertreten, die von dem Schimmelpilz gebildet wurden. Im Extrakt
des herausgeschnittenen infizierten Tomatengewebes konnten darlber hinaus drei
Metaboliten eines bislang unbekannten Konjugationstyps, sogenannte Sulfoglucoside,
identifiziert werden. Die in der infizierten Tomate nachgewiesenen Sulfoglucoside wurden
durch Inkubation der AOH- und AME-Sulfate in Tabakzellsuspensionskulturen im
praparativen Mafstab erzeugt. NMR-spektroskopische Analysen der Sulfoglucoside
identifizierten diese als AOH-3-O-Sulfat-9-O-B-D-Glucosid, AOH-9-O-Sulfat-3-O-3-D-
Glucosid und AME-3-O-Sulfat-7-O-B-D-Glucosid. Dieser durch die pflanzliche Konjugation
der Alternaria alternata—Metaboliten gebildete Konjugationstyp sollte in zukiinftigen
Forschungsarbeiten auch bei anderen Mykotoxinen oder deren Phase I-Metaboliten mit zwei
oder mehr Hydroxygruppen Berticksichtigung finden.

Ein grolRes Problem bei der quantitativen Analyse von modifizierten Mykotoxinen ist das
Fehlen geeigneter Standardsubstanzen. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Strategie
entwickelt, um stabilisotopenmarkierte modifizierte Mykotoxine zum Einsatz in der
Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA) zu synthetisieren. Zunéchst wurden AOH, AME
und ZEN deuteriert und anschliefend in Tabakzellsuspensionskulturen zu den Konjugaten
umgesetzt. Die so generierten, deuterierten Metaboliten wurden chromatographisch
fraktioniert, um die entsprechenden Standardsubstanzen zu erhalten. Auf diese Weise konnten
die stabilen Metaboliten AOH-d;-9-Diglucosid, AOH-d4-9-Glucosid, AOH-d4-3-Glucosid,
AME-d;-3-Glucosid sowie ZEN-d,-14-Glucosid und ZEN-d,-16-Glucosid in ausreichender
Isotopenreinheit gewonnen werden. Im Gegensatz zu den Glucosiden erwiesen sich weitere
isolierte Metaboliten wie beispielsweise Malonylglucoside von AOH, AME und ZEN als
chemisch instabil, weshalb von diesen Substanzen keine deuterierten Standardsubstanzen
erhalten wurden.

Zur Abschatzung der Bioverfligbarkeit der 16slichen Metaboliten von AOH, AME und ZEN,
wurde die Resorption dieser Verbindungen in Caco-2-Zellen untersucht. Wahrend sich
Malonylglucoside als zu instabil fur die Zellversuche herausgestellt haben, konnte fiir AOH-
9-Glucosid, AOH-3-Glucosid, AME-3-Glucosid und AME-7-Glucosid eine Aufnahme in die
Zellen gefolgt von Spaltung und Metabolisierung zu Glucuroniden und Sulfaten beobachtet
werden. ZEN-16-Glucosid und ZEN-14-Glucosid wurden in geringerem Ausmal’ gespalten
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und teilweise weiter metabolisiert. In einem Transwell-Modellsystem wurden zusatzlich
Resorptionsversuche durchgefiihrt. Wahrend die beiden ZEN-Glucoside keine Resorption
zeigten, wurden AOH-3-Glucosid und AOH-9-Glucosid gespalten und die durch die
Caco-2-Zellen gebildeten Glucuronide sowie teilweise Sulfate und freies AOH resorbiert, d.h.
in das basolaterale Kompartiment abgegeben. Selbiges konnte fur AME-3-Glucosid und
AME-7-Glucosid beobachtet werden. Diese Ergebnisse zeigen die Notwendigkeit,
modifizierte Formen von Mykotoxinen in die Risikobewertung von Lebens- unter
Futtermitteln einzubeziehen.

Untersuchungen zur Bindung von Mykotoxinen an Zellwandpolysaccharide, einhergehend
mit der Bildung von unléslichen Konjugaten, wurden in Pflanzenzellsuspensionskulturen
durchgefuhrt. Eine saure Hydrolyse der Pflanzenzellen, die in Gegenwart der Mykotoxine
inkubiert und anschlielend zur Entfernung der l6slichen Konjugate I6sungsmittelextrahiert
wurden, fuhrte zu einer Freisetzung von AOH, AME und ZEN. Hierbei wurden 1,4 bis 8,5 %
der urspriinglich eingesetzten Mykotoxinmenge aus dem Zellwandmaterial freigesetzt.
Allerdings konnten bei einer enzymatischen Hydrolyse der Zellwandpolysaccharide nur
Spuren der Mykotoxine sowie Spuren von Mykotoxinkonjugaten freigesetzt werden. Auch die
NMR-spektroskopische Analyse nicht hydrolysierter Zellwande im Gelzustand lieferte keine
Hinweise auf eine Zellwandbindung der Mykotoxine. Da nur die unselektive saure Hydrolyse
Mykotoxine freisetzte, kann nach dem bisherigen Stand der Forschung nicht von einer
Bindung der Mykotoxine an Zellwandpolysaccharide ausgegangen werden.

Da Pflanzenzellen in Suspensionskulturen ohne spezifische Anregung kein Lignin bilden,
wurde ein in vitro-Lignin (Dehydrogenierungspolymerisat, DHP) synthetisiert, um eine
maogliche Bindung von Mykotoxinen an Lignin zu untersuchen. Zunachst wurde das
Versuchsdesign fir die DHP-Synthese modifiziert, um DHP in Gegenwart von Mykotoxinen
zu generieren. NMR-spektroskopische Analysen der so erzeugten DHPs zeigten keine
Einlagerung von AOH und ZEN in das DHP wéhrend der DHP-Synthese. Ebenfalls konnte
keine Bindung von AOH und ZEN an die a-Position der Monomerseitenketten in zuvor
generiertem DHP nachgewiesen werden, weshalb die Hypothese einer Mykotoxinbindung an
Lignin nicht bestatigt werden konnte.

Somit wurde in dieser Arbeit die Bedeutung loslicher Metaboliten von AOH, AME und ZEN,
die im Rahmen des pflanzlichen Metabolismus gebildet werden, herausgestellt. Interaktionen
dieser Mykotoxine mit Zellwandpolymeren, einhergehend mit der Bildung weitgehend
unléslicher Metaboliten, konnten hingegen nicht nachgewiesen werden. Neue experimentelle
Herangehensweisen werden benétigt, um dieser Frage in Zukunft weiter nachzugehen.
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7 Zitierte Rechtsvorschriften

EMPFEHLUNG DER KOMMISSION vom 17. August 2006 betreffend das Vorhandensein
von Deoxynivalenol, Zearalenon, Ochratroxin A, T-2- und HT-2-Toxin sowie von
Fumonisinen in zur Verfltterung an Tiere bestimmten Erzeugnissen

Kontaminanten-Verordnung vom 19. Mérz 2010 (BGBI. | S. 286, 287), die zuletzt durch
Artikel 2 der Verordnung vom 24. November 2016 (BGBI. I S. 2656) geandert worden ist.

VERORDNUNG (EG) Nr. 1881/2006 DER KOMMISSION vom 19. Dezember 2006 zur
Festsetzung der Hochstgehalte fur bestimmte Kontaminanten in Lebensmitteln.
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8 Chemikalien und Instrumente

8 Chemikalien und Instrumente

8.1 Chemikalien

Chemikalie Hersteller GHS- H-Séatze P-Satze
(Reinheit) Symbol(e)

Acetanilid Sigma Aldrich GHSO07 302, 315,319, 261, 280, 305+351+338
(>99,9 %) 335, 317

Aceton VWR GHS02, 225,319,336 210, 240, 305+351+338,
(HPLC-Grade) GHS07 EUHO066 403+233

Acetonitril VWR GHS02, 225,302,319 210, 240, 302+352
(HPLC/LC-MS- GHSO07 305+351+338, 403+233
Grade)

Alternariol (Extraktion aus GHS06 300, 310,330 260, 264, 280, 284, 302
Alternaria alternata, + 350, 310
Kapitel 9.1)

Alternariol-9-O-Mono- (Extraktion aus GHS06 302, 317 280

methylether Alternaria alternata,
Kapitel 9.1)

Ameisensédure Sigma Aldrich GHS02, 226, 302, 314, 210, 280, 304+340+310,
(> 96,0 %) GHSO06, 331 305+351+338, 403+233

GHSO05 EUHO071

Ammoniumacetat Fluka -
(97 %)

Ammoniumchlorid Carl Roth GmbH GHSO07 302, 319 305 + 351 + 338
(>99,5 %)

Borhydridaustauscherharz Sigma Aldrich GHSO07 315,319,335 261, 305+351+338

(Polystyrylmethyhtrimethyl

-ammonium Borhydrid)

tert-Butylmethylether Sigma Aldrich GHSO02, 225, 315 210, 233, 240, 302+352,
(99,9 %) GHSO07 403+235

Calciumchlorid-Dihydrat Carl Roth GmbH GHSO07 319 305+351+338
(>99%p.a.)

CASY Clean Roche - - -

CASYton OLS - - -

Coniferylaldehyd ChemCruz GHS07 315,319,335 261, 305+351+338

(4-Hydroxy-3-methoxyzimt- (> 98,0 %)

aldehyd)

Coniferylalkohol (Synthese aus - - -

(4-Hydroxy-3-methoxyzimt-  Coniferylaldehyd,

alkohol) Kapitel 9.24)

Deuteriumchlorid Sigma Aldrich GHSO05, 314,335,290 234, 260, 305+351+338,
(99 %) GHSO07 303+361+353, 304+340,

309+311, 501

Deuteriumoxid Deutero GmbH - - -
(99,9 %)

Dichlormethan VWR GHSO08, 315, 319, 335, 261, 281, 305+351+338

GHSO07 336, 351, 373

2,4-Dichlorphenoxyessig- Duchefa Biochemie GHSO05, 302, 335, 318, 280, 262, 273, 301+310,

séure (> 96 %) GHSO07 317,412 305+351+338

Dikaliumhydrogenphosphat ~ Carl Roth GmbH - - -
(=99 %)

Dimethylsulfoxid Carl Roth GmbH - - -
(>99,8 %)

Dimethylsulfoxid Sigma Aldrich - - -

(fur Pflanzenzellkulturen) (>99,5 %)
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Chemikalie Hersteller GHS- H-Satze P-Séatze
(Reinheit) Symbol(e)
Dimethylsulfoxid-dg Sigma Aldrich - - -
(>99,9% D)
Dinatriumhydrogenphosphat  Riedel-de Haén - - -
(=99,0 %)
1,4-Dioxan Carl Roth GmbH GHS02, 225,319, 335, 210, 261, 305+351+338
(>99,8 %) GHSO08, 351
GHSO07 EUHO019
EUHO066
Dulbecco's Modified Eagle  Sigma Aldrich - - -
Medium: Nutrient Mixture
F-12 (DMEM/F12)
Essigsdure Carl Roth GmbH GHS02, 226,290,314 210, 280, 301+330+331,
(>99,8 %) GHS05 305+351+338, 308+310
Ethanol VWR GHS02, 225, 319 210, 240, 305+351+338,
(=99,5 %) GHSO07 403+233
Ethylacetat Carl Roth GmbH GHS02, 225,319,336 210, 233, 240,
(=299,5 %) GHSO07 EUHO066 305+351+338-403+235
Ethylenglycol Riedel-de Haén GHSO07, 302, 373 301+312+330
(99,5 %) GHS08
Gamborg B5 Medium Duchefa Biochemie - - -
D-Glucose Sigma Aldrich - - -
(> 99,5 %)
Guajacol Sigma Aldrich GHSO07 302, 315,319  302+352
(> 98,0 %)
Kaliumchlorid Carl Roth GmbH - - -
(>99,5 %)
Kaliumdihydrogenphosphat ~ Carl Roth GmbH - - -
(>99 %, p.a.)
Kaliumhydroxid Merck GHSO05, 290, 302,314 280, 301+330+331,
(p.a.) GHSO07 305+351+338, 308+310
Lucifer Yellow Sigma Aldrich - - -
Magnesiumchlorid Hexa- Sigma Aldrich - - -
hydrat (99 %)
Magnesiumsulfat VWR - - -
(100,2 %)
Methanol / Methanol-d, VWR GHS02, 225,331,311, 210, 233, 280, 302+352,
(HPLC/LC-MS- GHSO06, 301, 370 304+340, 308+310,
Grade) GHS08 403+235
Deutero GmbH
(99,8 %)
Murashige & Skoog Duchefa Biochemie - - -
Medium
(Basal Salt Mixture)
myo-Inositol Duchefa Biochemie - - -
(> 97,0 %)
Natriumborhydrid Sigma Aldrich GHS02, 260, 301, 314, 201, 231+232, 280,
(>98,0 %) GHSO06, 360F 308+313, 370+378,
GHSO08, EUHO014 402+404
GHS05
Natriumchlorid Carl Roth GmbH - - -
(>99,5 %)
Natriumdihydrogenphosphat ~ Sigma Aldrich - - -
(>99,0 %)
Natriumdioctylsulfosuccinat ~ Alfa Aesar GHS05 315, 318 261, 301+312, 302+352,
(AOT) (>96,0 %) 280, 305+351+338
Natriumhydrogencarbonat Riedel-de Haén - - -
(99,7 %)
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Chemikalie Hersteller GHS- H-Satze P-Séatze
(Reinheit) Symbol(e)
Natriumhydroxid Carl Roth GmbH GHSO05 290, 314 280, 301+330+331,
(>99 %) 305+351+338, 308+310
iso-Octan Sigma Aldrich GHS02, 225,304, 315, 210, 233, 240, 273,
(=299,5 %) GHSO08, 336, 410 301+310, 302+352,
GHSO07, 304+340, 331, 403+235
GHS09
Palladium auf Bariumsulfat ~ Sigma Aldrich - - -
(5 %)
Penicillin Streptomycin Sigma Aldrich GHS08, 302, 361fd 308+313
GHS07
iso-Propanol Condea GHS02, 225,319,336 210, 233, 240,
GHS07 305+351+338, 403+235
Pyridin-ds Deutero GmbH GHS02, 225,332,302, 210, 280, 305+351+338
(>99,96 %) GHSO07 312, 319, 315
D(+)-Saccharose Carl Roth GmbH - - -
(=99,5 %)
Salzsdure VWR GHSO05, 290, 314,335 260, 280, 303+361+353,
(35,7 %) GHSO07 304+340+310,
305+351+338
Tetramethyl-p-benzochinon  VWR - - -
(99 %)
Thiamin Hydrochlorid Duchefa Biochemie - - -
(> 98,5 %)
p-Toluolsulfonséure Sigma Aldrich GHSO07 315,319,335  302+352, 304+340,
305+351+338
Trichloressigsaure Sigma Aldrich GHSO05, 314,410 273, 280, 303+361+353,
(>99,0 %) GHS09 304+340, 310,
305+351+338, 391
Trifluoressigsdure Sigma Aldrich GHSO05, 290, 331, 314, 260, 273, 280,
(> 99,0 %) GHS06 412 303+361+353,
EUHO071 305+351+338, 312
Trizma-Base Sigma Aldrich - - -
(>99,9 %)
Wasserstoffperoxid Sigma Aldrich GHSO03, 271,302,314, 280, 305+351+338, 310
(>98,0 %) GHSO05, 332,335,412
GHS07
Zearalenon Fermentek Ltd. GHSO05, 314, 361 280, 305+351+338, 310
(=98 %) GHS08
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8.2 Enzyme

Enzym Herkunft Aktivitat Firma
Accutase® solution Sigma Aldrich
a-Amylase Typ VI-B Schweinepankreas >10 U/mg Sigma Aldrich
Amyloglucosidase Aspergillus niger 36 U/mg Megazyme
Cellulase ,,Onozuka R-10% Trichoderma Viride 1 U/mg Serva
Driselase Basidiomycetes sp. - Sigma Aldrich
B-Glucosidase Mandeln 3,2 U/mg Sigma Aldrich
Pektinase Macerozyme R-10 Rhizopus sp. 0,5 U/mg Serva
Peroxidase Typ Il Meerrettich 200 U/mg Sigma Aldrich
Protease Bacillus licheniformis 10 U/mg Megazyme

8.3 Zellkulturmedien

8.3.1 Pflanzenzellsuspensions- und Explant-Kultur-Medien

1L MS-Medium
flr die Tabakzellsuspensions-,
Tomaten- und Karotten-Explant-Kultur

1 L Gamborg B5-Medium
fiir die Soja- und
Weizenzellsuspensionskultur

MS-Salze 4,3021 g -
B5-Salze - 3,1640 g
KH,PO, 0,2g -
Thiamin Hydrochlorid 1mg -
myo-Inositol 01g -
2,4-D* 0,20 mg (& 20 pl) 2,0 mg (2 200 pl)
Saccharose 309 20 ¢
pH (Einstellen mit 57 55

1 M KOH)

*Stammlosung fir 2,4-D (10 mg/ml): 0,020 g in 2 ml Ethanol

8.3.2 Caco-2-Zellkultur-Medien

. HBSS-Puffer PBS-Puffer
CaE:)(I)\-/IZI%QAe |'|:|<luz|u'}¢-e|3||eudrirzjm Inkubationsmedium der Waschldsung der
Caco-2-Zellen Caco-2-Zellen
DMEM-Nahrstoffmischung F12 Ham NaCl 138 mM 100 mM
Fetales Kalberserum 10 % D-Glucose 5,6 mM -
Penicillin und Streptomycin 2% KCI 5,3 mM 4,5 mM
NaHCO, 4,2 mM -
CaCl, 1,26 mM -
MgCl, 0,5mM -
MgSQO, 0,4 mM -
Na,HPO, - 7,0mM
KH,PO, 0,4 mM 3,0mM
K,HPO, 0,3mM -
H (Einstellen mit H (Einstellen
i (1 M KOH) 72 rF’)nit(l M KOH) 75 74
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8.4 Instrumente

HPLC-DAD-MS-System

Pumpe

Autosampler
Detektor
Massenspektrometer
Software

Thermo Scientific Finnigan Surveyor MS Pump Plus
Thermo Scientific Finnigan Surveyor Autosampler Plus
Thermo Scientific Finnigan Surveyor PDA Plus Detector
LXQ Linear lon Trap MS mit ESI-lonenquelle

Xcalibur 2.0.7

HPLC-DAD-HRMS-System

Pumpe

Autosampler
Detektor
Massenspektrometer
Software

Agilent 1290 Infinity (G4220A)

Agilent 1290 Infinity Autosampler (G4226A)
Agilent 1290 Infinity Diodenarraydetektor (G4212A)
ABSciex TripleTOF 5600 mit ESI-lonenquelle
PeakView 1.2.0.3

HPLC-UV-System (praparativ)

Communication Modul
Pumpen (2x)

Detektor

Software

Kugelmuhle

NMR-Spektrometer

Geratebezeichnung
Probenkopf
Software

Photometer

Zellzéhlgerat

Shimadzu Prominence CBM-20A
Shimadzu LC-8A

Shimadzu SPD-20A

LCsolution Version 1.22 SP1

Retsch PM 100 mit 50 ml ZrO,-Mahlbecher und zehn ZrO,-

Kugeln

Bruker Ascend 500
Prodigy Kryoprobenkopf
Topspin 3.5pl7

Jasco V-550 UV/Vis Spectrophotometer

Casy® TTC Cell Counter & Analyser System Roche
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9 Arbeitsvorschriften

9 Arbeitsvorschriften

9.1 Gewinnung von AOH und AME aus A. alternata-
Schimmelpilzkulturen

e Extraktion des kleingeschnittenen A. alternata-Pilzmyzels fiir 2 h mit 200 ml Ethyl-
acetat pro Agarplatte unter kontinuierlichem Rihren

e Filtrieren des Extraktes

e Funfmaliges Ausschitteln des Extraktes mit je 50 ml 5 %iger NaHCOs;-L6sung

e Trocknen der organischen Phase mit MgSO,

e Filtrieren und Eindampfen der organischen Phase

e Aufnahme des Ruckstands in Methanol

e Auftrennung des Alternaria-Gesamtextrakts mittels praparativer HPLC (Tab. 23)

Tab. 23: HPLC-Parameter zur Isolierung von AOH und AME aus dem Alternaria-Gesamtextrakt

Anlage HPLC-UV-System (praparativ) Gradient
" Phenomenex Luna 5 pm C18(2) 100 A: 250 x tr (Mmin) % B
Saule

15 mm 0 60

Saulentemperatur  Raumtemperatur 5 60
Eluenten A: 0,1 % Ameisensaure in ACN 15 30

B: 0,1 % Ameisenséure in H,O 22 30

Flussrate 8 ml/min

Art der Probe Alternaria-Gesamtextrakt
Injektionslésung  Methanol

Injektionsvolumen 1,5 mi
Detektion UV, A =254 nm
Fraktionierung manuell
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9.2 Pflanzenzellsuspensions- und Explant-Kulturen

Die Pflanzenzellsuspensionskulturen sowie die Explant-Kulturen wurden bei 25°C im
Dunkeln in 100 ml Erlenmeyerkolben auf einem Rotationsschdittler (140 rpm) kultiviert.

Tabak-Pflanzenzellsuspensionskultur (Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow-2)

Subkultivierung e wochentlich

e Pipettieren von je 15ml Zellsuspensionslosung in 30 ml
modifiziertes MS-Medium (Kapitel 8.3.1)
e Durchflihrung unter sterilen Bedingungen

Soja-Pflanzenzellsuspensionskultur (Glycine max L. Merr.)

Subkultivierung e wochentlich
e Vakuumfiltration der Suspensionszellen durch steriles Miracloth
e Uberfihren von je 4g filtrierten Zellen in 30 ml Gamborg B5-
Medium (Kapitel 8.3.1)
e Durchflihrung unter sterilen Bedingungen

Weizen-Pflanzenzellsuspensionskultur (Triticum aestivum L. emend. Fiori et Paol. Cv.
Heines Koga I1)

Subkultivierung e zweiwo6chentlich
e Vakuumfiltration der Suspensionszellen durch steriles Miracloth
e Uberfihren von je 4 g filtrierten Zellen in 30 ml Gamborg B5-
Medium (Kapitel 8.3.1)
e Durchfiihrung unter sterilen Bedingungen

Karotten-Explant-Kultur (Daucus carota, bezogen aus dem Supermarkt)

frische e Schneiden von ca. 0,5 mM dicken Scheiben aus der Karottenwurzel
Herstellung e Zugabe von 30ml MS-Medium (Kapitel8.3.1) zu ca. 3g
Karottenscheiben

e Durchflihrung unter sterilen Bedingungen
Tomaten-Explant-Kultur (Solanum lycopersicum, bezogen aus dem Supermarkt)

frische e Schneiden von ca. 0,5 cm breiten Wiirfeln aus dem Fruchtfleisch der
Herstellung Tomate

e Zugabe von 30ml MS-Medium (Kapitel8.3.1) zu ca. 5¢g
Tomatenwdrfeln
e Durchfiihrung unter sterilen Bedingungen

Die Inkubation und Extraktion der Explant-Kulturen sowie die Messung der jeweiligen
Extrakte mittels LC-DAD-MS wurden in Zusammenarbeit mit Hannah Renner im Rahmen
einer wissenschaftlichen Abschlussarbeit durchgefiihrt.
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9.3

Inkubation der Pflanzenzellsuspensions- und Explant-Kulturen

Einfachinkubation der Pflanzenzellsuspensionskulturen

Zugabe wvon 150 bzw. 300l 10 mM Mykotoxinldsung vier Tage nach
Subkultivierung (Kontrolle mit DMSO)

Inkubation im Dunkeln bei 25 °C und 140 rpm in einem Schttelinkubator

Abbruch der Inkubation nach zwei bzw. sieben Tagen durch Vakuumfiltration Uber

einem Glasfiltertiegel (Porositat 3) und Einfrieren der Zellen und des Mediums

Zweifachinkubation der Pflanzenzellsuspensionskulturen

Zugabe von 150 ul 10 mM Mykotoxinlésung vier Tage nach Subkultivierung
(Kontrolle mit DMSO)
Inkubation im Dunkeln bei 25 °C und 140 rpm in einem Schuttelinkubator
Aufteilen der Suspensionszellen (je 15 ml) in zwei 100 ml-Erlenmeyerkolben und
Zugabe von je 15 ml frischem Medium (sieben Tage nach Subkultivierung)

= Ausnahme: Weizenzellen werden nicht aufgeteilt
Zugabe von 150 pl 10 mM Mykotoxinldsung anschlieBend an die Subkultivierung
(Kontrolle mit DMSO)
Abbruch der Inkubation nach weiteren sechs Tagen (insgesamt neuntégige Inkubation)
durch Vakuumfiltration uber einem Glasfiltertiegel (Porositat 3) und Einfrieren der

Zellen und des Mediums

Einfachinkubation von Explant-Kulturen

Zugabe von 150 bzw. 300 pul 10 mM Mykotoxinldsung direkt nach Herstellung der
Explant-Kultur

Inkubation im Dunkeln bei 25 °C und 140 rpm in einem Schuttelinkubator

Abbruch der Inkubation nach zwei Tagen durch Vakuumfiltration Uber einem
Glasfiltertiegel (Porositat 3) und Einfrieren der Karottenscheiben bzw. Tomatenwdirfel
und des Mediums
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9.4 Extraktion der 16slichen Mykotoxinkonjugate

e Gefriertrocknen und Mdrsern der eingefrorenen Zellen, Karottenscheiben oder
Tomatenwiirfel
e Dreifache Extraktion unter folgenden Bedingungen:
= 1. Extraktion: pro 0,19 Zell- bzw. Pflanzenmaterial 4,5 ml Methanol /
Dichlormethan (2/1, v/v) verwenden (1 h unter Rlhren)
= 2. Extraktion: pro 0,19 Zell- bzw. Pflanzenmaterial 4,5ml Methanol /
Wasser / Essigsaure (79/20/1, v/iv) verwenden (1 h unter Rihren)
= 3. Extraktion: pro 0,19 Zell- bzw. Pflanzenmaterial 4,5 ml Methanol /
Dichlormethan (2/1, v/v) verwenden (1 h unter Rihren)
e Vereinigung der Extrakte und Eindampfen bis zur Trockene am Vakuumrotations-
verdampfer bei vermindertem Druck und 40 °C Badtemperatur
e Messung mittels LC-DAD-MS (Kapitel 9.6.1) oder Aufbewahren bei -20 °C fur
praparative Aufreinigungen (Kapitel 9.5)
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9.5 Praparative Isolierung der l6slichen Mykotoxinkonjugate

e Aufnahme der vereinigten Zellsuspensions-

geeigneter Menge Methanol

e Auftrennung mittels praparativer HPLC (Tab. 24)

bzw. Explant-Kultur-Extrakten in

Tab. 24: HPLC-Parameter zur Isolierung Mykotoxinmetaboliten aus Zellsuspensions- bzw. Explant-Kultur-

Extrakten

Gradient fur

Anlage HPLC-UV-System (praparativ) AOH-&AME-
Metaboliten
. Phenomenex Luna 5 um C18(2) 100 A; 250 x tr (Min) % B
Séaule
15 mm 0 80
Saulentemperatur  Raumtemperatur 5 80
Eluenten A:0,1% Ame_isens?ure _in ACN 12 60
B: 0,1 % Ameisensaure in H,O 18 60
Flussrate 8 ml/min 25 0
vereinigte Pflanzenzellkultur- bzw. Explant-Kultur- 27 0
Artder Probe  pirakte 30 80
Injektionslosung  Methanol 35 80
Injektionsvolumen 1,5 mi Gradient fur
Detektion UV, A =254 nm fir AOH und AME ZEN-
A =280 nm fur ZEN Metaboliten
Fraktionierung manuell tr (Mmin) % B
0 90
35 70
45 45
50 0
55 0
57 90
60 90
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9.6 Analytische Methoden zur Strukturaufklarung pflanzlicher loslicher
Mykotoxinkonjugate

9.6.1 LC-DAD-MS-Analysen

e Aufnahme des Zellsuspensions- bzw. Explant-Kultur-Extrakts in 200 ul Methanol
e Homogenisieren auf VVortexmischer

e Zentrifugieren

e Injektion von 20 ul in das LC-DAD-MS-System (Tab. 25)

Tab. 25: LC-DAD-MS-Parameter zur Analyse der Zellsuspensions- bzw. Explant-Kultur-Extrakte

Gradient far

Anlage HPLC-DAD-MS-System AOH-&AME-

Metaboliten
fiir Extrakte, die ZEN-Metaboliten enthalten: tr (min) %B

Phenomenex Luna 5 pm C18(2) 100 A; 250 x 0 20

Saulen 4.’.6 mm . . 5 20

fiir Extrakte, die AOH/AME-Metaboliten enthalten: 15 50

Phenomenex Luna 5 pm C8(2) 100 A; 250 x 24 70

4,6 mm 29 100

Saulentemperatur  Raumtemperatur 31 100
Eluenten A:0,1% Ame_isenséure _in H,O 32 20

B: 0,1 % Ameisensaure in ACN 35 20

Flussrate 0,5 ml/min Gradient far

Art der Probe Zellsuspensions- bzw. Explant-Kultur-Extrakte ZEN-

Injektionslésung ~ Methanol Metaboliten
Injektionsvolumen 20 pl tr (min) %B
Detektion DAD, A = 254 nm fir AOH und AME 0 10

A =239 oder 280 nm fur ZEN 23 31

MS (ESI, Positiv- und Negativ-Modus) 33 55

Kalibrierung externe Kalibrierung 37 100
C(AOH) =1-5 pM und 5-85 uM 41 100

C(AME) = 1-5 uM und 5-85 uM 43 10

C(ZEN) =3-85 uM 48 10

9.6.2 LC-DAD-HRMS-Analysen

e Aufnahme des Zellsuspensions- bzw. Explant-Kultur-Extrakts in 200 pl Methanol

e Homogenisieren auf VVortexmischer, Zentrifugieren

e Injektion von 1 ul in das LC-DAD-HRMS-System (Durchfiihrung der Messung am
MRI Karlsruhe) (Tab. 26)

e Gerichtete (massenspezifische) (Tab.27 und Tab.28) und ungerichtete (massen-
unspezifische) Auswertung der HRMS-Daten
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Tab. 26: LC-DAD-MS-Parameter zur Analyse der Zellsuspensionskultur-Extrakte

Gradient fur

Anlage HPLC-DAD-HRMS-System AOH-&AME-
Metaboliten
flr Extrakte, die ZEN-Metaboliten enthalten: tr(Min) %B
Phenomenex Luna 5 um C18(2) 100 A; 250 x 0 20
Saulen 4.’.6 mm . . 5 20
fiir Extrakte, die AOH/AME-Metaboliten enthalten: 15 50
Phenomenex Luna 5 pm C8(2) 100 A; 250 x 24 70
4,6 mm 29 100
Saulentemperatur  Raumtemperatur 31 100
Eluenten A:0,1% Ame_isenséure _in H,O 32 20
B: 0,1 % Ameisensdure in ACN 35 20
Flussrate 0,5 ml/min Gradient far
Art der Probe Zellsuspensionskulturextrakte ZEN-
Injektionslésung  Methanol Metaboliten
Injektionsvolumen 1 pl tr(min) %B
Detektion DAD, A = 254 nm fir AOH und AME 0 10
A =239 oder 280 nm fur ZEN 23 31
MS (ESI, Positiv- und Negativ-Modus) 33 55
Full Scan (m/z 100-1000) und MS/MS (IDA)- 37 100
Modus (m/z 50-1000) 41 100
43 10
48 10

Tab. 27: Exakte Massen der hypothetischen pflanzlichen AOH- und AME-Metaboliten

Metabolit m/z [M-H] (Da) m/z [M+H]" (Da)
AOH 257,0456 259,0601
AME 271,0612 273,0758
AOH-Acetat 299,0561 301,0707
AOH-Sulfat 337,0024 339,0169
AOH-Pentosid 389,0878 391,1024
AOH-Glucosid 419,0984 421,1129
AOH-Acetylglucosid 461,1090 463,1235
AOH-Malonylglucosid 505,0988 507,1133
AOH-Pentosylhexosid 551,1407 553,1552
AOH-p-Cumarylglucosid 565,1352 567,1497
AOH-Desoxyhexosylhexosid 565,1563 567,1709
AOH-Diglucosid 581,1512 583,1658
AOH-Malonyldiglucosid 667,1516 669,1662
AOH-Triglucosid 743,2040 745,2186
AOH-Dimalonyldiglucosid 753,1520 755,1666
AOH-Dimalonyltriglucosid 915,2048 917,2194
AME-Acetat 313,0718 315,0863
AME-Sulfat 351,0180 353,0326
AME-Pentosid 403,1035 405,1180
AME-Glucosid 433,1141 435,1286
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Metabolit

m/z [M-H] (Da)

m/z [M+H]" (Da)

AME-Acetylglucosid
AME-Malonylglucosid
AME-Pentosylhexosid
AME-p-Cumarylglucosid
AOH-Desoxyhexosylhexosid
AME-Diglucosid
AME-Malonyldiglucosid
AME-Triglucosid
AME-Dimalonyldiglucosid
AME-Dimalonyltriglucosid

475,1246
519,1144
565,1563
579,1508
579,1720
595,1669
681,1673
757,2197
767,1677
929,2205

477,1392
521,1290
567,1709
581,1654
581,1865
597,1814
683,1818
759,2343
769,1822
931,2350

Tab. 28: Exakte Massen der hypothetischen pflanzlichen ZEN-Metaboliten

Metabolit m/z [M-H] (Da) m/z [M+H]" (Da)
ZEN 317,1395 319,1540
a-ZEL / B-ZEL 319,1551 321,1697
Hydroxy-ZEN 333,1344 335,1489
Hydroxy-ZEL 335,1500 337,1646
ZEN-Acetat 359,1500 361,1646
ZEN-Sulfat 397,0963 399,1108
ZEN-Pentosid 449,1817 451,1963
ZEN-Glucosid 479,1923 481,2069
Hydroxy-ZEN-Glucosid 495,1872 497,2018
ZEN-Acetylglucosid 521,2029 523,2174
ZEN-Malonylglucosid 565,1927 567,2072
ZEN-Pentosylhexosid 611,2346 613,2491
ZEN-p-Cumarylglucosid 625,2291 627,2436
ZEN-Desoxyhexosylhexosid 625,2502 627,2648
ZEN-Diglucosid 641,2451 643,2597
ZEN-Malonyldiglucosid 727,2455 729,2601
ZEN-Triglucosid 803,2980 805,3125
ZEN-Dimalonyldiglucosid 813,2459 815,2605
ZEN-Dimalonyltriglucosid 975,2987 977,3133
a-/B-ZEL-Acetat 361,1657 363,1802
a-/B-ZEL-Sulfat 399,1119 401,1265
a-/B-ZEL-Pentosid 451,1974 453,2119
a-/B-ZEL-Glucosid 481,2080 483,2225
a-/B-ZEL-Acetylglucosid 523,2185 525,2331
a-/B-ZEL-Malonylglucosid 567,2083 569,2229
a-/B-ZEL-Pentosylhexosid 613,2502 615,2648
a-/B-ZEL-p-Cumarylglucosid 627,2447 629,2593
a-/B-ZEL-Desoxyhexosylhexosid 627,2659 629,2804
a-/B-ZEL-Diglucosid 643,2608 645,2753
a-/B-ZEL-Malonyldiglucosid 729,2612 731,2757
a-/B-ZEL-Dimalonyldiglucosid 815,2616 817,2761
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9.6.3 NMR-Spektroskopie

Probenvorbereitung

Eindampfen und Gefriertrocknen der isolierten Mykotoxinmetaboliten

Losen der Mykotoxinmetaboliten in 500 pl DMSO-dg

Uberfiihren in NMR-R&hrchen

Messung mittels NMR-Spektroskopie (*H-NMR, (H,H)-COSY, HSQC, HMBC)

Referenzierung

DMSO (6 *H 2,50 ppm / 6 *C 39,50 ppm)

Pulssequenzen

Alle aufgefuhrten NMR-Experimente wurden jeweils mit den Standardpulsprogramme
der Firma Bruker durchgefihrt (Tab. 29)

Tab. 29: NMR-Experimente und zugehdrige Pulsprogramme

Experiment Pulsprogramm
"H-NMR 2930, zg0

(H,H)-COSsY cosygpqf, cosygpmfphpp
HSQC hsqgcetgp, hsqcedetgp
HMBC hmbcgplpndgf

Jres jresqf

Bei Metaboliten, die nur in sehr geringen Mengen isoliert werden konnten, wurden
Shigemi-Rohrchen verwendet. Hierbei konnte die Ldsungsmenge von 500 ul auf
220 pl verringert und dadurch die Konzentration erhéht werden

Zur Reduktion der Experimentzeit von 2D-Experimenten wurden teilweise NUS-
Experimente durchgefiihrt. Der Teil der tatsdchlich aufgenommenen Datenpunkte in
der indirekten Dimension wurde jeweils um einen gewissen Prozentsatz (Reduktion
um ca. 25 bis maximal 50 % je nach Probe) reduziert. Alle unter Verwendung von
NUS aufgenommenen Spektren wurden mit dem Compressed Sensing (CS)-
Algorithmus der TopSpin-Software rekonstruiert.
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9.7 Strukturaufklarung von Sulfaten und Sulfoglucosiden

A. alternata Stimme und Inokulation einer Tomatenfrucht mit A. alternata

Sowohl die Zichtung und Erhaltung der beiden A. alternata-Stamme BFE1346 und BFE1348
als auch die Inokulation einer Tomatenfrucht mit Sporen von A. alternata wurde von
Mitarbeitern des MRI (Karlsruhe) durchgefiihrt. Des Weiteren wurden dort VVersuche mit den

Pilzen auf verschiedenen Kulturmedien durchgefihrt.

Inkubation der Tabakzellsuspensions- und Tomaten-Explant-Kultur mit den AOH- und
AME-Sulfaten
e Inkubation der Tabakzellsuspensions- und Tomaten-Explant-Kultur mit 60 pl 10 mM
AOH- bzw. AME-Monosulfat-Lésung im Dunkeln bei 25 °C und 140 rpm in einem
Schdttelinkubator
e Abbruch der Inkubation nach zwei Tagen durch Vakuumfiltration ber einem
Glasfiltertiegel (Porositat 3) und Einfrieren der Zellen bzw. Tomatenwdirfel und des
Mediums
e Dreifache Extraktion der Zellen bzw. Tomatenwirfel und des Mediums (Kapitel 9.4)

e Messung mittels LC-DAD-MS (Tab. 30)

Tab. 30: LC-DAD-MS-Parameter zur Analyse der Zellsuspensions- bzw. Explant-Kultur-Extrakte

Gradient fur
Anlage HPLC-DAD-MS-System AOH-&AME-
Metaboliten
) Phenomenex Luna 5 um C18(2) 100 A; 250 x tr (Min) %B
Saule
4,6 mm 0 20
Saulentemperatur  Raumtemperatur 5 20
Eluenten A:5mM Ammoniumacgtat in H,O 15 50
B: 0,1 % Ameisensédure in ACN 24 70
Flussrate 0,5 ml/min 29 100
Art der Probe Zellsuspensions- bzw. Explant-Kultur-Extrakte 31 100
Injektionslésung ~ Methanol 32 20
Injektionsvolumen 20 pl 35 20
Detektion DAD, A = 254 nm fir AOH und AME
A =239 oder 280 nm fur ZEN
MS (ESI, Positiv- und Negativ-Modus)
Kalibrierung externe Kalibrierung
¢(AOH) = 1-5 uM und 5-85 uM
C(AME) = 1-5 uM und 5-85 uM
C(ZEN) =3-85 uM

e Messung mittels HRMS und Auswertung der HRMS-Daten durch die Mitarbeiter am

MRI (Karlsruhe)
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Isolierung und Reinigung der Sulfate und Sulfoglucoside von AOH und AME

e Dieim MRI (Karlsruhe) hergestellten Pilzextrakte sowie die Tabakzellextrakte
wurden im Rahmen dieser Arbeit préparativ gereinigt

e Durchfiihrung geméall Kapitel 9.5

NMR-spektroskopische Strukturaufklarung der AOH- bzw. AME-Sulfate und -Sulfo-

glucoside

e NMR-Spektroskopische Untersuchungen (*H-NMR, (HH)-COSY, HSQC, HMBC)
e Durchfiihrung geméall Kapitel 9.6.3

175



9 Arbeitsvorschriften

9.8 Synthese von isotopenmarkiertem ZEN

Die Synthese von isotopenmarkiertem ZEN wurde im Rahmen einer wissenschaftlichen
Abschlussarbeit von Mirjam Epp durchgefihrt.

Synthese von ZEN-dg

Losen von 16,5 mg ZEN in 200 pL THF

Zugabe einer Ldsung aus 125 mg K,COs in 1,0 ml D,O

Rihren des Reaktionsgemisches fir mehrere Tage bei 50 °C in der Dunkelheit
Zeitweise Entnahme eines Aliquot, Neutralisation mit HCI und Uberprifen der
Deuterierung mittels LC-MS

Zugabe von 60 ml 0,2 M H,SO4

Zweifache Extraktion mit je 20 ml Dichlormethan

Zentrifugieren und Eindampfen der organische Phase

Produkt kuhl und dunkel lagern

Synthese von ZEN-d;
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Synthese von ZEN-7°-[1,3]-Dioxolan
= Zugabe von 20,2 mg ZEN zu einer Losung aus 1 ml Ethylenglycol und 26 mg
p-Toluolsulfonsdure Monohydrat und in 13 ml Toluol Iésen
= vierstlindige azeotrope Destillation bei 125 °C
= Nach Abkuhlen der Losung zweimalige Extraktion mit 6,7 ml 0,1 M NaOH in
einem 15 ml Pyrexglas (Zentrifugieren)
= Einstellen des pHs der wassrigen Phase mit 1,0 M Salzséure auf pH 7
= Zweifache Extraktion der Losung mit 2 ml tert-Butylmethylether
= Eindampfen des Losungsmittels
Synthese von ZEN-d,-7°-[1,3]-Dioxolan
= Zugabe von 19 mg Pottasche und 1,5 ml Deuteriumoxid zu ZEN-7"-[1,3]-
Dioxolan in ein 3 ml Vial
= Ruhren der Losung fur sieben Tage bei 50 °C
= Verdinnen des Reaktionsgemisches mit 3 ml Wasser
= Ansduern mit HCI (1,0 mol/l)
= Zweifache Extraktion mit 7 ml tert-Butylmethylether
= Trocknen der organischen Phase tiber NaSQO4

= Eindampfen des Losungsmittels
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e Synthese von ZEN-d,
= Losen von ZEN-d,-7°-[1,3]-Dioxolan in 1 ml Methanol und Zugabe von 300 pl

1,0 M Ammoniumchlorid
= Rihren der L6sung fur 2 h bei 50 °C
= Aufreinigung des Spaltprodukts mittels praparativer HPLC (Tab. 31)

Tab. 31: HPLC-Parameter zur Aufreinigung von 13,15-d,-Zearalenon

Anlage HPLC-UV-System (praparativ) Gradient

Saule Phenomenex Luna 5 um C18(2) 100 A; 250 x 15 mm | tz (min) % B
Saulentemperatur  Raumtemperatur 0 70
Eluenten A:0,1% Ame_isensfé_iure _in ACN 30 30

B: 0,1 % Ameisenséure in H,O 32 0

Flussrate 8 ml/min 35 0
Gemisch aus ZEN-d, und 37 70

Artder Probe  7p\ 4 7<11 3]-Dioxolan 0 70

Injektionslésung

Methanol

Injektionsvolumen
Detektion

1,5ml
UV, A =280 nm fiir ZEN
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9.9 Synthese von isotopenmarkiertem AOH und AME

Die Synthese von isotopenmarkiertem AOH und AME wurde im Rahmen einer
wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Mirjam Epp durchgefuhrt.

Synthese von AOH-d, und AME-d, nach Asam et al. (2009) (heterogene Metallkatalyse)

Uberfiihren von 1 mg AME oder AOH und 1,5 ml Dioxan-dg, 1,5 ml Deuteriumoxid
und Katalysator (250 mg Pd auf Bariumsulfat) in ein 0,5 ml Vial

Ruhren bei 160 °C fiir mehrere Tage (Apparatur: Metallblock auf Heizruhrer)
Zeitweise Reaktionsmischung abkiihlen lassen und Aliquot in die LC-MS Uberpriifen
Reaktionsende: Reaktionsgemisch abkuhlen lassen, in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal}
geben und Katalysator durch Zentrifugation entfernen (10 min, 13 200 rpm, 25 °C)

Zentrifugat im Evaporator eindampfen

Synthese von AOH-d, mittels saurekatalytischer SeAr

Lésen von 6 mg AOH in 900 ul MeOD in einem 3 ml Vial

Zugabe von 880 ul D,0 und 160 ul DCI

Rihren bei 100 °C fur ca. sieben Tage (Apparatur: Metallblock auf Heizruhrer)
Zeitweise Aliquot entnehmen und Isotopenreinheit mittels LC-MS lberprifen
Abkihlen, Extraktion mit Ethylacetat

Eindampfen des Losungsmittels

Synthese von AME-d, mittels sdurekatalytischer SeAr
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Losen von 3,4 mg AOH in 600 ul THF in einem 3 ml Vial

Zugabe von 858 ul D,O und 143 pul DCI

Rihren bei 100 °C fur ca. sieben Tage (Apparatur: Metallblock auf Heizriihrer)
Zeitweise Aliquot entnehmen und Isotopenreinheit mittels LC-MS (berprifen
Abkihlen, Extraktion mit Ethylacetat

Eindampfen des Losungsmittels
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9.10 Untersuchung der Stabilitat der deuterierten Standardsubstanzen

Die Untersuchung der Stabilitat der deuterierten Standardsubstanzen wurde im Rahmen einer
wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Mirjam Epp durchgefuhrt.

Stabilitat im Zellkulturmedium

Zugabe von 50 pl einer 10 mM Losung von AOH-ds, AME-ds, ZEN-d; und ZEN-ds
zu 10 ml MS-Medium

Inkubation im Dunkeln bei 25 °C auf einem Rotationsschdttler (140 rpm)

Abbruch der Inkubation nach zwei Tagen durch Vakuumfiltration (ber einen
Glasfiltertiegel (Porositét 3) und Einfrieren der Zellen und des Mediums
Gefriertrocknen der Losung

Aufnahme in 5 ml Methanol

Messung mittels LC-DAD-MS (Tab. 25)

Stabilitat in der Zellsuspensionskultur

Zugabe von 150 pl einer 10 mM Losung von AOH-d;, AME-d, und ZEN-d; zu 30 ml
Tabaksuspensionszellen vier Tage nach Subkultivierung

Inkubation im Dunkeln bei 25 °C auf einem Rotationsschuttler (140 rpm)

Abbruch der Inkubation nach zwei Tagen durch Vakuumfiltration (ber einen
Glasfiltertiegel (Porositat 3) und Einfrieren der Zellen und des Mediums
Gefriertrocknen der Zellen

Dreifache Extraktion (Kapitel 9.4)

Aufnahme in 200 pl

Messung mittels LC-DAD-MS (Tab. 25)

Enzymatische Spaltung der Mykotoxinmetaboliten mit g-Glucosidase

Zugabe von 1 ml 0,1 M Acetatpuffer zu 100 ul Zellextrakt aus dem vorangegangenen
Versuch

Zugabe von 1 mg B-Glucosidase und Inkubation fiir 2 h bei 37 °C

Extraktion mit Ethylacetat, Eindampfen des Lésungsmittels

Analyse mittels LC-DAD-MS (Tab. 25)
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9.11 Analytische Methoden zur Messung der deuterierten
Mykotoxinmetaboliten

LC-DAD-MS
Die LC-DAD-MS-Messung der deuterierten Standardsubstanzen wurde im Rahmen einer
wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Mirjam Epp durchgefihrt.

e Aufnahme des Zellsuspensionskultur-Extrakts bzw. der isolierten deuterierten
Mykotoxinmetaboliten in je 200 ul Methanol

e Homogenisieren auf VVortexmischer

e Zentrifugieren

e Injektion von 20 ul in das LC-DAD-MS-System (Tab. 25)

LC-DAD-HRMS
e Aufnahme des Zellsuspensionskultur-Extrakts in 200 pul Methanol
e Homogenisieren auf VVortexmischer, Zentrifugieren

e Injektion von 1 ul in das LC-DAD-HRMS-System (Durchfuhrung der Messung am
MRI Karlsruhe) (Tab. 26)

e Gerichtete (massenspezifische) und ungerichtete (massen-unspezifische) Auswertung
der HRMS-Daten
NMR-Spektroskopie

e Eindampfen und Gefriertrocknen der isolierten Mykotoxinmetaboliten

e Losen der Mykotoxinmetaboliten in 500 pl DMSO-ds

e Uberfilhren in NMR-R6hrchen

e Messung mittels NMR-Spektroskopie (*H-NMR, HSQC)

e Referenzierung: DMSO (6 *H 2,50 ppm / § *C 39,50 ppm)

e Alle aufgefihrten NMR-Experimente wurden jeweils mit den Standardpulsprogramme
der Firma Bruker durchgefihrt (Tab. 29)

9.12 Test auf Isotopenshift der deuterierten Standardsubstanzen

Der Test auf Isotopenshift der deuterierten Standardsubstanzen wurde im Rahmen einer
wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Mirjam Epp durchgefihrt.

e Vereinigung der Zellextrakte aus den Inkubationen mit deuterierten Mykotoxinen und

nicht-markierten Mykotoxinen
e Injektion von 20 pl in ein LC-DAD-MS-System (Tab. 25)
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9.13 Kultivierung und Subkultivierung der Caco-2-Zellkultur

Kultivierung der Caco-2-Zellen

e Kultivieren der Zellen bei 37 °C und 5% CO> in einer 15 cm Petrischale mit 20 ml
DMEM F12 Medium (Kapitel 8.3.2)
e Wechsel des Mediums alle zwei Tage

Subkultivierung der Caco-2-Zellen

e Waschen der Zellen mit 10 ml PBS (Kapitel 8.3.2)

Benetzen der Zellen mit 2,5 ml Accutase
e Absaugen des Uberstandes
e Inkubation der Zellen fur 3 min bei 37 °C
e Abldsen der Zellen durch Resuspendieren mit 3-5 ml DMEM F12-Medium
e Bestimmung der Zellzahl mittels Casy® Cell Counter
= Uberfiihren von 50 pl der Zellsuspension in ein Casycup mit 5 ml Casyton
= Durchfuhrung der Messung am Casy (Doppelbestimmung mit einer maximalen
Abweichung von 5 %)
= GroRenbereich lebender Caco-2-Zellen > 12,5 um (durchschnittlich 19—
22 uM)
= GroRenbereich toter Caco-2-Zellen < 12,5 uM (zwischen 8,1 um und 12,5 pM)
e Uberfiihren von 1-5 x 10° Zellen in eine neue 15 cm Petrischale
e Auffillen des Mediums auf 20 ml mit DMEM F12-Medium

e Kaultivierung der Caco-2-Zellen nach oben genannten Bedingungen
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9.14 Messung spezifischer Parameter fiir die quantitative ‘H-NMR-
Spektroskopie

Ermittlung des Konzentrationsunterschiedes von Tetramethyl-p-benzochinon mit und
ohne Zusatz von Europium(ll1)-tris(1,1,1,2,2,3,3-heptafluoro-7,7-dimethyl-4,6-octan-
dionat) (Eu(fod)s3)

Tab. 32:
Tetramet

Herstellen von Standards in CDClj: Acetanilid (2,00 mg/ml), Tetramethyl-p-benzo-
chinon (1,00 mg/ml), Tetramethyl-p-benzochinon mit Eu(fod)s (je 1,00 mg/ml)
NMR-spektroskopische Messung der einzelnen Ldsungen mit normalen NMR-

Réhrchen und Zuordnung der chemischen Verschiebungen (Tab. 32)

Chemische Verschiebungen der eingesetzten Substanzen Acetanilid, Tetramethyl-p-benzochinon und
hyl-p-benzochinon mit Eu(fod); in CDCl;

Acetanilid in CDCl;

Tetramethyl-p-benzochinon Tetramethyl-p-benzochinon

in CDClI; mit Eu(fod); in CDCl3
Anzahl der 1 Anzahl der 1 Anzahl der 1
Protonen 0 "H (ppm) Protonen o "H (ppm) Protonen 0 "H (ppm)
3 2,18 12 2,02 12 2,32
1 7,11
2 7,32
2 7,49

Beflllen des Coaxial-Inserts mit 300 pl Acetanilid-Losung

Befiillen des &uf3eren R6hrchens mit 600 pl Tetramethyl-p-benzochinon-Ldsung in der
ersten Messung und 600 pl Tetramethyl-p-benzochinon mit Eu(fod)s-Ldsung in der
zweiten Messung

NMR-spektroskopische Messung (jeweils 7 Replikationen)

Berechnung der Verhdltnisse der Signalintensititen von einem Acetanilidsignal
(Signal bei 6'H 7,49 ppm, 2H) zu den Signalintensititen des Tetramethyl-p-
benzochinonsignals

Die Konzentrationsverhaltnisse zeigen, dass die Tetramethyl-p-benzochinon-Ldsung
mit Eu(fod); 1,02 % hoher konzentriert ist als die Tetramethyl-p-benzochinon-

Ldsungen. Dieser Unterschied wurde in nachfolgenden Berechnungen bericksichtigt.

Ermittlung des Volumenverhéltnisses des Analyten Vr und der Analytsubstanz Va in

den Coaxial-Rohrchen (%
A
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Befullen des Coaxial-Inserts mit 300 ul Acetanilid-Lésung
Beflllen des &ulReren R6hrchens mit Tetramethyl-p-benzochinon-Ldsung

NMR-spektroskopische Messung (jeweils 7 Replikationen) — Datensatz 1 (Tab. 33)
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o Beflllen des Coaxial-Inserts mit 300 pl Tetramethyl-p-benzochinon-Lésung
e Befillen des duReren R6hrchens mit Acetanilid-Losung
e NMR-spektroskopische Messung (jeweils 7 Replikationen) — Datensatz 2 (Tab. 33)

e Berechnung der Mittelwerte aus den Datensatzen 1 und 2 (Tab. 33)

Tab. 33: Mittelwerte der sieben Replikationen und Berechnung der relativen Volumina der Coaxial-Inserts mit den
prozentualen Standardabweichungen in Klammern

Insert Datensatz 1 Datensatz 2 kombinierte Daten (X—z)
1 0,1833 (0,0003) 0,2041 (0,0005) 0,1935 (0,0068)
2 0,1853 (0,0002) 0,1972 (0,0005) 0,1913 (0,0062)
3 0,1848 (0,0001) 0,1927 (0,0005) 0,1887 (0,0041)
5 0,1861 (0,0002) 0,1969 (0,0002) 0,1915 (0,0056)

Messung der T;-Zeiten (Inversion Recovery-Experiment)
e Losen der zu messenden Substanzen in 500 pl DMSO-dg
e Aufnahme von Inversion Recovery-Experimenten der einzelnen Substanzen

(Standard-Pulsprogramm von Bruker: ,,t1ir) — Ergebnisse s. Tab. 34

Tab. 34: Ergebnisse der T;-Zeit-Bestimmung verschiedener Substanzen mittels Inversion-Recovery-Experiment

Substanz T-Zeiten (s)
AOH 3,1
AOH-9-Diglucosid 3,1
AOH-9-Glucosid 1,2
AOH-3-Glucosid 1,8
AME 2,5
AME-7-Glucosid 2,2
AME-3-Glucosid 1,8
ZEN 1,9
ZEN-14-Glucosid 1,6
ZEN-16-Glucosid 1,7
Acetanilid 3,0
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9.15 Quantitative "H-NMR-Spektroskopie zur Stoffmengenbestimmung

Die quantitative "H-NMR-Messung zur Stoffmengenbestimmung der Mykotoxinmetaboliten
wurde in Zusammenarbeit mit Jorg Gottmann im Rahmen einer Masterarbeit durchgefihrt.

Probenvorbereitung
e Verwendung von Coaxial-NMR-R6hrchen
e Gefriergetrocknete Substanz in 600 pl DMSO-ds 16sen und in das aufiere Réhrchen
geben
e 150 pl Acetanilid-Standard (2,004 mg/ml in DMSO-dg) in das Coaxial-Insert geben
Referenzierung
e DMSO (6 *H 2,50 ppm / 6 *C 39,50 ppm)
Einstellungen
e Bei quantitativen Messungen wurde die Wartezeit D1 so angepasst, dass diese
mindestens der finffachen Relaxationszeit des Kerns mit der langsamsten Relaxation

entspricht

Tab. 35: Aufnahme- und Prozessierungsparameter fiir quantitative *H-NMR-Experimente

Aufnahmeparameter

Pulsprogramm zg0
Acquisition Time (AQ) ~16s
D1 30s
Prozessierungsparameter

Window Function EM
LB 0,10

Quantifizierung

e Intensitdtsvergleich eines isolierten Signal der externen Standardsubstanz Acetanilid

mit einem isolierten Signal der zu quantifizierenden Probe

Tab. 36: Chemische Verschiebungen von Acetanilid in DMSO-dg

Acetanilid in DMSO-dg

Anzahl der 1
Protonen 0 "H (ppm)
3 2,03
1 7,01
2 7,27
2 7,56
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9.16 Stabilitatskontrolle der Mykotoxine und ihrer Metaboliten

e Quantifizierung der Metaboliten-Stammlésungen aus der praparativen Darstellung
(Kapitel 9.5) mittels quantitativer *H-NMR-Spektroskopie

e Herstellung 20 uM Lo6sungen der Mykotoxine bzw. Mykotoxinmetaboliten in HBSS
(pH 7,5, 1 % DMSO)

e Inkubation der Lésungen bei 37 °C fur 3 h
(Kontrolle zum Zeitpunkt O einfrieren)

e Einfrieren und Gefriertrocknen der Probe

e Aufnehmen des Rickstandes in 100 ul Methanol

e Analyse mittels LC-DAD-MS (Kapitel 9.6.1)
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9.17 Metabolismus der 16slichen Mykotoxinkonjugate in Caco-2-Zellen

Versuchsvorbereitung

e Ausstreuen von 4 x 10° Zellen pro Well einer 24-Wellplatten (Corning® Costar®,
1,9 cm? Oberflache)

e Kultivieren der Zellen mit 600 pl DMEM F12-Medium fiir 21 Tage

e Wechsel des Mediums alle zwei Tage

Inkubation der Zellen 21 Tage nach dem Ausstreuen

e Absaugen des Mediums

Inkubation der Zellen mit 600 pl der 20 uM Lodsungen der zu inkubierenden
Substanzen in HBSS (pH 7,5; 1 % DMSO), Inkubation fiir 3 h bei 37 °C
e Abnahme des HBSS-Uberstandes nach der Inkubationszeit
» Einfrieren und Gefriertrocknen des Uberstandes

e Waschen der Zellen mit 600 ul HBSS (pH 7,5)
e Ablbsen der Zellen mithilfe eines Zellschabers
e zweimaliges Resuspendieren und Abnehmen der Zellen mit je 500 ul bidest.
(bidestilliertes) H,O in ein Eppendorf Reaktionsgefal

= Zelllyse fiir 24 h bei -80 °C

= Gefriertrocknen des Zellriickstandes

= Zugabe von 500 pl Methanol:CH,Cl, (2:1, v/v)

= Behandeln der Zellsuspension fir 10 min im Ultraschallbad

= Zentrifugieren der Zellsuspension fir 3 min bei 14 000 rpm

= Abnahme des Uberstandes

= Zugabe von 500 ul Methanol:H,O:Essigsaure (79/20/1, viviv) auf den

Zellruckstand

= Behandeln der Zellsuspension fiir 10 min im Ultraschallbad

= Zentrifugieren der Zellsuspension fir 3 min bei 14 000 rpm

= Abnahme des Uberstandes

= Zugabe von 500 pl Methanol:CH,Cl; (2:1, v/v) auf den Zellriickstand

= Behandeln der Zellsuspension fur 10 min im Ultraschallbad

= Zentrifugieren der Zellsuspension fir 3 min bei 14 000 rpm

= Abnahme des Uberstandes

= Vereinen der jeweiligen Uberstande

= Abdampfen des CH,CI, unter Stickstoff
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= Eindampfen der Zellextrakte am Evaporator
e Aufnehmen der extrahierten Zellriickstandes und des HBSS-Uberstandes in je 100 pl
Methanol

e Analyse mittels LC-DAD-MS (Tab. 37)
Tab. 37: LC-DAD-MS-Parameter zur Analyse der Caco-2-Zellextrakte und Uberstéande

Gradient fur
Anlage HPLC-DAD-MS-System AOH-&AME-
Metaboliten
] Phenomenex Luna 5 um C18(2) 100 A; 250 x t (Min) % B
Saule
4,6 mm 0 20
Saulentemperatur  Raumtemperatur 5 20
Eluenten A:5mM Ammoniumac_etat in H,0O 15 50
B: 0,1 % Ameisensdure in ACN 24 70
Flussrate 0,5 ml/min 29 100
Art der Probe Caco-2-Zellextrakte und Uberstande 31 100
Injektionslosung ~ Methanol 32 20
Injektionsvolumen 20 pl 35 20
Detektion DAD, X = 254 nm fur AOH und AME Gradient fur
A =239 oder 280 nm fir ZEN ZEN-
MS (ESI, Positiv- und Negativ-Modus) Metaboliten
Kalibrierung externe Kalibrierung tr (min) %B
Cc(AOH) = 1-5 uM und 5-85 uM 0 90
C(AME) = 1-5 uM und 5-85 uM 35 70
C(ZEN) = 3-85 uM 45 45
50 0
55 0
57 90
60 90
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9.18 Resorption der 16slichen Mykotoxinkonjugate im Caco-2-Transwell-
Modell

Versuchsvorbereitung

e Durchfiihrung der Subkultivierung bis einschliel3lich der Zellzahlbestimmung
e Ausstreuen von 6 x 10° Zellen pro Transwell-Insert einer 24-Wellplatten (Corning®,
0,4 um PorengréRe, 0,33 cm? Oberflache)

e Kultivieren der Zellen mit 100 ul DMEM F12-Medium apikal und 600 ul DMEM
F12-Medium basolateral fur 21 Tage

e Wechsel des Mediums alle zwei Tage in beiden Kompartimenten

Inkubation der Zellen 21 Tage nach dem Ausstreuen

e Absaugen des Mediums
e Zugabe von 600 ul HBSS (pH 7,5) basolateral

e Zugabe von 100 ul HBSS (pH 7,5) apikal, enthadlt 20 uM der jeweiligen Substanzen
und 1 % DMSO
e Inkubation fir 60 min bei 37 °C
e Abnehmen von 90 pl des apikalen und 500 pl des basolateralen HBSS Uberstandes
= Gefriertrocknen der Ubersténde
= Aufnahme des Rickstandes in 100 pl Methanol
= Analyse mittels LC-DAD-MS (Tab. 37)

Uberpriifung der Integritat des Zellmonolayers

e Waschen beider Kompartimente mit 2 x 100 ul HBSS (pH 7,5) apikal und 2 x 600 ul
HBSS (pH 7,5) basolateral
e Zugabe von 600 ul HBSS (pH 7,5) basolateral
e Zugabe von 100 ul LY-L8sung apikal (LY c= 100 ug/ml in HBSS, pH 7,5)
e Inkubation fir 60 min bei 37 °C
e Entnahme von zweimal 200 pl der basolateralen Losung fiir fluorimetrische Analyse
mittels Tecan (Doppelbestimmung)
= Proben, Blindwert und Positiv-Kontrolle in eine 96-Wellplatte geben
= Blindwert: 200 pul HBSS Puffer (pH 7,5)
= Positivprobe:  LY-Referenzlosung  (c = 14,29 pg/ml,  entspricht
maximalem Transfer)
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Messung der Fluoreszenz am Tecan (Extinktion bei 485 nm und Emission bei
535 nm)
Berechnung des Durchflusses der einzelnen Transwell-Inserts anhand

Formel (6)
eine LY-Transportrate von <2 % weist auf einen intakten Zellmonolayer hin
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9.19 Versuche zur (physikalischen) Adsorption

Die Versuche zur (physikalischen) Adsorption wurden im Rahmen einer Masterarbeit von
Sylvia DreBler durchgefiihrt.

190

Einwaage von 450 mg toten, gefriergetrockneten und gemorserten Zellwand-
riickstanden von inkubierten und extrahierten Tabakzellen
Einwaage von 450 mg autoklavierten, toten, gefriergetrockneten und gemdrserten
Zellwandriickstanden von inkubierten und extrahierten Tabakzellen
Zugabe von jeweils 30 ml MS-Medium
Zugabe von 10 mM ZEN-LGdsung
= 300ul zu den toten, gefriergetrockneten und gemorserten Zellwand-
riickstanden von inkubierten und extrahierten Tabakzellen
= 600ul zu den toten, gefriergetrockneten und gemorserten Zellwand-
riickstanden von inkubierten und extrahierten Tabakzellen
= 300 ul zu den autoklavierten, toten, gefriergetrockneten und gemorserten
Zellwandrickstanden von inkubierten und extrahierten Tabakzellen
Inkubation fir zwei Tage im Dunkeln bei 25°C und 140 rpm in einem Schittel-
inkubator
Abbruch der Inkubation durch Vakuumfiltration Uber einem Glasfiltertiegel
(Porositat 3), Einfrieren und Gefriertrocknen der Zellen und des Mediums
Dreifache Extraktion der Tabakzellen und des Mediums (Kapitel 9.4)
Eindampfen bis zur Trockene am Vakuumrotationsverdampfer bei vermindertem
Druck und 40 °C Badtemperatur
Messung mittels LC-DAD-MS (Kapitel 9.6.1)
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9.20 Saure Hydrolysen

Vorversuche zur sauren Hydrolyse

Die Vorversuche zur sauren Hydrolyse wurden im Rahmen einer Masterarbeit von Sylvia
DreRler durchgefihrt.
e Zugabe von TCA (Versuch 1.2), TFA (Versuche 1.1, 2.1-2.3, 3.1-3.3) oder HCI
(Versuche 4.1, 4.2) zu 100 pl (bei den Versuchen mit TFA und TCA) bzw. 50 ul (bei
den Versuchen mit HCI) 20 mM ZEN-Standard (Tab. 38)
e Hydrolyse im Trockenschrank
e Neutralisation mit 2 M (bei den Versuchen mit TCA und TFA) bzw. 4 M (bei den
Versuchen mit HCI) KOH nach Abkdihlen
e Durchfiihren einer SPE (Chromabond C18-Saulen, 3 ml, 500 mg)
= Konditionierung mit 5 ml Methanol und 5 ml bidest. H,O
= Probenaufgabe
= Waschen mit 2 x 5 ml bidest. H,O
= Elution mit 2 x 5 ml Methanol
e Trocknen des Eluats am Rotationsverdampfer bei 45°C Badtemperatur und
vermindertem Druck
e Aufnahme des Ruckstands in 10 ml Methanol
e Messung mittels LC-DAD-MS (Kapitel 9.6.1)

Tab. 38: Hydrolysebedingungen fir die saure Hydrolyse mit TFA, TCA und HCI. ACN = Acetonitril,
TFA = Trifluoressigsdure, TCA = Trichloressigsaure, HCI = Salzsaure

; Menge Konzentration y . Temperatur  Dauer
Nr. Saure (mlg M) Lésungsmittel (E)C) (min)
11 TFA 1 1,25 4 ml ACN:H,0 (74/16, vIv) 133 54
1.2 TCA 1 1 und 2 ml H,O 140 40
2.1 TFA 1 2 121 60
2.2 TFA 1 2 4ml AS:(';';?”C]’I gfgﬁ’ viv) 121 50
2.3 TFA 1 2 121 40
3.1 TFA 3 2 121 60
3.2 TFA 3 3 121 60
3.3 TFA 3 4 121 60
41 HCI 15 6 110 1440
4.2 HCI 15 2 110 1440
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Hauptversuch: Hydrolyse der Zellriickstande mit TFA

e Einwaage von 100 mg mit Mykotoxin inkubierten und anschliefend extrahierten
Tabak-, Soja- und Weizenzellen in ein 7 ml GC-Vial (Kontrolle: 10 ul 10 mM AOH-,
AME- und ZEN-Standard)

e Zugabe von 2 M TFA-L6sung

e Hydrolyse im Trockenschrank bei 121 °C fir 60 min

e Filtration Uber Tiegelfilter (Porositat 3) nach Abkihlen

e Neutralisation des Filtrats mit 2 M KOH

e Durchfiihren einer SPE (Chromabond C18-Saulen, 3 ml, 500 mg)

= Konditionierung mit 5 ml Methanol und 5 ml bidest. H,O
= Probenaufgabe

= Waschen mit 2 x 5 ml bidest. H,O

= Elution mit 2 x 5 ml Methanol

e Trocknen des Eluats am Rotationsverdampfer bei 45 °C Badtemperatur und
vermindertem Druck

e Aufnahme des Ruckstands in 200 ul Methanol

e Messung mittels LC-DAD-MS (Kapitel 9.6.1)
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9.21 Alkalische Hydrolyse

Vorversuche zur alkalischen Hydrolyse

Die Vorversuche zur alkalischen Hydrolyse wurden im Rahmen einer Masterarbeit von Sylvia
DreRler durchgefihrt.

Zugabe von NaOH zu 100 pl 20 mM ZEN-Standard (Tab. 39)
Hydrolyse im Trockenschrank
Neutralisation mit 6 M HCI nach Abkihlen
Durchfiihren einer SPE (Chromabond C18-Séulen, 3 ml, 500 mg)
= Konditionierung mit 5 ml Methanol und 5 ml bidest. H,O
= Probenaufgabe
= Waschen mit 2 x 5 ml bidest. H,O
= Elution mit 2 x 5 ml Methanol
Trocknen des Eluats am Rotationsverdampfer bei 45 °C Badtemperatur und
vermindertem Druck
Aufnahme des Riickstands in 10 ml Methanol
Messung mittels LC-DAD-MS (Kapitel 9.6.1)

Tab. 39: Hydrolysebedingungen und Wiederfindungen der Kontroll-Vorversuche Nr. 1.1 bis 2.2 fir ZEN. NaOH =
Natronlauge

Nr. Lauge Menge Konzentration Temeeratur Dauer
(ml) (M) (°C) ()
11 NaOH 15 4 110 20
12 NaOH 15 . 10 !
2.1 NaOH 15 4 50 .
2.2 NaOH 15 . - :

Hauptversuch: Hydrolyse der Zellriickstande mit NaOH

Einwaage von 100 mg mit Mykotoxin inkubierten und anschlieBendes Uberfiihren der
extrahierten Tabak-, Soja- und Weizenzellen in ein 15 ml Pyrex-Glas (Kontrolle: 10 ul
10 mM AOH-, AME- und ZEN-Standard)

Zugabe von 4 M NaOH-L6sung

Hydrolyse im Trockenschrank bei 60 °C fur 60 min

Filtration tber Tiegelfilter (Porositat 3) nach Abkihlen

Neutralisation des Filtrats mit 6 M HCI

Durchfiihren einer SPE (Chromabond C18-Sdulen, 3 ml, 500 mg)
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= Konditionierung mit 5 ml Methanol und 5 ml bidest. H,O
= Probenaufgabe
= Waschen mit 2 x 5 ml bidest. H,O
= Elution mit 2 x 5 ml Methanol
e Trocknen des Eluats am Rotationsverdampfer bei 45°C Badtemperatur und
vermindertem Druck
e Aufnahme des Riickstands in 200 ul Methanol
e Messung mittels LC-DAD-MS (Kapitel 9.6.1)
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9.22 Enzymatische Hydrolysen

e Einwaage von 100 mg mit Mykotoxin inkubierten und anschliefend extrahierten
Tabak-, Soja- und Weizenzellen in einen 100 ml Erlenmeyerkolben (Kontrolle: 10 ul
10 mM AOH-, AME- und ZEN-Standard)
e Zugabe von 15 ml Natriummaleatpuffer
e Einstellen des pH-Werts auf 7 bzw. 4,5 (Tab. 40) mit 0,75 M Trizma-Base bzw. 2 M
Essigséaure
e Zugabe von 20 mg des entsprechenden Enzyms (Tab.40) und Verschlielen des
Erlenmeyerkolbens mit Alufolie
e Inkubation bei 40 °C und 150 rpm auf einem Schiittelinkubator fur 48 h
e Abbruch der Inkubation durch Erhitzen im Wasserbad bei 100 °C fiir 10 min
e Zentrifugation und Abnehmen des Uberstands
e Neutralisation des Uberstands mit 0,75 M Trizma-Base bzw. 2 M Essigséure
e Durchfthren einer SPE (Chromabond C18-Saulen, 3 ml, 500 mg)
= Konditionierung mit 5 ml Methanol und 5 ml bidest. H,O
= Probenaufgabe
= Waschen mit 2 x 5 ml bidest. H,O
= Elution mit 2 x 5 ml Methanol
e Trocknen des Eluats am Rotationsverdampfer bei 45 °C Badtemperatur und
vermindertem Druck
e Aufnahme des Riickstands in 200 puL Methanol

e Messung mittels LC-DAD-MS (Kapitel 9.6.1)

Tab. 40: Hydrolysebedingungen und Wiederfindungen der enzymatischen Hydrolyse von mit AOH, AME und ZEN
inkubierten, extrahierten Tabak-, Soja- und Weizenzellen

Zellmenge Enzymmenge Enzym pH Temperatur Dauer
100 mg 20 mg a-Amylase 7 40 °C 48 h
100 mg 20 mg Amyloglucosidase 4,5 40 °C 48 h
100 mg 20 mg Protease 7 40 °C 48 h
100 mg 20 mg Pectinase Macerozyme R-10 4,5 40 °C 48 h
100 mg 20 mg Cellulase Onozuka R-10 4,5 40 °C 48 h
100 mg 20 mg Driselase 7 40 °C 48 h
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9.23 NMR-spektroskopische Untersuchung der Zellrtickstande

Vorbereitung der Proben fur die NMR-Analyse
o Gefriertrocknen der Probe
e Mahlen von 150 mg Zellriickstand
= Kugelmihle: 150 mg Zellruickstand werden fir 35 min
(5 min Intervall mit 5 min Pause zwischen den Mahlgangen)
e Uberfithren von 50-70 mg Zellriickstand in ein NMR-Rohrchen
e Zugabe von 500 ul DMSO-dg / Pyridin-ds (4:1)
e Behandlung im Ultraschallbad bis zur Ausbildung einer gelartigen Struktur
e Messung mittels NMR-Spektroskopie (HSQC)
Messung mittels eines NMR-Spektrometers
e Referenzierung mittels DMSO (6 *H 2,50 ppm / 5 2*C 39,50 ppm)
e Fur die NMR-Messungen wurde das Standard HSQC-Pulsprogramme
,,hsqcetgpsisp2.2* (adiabatische Pulse) von Bruker unter Verwendung der in Tab. 41

angegebenen Parametern verwendet

Tab. 41: Spezifische Parameter zur 2D-NMR Messung der Zellriickstdnde in DMSO-dg / Pyridin-ds (4:1). Die Anzahl
der Scans war abhangig von der Probenmenge. HSQC = Heteronuclear Single Quantum Coherence, GM = Gaussian
Multiplication, QSINE = Quadratic Sine Window Function, GB = Gaussian Broadening Factor, LB = Exponential
Broadening Factor, SSB = Sine Bell Shift

Aufnahmeparameter

F, ("H) Acquisition Time (AQ) ~170 ms

F1 (**C) Acquisition Time (AQ) ~9 ms

Interscan Delay (D1) 1s

Prozessierungsparameter

F2 (*H) GM

GB =0,001

LB=-1

F: (°C) QSINE
SSB =2
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9.24 Synthese von CA

Die Synthese von CA wurde im Rahmen einer Masterarbeit von Svenja Heizmann

durchgefihrt.

Regeneration des BER

e Beflllen einer leeren SPE-Kartusche mit etwas Glaswolle

e Zugabe von ca. 1 g Anionenaustauscherharz

e Zugabe von 0,5 M NaBH,-L6sung

e Nach 20 min BER mit bidest. H,O waschen (2 x 20 ml)
e Waschen des BER mit Ethanol (96 %) (3 x 3 ml)

Reduktion des Coniferylaldehyds zu CA

e Waschen des BER mit Methanol (2 x 6 ml)

Uberfiihren des BER mit Spatel und Pinzette in 50 ml Rundkolben

e Zugabe von 200 mg Coniferylaldehyd und 8 ml Methanol

e Riihren des Gemisches fur 60 min bei Raumtemperatur

e BER in Trichter Gber Glaswolle abfiltrieren, Nachspilen mit ca. 5 ml Methanol

e Einengen des Filtrats unter vermindertem Druck bis zur Trockene

e Losen des Rickstands in ca. 5 ml Methanol

e Reinigung des CA mittels préparativer HPLC (Tab. 42)

e Vereinigen der CA-Fraktionen und Eindampfen der Lésung im Evaporator

e CA wird in Form weilBer Kristalle gewonnen (Ausbeute: 68 %, Reinheit: 97 %)

e Bestimmung der Reinheit mittels LC-DAD-MS (Tab. 43)
Tab. 42: HPLC-Parameter zur Aufreinigung von Coniferylalkohol. CA = Coniferylalkohol

Anlage HPLC-UV-System (préparativ) Gradient
Séaule Phenomenex Luna 5 pm C18(2) 100 A; 250 x 15 mm | tg (min) % B
Saulentemperatur Raumtemperatur 20 0
Eluenten A: 0,1 % Ameisensaure in ACN 25 0
B: 0,1 % Ameisenséure in H,O 27 80
Flussrate 8 ml/min 32 100
Art der Probe CA-L0Osung nach der Synthese 35 100
Injektionslosung ~ Methanol
Injektionsvolumen 1,5 ml
Detektion UV, A =280 nm
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Tab. 43: LC-DAD-MS-Parameter zur Analyse der Coniferylalkohol-L&sung. CA = Coniferylalkohol

Anlage HPLC-DAD-MS-System Gradient
] Phenomenex Luna 5 um C18(2) 100 A; 250 x t (Min) % B
Saule

4,6 mm 0 20
Saulentemperatur  Raumtemperatur 20 100
Eluenten A:0,1% Ame_isenséure _in H.0 25 100

B: 0,1 % Ameisenséaure in ACN 27 20

Flussrate 0,5 ml/min 32 0

Art der Probe CA-L0sung
Injektionslésung  Methanol
Injektionsvolumen 20 pl

Detektion

DAD, A =280 nm
MS (ESI, Negativ-Modus)
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9.25 Vorversuche zur Bildung von DHP

Die Vorversuche zur Bildung von DHP wurden in Zusammenarbeit mit Svenja Heizmann im
Rahmen einer Masterarbeit durchgefuhrt.

DHP-Synthese mittels des Dialysemembranverfahrens in H,O (ohne Mykotoxin)

e Konditionierung des Dialyseschlauchs in H,O fir 30 min

e Vorlegen von ca. 5ml H;O in den Dialyseschlauch und Zugabe von 5,55 x 10™ mol
CA

o VerschlieRen des Dialyseschlauchs und Positionierung in einem 100 ml Becherglas

e Zugabe von ca. 60 ml H,O (Dialyseschlauch muss vollstandig bedeckt sein)

e Zugabe von 1 mg HRP und 5,55 x 10°° mol H,0,

e Ruhren der Probe fur 48 hbei Raumtemperatur unter Lichtausschluss

e Wiederholte Zugabe von HRP- und H,O, nach 6 h und 22 h

e Entfernen des dulReren Reaktionsmediums am Rotationsverdampfer bei 45 °C
Wasserbadtemperatur

e Messung mittels eines NMR-Spektrometer (Kapitel 9.31)

DHP-Synthese mittels des Zutropfverfahrens in H,O (ohne Mykotoxin)

e Vorlegen von ca. 5 ml H,O in einen 250 ml Rundkolben
Zugabe von 1 mg HRP und 5,55 x 10 mol H,0,
e Losen von 5,55 x 10 mol CA in ca. 144 ml H,0

e Zutropfen der CA-L6sung in Rundkolben mittels Pumpe (Flussrate: 50 pl/min)
e Riuhren der Probe fir 48 h bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss

e Wiederholte Zugabe von HRP- und H,O, nach 6 h und 22 h

e Entfernen von H,O am Rotationsverdampfer bei 45 °C Wasserbadtemperatur

e Messung mittels eines NMR-Spektrometer (Kapitel 9.31)
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9.26 Pilotversuch zur Bildung eines DHP mit CA und ZEN

Der Pilotversuch zur Bildung eines DHP wurde in Zusammenarbeit mit Svenja Heizmann im
Rahmen einer Masterarbeit durchgefuhrt.

200

Konditionierung des Dialyseschlauchs in H,O flr 30 min

Vorlegen von ca. 5ml waéssrigen Natriumphosphatpuffer (pH6,8) in den
Dialyseschlauch und Zugabe von 5,55 x 10° mol CA und 5,55 x 10° mol ZEN (in
DMSO geldst)

Zugabe von 5,55 x 10™° mol H,0; in den Dialyseschlauch

VerschlielRen des Dialyseschlauchs und Positionierung in einem 100 ml Becherglas
Zugabe von ca. 60 ml wassrigen Natriumphosphatpuffer (pH 6,8)

(Dialyseschlauch muss vollstandig bedeckt sein)

Zugabe von 1 mg HRP in die &ufere Losung

Rihren der Probe fiir 48 h bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss

Zentrifugieren des duReren Reaktionsmediums, Abnahme des Uberstands

Messung mittels eines NMR-Spektrometer (Kapitel 9.31)
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9.27 Peroxidase-Aktivitatstest

Die Peroxidase-Aktivitatstests wurden in Zusammenarbeit mit Svenja Heizmann im Rahmen
einer Masterarbeit durchgefiihrt.

Zugabe von 50 pl 500 mM Guajacol-Lésung (in Ethanol) und 10 ul 30 mg/l HRP-

Losung zu dem Reaktionsmedium (Tab. 44) in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen

Tab. 44: Reaktionsmedien, die im HRP-Aktivitatstest eingesetzt wurden

Wasser
Puffer

iso-Propanol + Wasser (40/60, v/v) iso-Propanol + Wasser (30/70, v/v)
Methanol + Wasser (40,60, v/v) Methanol + Wasser (30/70, v/v)
Ethanol + Wasser (40,60, v/v) Ethanol + Wasser (30/70, v/v)

1,4-Dioxan + Wasser (40,60, v/v)
Aceton + Wasser (40,60, v/v)
Acetonitril + Wasser (40,60, v/v)

Homogenisieren auf VVortexmischer (1 min)
Uberfithren von 1 ml der Losung in eine Plastikkiivette
Start der Reaktion durch Zugabe von 2 ul 250 mM H,0,-Ldsung

Messung mittels UV/Vis-Spektrophotometer bei einer Wellenlange von 470 nm

HRP-Stabilisierung durch Ausbildung von inversen Mizellen

Uberfithren von 300 pl Natriumphosphatpuffer (pH 6,8) und 5ul 60 mg/l HRP-
Losung in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen

Zugabe von 5 ml 100 mM AOT-Ld6sung

Homogenisieren fiir einige Sekunden im Vortexmischer

Zugabe von 200 ul 500 mM Guajacol-L6sung (in iso-Octan), Warten fiir 5 min
Uberfithren von 1 ml der Lésung in eine Plastikkiivette

Start der Reaktion durch Zugabe von 2 ul 250 mM H,0,-L6sung

Messung mittels UV/Vis-Spektrophotometer bei einer Wellenlédnge von 470 nm

Langzeitversuch der HRP-AKktivitat in Methanol:H,0O

Uberfuhren von 5ml Methanol-H,O-L6sung  (30:70, v/v) in ein 15 ml
Zentrifugenrohrchen

Zugabe von 50 ul 500 mM Guajacol-Lésung (in Ethanol) und 10 ul 30 mg/l HRP-
Ldsung

Homogenisieren auf Vortexmischer (1 min)

Uberfithren von 1 ml der Lésung in eine Plastikkiivette, 24 h warten

Start der Reaktion durch Zugabe von 2 pl 250 mM H,0,-Ldsung

Messung mittels UV/Vis-Spektrophotometer bei einer Wellenldnge von 470 nm
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9.28 Umsetzung der Mykotoxine und CA mit H,0,

Die Umsetzung der Mykotoxine und CA mit H,O, wurde in Zusammenarbeit mit Svenja
Heizmann im Rahmen einer Masterarbeit durchgefuhrt.

e Einwaage von jeweils 1 mg Mykotoxin bzw. CA in ein 1,5 ml Vial

e Zugabe von 1,4 ml H,O / iso-Propanol-Gemisch (50:50, v/v)

e Zugabe einer geeigneten Menge H,O, (Stoffmengenverhéltnis Probe:H,0, = 2:1)

e Rihren der Probe fir 24 h bei Raumtemperatur

e Eindampfen des Reaktionsmediums im Evaporator

e Messung mittels LC-DAD-MS (Tab. 25 und Tab. 42)

e Eindampfen der Lésung

e Messung mittels eines NMR-Spektrometer (Kapitel 9.31)

9.29 Untersuchung der Ligninbindung von ZEN und AOH durch
nukleophile Additionsreaktionen

Die Untersuchung der Ligninbindung von ZEN wund AOH durch nukleophile
Additionsreaktionen wurde in Zusammenarbeit mit Svenja Heizmann im Rahmen einer
Masterarbeit durchgefihrt.

e Losen von synthetisierte DHPs (aus Versuchen in Kapitel 9.25) in jeweils 3 ml
1,4-Dioxan-H,0-Lo6sung (96:4, v/v)

e Zugabe von 2,78 x 10™ mol Mykotoxin

e Rihren der Probe fir 48 h bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss

e 1,4-Dioxan unter Stickstoff entfernen

e Messung mittels eines NMR-Spektrometer (Kapitel 9.31)
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9.30 Untersuchung der Ligninbindung von ZEN und AOH

Die Untersuchung der Ligninbindung von ZEN und AOH wurde in Zusammenarbeit mit
Svenja Heizmann im Rahmen einer Masterarbeit durchgefuhrt.

Versuchsaufbau s. Abb. 48

Konditionieren des Dialyseschlauchs fir 30 min in einer Methanol-H,O-Ldsung
(30:70, viv)

Vorlegen von ca. 5 ml Methanol-H,O-Ldsung (30:70, v/v) in den Dialyseschlauch und
Zugabe von 2,78 x 10 mol (Verhaltnis 1:1) bzw. 2,78 x 10 mol (Verhaltnis 10:1)
CA und 2,78 x 10™° mol Mykotoxin

VerschlieBen des Dialyseschlauchs und Positionierung in einem 100 ml Becherglas
Zugabe von ca. 60 ml Methanol-H,O-L6ésung (30:70, v/v) in das Becherglas
(Dialyseschlauch muss vollstandig bedeckt sein)

Zugabe von 5 mg HRP in die Lésung im Becherglas

Vorlegen von 5,55 x 10" mol H;0; in 100 ml Spitzkolben

Zugabe von 72 ml Methanol-H,O-L6sung in den Spitzkolben (30:70, v/v)

Zutropfen der H,O,-Lésung mittels Pumpe in das Becherglas mit dem
Dialyseschlauch (Flussrate: 50 pl/min)

Rihren der Probe fiir 24 h bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss

Entfernen des d&ufleren Reaktionsmediums am Rotationsverdampfer bei 45 °C
Wasserbadtemperatur

Messung mittels eines NMR-Spektrometer (Kapitel 9.31)
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9.31 NMR-spektroskopische Untersuchung der Ligninversuche

Die NMR-spektroskopischen Untersuchungen der Ligninversuche wurden in Zusammenarbeit
mit Svenja Heizmann im Rahmen einer Masterarbeit durchgefihrt.
Vorbereitung der Proben fur die NMR-Analyse
o Gefriertrocknen der Probe
e Aufnahme der Rickstande in 500 ul DMSO-dg / Pyridin-ds (4:1)
e Homogenisieren der Probe und Behandlung im Ultraschallbad fir 1-5 h
e Messung mittels NMR-Spektroskopie (HSQC, HMBC)
Messung mittels eines NMR-Spektrometers
e Referenzierung mittels DMSO (6 *H 2,50 ppm / 6 *C 39,50 ppm)
e Fur die NMR-Messungen wurde das Standard HSQC-Pulsprogramme
,hsqcetgpsisp2.2 (adiabatische Pulse) von Bruker unter Verwendung der in Tab. 45

angegebenen Parametern verwendet

Tab. 45: Spezifische Parameter zur 2D-NMR Messung der Rickstande aus den Ligninversuchen in
DMSO-d¢/Pyridin-ds (4:1). Die Anzahl der Scans war abhéngig von der Probenmenge. HSQC = Heteronuclear Single
Quantum Coherence, GM = Gaussian Multiplication, QSINE = Quadratic Sine Window Function, GB = Gaussian
Broadening Factor, LB = Exponential Broadening Factor, SSB = Sine Bell Shift

Aufnahmeparameter HSQC HMBC
F, ("H) Acquisition Time (AQ) ~170 ms ~240-300 ms
F; (*3C) Acquisition Time (AQ) ~9ms ~9ms
Interscan Delay (D1) 1s 1s
Long-Range Coupling Delay (D6) 80 ms
Prozessierungsparameter HSQC HMBC
F (‘H) GM GM
GB = 0,001 GB =0,1-0,5
LB=-1 LB =-30
F. (P°C) QSINE QSINE
SSB =2 SSB =0
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10 Anhang

10.1 Tabellen

Tab. 46: Kalibrierdaten zur semiquantitativen Bestimmung von AOH, AME, ZEN und deren I8slichen Konjugaten.
R? = BestimmtheitsmaR

Substanz A (nm) Kalibrierbereich Regression Kalibriergleichung R’
AOH 254 1-5 uM linear y =89507,9 x — 24690,8 0,98150
254 5-85 uM linear y=75001,295 x + 49314,525 0,99932
AME 254 1-5uM linear y=91408,5 x — 13139,5 0,98346
254 5-85 uM linear y=74698,98 x + 159932,9 0,99701
ZEN 280 5-85 uM linear y=20611,715 x + 37751,025 0,99808
239 3-85 uM linear y =40193,16583 x + 44283,8038 0,99898

Tab. 47: H and *C-NMR-Daten von AME, 3-O-(6°-O-Malonyl-$-p-Glucopyranosyl)AME und 3-O-(4¢-O-Malonyl-
B-D-Glucopyranosyl) AME

AME AME-6‘-Malonyl-3-Glucosid AME-4¢-Malonyl-3-Glucosid
oy J Jc oy J Joc on J Jdc
(ppm) (H2) (ppm) (ppm) (Hz) (ppm) (ppm) (H2) (ppm)
1 138,3 138,1 138,5
2 6,73 d(2,3) 117,4 6,96 d(1,8) 117,7 7,01 d (2,5) 118,0
3 158,3 157,2 157,7
3-OH 10,39 S
4 6,65 d(2,3) 101,3 6,98 d(1,8) 102,3 7,03 d(2,5) 102,2
4a 152,5 152,1 152,2
6 nd nd nd
6a 98,5 98,5 99,0
7 164,0 163,9 164,2
7-OH 11,83 S 11,80 11,81 S
8 6,63 d (1,9 98,9 6,68 d(1,1) 99,5 6,71 d(2,1) 99,6
9 165,9 165,7 166,1
10 7,23 d (1,9 103,2 7,30 d(1,1) 103,9 7,32 d(2,1) 103,9
10a 138,3 138,1 138,5
10b 108,6 110,8 111,3
11 2,74 S 24,8 2,80 24,8 2,81 24,8
12 3,91 S 55,6 3,93 41,2 3,93 55,7
1¢ 5,10 d(7,3) 99,3 5,17 d (7,8) 99,3
2¢ 3,29 72,8 3,37 72,8
3¢ 3,32 76,0 3,76 74,0
4¢ 3,20 69,4 4,68 71,4
5¢ 3,75 73,5 3,55 73,5
6¢ 437 & 4,12 63,9 3,57 & 3,35 59,8
Mal-CH, 3,39 41,2 3,42 415
Mal-COOR 166,7 166,3
Mal-COOH nd 167,3 nd 168,2
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Tab. 48: *H und *C-NMR-Daten von AOH-3,9-Disulfat, AOH-9-Sulfat, AOH-3-Sulfat und AME-3-Sulfat

AOH-3,9-Disulfat AOH-9-Sulfat AOH-3-Sulfat AME-3-Sulfat
6H J 50 6H J 6H J 5(; 6H J
(ppm) (Hz) (ppm) (ppm) (Hz) (ppm) (Hz) (ppm) (ppm) (Hz)
2 7,06 d (2,6) 120,6 6,73 d (2,6) 1174 7,06 d(2,5) 120,7 7,08 d (2,6) 120,6
4 7,17 d (2,6) 105,8 6,66 d (2,6) 101,3 7,14 d (2,5) 106,0 7,17 d (2,6) 105,9
8 6,89 d(2,1) 104,8 6,82 d (2,0) 104,1 6,43 d(1,9) 101,3 6,70 d(2,2) 99,6
10 7,74 d(2,1) 107,5 7,69 d (2,0) 106,8 7,33 d(1,9) 104,9 7,33 d(2,2) 103,9
11 2,75 S 24,7 2,71 S 24,7 2,76 S 24,9 2,80 S 24,7
12 3,93 S 55,6

Tab. 49: *H und *C-NMR-Daten von AOH, AOH-3-0-Sulfat-9-O--p-Glucosid, AOH-9-O-Sulfat-3-O-p-b-Glucosid, AME und AME-3-0-Sulfat-7-O-B-b-Glucosid

AOH AOH-3-0-Sulfat-9-0O-p-D-Glucosid | AOH-9-O-Sulfat-3-O-p-D-Glucosid AME AME'3'%I?;§;S7'0'B'D'

on J dc on J dc on J dc on J Jdc on J dc
(ppm) (Hz) (ppm) (ppm) (Hz) (ppm) (ppm) (Hz) (ppm) (ppm) (Hz) (ppm) (ppm) (Hz) (ppm)
1 138,1 137,6 137,2 138,3 136,9
2 6,72 d(23) 117,3 7,08 d (2,6) 120,7 6,98 d(2,7) 117,9 6,73 d(23) 1174 7,01 d(@26) 1200
3 158,3 154,2 157,3 158,3 153,3
4 6,64 d(23) 1014 717 d (2,6) 105,9 7 d(2,7) 102,2 6,65 d(23) 1013 7,06 d(26) 1053

4a 152,5 151,1 151,9 152,5 nd

6 164,0 nd nd nd nd
6a 97,2 100,0 99,9 98,5 103,8
7 164,4 163,6 163,0 164,0 161,5
8 6,37 d(1,6) 100,6 6,71 d(2,1) 102,1 6,88 d (2,0) 104,7 663 d(1,9 989 7,03 d(@2) 1019
9 165,3 163,9 160,7 165,9 164,3
10 725 d(1,6) 1041 7,48 d(2,1) 104,6 7,75 d (2,0) 107,4 723 d(1,9 1032 7,44 d(22) 1048

10a 138,1 139,0 137,9 138,3 nd
10b 108,8 111,8 111,0 108,6 111,5
11 2,71 s 25,0 2,82 s 24,7 2,77 s 24,7 2,74 s 24,8 2,8 s 24,5
12 3,91 s 55,6 3,95 s 55,4
1 5,15 d(7,3) 99,6 5,03 d (7,4) 99,7 5,05 d(7,8) 1015
2 3,31 72,9 3,27 72,9 3,42 731
3 3,33 76,0 3,29 76,2 3,32 76,0
4’ 3,18 69,3 3,18 69,4 3,18 69,6
5’ 3,44 77,2 3,44 76,9 3,45 773
6’ 3,47 & 3,72 60,4 3,47 & 3,72 60,3 3,47 & 3,73 60,6
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Tab. 50: 'H and *C-NMR-Daten von ZEN, 16-O--b-Glucopyranosyl-ZEN, 14-O-p-p-Glucopyranosyl-ZEN, 16-O-(6¢-O-Malonyl-B-b-Glucopyranosyl)ZEN und 14-O-(6¢-O-Malonyl-p-b-
Glucopyranosyl)ZEN

ZEN ZEN-16-Glucosid ZEN-14-Glucosid ZEN-6-Malonyl-16-Glucosid ZEN-6¢-Malonyl-14-Glucosid
On J dc On J dc on J dc On J dc On J dc
(ppm) (Hz) (ppm) (ppm) (Hz) (ppm) (ppm) (Hz) (ppm) (ppm) (Hz) (ppm) (ppm) (Hz) (ppm)
1 169,0 166,8 168,3 167,1 167,8
2 1,27 d (6,2) 19,8 1,25 d (6,3) 19,3 1,27 d(6,1) 19,6 1,25 d (6,4) 19,4 1,26 d(6,2) 19,5
3 4,99 m 71,6 5,13 m 70,5 5,06 m 714 5,11 m 70,7 5,08 m 71,0
4 1,49 & 1,60 m 339 1,46 & 1,64 m 34,0 1,51 & 1,64 m 341 | 1,46 &1,63 m 341 | 1,50 & 1,65 m 34,0
5 1,58 & 1,67 m 20,7 1,43 & 1,64 m 20,4 1,51 &1,74 m 20,7 | 1,44 &1,68 m 205 | 157&1,76 m 20,8
6 2,39 & 2,46 m 36,0 2,16 & 2,42 m 43,06 2,28 & 2,30 m 428 | 2,16 &2,42 m 431 | 2,26 &2,32 m 429
7 211,0 2104 212,0 211,0 212,0
8 2,18 &2,38 m 42,6 2,17 & 2,55 m 36,7 2,38 & 2,44 m 36,4 | 2,17 & 2,56 m 36,8 | 2,32&2,50 m 36,3
9 1,64 & 1,72 m 20,3 1,50 & 1,87 m 20,9 1,64 &1,71 m 20,7 | 147&187 m 209 | 1,49&1,65 m 20,5
10 2,11 m 30,4 1,89 & 2,26 m 30,6 2,03 & 2,17 m 30,7 | 1,89&2,26 m 30,7 | 1,99 &221 m 30,6
ddd (15,7 ddd (15,7 ddd (15,5
11 5,79 m 1317 5,99 &98 & 132,5 6,00 m 132,8 5,99 &9,7& 132,0 6,01 &91& 132,5
4,2) 4,3) 6,0)
12 6,59 d (15,5) 130,5 6,13 d (15,7) 127,6 6,44 d(14,8) 1293 6,12 d (15,7) 127,8 6,37 d (15,5) 129,1
13 6,37 d(2,2) 105,5 6,58 d(1,8) 104,0 6,68 d(2,1) 104,8 6,53 d (1,6) 104,4 6,61 d(1,6) 104,0
14 160,3 159,0 159,6 160,2 158,9
14-OH 10,03 S 9,84 S 8,13 S
15 6,22 d(2,2) 101,3 6,48 d(1,8) 100,9 6,45 d(2,1) 102,4 6,59 d (1,6) 101,3 6,49 d (1,6) 102,3
16 169,0 154,7 159,2 155,6 157,3
16-OH 10,86 S 10,61 S 10,61 S
17 105,6 115,0 1114 115,0 112,6
18 139,6 135,7 138,3 135,9 137,3
1¢ 4,81 d(7,5) 99,7 4,89 d (7,6) 99,8 4,75 d (7,0) 100,5 4,90 d (6,9) 99,7
2¢ 3,13 73,2 3,20 72,9 3,15 734 3,23 72,8
3¢ 3,23 76,7 3,27 76,3 3,26 76,9 3,29 75,9
4¢ 3,16 69,2 3,14 69,4 3,11 70,0 3,15 69,5
5¢ 3,26 76,8 3,33 76,9 3,56 74,0 3,64 73,5
6¢ 3,67 & 3,48 60,3 3,45 & 3,68 60,4 | 3,97 &4,47 63,6 | 4,06 &4,39 63,8
Mal-CH 3,25 42,9 3,30 414
Mal-COOR 167,5 166,7
Mal-COOH nd 168,8 nd 167,7
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Tab. 51: Vergleich der *H and *C-NMR-Daten von 16-O-g-b-Glucopyranosyl-ZEN und 14-O-p-p-Glucopyranosyl-ZEN mit den Literaturdaten von Borzekowski et al. (2018). Alle
Messungen wurden in DMSO-dg durchgefiihrt

. ZEN-16-Glucosid . ZEN-14-Glucosid
ZEN-16-Glucosid (Borzekowski et al., 2018) ZEN-14-Glucosid (Borzekowski et al., 2018)
OH J Jc OH Jc OH J Jc OH oc
(ppm) (H2) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (H2) (ppm) (ppm) (ppm)
1 166,8 166,8 168,3 168,3
2 1,25 d (6,3) 19,3 1,3 194 1,27 d (6,1) 19,6 1,3 19,8
3 513 m 70,5 51 70,7 5,06 m 714 51 715
4 1,46 & 1,64 m 34,0 1,47,1,65 34,1 151 &1,64 m 34,1 151 &1,65 34,2
5 143 & 1,64 m 20,4 1,47,1,67 20,5 151 &1,74 m 20,7 1,6 20,9
6 2,16 & 2,42 m 43,06 2,18 & 2,42 43,1 2,28 & 2,30 m 42,8 2,28,2,31 429
7 210,4 210,5 212,0 2105
8 2,17 & 2,55 m 36,7 2,18 & 2,56 36,9 2,38 & 2,44 m 36,4 2,37 & 2,46 36,5
9 1,50 & 1,87 m 20,9 1,50, 1,89 20,8 1,64 & 1,71 m 20,7 1,67,1,74 20,9
10 1,89 & 2,26 m 30,6 1,90, 2,26 30,7 2,03 & 2,17 m 30,7 2,03,2,18 30,9
ddd (15,7 &
11 5,99 9.8 & 42) 132,5 6,0 132,5 6,00 m 132,8 6,0 132,8
12 6,13 d (15,7) 127,6 6.2 128,0 6,44 d (14,8) 129,3 6,5 133,4
13 6,58 d(18) 104,0 6,6 104,5 6,68 d(@2.1) 104,8 6,7 105,0
14 159,0 159,1 159,6 159,7
14-OH 9,84 S
15 6,48 d(1,8) 100,9 6,5 101,2 6,45 d@2.1) 102,4 65 102,6
16 154,7 155,0 159,2 158,5
16-OH 10,61 S
17 115,0 115,2 1114 1115
18 135,7 1355 138,3 138,3
1¢ 4,81 d (7,5) 99,7 4.8 100,1 4,89 d (7,6) 99,8 49 100,1
2¢ 3,13 73,2 3,1 73,3 3,20 72,9 3,2 73,1
3¢ 3,23 76,7 3,3 76,9 3,27 76,3 3,3 76,5
4¢ 3,16 69,2 3,2 69,5 3,14 69,4 3,2 69,7
5¢ 3,26 76,8 3,3 77,0 3,33 76,9 3,3 77,1
6° 3,67 & 3,48 60,3 35&3,7 60,6 3,45 & 3,68 60,4 35&3,7 60,6
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Tab. 52: HRMS-basierte Strukturcharakterisierung von AOH-Metaboliten, die von Tabak-, Soja- und Weizenzellsuspensionskulturen gebildet wurden. Die grau hinterlegten Zeilen
beinhalten die mittels NMR-Spektroskopie aufgeklarten Metaboliten. tg = Retentionszeit, DBA = Doppelbindungsaquivalente, HRMS = hochauflésende Massenspektrometrie

trpAD

trxic

m/z

m/z

Analyt (min) (min) [M+H]" pos [M-HT neg SLmemeIn- DBA Auftreten (HRMS) vermuteter Metabolit
pos neg (Da)* (Da)* orme Tabak Soja  Weizen
AOH-1 8,0 8,0 17,7 583,1658 + 581,1512 + Ca6H30015 12 + + + AOH-Dihexosid
AOH-2 - - 11,1 - - 743,2040 + C32H4002 13 + - - AOH-Trihexosid
AOH-3 11,7 11,7 11,7 669,1662 + 667,1516 + Ca9H3,018 12 + + + AOH-Malonyldiglucosid
AOH-4 - - 12,9 - - 743,2040 + C32H4002 13 + - - AOH-Trihexosid
AOH-5 - 13,3 - 567,1709 + - - CasH30014 12 + - - AOH- Desoxyhexosylhexosid
AOH-6 - - 13,3 - - 743,2040 + C3H40029 13 + - + AOH-Trihexosid
AOH-7 140 140 140 5831658 + 5811512  +  CyHxO 12 + + + 9-O-{p-D-Glucopyranosyl(1—6)-
’ ’ ’ ’ ’ 26113015 B-D-Glucopyranosyl}AOH
AOH-8 - - 14,2 - - 753,1520 + C3oH3,05, 16 + - + AOH-Dimalonyldiglucosid
AOH-9 14,6 14,6 14,6 - - 757,1985 + C36H35015 18 + + + unbekannt
AOH-10 - - 14,8 - - 743,2040 + C3oH4005 13 + - - AOH-Trihexosid
AOH-11 - 14,8 14,8 567,1709 + 565,1563 + CaeH30014 12 - - + AOH- Desoxyhexosylhexosid
AOH-12 - - 14,9 553,1552 + 551,1407 + CasH2g014 12 + - + AOH-Pentosylhexosid
AOH-13 - 15,2 - 567,1709 + - - CasH30014 12 - - + AOH- Desoxyhexosylhexosid
AOH-14 - - 15,3 - - 551,1407 + CasH2g014 12 - + + AOH-Pentosylhexosid
AOH-15 - - 15,3 - - 581,1512 + CaeH30015 12 - - + AOH-Dihexosid
AOH-16 - - 15,7 - - 581,1512 + CaeH30015 12 - - + AOH-Dihexosid
AOH-17 15,8 15,8 15,8 - - 757,1985 + C36H35015 18 + - + unbekannt
AOH-18 16,0 16,0 16,0 421,1129  + 419,0984 +  CyuHxpOp 11 + + + 9-0-B-D-Glucopyranosyl-AOH
AOH-19 16,3 16,4 16,4 421,1129 + 419,0984 + CyoH20010 11 + + + 3-0-B-D-Glucopyranosyl-AOH
AOH-20 - 16,5 16,5 669,1662 + 667,1516 + CygH3,045 12 + - + AOH-Malonyldiglucosid
AOH-21 - - 16,8 - - 667,1516 + CygH3,045 12 + - + AOH- Malonyldiglucosid
9-0-(6’-O-Malonyl-B-D-
AOH-22 17,1 17,1 17,2 507,1133 i 505,0988 + Cy3H» 015 13 + + + Glucopyranosyl)AOH
3-0-(6’-O-Malonyl-B-D-
AOH-23 17,5 17,6 17,5 507,1133 i 505,0988 + Cy3H» 015 13 + + + Glucopyranosyl)AOH
AOH-24 17,9 17,9 17,9 507,1133 + 505,0988 + Ca3H2,013 13 + + + AOH-Malonylhexosid
AOH-25 18,5 18,5 18,5 463,1235 + 461,1090 + Cx»H201; 12 + + - AOH-Acetylhexosid
AOH-26 18,7 18,7 18,7 463,1235 + 461,1090 + Cx»H201; 12 + + - AOH- Acetylhexosid
AOH 22,3 22,3 22,3 259,0601 + 257,0456 + C14H1005 10 + + + AOH

! Akkurate Massen (m/z) mit Massenabweichungen <8 ppm (MS).
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Tab. 53: HRMS-basierte Strukturcharakterisierung von AME-Metaboliten, die von Tabak-, Soja- und Weizenzellsuspensionskulturen gebildet wurden. Die grau hinterlegten Zeilen
beinhalten die mittels NMR-Spektroskopie aufgeklarten Metaboliten. tg = Retentionszeit, DBA = Doppelbindungsaquivalente, HRMS = hochauflésende Massenspektrometrie

trpAD trxic m/z m/z

Analyt (min) (min) [M+H]" pos [M-HT neg Summen- DBA Auftreten (HRMS) vermuteter Metabolit
pos neg (Da)* (Da)* formel Tabak Soja  Weizen

AME-1 - 12,3 12,3 - - 757,2197 + Ca3H405 13 + - - AME-Trihexosid
AME-2 - 13,4 13,3 683,1818 + 681,1673 + C30H3401s 14 + - - AME-Malonyldihexosid
AME-3 - 14,0 14,0 - - 757,2197 + Ca3H405 13 + - - AME-Trihexosid
AME-4 - - 14,3 477,1392 + - - Cy3H2,011 12 + + - AME-Acetylhexosid
AME-5 14,4 14,5 14,4 597,1814 + 595,1669 + Cy7H3,045 12 + - AME-Dihexosid
AME-6 - 14,7 14,7 769,1822 + 767,1677 + Ca3H360,1 16 + - - AME-Dimalonyldihexosid
AME-7 16,8 16,9 16,4 4351286  + 433,1141 D CallOy Al 0 5 + 7-0-B-D-Glucopyranosyl-AME
AME-8 - 17,4 - 567,1709 + - - CyH30014 12 - - + AME-Pentosylhexosid
AME-9 17,5 17,6 - 769,1822 + - - Ca3H3605, 16 + + - AME-Dimalonyldihexosid
AME-10 - 17,8 - 581,1865 + - - Cy7H3,014 12 - - + AME-Desoxyhexosylhexosid
AME-11 17,8 17,9 17,8 683,1818 + 681,1673 + C30H34045 14 + - + AME-Malonyldihexosid
AME-12 19,0 19,1 19,1 435,1286 + 433,1141 + Cy1H2019 11 + + + 3-O-B-D-Glucopyranosyl-AME
AME-13 20,1 202 201  521,1200 + 5191144  +  CpHpOs 13 " + + 2 Gcl’ugpsra'\:oa‘;%ﬁ'ag
AME-14 20,5 20,5 - 521,1290 + - - Cy4H2,015 13 + + - AME-Malonylhexosid
AME-15 207 208 207  521,1200 + 5191144  +  CpHpOs 13 " + + 2 GOIUE:‘L p?ra'\:oa‘;%)glag
AME-16 21,1 21,1 - 521,1290 + - - Cy4H2,015 13 + + - AME-Malonylhexosid
AME-17 21,8 - 21,8 477,1392 + - - Cy3H2,01, 12 + + + AME-Acetylhexosid

AME 27,0 27,1 27,1 273,0758 + 271,0612 + C15H1,05 10 + + + AME

! Akkurate Massen (m/z) mit Massenabweichungen <8 ppm (MS).
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Tab. 54: HRMS-basierte Strukturcharakterisierung von ZEN-Metaboliten, die von Tabak-, Soja- und Weizenzellsuspensionskulturen gebildet wurden. Die grau hinterlegten Zeilen
beinhalten die mittels NMR-Spektroskopie aufgeklarten Metaboliten. tg = Retentionszeit, DBA = Doppelbindungsaquivalente, HRMS = hochauflésende Massenspektrometrie

trpAD tr xic m/z m/z
Analyt (min) (min) [M+H]" pos [M-H] neg Sl:mmer- DBA Auftreten (HRMS) vermuteter Metabolit
pos neg (Da)" (Da)’ orme Tabak Soja  Weizen
ZEN-1 - - 20,7 - - 643,2608 + C30Hu4015 9 + - - ZEL-Dihexosid
ZEN-2 - - 22,2 - - 643,2608 + C30H4015 9 + - + ZEL-Dihexosid
ZEN-3 - 239 239 805,3125 + 803,2980 + CasH52049 11 + - - ZEN-Trihexosid
ZEN-4 24,5 24,5 24,5 483,2225 + 481,2080 + C2H3404 8 + + + ZEL-Hexosid
ZEN-5 - 25,4 25,4 729,2601 + 127,2455 + C33H44015 12 + - + ZEN-Malonyldihexosid
ZEN-6 25,4 25,4 25,4 483,2225 + 481,2080 + C,4H3404 8 + + + ZEL-Hexosid
ZEN-7 26,3 26,4 26,4 643,2597 + 641,2451 + C30H42045 10 + + ZEN-Dihexosid
ZEN-8 - - 26,8 - - 613,2502 + CaoH4014 9 - - + ZEL -Pentosylhexosid
ZEN-9 - - 27,0 - - 803,2980 + C36H5,04 11 - - + ZEN-Trihexosid
ZEN-10 - - 27,1 - - 627,2659 + C30Hus014 9 - - + ZEL -Desoxyhexosylhexosid
ZEN-11 - 27,8 27,8 613,2491 + 611,2346 + CaoH4oO014 10 + - + ZEN-Pentosylhexosid
ZEN-12 27,8 27,9 27,8 569,2229 + 567,2083 + Cy7H36015 10 + + + ZEL-Malonylhexosid
ZEN-13 - - 28,1 - - 803,2980 + C36H5,04 11 - + ZEN-Trihexosid
ZEN-14 - 28,2 28,2 - - 567,2083 + Cy7H36043 10 + - + ZEL-Malonylhexosid
ZEN-15 - - 29,0 - - 641,2451 + C30H4,045 10 - - + ZEN-Dihexosid
ZEN-16 30,4 30,5 30,5 481,2069 + 479,1923 + Cy4H3,049 9 + + + 16-0O-B-D-Glucopyranosyl-ZEN
ZEN-17 31,2 31,3 31,3 569,2229 + 567,2083 + Cy7H36043 10 + + + ZEL-Malonylhexosid
ZEN-18 - - 31,7 - - 481,2080 + C2H3404 8 + - + ZEL-Hexosid
ZEN-19 - 32,1 32,2 627,2648 + 625,2502 + C30H401 10 - - + ZEN-Desoxyhexosylhexosid
ZEN-20 - - 32,2 - - 611,2346 + Cy9H4001a 10 + - + ZEN-Pentosylhexosid
ZEN-21 32,2 - 32,4 - - 641,2451 +  CaHgOss 10 - - + ZEN-Dihexosid
16-0-(6¢-O-Malonyl-B-D-

ZEN-22 32,4 32,4 32,4 567,2072  + 565,1927 +  CyH30u 11 + + + Glugopyranosyl)éEE\l
ZEN-23 33,3 33,3 33,3 - - 567,2083 + Cy7H36045 10 + + + ZEL-Malonylhexosid
ZEN-24 33,9 33,9 33,9 481,2069 + 479,1923 + Cy4H3,049 9 + + + 14-0O-B-D-Glucopyranosyl-ZEN
ZEN-25 - 34,0 34,0 729,2601 + 727,2455 + C33HusO045 12 - - + ZEN-Malonyldihexosid
ZEN-26 355 355 356  567,2072  + 5672083  +  CyHuOp 11 + + + 14-0-(6°-O-Malonyl-B-D-

! ! ' ! ' Glucopyranosyl)ZEN
ZEN-27 - - 36,3 - - 521,2029 + CyH34014 10 + + + ZEN-Acetylhexosid

ZEN 41,2 41,2 41,2 319,1540 + 317,1395 + CigH2,05 8 + + + ZEN

! Akkurate Massen (m/z) mit Massenabweichungen <8 ppm (MS).
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10.2 Abbildungen
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Abb. 53: Strukturen der mittels NMR identifizierten pflanzlichen AOH-Metaboliten; A: Alternariol (AOH), B: 9-O-
{B-D-Glucopyranosyl(1—6)-p-D-Glucopyranosyl}AOH, C: 9-O-B-D-Glucopyranosyl-AOH, D: 3-O-p-D-Glucopyra-
nosyl-AOH, E: 9-0-(6¢-O-Malonyl-B-D-Glucopyranosyl)AOH, E: 3-O-(6¢-O-Malonyl-p-D-Glucopyranosyl)AOH.

A C

HsCO

OH

Abb. 54: Strukturen der mittels NMR identifizierten pflanzlichen AME-Metaboliten; A: Alternariol-9-O-
Monomethylether (AME), B: 7-O-B-D-Glucopyranosyl-AME, C: 3-O-B-D-Glucopyranosyl-AME, D: 3-O-(6¢-O-
Malonyl-g-D-Glucopyra-nosyl)AME, E: 3-O-(4¢-O-Malonyl-g-D-Glucopyranosyl) AME.
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Abb. 55: Strukturen der mittels NMR identifizierten pflanzlichen ZEN-Metaboliten; A: Zearalenon (ZEN), B: 16-O-
B-D-Glucopyranosyl-ZEN, C: 16-0O-(6°-O-Malonyl-p-D-Glucopyranosyl)ZEN, D: 14-O-B-D-Glucopyranosyl-ZEN,
E: 14-0-(6°-O-Malonyl-g-D-Glucopyranosyl)ZEN.

B

Abb. 56: Strukturen der mittels NMR identifizierten I6slichen Konjugate aus Pilz und Pflanze; A: Alternariol-9-
Sulfat, B: Alternariol-3-Sulfat, C: Alternariol-9-O-Monomethylether-3-Sulfat, D: Alternariol-3,9-Disulfat, E:
Alternariol-3-Sulfat-9-Glucosid, F: Alternariol-9-Sulfat-3-Glucosid, G: Alternariol-9-O-Monomethylether-3-Sulfat-7-
Glucosid.
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Abb. 57: MS?-Spektren der AOH-

und AME-Hexoside, -Dihexoside und —Trihexoside aus der HRMS-Analyse.

Weitere Informationen zu den Abktirzungen (AOH-x bzw. AME-x) sind den Tab. 52 und Tab. 53 zu entnehmen.
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Abb. 58: MS2-Spektren der AOH- und AME-Malonylhexoside, -Acetylhexoside und —Malonyldihexoside aus der
HRMS-Analyse. Weitere Informationen zu den Abklrzungen (AOH-x bzw. AME-x) sind den Tab. 52 und Tab. 53 zu

entnehmen.
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Abb. 59: MS2-Spektren der AOH- und AME-Dimalonyldihexoside, -Pentosylhexoside, —Desoxyhexosylhexoside und
den unbekannten Metaboliten aus der HRMS-Analyse. Weitere Informationen zu den Abkirzungen (AOH-x bzw.
AME-x) sind den Tab. 52 und Tab. 53 zu entnehmen.
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Abb. 60: MS2-Spektren der ZEN- und ZEL-Hexoside, -Dihexoside und —Trihexoside aus der HRMS-Analyse. Weitere
Informationen zu den Abkiirzungen (ZEN-x) sind der Tab. 54 zu entnehmen.
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Abb. 61: MS?-Spektren der ZEN- und ZEL-Malonylhexoside, -Malonyldihexoside, -Acetylhexoside, Pentosylhexoside
und Desoxyhexosylhexoside aus der HRMS-Analyse. Weitere Informationen zu den Abkilrzungen (ZEN-x) sind der

Tab. 54 zu entnehmen.
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Abb. 62: UV-Spektrum von p-Cumarséure.
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Abb. 63: Darstellung der fliissigchromatographischen Trennung der SPE-Eluate nach enzymatischem Verdau der in
Gegenwart von AOH inkubierten Tabak-, Soja- und Weizenzellen (Einsatz der Zellriickstande nach
Losungsmittelextraktion) mit a-Amylase, Amyloglucosidase, Protease, Pektinase Macerozyme R-10, Cellulase
Onozuka R-10 und Driselase (Detektion: UV-Absorption bei 254 nm).
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Abb. 64: Darstellung der fliissigchromatographischen Trennung der SPE-Eluate nach enzymatischem Verdau der in
Gegenwart von AME inkubierten Tabak-, Soja- und Weizenzellen (Einsatz der Zellrickstdnde nach
Losungsmittelextraktion) mit o-Amylase, Amyloglucosidase, Protease, Pektinase Macerozyme R-10, Cellulase
Onozuka R-10 und Driselase (Detektion: UV-Absorption bei 254 nm).
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Abb. 65: Darstellung der flussigchromatographischen Trennung der SPE-Eluate nach enzymatischem Verdau der in
Gegenwart von ZEN inkubierten Tabak-, Soja- und Weizenzellen (Einsatz der Zellrickstdnde nach
Losungsmittelextraktion) mit a-Amylase, Amyloglucosidase, Protease, Pektinase Macerozyme R-10, Cellulase
Onozuka R-10 und Driselase (Detektion: UV-Absorption bei 239 nm).
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Abb. 66: Darstellung der flissigchromatographischen Trennung der SPE-Eluate nach enzymatischem Verdau der in
Gegenwart von ZEN inkubierten Tabak-, Soja- und Weizenzellen (Einsatz der Zellriickstande nach
Losungsmittelextraktion) mit a-Amylase, Amyloglucosidase, Protease, Pektinase Macerozyme R-10, Cellulase
Onozuka R-10 und Driselase (Detektion: UV-Absorption bei 280 nm).
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Abb. 67: Gemessene Absorption bei 470 nm nach Versetzten der Dialyseschlauchlésung mit Guajacol und H,O,. Das
messung erfolgte nach einer Stunde Reaktionszeit.
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Abb. 68: HSQC-Spektrum der Seitenkettenregion von DHP, das im Dialyseschlauch vorlag.

Bindungstypen erfolgte anhand von Literaturdaten (Ralph et al., 2004).
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