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Zusammenfassung

Pharmazeutische Substanzen aus der Human- und Veterindrmedizin bilden zusammen mit
den sogenannten Personal Care Products eine neue Klasse von 6kotoxikologisch relevanten
Problemstoffen. In Klaranlagen kommt es oftmals nur zu einer unzureichenden Eliminierung
dieser Stoffe und so werden in den Effluenten regelmafig Wirkstoftkonzentrationen im ng
pro Liter-Bereich nachgewiesen. Die Belastung des Abwassers und der Oberflichengewésser
mit diesen Substanzen stellt ein schwer abzuschitzendes Risiko fiir die aquatische Umwelt
dar, denn aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften und biologischen Aktivitat ist eine
Wirkung auf die Biota nicht auszuschlieBen. Die biologische Abwasserreinigung in Pflanzen-
klaranlagen kann dabei eine effektive und kostengiinstige Alternative zu konventionellen
Verfahren darstellen.

In der vorliegenden Pilotstudie wurden Aufnahme, Metabolismus und Auswirkungen auf
den Stressstoffwechsel in Pflanzen fiir die beiden Analgetika Paracetamol und Diclofenac
untersucht. Die Experimente dazu wurden zum einen in Gerste (Hordeum vulgare) und
zum anderen in der axenischen Wurzel-Zellkultur des Meerrettichs (Armoracia rusticana)
durchgefiihrt.

Fir beide Wirkstoffe wurde die Aufnahme und der Metabolismus in Pflanzen gezeigt.
Mittels HPLC-MS-Analyse konnte in einem Kurzzeit-Experiment die Aufnahme von
Paracetamol aus dem Nahrmedium in die Wurzelzellen des Meerrettichs nachgewiesen
werden. In den Zellen kommt es unmittelbar zu einer Metabolisierung des Wirkstoffs, die
zur Bildung eines Glutathion- und eines Glucose-Konjugats des Paracetamols fithrt. Das
Auftreten eines Cystein-Konjugats ist auf enzymatisch katalysierte Abbaureaktionen am
Glutathionrest zuriickzufiihren. Von den detektierten Paracetamol-Metaboliten stellt das
Glucose-Konjugat mit 64 % das am haufigsten gebildete Stoffwechselprodukt dar, was der
Menge des im Sauger gebildeten Paracetamol-Glucuronids (40-67 %) proportional ist. In
den Meerrettich-Zellen lagen 17 % als Glutathionyl- und 1 % als Cysteinyl-Konjugat des
Paracetamols vor.

In Expositionsexperimenten mit Gerste wurde Diclofenac in Wurzeln und Blattern
der Pflanze detektiert. Eine lineare Aufnahme des Wirkstoffs in die Pflanzen konnte mit

“4C-markiertem Diclofenac nachgewiesen werden. Die héchsten Gehalte wurden dabei

VIII



Zusammenfassung IX

in den Wurzeln festgestellt, nur ein geringer Anteil wurde in zwei Tagen in die Blatter
transportiert.

Die Identifizierung von gebildeten Metaboliten erfolgte massenspektrometrisch. Dabei
konnte die durch P450-Monooxygenasen katalysierte Oxidation von Diclofenac zu 4’OH-
Diclofenac, dem Primarmetaboliten im Sdugetier gezeigt werden. Eine anschliefende
Konjugationsreaktion bindet eine Molekiil Glucose an die Hydroxylgruppe in 4’-Position.
4’0OH-Diclofenac und das Diclofenac-Glucopyranosid wurden sowohl in vivo in Gerste und
Meerrettich als auch in vitro eindeutig nachgewiesen.

Durch Diclofenac ausgeloster pflanzlicher Stress wurde durch die Bestimmung des
Gehalts an Glutathion und der photosynthetisch aktiven Pigmente, der Messung von En-
zymaktivitaten der Glutathion S-Transferasen sowie Enzymen des oxidativen Stoffwechsels
quantifiziert. Die Ergebnisse deuten dabei auf eine von der Diclofenac-Konzentration abhén-
gige Bildung reaktiver Sauerstoffspezies unter Beteiligung des Ascorbat-Glutathion-Zyklus
hin.

Zum ersten mal konnte ein Umsatz von Diclofenac durch pflanzliche Peroxidasen qua-
litativ und quantitativ mittels stopped-flow-Spektrometrie nachgewiesen werden. Die
massenspektrometrische Untersuchungen des Produkts sprechen fiir die Bildung des reak-
tiven und im Sauger hepatotoxisch wirkenden Diclofenac-2,5-Iminochinons.

Erneut konnte in dieser Arbeit das Konzept der griinen Leber bzw. das 3-Phasen Modell
der Entgiftung von Xenobiotika in Pflanzen bestatigt werden. Der Metabolismus von
Humanpharmaka in Pflanzen offenbart dabei erstaunliche Analogien zum Stoffwechsel im
Saugetier.

In Hinblick auf die Phytoremediation kann anhand der vorliegenden Arbeit davon
ausgegangen werden, dass Pflanzen einen Beitrag zur Aufnahme und Degradation von im
Abwasser vorhandenen pharmazeutischen Substanzen leisten konnen. Oxidativer Stress
wurde primar bei sehr hohen Wirkstoffkonzentrationen beobachten, die weit iiber den
tatsdchlich im Abwasser vorliegenden Mengen liegen. Die Tatsache, dass fiir beide Sub-
stanzen unterschiedliche Stoffwechselwege in Pflanzen vorhanden sind, deutet klar darauf
hin, dass Pflanzen dazu in der Lage sind, Paracetamol und Diclofenac zu tolerieren und zu

metabolisieren.



Abstract

Personal care products and pharmaceuticals from human or veterinary medication form
a new class of micropolutants - PPCPs. In traditional waste water treatment facilities,
elimination of quite a high number of PPCPs is considered to be rather low. Regular
determination of effluent-concentrations of pharmaceutical substances revealed amounts
for single compounds up to the range of ng/l. Contamination of our surface water bodies
with these polutants poses a threat to the aquatic environment. Due to the chemical
properties and their bioactivity, an effect on the biota cannot be obviated. Biological waste
water treatment with plants in constructed wetlands might act as an effective and rather
low-cost alternative to conventional procedures.

In this present pilot study, uptake, metabolism and the effects on plant-stress defense
mechanisms of the two analgetics Paracetamol and Dicloenac were evaluated. Experi-
ments were carried with barley (Hordeum vulgare) and an axenic horseradish (Armoracia
rusticana) root cell culture.

For both compounds, uptake and metabolism could be confirmed. With high performance
liquid chromatography-mass spectrometry an uptake and translocation of paracetamol
from the growth medium into horseradish root cells was observed within a short-time
experiment. Metabolism inside the cells starts immediately resulting in the formation of a
glutathione- and a glucose conjugate of paracetamol. A cystein-conjugate was detected due
to degradation processes at the glutathione residue. Of all paracetamol related metabolites,
the glucopyranoside was the most frequent. A fact which correlates to animal metabolism
where the paracetamol glucuronide displays the mayority of conjugated metabolites with
40-67 %. In root cells of A. rusticana 17 % of the paracetamol was conjugated with
glutathione and 1 % was detected as a cysteinyl conjugate.

In exposition experiments, Diclofenac was detected in roots and leaves of barley. A
linear uptake of the compounds was proven using “C radiolabeled Diclofenac. Highest
contents were observed in the roots and only limited transport was shown into the leaves
after two days of exposure. Identification of metabolites formed was carried out with an
iontrap masspectrometer. The formation of 4’0OH-Diclofenac due to a P450 monooxygenase
catalyzed reaction was observed as well as a conjugation of 4’0OH-Diclofenac with glucose

resulting in in a Diclofenac-glucopyranoside. The hydroxylated Dliclofenac at 4’-position



Abstract XI

represents the primary metabolite in human whereas the glucopyranoside was shown for
the very first time. Both metabolites were either extracted from plant material or formed
within in vitro enzyme assays. Plant stress was evaluated by checking the pigment and thiol
contents as well as the determination of enzyme activities like Glutathione S-Tranferases
and other enzymes involved in plant defense towards reactive oxygen species (ROS). The
results clearly indicate a dose dependent formation of ROS and their detoxification in the
ascorbat-glutathione cycle. Using stopped-flow-spectrometry the conversation of diclofenac
by plant peroxidases was qualitatively and quantitatively proven for the first time. HPLC-
MS analysis of the product indicates the formation of the highly reactive and hepatotoxic
intermediate Diclofenac-2,5-Iminochinone.

Once again the green liver concept with the 3-phase-model for the detoxification of
xenobiotics could be confirmed in plants. Plant metabolism towards paracetamol and
diclofenac revealed strong similarities to animal metabolism.

In regards of phytoremediation, it can be concluded that plants might effectively
contribute to the removal and degradation of pharmaceutical compounds during waste
water treatment. Oxidative stress was observed under lab-conditions using concentrations
that were higher than real-life concentrations. Lower concentrations lead to an effective
plant stress response. The fact that there are different detoxification pathways present
indicates the ability of plants to cope with paracetamol and diclofenac and to metabolize
them.



1 Einleitung

1.1 Arzneimittel in der Umwelt

1.1.1 Eintrag und Verbleib

Als Xenobiotika bezeichnet man Chemikalien anthropogenen Ursprungs, Fremdstoffe, die
natiirlicherweise nicht in der Umwelt vorkommen. Viele dieser Substanzen stellen fir
Organismen sowohl in der terrestrischen, als auch in der aquatischen Umwelt Problemstoffe
mit teilweiser toxischer Wirkung dar. Lag das Hauptaugenmerk der Okotoxikologie in der
Vergangenheit auf klassischen Problemstoffen mit akut toxischer Wirkung wie beispiels-
weise Pestiziden, so ist in der jiingeren Vergangenheit eine vollig neue Stoftklasse in den
Blickpunkt der Wissenschaft und auch der Offentlichkeit geriickt, deren Risikopotential
erst bei genauerer Betrachtung deutlich wird — Arzneimittel und Medikamente.

Zwar erkannte man bereits Mitte des letzten Jahrhunderts, dass verschiedenste Me-
dikamente aufgrund ihrer Persistenz in Oberflichengewésser gelangen kénnen, doch be-
schrankten sich die Untersuchungen zunédchst auf Veterindrarzneimittel (DEMOLL| 1954)).
Dies beruht wohl auf der Tatsache, dass Humanarzneimittel zunéchst nicht als potentielle
Umweltschadstoffe wahrgenommen wurden. Uber deren Verbleib nach der Einnahme und
dem Ausscheiden durch den Patienten wurde nur wenig spekuliert. Anstrengungen, dem
Verbleib von Humanarzneimitteln in der Umwelt nachzugehen, stiefen zudem in den frithen
90er Jahren noch auf massive Limitierungen in der instrumentellen Analytik. FEin selbst
heutzutage noch relevantes Problem ist ndmlich das Fehlen vieler Pharmazeutika und
Personal Care Products (PPCPS) und deren Metaboliten in klassischen massenspektro-
metrischen Datenbanken. Analytische Standards, vor allem von Metaboliten, sind selten
verfiighar und meist kostspielig. In den letzten Jahren wurden die Anstrengungen zur
Beantwortung der Fragestellungen zum Verbleib und vor allem auch zu den Wirkungen, die
Arzneimittel in der Umwelt haben konnen, massiv erhoht. Eine Vielzahl an Publikationen
zu diesem Thema (HALLING-S@ORENSEN et al., [1998; DAUGHTON und TERNES|
1999; CLEUVERS|, 2003; POMATI et all [2008; RADJENOVIC et all [2009) kommt
zu der Schlussfolgerung, dass Humanpharmazeutika und deren Abbauprodukte ein hohes
Potential besitzen, in die Umwelt zu gelangen und dort Effekte auf die Bioata hervor-

zurufen. Offen bleibt, inwieweit die in der Tat niedrigen detektierten Konzentrationen
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(ng-ng/L) einen physiologischen Effekt auf die Biota haben konnen und wie gro8 die Menge
an Wirkstoffen, die in die Umwelt gelangen, tatsachlich ist. Denn anders als der Eintrag
von Pestiziden und anderen Agrochemikalien ist der Verbleib der einzelnen Arzneimittel
nur sehr unzureichend und lediglich anhand der Produktionszahlen abzuschatzen.

Pharmazeutika werden vor dem Hintergrund entwickelt, biologisch wirksam zu sein.
Hinzukommen meist lipophile Eigenschaften, die es ermoglichen, biologische Membranen
zu passieren, sowie ein gewisses Mafl an Persistenz, um ihre eigentliche Wirkung im Korper
zu entfalten. Beides spricht sowohl fiir ein Potential zur Bioakkumulation als auch dafiir,
dass Effekte in den aquatischen und terrestrischen Biota hervorgerufen werden kénnen.
Pharmazeutika gelangen weltweit tiberall dort in die Umwelt, wo der Mensch sich aufhélt.
Darin unterscheiden sie sich abermals von anderen Stoffklassen wie beispielsweise Pestiziden,
deren Einsatz sich in der Regel auf landwirtschaftlich genutzte Areale beschréankt, oder
persistente Umweltchemikalien, die an Punktquellen wie Industrieanlagen in die Umwelt
gelangen.

Entscheidende Fortschritte und Entwicklungen in der instrumentellen Analytik, wie
moderne HPLC-MS (high performance liquid chromatography mass spectrometry) ermog-
lichen es heutzutage, den Verbleib und die potentiellen Risiken von pharmazeutischen
Wirkstoffen in der Umwelt genauer und intensiver zu untersuchen. Mit entsprechenden
Methoden ist es moglich, noch geringste Mengen an polaren Substanzen aus unterschiedli-
chen Matrizes qualitativ und quantitativ, ohne Derivatisierung zu analysieren (KOLPIN
et al., 2002; KUMMERER/, [2004). In den letzten Jahren wurden daher in vielen Landern
und Forschungsgruppen Studien iiber die Art der in den Gewéassern vorhandene Wirkstoffe
und deren Mengen durchgefiihrt. Uber die daraus entstehenden Risiken und Effekte auf
aquatisch oder terrestrisch lebende Organismen sind zum jetzigen Zeitpunkt jedoch erst
wenige Daten und Informationen verfiigbar.

Pharmazeutika werden kontinuierlich in grofien Mengen konsumiert und in die Umwelt
eingebracht. Allein in der Européischen Union sind ca. 300 verschiedene Préaparate in
Human- und Veterindrmedizin in Gebrauch. In Deutschland und seinen Nachbarléndern
belauft sich der jahrliche Verbrauch der am haufigsten verschriebenen Medikamente
auf mehrere hundert Tonnen pro Jahr. Tabelle fasst die konsumierten Mengen von
Schmerzmitteln und Entziindungshemmern in Deutschland, basierend auf den Zahlen der
rezeptpflichtigen und rezeptfrei abgegebenen Préparate zusammen.

Der Eintrag pharmazeutischer Substanzen in die Umwelt geschieht zu einem gewissen
Anteil wiahrend des Produktionsprozesses, zu einem sehr viel grofleren Teil jedoch durch

die Nutzung dieser Substanzen in der Human- und Veterindrmedizin. Grole Mengen an
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Tabelle 1.1: Jédhrlicher Verbrauch in Deutschland (Tonnen pro Jahr) verschiedener Wirkstofte
aus der Gruppe der Schmerzmittel und Entziindungshemmer (FENT et al., 2000).

Wirkstoff 1999 2000 2001
Acetylsalicylsdure 902,3 862,6 836,3
Salicylsdure 89,7 770 71,7
Paracetamol 654,4 641,9 621,7
Ibuprofen 259,9 300,1 344.,9
Diclofenac 81,8 82,2 858

Pharmazeutika werden entweder chemisch unverandert oder in Form von Metaboliten aus
dem Korper ausgeschieden und gelangen so in das Abwassersystem.

Fir die Metabolisierung im Saugerorganismus sind mehrere enzymatisch katalysierte
Reaktionen von Bedeutung (HAYES und PULFORD| 1995). Hervorzuheben ist hierbei
das System der P450-Monooxygenasen (E.C 1.14.-.-) in den Mikrosomen. Bei den von
dieser Enzymklasse katalysierten Modifikationen am eigentlichen Wirkstoffmolekiil handelt
es sich um Oxidationsreaktionen, welche die Polaritdt und dadurch die Wasserloslichkeit
des Molekiils erhéhen, wodurch eine Ausscheidung tiber den Urin ermoglicht wird. Im
Anschluss an diese sogenannte Phase 1 oder Aktivierungsreaktion erfolgt in vielen Féllen
eine Konjugationsreaktion mit kleineren Biomolekiilen wie Glucuronsaure, Zuckern oder
Peptiden (Phase 2-Reaktion). Diese Konjugationsreaktionen auf der einen, aber ebenfalls
permanent ablaufende Degradations- und Transformationsprozesse auf der anderen Seite,
fithren zu einer auflerst komplexen Mischung an potentiell bioaktiven Substanzen. Die Um-
wandlungen des Molekiils konnen dabei sowohl biotisch als auch abiotisch (physikochemisch,
photochemisch) erfolgen.

AuBerlich angewendete und beispielsweise in Crémes und Salben eingesetzte Wirkstoffe
werden in nicht unerheblichen Mafl wieder vom Koérper abgewaschen. Leider immer noch
weit verbreitet ist die unsachgeméfle Entsorgung nicht mehr benotigter Medikamente iiber
den Hausmiill bzw. in vielen Fallen auch iiber das Abwasser.

Kommunales Abwasser setzt sich aus Misch- und Schmutzwasser aus héuslichen, indus-
triellen, gewerblichen und sonstigen Einleitungen sowie Regenwasser zusammen, wobei
die Einleitungen aus Haushalten und kleinen Gewerben mit ca. 50 Prozent den grofiten
Teil ausmachen. Das Vorkommen von Arzneimitteln in Grund- und Oberflichengewas-
sern ist eindeutig mit deren Abwasserbeeinflussung korreliert (SACHER et al., [2002;
FRIMMEL und ZWIENER/ |2004)). Substanzen, die in Zu- und Ablaufen von Klaranlagen
detektierbar sind, lassen sich in der Regel auch in geringer Konzentration in Grund- und

Oberflichengewassern nachweisen.



1 Finleitung 11

Abwisser von Krankenhéusern, Altenheimen und anderen medizinischen Einrichtungen
nehmen im Zusammenhang mit Arzneimittelbelastungen eine gesonderte Position ein. In
Europa besteht keine Vorschrift zur speziellen Vorbehandlung der dort anfallenden Ab-
wasser. Zu den hauptsachlich in Krankenhéusern verwendeten Medikamenten gehoren vor
allem Zytostatika und verschiedene Antibiotika. Problematisch in diesem Zusammenhang
kann das Auftreten von antibiotikaresistenten Keimen sein, da in Krankenhausern vermehrt
neue Praparate eingesetzt werden. Gelangen diese zusammen mit Bakterien, die sich in
der Initialphase einer Resistenzbildung befinden, ins Abwasser, so ist die Gefahr einer
Verringerung der Wirksamkeitsdauer fiir das jeweilige Antibiotikum gegeben (E1ICHLER)
2006)).

In vielen Kldranlagen kommt es wiahrend der biologischen Reinigung fiir einzelne Substan-
zen nur zu einer partiellen Eliminierung oder Degradation, so dass der Effluent regelméafig
noch Arzneimittelkonzentrationen von bis zu 10 png/L enthélt.

Allerdings kann Klarschlamm in betrachtlichem Mafle Arzneimittel und deren Abbaupro-
dukte enthalten. Im Jahr 2002 fielen allein in Deutschland ca. 3 Mio. Tonnen Klarschlamm
an, wovon ca. 44 % in der Landwirtschaft als Diinger und 11 % im Landschaftsbau zur
Rekultivierung und Deponiebegriinung ausgebracht wurden (RONNEFAHRT et al., [2002).
Durch diese Praxis besteht sowohl die Gefahr einer primiren Kontamination der terrestri-
schen Umwelt als auch einer sekundéren Kontamination der aquatischen Lebensrdumen
(Grundwasserinfiltration) durch Arzneimittelriickstdnde. Bestrebungen liegen vor, das
Ausbringen von Klérschlamm in der Landwirtschaft mittelfristig, wie bereits in der Schweiz
am 01.05.2003 geschehen, gesetzlich zu verbieten.

Zudem erreicht nicht das gesamte Abwasser tatsichlich die Klaranlage. Untersuchungen
ergeben, dass in Deutschland 15-25 % (mehrere 100 Millionen Liter) des stadtischen
Abwassers iiber Leckagen im kommunalen Kanalnetz in den Untergrund versickern (AT V|
1998; | E1sENWIRTH, 2000). Uber Sickerwasser von nicht ausreichend gesicherten Deponien
besteht eine zusitzliche Gefahr des potentiellen, unkontrollierten Eintrags von Arzneistoffen
in die Umwelt (SCHULTE-OEHLMANN et al,, 2007). SCHNEIDER et al| (2001)
zeigte in ihrer Studie zu Arnzeimittelriickstanden in Sickerwéssern von Miilldeponien
Konzentrationen fir einzelne Wirkstoffe im Bereich von 1-20 png/L.

Auch die Landwirtschaft ist eine Quelle fiir Arzneimittel. Extensive Tierhaltung in
groflen Betrieben erhoht das Risiko von Erkrankungen. Eine Folge davon ist ein erheblicher
Einsatz von Arzneimitteln und dabei insbesondere der Einsatz von Antibiotika. Uber Giille
(Gemisch aus tierischen Ausscheidungen, Einstreu, Futtermittelresten und Wasser) und
Jauche (Flussigfraktion der Giille mit hoherem Anteil an tierischem Harn) gelangen Phar-

mazeutika und deren Abbauprodukte auf die Boden landwirtschaftlich genutzter Flachen,
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Abbildung 1.1: Bedeutende Eintragspfade fiir Arzneimittel in die aquatische Umwelt.

wo sie sich je nach Abbauverhalten und Persistenz anreichern oder durch Versickerungs-
und Auswaschungsprozesse in das Grundwasser und Oberflichengewésser gelangen kénnen
(BURKHARDT et al., 2005).

Eine zusammenfassende Ubersicht iiber potentielle Eintragspfade von Arzneistoffen ist
in Abbildung [T.1] dargestellt.

Aufgrund ihrer geringen Volatilitdt findet die Verbreitung von Arzneimitteln in der
Umwelt primér im aquatischen Milieu oder iiber die Anreicherung in der Nahrungskette
statt. In der Klaranlage sind bei der Elimination von Arzneimittelriickstdnden vor allem
zwei Prozesse von entscheidender Bedeutung: Absorption an im Abwasser vorhandene
Schwebeteilchen und der biologische Abbau. Die Absorption einer Chemikalie hangt dabei
von hydrophoben und elektrostatischen Wechselwirkungen des Stoffs mit den Partikeln
und Mikroorganismen ab. Viele der zur Gruppe der nicht-steroidalen Entziindungshemmer
(NSAIDs) gehorenden Wirkstoffe reagieren in wéssriger Losung sauer und besitzen einen
pKs-Wert zwischen 4,9 und 3,6. Bei neutralen pH-Werten liegen diese dann negativ
geladenen Stoffe als geloste lonen in der wassrigen Phase vor, und haben dann nur eine
sehr geringen Tendenz zur Absorption. Generell ist die Absorption an Teilchen fiir saure
Pharmazeutika wihrend der Abwasserreinigung in Kldranlagen als vergleichsweise gering
einzustufen. Die im Klarschlamm und Sedimenten gefundenen Konzentrationen dieser

Stoffe sind im Vergleich zu basischen oder als Zwitterionen vorliegenden Substanzen, die
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stark an Schlammteilchen absorbieren kénnen, als niedrig zu erachten (URASE und
KikuTa| [2005).

Fiir geloste Stoffe ist Biodegradation in Klaranlagen der wichtigste Prozess der Elimina-
tion. Biodegradation von organischen Molekiilen findet entweder aerob im Belebtschlamm
oder unter anaeroben Bedingungen im Klarschlamm statt. Im allgemeinen funktioniert der
Abbau von Xenobiotika besser, je langer die Verweildauer des Abwassers in der Anlage und
je hoher das Alter des Schlamms bei der Belebtschlammbehandlung ist. Fiir Diclofenac
konnte beispielsweise ein signifikanter Abbau beobachtet werden, sofern die Verweildauer
des Stoffes im Belebtschlamm mindestens acht Tage betrug (KREUZINGER et al., 2004);
in der Realitat betragt die Verweildauer aber nur vier Tage.

Pharmazeutika werden nach Einnahme in vielen Fallen in konjugierter Form als polare
Metaboliten ausgeschieden. In der Klaranlage kann es unter geeigneten Bedingungen oder
dem Einfluss von Mikroorganismen zu einer Aufspaltung der Konjugate und dadurch zu
einer Freisetzung des urspriinglichen Wirkstoffs kommen. Gezeigt wurden diese Effekte bei
den Wirkstoffen Estradiol (PANTER) [1999; TERNES, 1999) und dem Steroidhormon
17a-Ethinylestradiol (DASCENZO et al., 2003).

1.1.2 Umweltrelevante Arzneimittel

Die Beurteilung inwieweit ein Arzneimittel als umweltrelevant eingestuft werden muss,
kann auf mehreren Faktoren beruhen. Kriterien fiir eine Bewertung sind Verkaufs- und
Verbrauchsmengen, der Anwendungs- bzw. Einsatzbereich, die Frequenz mit der Substanzen
im Trinkwasser nachgewiesen werden kénnen, sowie physikalisch-chemische (Persistenz,
Lipophilie) und (6ko-) toxikologische Kenndaten (SCHULTE-OEHLMANN et al., 2007).

Ausgehend von diesem Konzept wurde beispielsweise fiir das Land Nordrhein-Westfalen
durch das Rheinisch-Westfalische Institut fiir Wasserforschung ein umfassender Bewer-
tungsansatz zum Gefdhrdungspotential fiir eine Vielzahl von Arzneimittelwirkstoffen im
aquatischen Milieu erstellt. Ziel dabei war es, Leitsubstanzen mit besonders hohem Ge-
fahrdungspotential fiir zukiinftige Monitoringprogramme zu bestimmen. Tabelle gibt
einen Uberblick iiber die Ergebnisse dieser Studie, gegliedert in Wirkstoffklassen und
deren als umweltrelevant eingestuften Vertreter. Ahnliche Listen existieren auch in anderen
Bundesldandern wie beispielsweise in dem von |[HANISCH et al. (2004) ausgearbeiteten

Katalog fiir das Land Brandenburg.
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Tabelle 1.2: IWW-Liste (Rheinisch-Westféalisches Institut fiir Wasserforschung) umweltrelevanter
Humanarzneimittelwirkstoffe (SCHULTE-OEHLMANN et al., |2007).

Wirkstoffklassen Wirkstoffe

Antibiotika Ciprofloxacin, Clarithromycin, Erythromycin,
Sulfamethoxazol, Trimethoprim

Analgetika/Antiphlogistika Acetylsalicylsdure, Ibuprofen, Diclofenac, Pa-
racetamol, Phenazon, Propyphenazon, Indo-
metacin

Antiepileptika Carbamazepin

B3-Blocker Atenolol, Metoprolol, Sotalol

Lipidsenker Bezafibrat, Fenofibrat

Lipidsenker-Metaboliten Chlorfibrinsaure

Rontgenkontrastmittel Diatrizoat, lopamidol, Iomeprol, lopromid

Spasmolytika/Vasodilatatoren Theophyllin

Sexualhormone und Analoga Ethinylostradiol, 178-Ostradiol,

Ho-Blocker (Gastrointestinaltherapeutika) Ranitidin

Zytostatika Cyclophosphamid, Ifosfamid

1.2 Fiir die Studie ausgewahlte Wirkstoffe

Ausgehend von den in der Literatur vorliegenden Daten zur Einschitzung der Umweltrele-
vanz sowie einer bereits in der Arbeitsgruppe durchgefiihrten Dissertation zum Thema
Arzneimittel in naturnahen Kléranlagen (NEUSTIF TER,[2007)) wurden fiir die vorliegende
Arbeit die beiden weltweit verbreiteten Schmerz- und Entziindungshemmer Paracetamol

und Diclofenac ausgewahlt.

1.2.1 Paracetamol

Acetaminophen oder Paracetamol (Abbildung ist ein schmerzstillendes, fiebersenkendes
Medikament aus der Gruppe der nichtopioden Wirkstoffe. Entdeckt wurde die schmerzstil-
lende Wirkung als Metabolit des Acetanilids und Phenacetins Mitte des 20. Jahrhunderts,
wobei dessen genaue Wirkungsweise bis heute noch nicht vollstdndig aufgeklart ist. Disku-
tiert wird als Wirkung die Hemmung des Enzymsystems der Cyclooxygenasen (FLOWER
und VANE| 1972). Cyclooxygenasen katalysieren die Bildung von Prostaglandinen, die
als Schmerzmediatoren an der Schmerzweiterleitung ins Gehirn beteiligt sind (BOUTAUD
et all, 2002). Diese Tatsache kann die schmerzlindernden, nicht aber die entztiindungshem-
menden Eigenschaften des Wirkstoffes erklaren. Weitere Wirkmechanismen, die diskutiert
werden, sind Wechselwirkungen mit dem Serotoninsystem (PICKERING et al., 2008))
sowie mit dem endogenen Cannabinoidsystem (ANDERSON| 2008).
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Abbildung 1.2: Strukturformel Paracetamol (a) und N-Acetyl-p-benzochinonimin (b).

Im Saugerorganismus erfolgt die Verstoffwechslung des Acetaminophens hauptséchlich in
der Leber. Dabei wird bei normaler Dosierung ein grofler Anteil {iber eine Phase 2-Reaktion
mit Sulfat oder Glucuronsaure konjugiert. Die so gebildeten, nicht-toxischen Konjugate
werden iiber die Nieren mit dem Urin ausgeschieden. Eine Uberdosierung von Paracetamol
kann zu schweren Schadigungen der Leber fithren. Dafiir verantwortlich ist der interme-
didre Metabolit N-Acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI, Abbildung b), welcher nach
Oxidation durch die Enzyme CYP2E1, CYP1A2 und CYP3 aus der Gruppe der P450-
Monooxygenasen entsteht. NAPQI ist im hochsten Mafle reaktiv und reagiert spontan mit
Proteinen und Nukleinsduren. Unter Normalbedingungen wird NAPQI sofort mit reduzier-
tem Glutathion konjugiert und dadurch in der Zelle eliminiert (BERTOLINT et all, 2006]).
Durch Induktion des P450 Enzymsystems, z.B. durch Alkohol- oder Medikamentenkonsum,
wird die Bildung von NAPQI gefordert und die toxische Wirkung von Paracetamol erhoht.
Paracetamol ist eines der am héufigsten eingesetzten Humanarzneimittel in Deutschland.
Allein im Jahr 2001 betrug die bundesweit verbrauchte Menge ca. 600 Tonnen (FENT
et all 20006).

1.2.2 Diclofenac

Ebenso wie Acetaminophen zihlt Diclofenac (2-(2-(2,6-Dichloranilino)phenyl)acetat, Abbil-
dung zur Gruppe der nichtopioden Analgetika, welches oral administriert oder in Form
von auflerlich angewendeten Cremes und Gelen bei leichten Schmerzen und Entziindungen
eingesetzt wird. Chemisch ist es der Gruppe der Phenylessigsduren zuzuordnen. Seine
Wirkungsweise beruht auf der nichtselektiven Hemmung von Cyclooxygenasen, wodurch
die Produktion von Prostaglandinen in den Magenepithelzellen verringert wird. Daneben
werden verschiedene andere Wirkorte fiir Diclofenac im Séuger diskutiert. |LEE| (2003)
zeigte einen direkten Einfluss von Diclofenac auf Natriumstrome in Riickenmarkzellen
von Ratten und bringt diese mit den schmerzlindernden Eigenschaften in Verbindung.

Des weiteren existiert eine Wirkung auf sogenannte acid sensing ion channels (ASIC),
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Abbildung 1.3: Strukturformel Diclofenac (a) 4’OH-Diclofenac (b).

die in der aktuellen Schmerztherapieforschung als neues und attraktives Angriffsziel fiir
schmerzhemmende Wirkstoffe diskutiert werden (DOROFEEVA et al., 2008; XU et al.,
2008)).

Der Metabolismus von Diclofenac im Séugetier ist auflerst komplex und resultiert in einer
Vielzahl an auftretenden Metaboliten. Ebenso wie beim Paracetamol kommt es in Phase 1 zu
P450-Monoxygenasen katalysierten Oxidationsreaktionen, die zu hydroxylierten Produkten
fithren. Die Hydroxylierung kann dabei an verschiedenen Positionen am Molekiil erfolgen.
Die dabei am héaufigsten auftretenden Metaboliten sind das 3" bzw. 4’OH-Diclofenac mit
der Hydroxygruppe am Dichlorphenylring oder das 5’OH-Diclofenac einer Hydroxylierung
am Ring der Phenylessigsdure. Eine doppelte Hydroxylierung in 5° und 4’-Position tritt
ebenfalls auf (DAVIES und ANDERSON|, [1997)).

In Saugern findet eine Konjugation an der Carboxylgruppe des Diclofenacs statt. Konju-
gationspartner sind dabei vor allem Glucuronsidure oder Taurin. Eine Sulfatierung wurde
an der Hydroxygruppe an 4’-Position beobachtet.

Trauriges Beispiel fiir die 6kotoxikologischen Risiken, die ein Wirkstoff wie Diclofenac in
der Umwelt bergen kann, war der 1990 beobachtete dramatische Riickgang der Geierpopu-
lationen in Indien und Pakistan. Die erhohte Sterblichkeit dieser Tiere konnte erst 2004
auf in der Umwelt vorhandenes Diclofenac zurtickgefiihrt werden (OAKS et al., 2004).
Das Ausmaf dieser 6kologischen Krise war so enorm, dass der Bestand einer der héufigsten
Geierarten Indiens, Gyps bengalensis (Bengalgeier), innerhalb kiirzester Zeit um 95 Prozent
zuriick ging. Die adulten und subadulten Tiere starben dabei an Nierenversagen nach
Exposition mit Diclofenac. In Vogeln sind Prostaglandine an der Biosynthese der Eischalen
beteiligt und eine Behandlung mit COX-Inhibitoren kann in der Folge zu einer Verdiinnung
der Eischalen fithren (LUNDHOLM, [1997). Neben dem Einsatz in der Humanmedizin wird

Diclofenac in Indien und Pakistan auch héaufig in der Veterindrmedizin eingesetzt, was
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eine erhohte Exposition fiir die sich von Tierkadavern ernidhrenden Geier bedeutet. Der

Einsatz von Diclofenac in der Tierhaltung in diesen Léndern ist mittlerweile untersagt.

1.3 3-Phasen-Modell der Entgiftung von Xenobiotika in Pflanzen

Pflanzen sind als sessile Organismen in der Lage Xenobiotika aufzunehmen, zu entgiften
und dadurch zu einem gewissen Maf3 zu tolerieren. Dabei greifen sie auf verschiedene im
Laufe der Evolution durch Anpassung entwickelte Mechanismen und ihren komplexen
Sekundéarstoffwechsel zuriick. Metabolisierte organische Schadstoffe werden entweder als
Chelate komplexiert, mit kleineren Biomolekiilen wie reduziertem Glutathion (GSH)
oder Glucose konjugiert (SCHRODER und COLLINS| [2002) oder in der pflanzlichen
Vakuole bzw. der Zellwand deponiert (BURKEN)| 2003). Diese Endlagerung erfordert
offenbar eine vorausgegangene Konjugation. So kann im Anschluss an die Konjugation
mit GSH ein Austransport aus dem Cytosol in die Vakuole erfolgen. Der Transport
itber die Tonoplastenmembran erfolgt iiber ATP-abhangige Membranpumpen, sogenannte
ABC-Transporter (MARTINOIA et all 2007;  MARRS et al., (1995). Diese Proteine
konnen zum Teil auch Glucoside transportieren. In der Pflanzenphysiologie spricht man im
Zusammenhang der Entgiftung organischer Schadstoffe haufig von einem sogenannten 3-
Phasen-Modell der Entgiftung, welches erstmals von |SHIMABUKURO) ((1976)) beschrieben
wurde. Analog zum Metabolismus im Séugetier wird die Reaktionskaskade dabei in drei

Phasen unterteilt.

1.3.1 Phase 1

In Phase 1 kommt es im Cytosol zu einer Aktivierung des Xenobiotikums durch Hydroly-
se, Oxidations- oder Reduktionsreaktionen. Die hydrolytischen Reaktionen werden von
Esterasen (3.1.1.-) oder Amidasen (3.5.1.-) katalysiert. An den Oxidationen des Xenobioti-
kums sind neben Peroxidasen (E. C. 1.11.1.-) sehr oft Enzyme aus der Klasse der P450
abhangigen Monooxygenasen beteiligt, welche als Ham-Proteine im endoplasmatischen
Reticulum lokalisiert sind (WERCK-REICHART und FEYEREISEN, 2000). Die so
durch Abspaltungen oder Addition von funktionellen Gruppen am Molekiil durchgefithrten
Modifikationen fithren zu einer héheren Polaritdt des Molekiils und erhéhen so dessen

Reaktivitit fiir die sich anschlieBende Konjugationsreaktion.

1.3.2 Phase 2

Die eigentliche Detoxifizierung oder Entgiftung in Phase 2 erfolgt durch die Konjugation

des Schadstoffs mit kleineren Biomolekiilen wie Glutathion oder Glucose im Cytosol unter
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der Beteiligung verschiedener Enzyme. Glycosilierungen erfolgen durch Proteine der En-
zymklasse der UDP-Glycosyltransferasen (EC 2.4.1.-), wobei eine Vielzahl an glycosilierten
Verbindungen entstehen kann. Neben der Entgiftung von Xenobiotika (MESSNER et al.,
2003)) besitzen Glycosyltransferasen die Féhigkeit ein breites Spektrum an Substraten wie
Phytohormone (HOU et al., 2004) oder endogen gebildete Metaboliten (RICHMAN et al.|
2005) umzusetzen. Mit Thren vielfaltigen Funktionen und dem breiten Substratspektrum
erfiilllen Glycosyltransferasen wichtige Aufgaben im pflanzlichen Sekundér- und Entgif-
tungsstoffwechsel, insbesondere bei der Bewéltigung von Situationen, in denen die Pflanze
sowohl biotischem als auch abiotischem Stress ausgesetzt ist (BOWLES et al., [2005).

Enzyme der Klasse der Glutathion S-Transferasen (GSTs, EC 2.5.1.18) katalysieren
die Konjugation mit dem Tripeptid Glutathion und nehmen bei der Entgiftung und
Sequestrierung von Xenobiotika in Pflanzen eine herausragende Position ein. Bei der
Konjugationsreaktion iibertragen GSTs ein Molekiill GSH, welches dabei als Elektronen-
Donator agiert, auf das elektrophile Zentrum des Konjugationspartners. GSTs kommen
ubiquitdr in allen aerob lebenden Organismen vor (FRrROVAL 2003) und wurden zu Beginn
der 60er Jahre erstmalig im Menschen beschrieben (BOOTH et al.l [1961). Die Entdeckung
und Charakterisierung der ersten pflanzlichen GSTs erfolgte etwa zehn Jahre spater anhand
eines Atrazin-Glutathion-Metaboliten in Mais (FREAR) [1970).

Bei GSTs handelt es sich um multifunktionale Enzyme mit einer dimeren Struktur
und einem Molekulargewicht von ca. 25 kDa pro Monomer (THOM et al., [2002)). Die
Dimere im Cytosol kénnen dabei sowohl als Homo- als auch als Heterodimere vorliegen, mit
einer daraus resultierenden grofien Anzahl einzelner Isoenzyme mit multiplen Bindungs-
eigenschaften. Jedes Monomer tragt nach an der N-terminalen Doméne eine hydrophile
Bindungsstelle fiir Glutathion oder Homoglutathion (G-Region) und an der C-terminalen
Domaéne eine hydrophobe Bindungsstelle fir ein elektrophiles Substrat (H-Region).

Die von GSTs katalysierten Konjugationsreaktionen von Glutathion mit verschiedenen
Xenobiotika sind gut untersucht und fiir eine Vielzahl von Pflanzen beschrieben.

Ein interessanter Aspekt in diesem Zusammenhang ist die Tatsache, dass bis heute
neben der Vielzahl an artifiziellen Substraten nur sehr wenig endogene Substrate bekannt
sind. So konnten bislang lediglich Zimtsaure, Medicarpin, Isoliquirtigenin, Ferulasiure,
Ethacrynsaure und Caftarsédure zweifelsfrei als natiirlich auftretende Substrate von GSTs
identifiziert werden (EDWARDS), [2000)).

Neueste Untersuchungen unterstreichen die Bedeutung von GSTs in verschiedenen
Bereichen des pflanzlichen Sekundéarmetabolimus. Die Schwierigkeit in der genaueren Cha-
rakterisierung einer Beteiligung von GSTs in den komplexen Reaktionskaskaden einzelner

Sekundarstoffwechselwege liegt darin, dass nur in sehr wenigen Fallen Glutathionkonjugate
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von endogenen Substraten nachgewiesen werden konnten. Mogliche Griinde dafiir werden
von |DIXON et al.|(2010) in einer aktuellen Studie diskutiert.

Natiirliche Reaktionsprodukte von GSTs kénnen sehr instabil sein, und die Glutathio-
nisierung dieser Substrate ist in vielen Féllen ein reversibler Prozess. Ein weiterer in
diesem Zusammenhang bedeutender Aspekt ist die unmittelbare Prozessierung der gebil-
deten Produkte in weiteren Reaktionskaskaden unter der Beteiligung anderer Enzyme wie
C-S Lyasen (EC 4.4.-.-), N-Glycosyltransferasen und N-Malonyltransferasen (EC 2.3.1.-).
Glutathion S-Transferasen katalysieren nicht zwingend die Konjugation mit Glutathi-
on, es ist vielmehr auch denkbar, dass Glutathion lediglich als Co-Faktor dient. Zuletzt
wird die Moglichkeit diskutiert, dass GSTs neben ihren katalytischen Funktionen als
Transporterproteine fiir Sekundarmetaboliten und deren instabilen Intermedidrprodukten
agieren.

Die Frage, die dabei offen bleibt ist, inwieweit sich die beschriebene Beteiligung von GSTs
an Prozessen im Sekundérstoffwechsel mit der ubiquitdaren Verbreitung der Enzymklasse

in solch grofler Anzahl korrelieren l4f3t.

1.3.3 Phase 3

In Phase 3 der Entgiftungskaskade kommt es zu Abbau und Sequestrierung der gebildeten
Xenobiotikakonjugate und so zu einer Eliminierung der reaktiven Wirkstoffe aus dem
Cytosol (SCHRODER|, 2006). In den Vakuolen kann es zu einer weiteren Degradation von
Glutathion-Konjugaten kommen. Die Abspaltung des Glycin- oder Glutamylrests und die
daraus resultierende Entstehung eines Cysteinylkonjugats unter Beteiligung der Enzyme
Carboxypeptidase (EC 3.4.16 - 3.4.18) und ~-Glutamyltranspeptidase (EC 2.3.2.2) ist
in der Literatur beschrieben (DAVIN und LEwWIS| |1992; M ARRS et al., 1995, ' WOLF
et al., [1996]). Aminoséduren werden auf diesem Wege ,recycled“und stehen der Pflanze
wieder zur Verfiigung. Zusammenfassend entstehen in Phase 3 demnach niedermolekulare,
wasserlosliche Intermediate, gebundene Riickstande in der Zellwand oder aber zu einem
geringeren Anteil Wurzelexudate, die an die Rhizosphéire abgegeben werden kénnen
(SCHRODER/, 2001; |[SCHEER et al., 2007)). Sequestrierung findet also zum einem durch
die Einlagerung in die pflanzlichen Vakuole statt oder durch Konjugationsreaktionen mit
Makromolekiilen, zum Beispiel mit den Strukturen des Lignins in der Zellwand, in Form
sogenannter gebundener Riickstande, bound residues (LANGEBARTELS und HARMS|
1985)).

Zu erwéihnen bleibt, dass Glycoside fiir gewohnlich in der Phase 3 weiter mit Zuckern

konjugiert oder malonyliert werden konnen. Im Gegensatz zum Glutathion-Konjugat
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Tabelle 1.3: 3-Phasen-Modell der Entgiftung von Xenobiotika in Pflanzen nach SHIMABUKURO
(1976).

Phase Funktion Reaktion

Phase 1  Aktivierung Oxidation, Reduktion, Hydrolyse

Phase 2 Konjugation Konjugation mit Glutathion, Zuckern oder Aminoséduren

Phase 3 Metabolisierung,  Transport, Degradation und Formation gebundener Riickstdnde
Ausscheidung

erfolgt hier also ein Aufbau komplexerer und grofierer Molekiile, die hdufig in der Zellwand

abgelagert werden.

1.4 HPLC-MS

Die Vielzahl der bei der Entgiftung entstehenden Metaboliten erfordert eine kohérente und
leistungsfahige Analytik, ohne die es nicht méglich ist, Stoffwechselwege zu erforschen.
Unter dem Begriff HPLC-MS versteht man die Kopplung einer HPLC mit einem massen-
spektrometrischen Detektor. Diese moderne Analysetechnik gewinnt in der Umweltanalytik
eine immer groflere Bedeutung. Ein Problem in der Vergangenheit war die Schnittstelle
zwischen den beiden Systemen HPLC und Massendetektor. Aus einer Vielzahl von Ent-
wicklungen in der Vergangenheit haben sich bis heute zwei Systeme etabliert und bilden
den Standard an verfiigharen LC-MS-Interfaces. Zum einen die sogenannte Electro-Spray
(ESI)- und zum anderen die Atmospheric-Pressure-Chemical-Ionisation (APCI)-Quelle.
Alle in der vorliegenden Arbeit durchgefiithrten massenspektrometrischen Untersuchungen
wurden an einer Ionenfalle mit einer ESI-Quelle durchgefiihrt, weshalb im Folgenden ein
kurzer Uberblick iiber die Funktionsweise eines solchen Systems gegeben werden soll.
Von besonderer Bedeutung sind dabei die Arbeiten von DOLE et al| (1968), der mit
seinen Experimenten den Grundstein fiir eine effektive Ionisierung von Analyten aus der
Flissigphase gelegt hat. Generell versteht man unter Elektrosprayionisation eine Technik
zur Erzeugung von Ionen unter atmospharischen Druck, die im Massendetektor detektiert
werden konnen. Die Analytlosung wird dabei durch eine Metallkapillare geleitet, an die eine
Spannung angelegt wird. Dabei kommt es zur Bildung eines elektrischen Felds zwischen
Kapillare und Gegenelektrode. Die in der Analytlosung befindlichen ITonen bewegen sich
im elektrischen Feld in Richtung der Gegenelektrode. An der Spitze der Kapillare kommt
es so zu einer Akkumulation gleichartig geladener Ionen, die sich gegenseitig abstoflen und
so zur Bildung eines sogenannten Taylor-Kegels fithren. Bei einer kritischen Feldstérke
wird der Taylor-Kegel instabil, zerfallt und emittiert dabei einen Strahl aus feinsten
(10 pm) unipolar gelandenen Tropfen (Abbildung [1.4). Oft wird die Bildung feinster
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung zur Bildung des Electro-Sprays in der lonisationskammer
(nach NIESSEN| |2000)).

Tropfen und die Verdampfung des Laufmittels durch ein dem Spray entgegen stromendes
neutrales Trigergas (hdufig Stickstoff) unterstiitzt. Durch Verdampfen des Losungsmittels
verringert sich die Tropfengréfle bei einer gleichzeitigen Erhéhung der Ladungsdichte
auf der Tropfenoberfliche. Unterschreitet der Radius der Tropfen einen kritischen Wert
(Raleigh Limit), zerfallt der Tropfen aufgrund der AbstoBung gleichartiger Ladungen in
eine Vielzahl kleinerer Tropfen (Coulomb Explosion).

Fiir die endgiiltige Entstehung einzelner Ionen existieren im wesentlichen zwei Erkla-
rungsansatze. Das Charge Residue Model (CRM, Modell des geladenen Riickstands) geht
davon aus, dass letztendlich Tropfchen der Grofle eines Nanometers iibrigbleiben, die
nur noch ein ionisiertes Analytmolekiil beinhalten. Das lon Evaporation Model (IEM,
lonenemissionsmodell) setzt voraus, dass bereits aus grofieren, geladenen Tropfen freie
Ionen in die Gasphase emittiert werden.

Die Electronspray-lonisierung stellt eine sanfte Form der Ionisierung dar, die es erlaubt,
auch empfindliche Molekiile und nicht kovalente Aggregate zu ionisieren und zu detektieren.
Typischerweise werden Quasimolekiilionen [M+H]™ bei positiver und [M+H]~ bei negativer
Spannung detektiert. Ein hdufig beobachtetes Phanomen bei der ESI ist zudem die Bildung
sogenannter Adduktionen mit im Eluenten, Analyten oder der Matrix vorhandenen Ionen.
Beispiele fiir hiaufig bei positiver Spannung detektierte Adduktionen sind [M+Na|* oder
[M+NH,]*.

In Massenspektrometern vom Typ einer lonenfalle ist es moglich, Ionen in einem

Magnetfeld gefangen zu halten. Je nach Art der einwirkenden Felder kénnen auf diese
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Weise samtliche Ionen oder aber auch einzelne Ionen mit einer bestimmten Masse in der
Falle gehalten oder aus ihr entlassen werden.

Ein grofler Vorteil dieser Technologie ist es sogenannte Mehrfach-Stoflexperimente
durchfithren zu konnen. Bei dieser Art von Experimenten wird zunéchst ein bestimmtes
sogenanntes precursor ion in der Ionenfalle gehalten, welches dann durch Kollisionen mit
Heliumkernen in kleinere Produktionen zerfillt. Diese wiederum kénnen in den Detektor
entlassen oder aber fiir weitere Kollisionen gehalten werden. Der grofle Vorteil dieser soge-
nannten MS/MS bzw. MS" Experimente ist die Erhohung des Signal-Rauschverhéltnisses
mit der damit einhergehenden Erhohung der Empfindlichkeit (N1ESSEN| [2006).

Fiir Untersuchungen des Metabolismus von Xenobiotika bzw. Arzneimittelwirkstoffen in
biologischen Systemen ist die LC-MS-Technik von herausragender Bedeutung und stellt
ein wichtiges Werkzeug in der Wirkstoffforschung und der Identifizierung von Metaboliten
dar (TOZUKA et al., 2003)). Viele der bereits beschriebenen Biotransformationen wie
Oxidationen bzw. Reduktionen, Hydroxylierungen oder Hydrolysen kénnen aufgrund des
Wissens um das Molekiilgewicht des entstehenden Metaboliten detektiert werden. Die Be-
statigung von Molekiilstrukturen oder die Strukturaufklarung unbekannter Komponenten
ist durch die Durchfithrung gezielter MS/MS-Experimente moglich. Die Untersuchung des
Metabolismus einer Substanz erfolgt dabei sowohl in in vitro- als auch in in vivo-Studien.

In der vorliegenden Arbeit wurden fiir die Studien zur Verstoffwechslung von Humanarz-
neimitteln beide Strategien verfolgt. Fiir in vitro-Studien wurden jeweils Enzymprapa-
rationen unterschiedlicher Pflanzenteile (Wurzel, Spross, Blatt) bzw. unterschiedlicher
Kompartimente (cytosolische, mikrosomale Enzympraparationen) untersucht. Fir die
Untersuchungen zur Bildung von Xenobiotikametaboliten in Pflanzen in vivo wurden

Wurzel- und Blattextrakte massenspektrometrisch analysiert.

1.4.0.1 LC-MS: Identifizierung von Xenobiotikametaboliten

Wie bereits beschrieben, durchlauft ein chemischer Fremdstoff sowohl im tierischen Orga-
nismus als auch in einer Pflanze verschiedene metabolische Verdanderungen am Molekiil
(Phase 1-3 Reaktionen). Ein grofler Vorteil der massenspektrometrischen Analyse dieser
Art von Analyten ist die Moglichkeit, diese Modifizierungen am Wirkstoff in Form von
charakteristischen Masseniibergiangen zu detektieren und somit die entstehenden Metabo-
liten zu identifizieren. Spezifische Massentibergdnge macht man sich auch im Falle von
Phase 2-Metaboliten ebenfalls bei der Fragmentierung in MS/MS-Experimenten zunutze,
da bei der CID in vielen Féllen wieder das parent-compound, also der eigentliche Wirkstoff
bzw. der Phase 1- Metabolit entsteht. Wichtige metabolische Verdnderungen am Molekiil
mit Thren jeweils charakteristischen Massentiibergingen sind in Tabelle dargestellt.
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Tabelle 1.4: [M+HJ" und [M+H]~ Ionen der wichtigsten Konjugate mit ihren charakteristischen
Masseniibergangen (nach LEVSEN et al.|2005).

Konjugations- Substituent Massen- Neutral loss Massenverlust Massenverlust
reaktion/ iibergang von [M+H]* von [M+H]~
Konjugation
mit
Methylierung CHs 14 Methylradikal 15
Sulfatierung SOsH 80 SO» 64 64
SO3 80 80
Cystein Cysteinyl 119 Cystein 121 121
N-Acetylcysteine  Acetylcysteinyl 161 NAcCys 163 163
Glucose Glucosid 162 AnhydroGlc 162
Glucose 180
Malonyl-Glc Malonylglucosid 248 Anhydromalonyl- 248
Glucose
CO2 44
MalonylGlc 266
Glutathion Glutathionyl 305 GSH 307 306
Glutathion 307
Glutamin 146
Glycin 75

1.5 Phytoremediation

Die stets steigenden Belastungen des Abwassers mit Schadstoffen und die, trotz moderns-
ter Behandlungsmafinahmen sinkende Effizienz der Abwasserreinigung in Europa, hat zu
einem Umdenken in der Anwendung der verschiedenen Technologien gefiihrt. Phytore-
mediation beschreibt ein Verfahren zur Beseitigung von Schadstoffen aus verschiedenen
Umweltkompartimenten mit der Hilfe von Pflanzen. Die Schadstoffe konnen dabei entweder
organischer (Herbizide, Pestizide, Sprengstoffe, usw.) oder anorganischer (Schwermetalle)
Natur sein. Die Beteiligung der Pflanzen an der Reinigung ist dabei entweder direkt,
d. h. Schadstoffe werden von der Pflanze tatsédchlich aufgenommen und so der Umwelt
entzogen, oder aber die Pflanze leistet einen indirekten Beitrag zur Verringerung der
Schadstoffkonzentration in Boden oder Wasser. Ein Beispiel fiir eine indirekte Beteiligung
ware eine Verdnderung des Bodenmilieus (pH-Wert, Sauerstoffgehalt) durch von Pflanzen-
wurzeln abgegebene Substanzen. Solche Verdanderungen beeinflussen die Rhizosphére in
ihrer mikrobiellen Zusammensetzung oder erhohen die Bioverfiigharkeit einer Substanz
bzw. schaffen Bedingungen, die einen mikrobiellen Abbau des Schadstoffes férdern kénnen.

Abhéngig von der Belastungssituation kommen dabei verschiedene Verfahren zum

Einsatz, die im Folgenden stichpunktartig erldutert werden sollen:
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Phytoextraktion Die Aufnahme des Schadstoffs erfolgt iiber die Wurzel. Transport und

Akkumulation in der Pflanze.

Rhizofiltration Sorption bzw. Kondensation von Schadstoffen an den Wurzeln. Eventuelle

Aufnahme und Akkumulation in den Wurzeln.

Rhizostabilisierung Kein eigentliches Sanierungsverfahren, sondern vielmehr eine Siche-
rung des Bodens durch Pflanzen. Schutz vor Erosion durch Pflanzenbewuchs. Imobili-
sierung von Schadstoffen im Boden durch ein bestimmtes, von Pflanzen geschaffenes
Milieu.

Rhizodegradation Abbau oder chemische Inaktivierung von Schadstoffen durch die
Pflanze durch in der Rhizosphére vorhandene Mikroorganismen. Stimulierung des
mikrobiellen Abbaus durch die Pflanze (bessere Sauerstoffversorgung im Wurzelraum,

Wurzelexsudation).

Phytodegradation Abbau des Schadstoffs durch pflanzliche Enzyme. Findet meist in

der Pflanze statt, fithrt zu gebundenen Riicksténden.

Phytovolatilisation Aufnahme von Schadstoffen tiber die pflanzliche Wurzel. Ausschei-
dung des Stoffes oder seiner Metaboliten iiber oberirdische Organe in Form von

fliichtigen Verbindungen.

Phytoremediation stellt im Vergleich zu herkdmmlichen Sanierungsverfahren eine vor
allem weitaus kostengiinstigere und umweltschonende Alternative dar. Fur ein besseres
Verstandnis der bei solchen Remediationsprozessen ablaufenden Vorgéange miissen vor
allem die Interaktionen zwischen Mikroben und Pflanzen, aber auch die pflanzlichen
Stoffwechselwege fiir die jeweiligen Substanzen genauer untersucht werden.

In Pflanzenklaranlagen oder constructed wetlands werden die Verfahren der Phytoreme-
diation effektiv in der biologischen Abwasserreinigung eingesetzt. Auch hier sorgen Arten
wie Phragmites australis oder Typha latifolia mit ihrem weit ausladenden Rhizomen fiir eine
gute Beliiftung des Sediments, wodurch sie einen verbesserten Lebensraum fiir eine Vielzahl
an Abbauprozessen beteiligten Mikroorganismen schaffen. Durch ihr Wachstum und dem
resultierenden Zuwachs an Biomasse entziehen sie dem Abwasser Nahrstoffe und wirken so
einer Eutrophierung von Oberflichengewéssern entgegen. Daneben konnen die Pflanzen in
solchen Anlagen aber auch ganz gezielt an der Eliminierung von organischen Schadstoffen
wie z. B. im Abwasser enthaltener Pharmazeutika beteiligt sein (NEUSTIFTER) 2007)).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit stellt eine Pilotstudie dar, in der zum ersten Mal der Metabolis-
mus zweier weltweit verbreiteter und in groffen Mengen verwendeter, umweltrelevanter
Analgetika in Pflanzen untersucht werden soll.

Die fiir die Studie verwendeten Wirkstoffe waren Acetaminophen (Paracetamol) und
Diclofenac in Konzentrationen zwischen 10 und 1000 uM. Die verwendeten Modellorganis-
men waren Gerste (H. vulgare) sowie eine sterile Wurzelzellkultur des Meerrettichs (A.
rusticana).

Zielsetzungen der Arbeit waren:

« FEtablierung von geeigneten Versuchssystemen fiir die Durchfiihrung von Metabolis-
musstudien mit Humanpharmazeutika (Paracetamol, Diclofenac) fiir H. vulgare und

eine axenische Zellkultur von A. rusticana.
o Untersuchung der Aufnahme der beiden Substanzen in pflanzliche Gewebe.

« Etablierung geeigneter analytischer Verfahren zur Quantifizierung von Paracetamol
und Diclofenac in pflanzlichen Geweben. Dabei lag das Hauptaugenmerk auf der
Methodenentwicklung fiir die LC-MS-Analytik sowie der Identifizierung neuer, nicht

beschriebener pflanzlicher Metaboliten von Humanarzneimitteln.

o Bestatigung des Konzepts der griinen Leber fiir die genannten Wirkstoffe in Pflanzen.

Vergleich zum Stoffwechsel im Saugetier.

o Untersuchung des Einflusses der beiden Wirkstoffe auf den antioxidativen Stoffwechsel

in Pflanzen im Hinblick auf die dabei beteiligten Enzymsysteme.

o Bewertung der Ergebnisse vor dem Hintergrund des Einsatzes von Pflanzen in der

Phytoremediation von Arzneimitteln.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerste (Hordeum vulgare L., Kultivar Barke)

Gerste, (Hordeum vulgare L.) spielt als eine der bedeutendsten Getreide- und Nutzpflanzen
eine herausragende Rolle in der Landwirtschaft. Daraus resultiert ihre Bedeutung fiir
die pflanzenphysiologische Forschung. Dort eignet sie sich, als unter Laborbedingungen
einfach zu kultivierende Pflanze, als Modellsystem stellvertretend fiir viele monokotyledone
Pflanzen. Die fiir die Arbeit herangezogene Sorte Barke stellt einen aktuellen Vertreter
einer Sommerbraugerste mit guten Resistenzeigenschaften gegentiber verschiedenen Pilzer-
krankungen sowie hervorragenden Braueigenschaften dar. Mit einem weltweit, unter dem
Zusammenschluss verschiedener Forschungseinrichtungen in Australien, Japan, Finnland,
Deutschland, England und den USA, angelegten Projekt zur Sequenzierung des Gersten-
genoms, steht zudem eine grofie Anzahl an genetischen Informationen zur Beantwortung
biochemischer und molekularbiologischer Fragestellungen zur Verfiigung.

Bezogen wurde das Gerstensaatgut von der Firma Saatzucht Josef Breun GdbR in
Herzogenaurach und wurde iiber die Dauer von drei Jahren im Kiihlschrank bei 4 °C

gelagert.

2.1.2 Meerrettich-Wurzelkultur (Armoracia rusticana)

Im Vergleich zur Arbeit mit einer kompletten Pflanze hat die Arbeit mit einer Zellkultur,
bei all ihren Limitierungen, auch eine Reihe von Vorteilen. Bei der fiir die vorliegende
Dissertation verwendeten Zellkultur handelt es sich um eine sogenannte hairy roots Kultur
des Meerrettichs, die mit Agrobacterium rhizogenes Stamm A4 transformiert worden war
(NEPOVIM et al), 2004). Zusammengefasst dargestellt, l4sst man bei dieser Methode der
Transformation sterilisierte Meerrettichsamen unter axenischen Bedingungen keimen und
auf hormonfreiem Murashige und Skoog Medium (MURASHIGE und SKOOG|(1962),
siehe Tabelle bei 27 °C und einer Lichtperiode von 18 Stunden bis zur Ausbildung
des zweiten Blattpaares wachsen. In diesem Stadium werden die Wurzeln dann in kleinere

Stiicke geschnitten und fiir 24 Stunden mit A. rhizogenes (107 Zellen/ml) inokuliert. Die

26
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Tabelle 2.1: Zusammensetzung des Mediums nach MURASHIGE und SKOOGC| (1962).
Makronahrelement Konzentration ‘ Mikronihrelement Konzentration
CaCly 2,99 mM | CoCly; * 6 H,O 0,11 pM
KHyPO4 1,25 mM | CuSO4 * HyO 0,10 uM
KNOj3 18,79 mM | FeNaEDTA 0,10 mM
MgSO,4 1,50 mM | H3BO; 0,10 mM
NH;NO;3 20,61 mM | KI 5,0 pM
MnSO4 * 4 H,O 0,10 mM
NaQMOO4 * HQO 1,03 pM
ZnSO4 * 7 HoO 29,91 uM

Wurzeln beginnen daraufhin, Kalluszellen und transformierte Wurzeln zu bilden. Die

frisch gebildeten Wurzeln werden separiert und in MS-Medium mit den Phytohormonen
1-Naphthylessigséure (0,6 1M), 6-Benzylaminopurin (4,4 pM) und Ticarcilin (500 mg/1)

iiberfithrt und fiir eine Wachstumsperiode unter den genannten Bedingungen kultiviert.

Die Zugabe des Ticarcilins zum Medium wird danach fiir weitere 2 Wachstumsperioden

fortgesetzt.

Nach der Transformierung werden die Wurzeln alle 10-12 Tage in kleinere Stiicke

geteilt und in frisches MS-Medium tiberfithrt. Dem Medium werden zusétzlich der Zucker

Inositol und Thiamin (Vitamin B1) zugegeben. Die Kultivierung der fiir die Experimente

verwendeten Zellen erfolgte in 250 ml Erlenmeyer-Kolben mit 100 ml N&hrlésung im
Dunkeln auf einem Schiittler (Abbildung [2.3p).
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Abbildung 2.1: Anzucht der Gerste im axenischen System.

2.2 Methoden

2.2.1 Axenische Anzucht der Pflanzen (H. vulgare)

Fiir die Anzucht steriler Pflanzen in einem geschlossenem System (Abbildung wurden
die Gerstenkorner zunéchst oberflichensterilisiert. Dazu wurden die Korner fir zwei
Minuten in einer 1 %igen (v/v) Tween 20-Losung (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) unter
leichtem Riihren inkubiert. Die Tween Losung wurde daraufhin durch ein gleiches Volumen
an 70 % EtOH (v/v) ersetzt und fir weitere fiunf Minuten rithrend inkubiert. Im Anschluss
wurden die Koérner dreimal mit HoO gewaschen und fir 20 Minuten mit ca. 40 ml
NaClO (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) inkubiert. Die anschlieflende vierstiindige Inkubation
mit sterilem H,O dient dabei zur Lockerung der Deckspelze und zum Vorquellen der
Samenkorner. In einem letzten Arbeitsschritt wurden die Kérner erneut fiir 10 Minuten mit
NaClO behandelt und danach zwei- bis dreimal in HyO gewaschen. Fiir alle beschriebenen
Arbeitsschritte wurde steriles, destilliertes Wasser aus einer MilliQQ-Anlage verwendet. Die
auf diese Art oberflachensterilisierten Samen wurden zu etwa je 10 Stiick auf NB-Agar-
Platten (8 g/L Néhrbouillon, Merck, Darmstadt) ausplattiert und bei 20°C in lichtdichten

Gefaflen zur Keimung gebracht. Nach drei Tagen wurden die Kérner auf ihre Keimung
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Abbildung 2.2: Schematische Skizze der Pflanzgeféfie fiir die Aufzucht der Gerstenpflanzen im
hydroponischen System in der Seitenansicht (a) und in der Draufsicht (b).

und sichtbare Kontaminationen hin tiberpriift und unter sterilen Bedingungen in die
Anzuchtgefafle tiberfithrt. Zur Kultivierung der Pflanzen wurde das von |G 0Tz (2008)
etablierte System verwendet. Die Pflanzen wurden dabei in mit je 50 Gramm Glasperlen
(@ 1,7-2 mm; Carl Roth GmbH, Karlsruhe) gefiillte Duran-Reagenzgléser (Schott, Mainz)
mit 30 mm Offnung iiberfiihrt. Ein zweites Reagenzglas wurde von oben aufgesetzt und mit
Parafilm befestigt, so dass das System geschlossen war. Die Glasgefédfie wurden zusammen
mit dem Nahrmedium und den Glasperlen vor der Verwendung autoklaviert. Das MS-
Medium wurde von der Firma Duchefa Biochemie BV (Niederlande) bezogen und enthielt

die in Tabelle angegebene Nahrstoffzusammensetzung.

2.2.2 Anzucht von Gerstenpflanzen unter Gewachshausbedingungen

Fiir die Experimente im Gewachshaus des Helmholtz Zentrums Miinchen wurden Gersten-
korner fiir 72 Stunden zwischen mehreren Lagen angefeuchtetem Filterpapier vorgekeimt,
bis sich etwa 1-2 cm lange Wurzeln ausgebildet hatten. In diesem Stadium wurden die
Keimlinge dann, mit den Wurzeln zuerst, in eigens angefertigte Kunstoffgefafie (siehe
Abbildung fir die hydroponische Anzucht platziert. Das Volumen an Nahrmedium
betrug 2 Liter pro Gefaff. In diesen Gefaflen war es moglich, ca. 40 Gerstenpflanzen bis zu

einem Alter von etwa 21 Tagen unter optimalen Wachstumsbedingungen zu kultivieren

(Abbildung [2.3p).
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Abbildung 2.3: Gerstenpflanzen im hydroponischen System im Helmholtz Zentrum Miinchen (a)
Armoracia rusticana Zellkultur (b).

2.2.3 Belastung der Pflanzen mit Arzneimitteln
2.2.3.1 Armoracia rusticana

Paracetamolbelastung Meerrettich-Wurzelzellen wurden wie unter beschrieben in
100 ml Erlenmeyerkolben unter Schiitteln im Dunkeln kultiviert. Fiir die Belastungsversuche
mit Paracetamol (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wurde eine Konzentration von 1 mM in 100
ml Nahrmedium mit einer 100 mM Paracetamolstammlésung (in Ethanol) eingestellt. Den
Kontrollansatzen ohne Paracetamol wurde die entsprechende Menge an Ethanol zugegeben,
um mogliche durch das Losungsmittel hervorgerufene Effekte zu erfassen. Nach einer
Inkubationszeit von drei Stunden wurden die Wurzelzellen zunéchst mit Leitungswasser
und dann mit destilliertem Wasser gewaschen, um auflen anhaftendes Paracetamol zu
entfernen. Nach dem Waschen wurden die Zellen in wirkstofffreies Medium tiberfithrt und
dort fiir die angegebe Dauer weiter kultiviert. Zum Ernten wurden die Zellen mit einer
langen Pinzette aus den Kolben entnommen, erneut in destilliertem Wasser gewaschen und
griindlich zwischen mehreren Lagen Papiertiichern getrocknet. Die Wurzelzellen wurden in

fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Weiterverwendung bei -80 °C gelagert.

Diclofenacbelastung Die Belastung der Wurzelzellen mit dem Natriumsalz des Dicl-
ofenacs (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) erfolgte in der gleichen Art und Weise wie oben fur
das Paracetamol beschrieben. Eingesetzte Konzentrationen waren dabei 10, 100 und 1000
nM Diclofenac in 100 ml Nahrlosung. Mit den belasteten Zellen wurde entweder genauso
verfahren wie oben beschrieben, d. h. nach einer Inkubationszeit von drei Stunden wurden

die Zellen in frisches Medium tiberfithrt und zu unterschiedlichen Zeiten geerntet, oder
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Co = 12,25 % Aggz o — 2,79 * Apss s
¢y = 21,50 % Agis — 5,10 * Aggsz,
Catb = 1,15 % Aggzo — 18,71 * Agag s
. 1000 % Ag7g — 1,82 % ¢, — 85,02 % ¢
T+c — 198

Abbildung 2.4: Formel zur Berechnung der Konzentration der Pigmente Chlorophyll a (c,),
Chlorophyll b (cp), Gesamtchlorophyll (cq4p) und Gesamt Carotinoide in mit Aceton 80 % (v/v)
hergestellten Blattextrakten (LICHTENTHALER, |1987).

aber sie wurden fiir die gesamte Versuchsdauer in dem wirkstoffhaltigen Medium belassen

und zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet.

2.2.3.2 Hordeum vulgare

Fir die Belastungsexperimente von Gerste mit dem Wirkstoff Diclofenac wurden mit
einer Stammlosung die angegebenen Konzentrationen von 10, 100 und 1000 pM in 2
Liter Nahrlosung eingestellt. Kontrollpflanzen, deren Nahrmedium nicht mit Wirkstoff
beaufschlagt war, wurden gleiche Volumina des fiir die Herstellung der Stammlosung

verwendeten Losungsmittels (Ethanol) zugegeben.

2.2.4 Pigmentanalyse

Eine Analyse der pflanzlichen Pigmente Chlorophyll a, Chlorophyll b sowie der Carotinoide
wurde nach der von LICHTENTHALER| (1987) beschriebenen Methode durchgefiihrt.
Dazu wurden 1,5 g Pflanzenmaterial unter fliissigem Stickstoff zu einem sehr feinen Pulver
zermahlen und mit 15 ml 80 % kalter, wassriger Acetonlésung (v/v) fir 2 Stunden bei
Raumtemperatur extrahiert. Nach Dekantieren des Uberstands wurde das Pflanzenmaterial
ein weiteres Mal fiir 2 Stunden mit 15 ml des Solvents extrahiert. Die beiden Uberstinde
wurden im Anschluss vereinigt, das Volumen bestimmt und unmittelbar fiir die photome-
trischen Messungen eingesetzt. Gemessen wurden die Absorptionsmaxima der Extrakte
bei Apar = 663,2 nm (Chlorophyll a), Aje. = 646,8 nm (Chlorophyll b) und A, =470
nm (Carotinoide). Die Menge der einzelnen mit Aceton 80% (v/v) extrahierten Pigmente
berechnet sich nach den in Abbildung dargestellten Formeln.
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2.2.5 Extraktion cytosolischer Enzyme

2.2.5.1 Glutathion S-Transferasen (GSTs, EC 2.5.1.18), Enzyme des antioxidativen
Stroffwechsels

Die Extraktion verschiedener Enzyme aus pflanzlichem Material erfolgte nach einer in
Teilen modifizierten Methode nach SCHRODER et al|(2008). Alle Zentrifugationsschritte
wurden mit einer Beckman Coulter Zentrifuge vom Typ JA 25 durchgefithrt. Maximal
3,5 g Pflanzenmaterial wurden dazu unter fliisssigem Stickstoff in vorgekiihlten Morsern
zu einem sehr feinen Pulver zermahlen, sofort mit 10 ml Extraktionspuffer pro Gramm
Pflanzenmaterial versetzt und fiir 30 Minuten auf Eis geriihrt. Der Extraktionspuffer
bestand aus 0,1 M Tris/HCI pH 7,8, 5 mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat, Sigma-
Aldrich, Taufkirchen), 1 % PVP K90 (Polyvinylpyrrolidon, Sigma-Aldrich, Taufkirchen),
1 % Nonidet (Fluka, Steinheim) und 5 mM DTE (Dithioerythritol, Carl Roth GmbH,
Karlsruhe). Es wurde dabei darauf geachtet, dass DTE und PVP dem Puffer immer erst
unmittelbar vor der Extraktion zugesetzt wurden. Der Ansatz wurde dann fir 30 Minuten
bei 20000 U/min und einer Temperatur von 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand nach der
Zentrifugation wurde durch eine Lage Miracloth (Porengrofie: 22-25 pum, Calbiochem,
Merck, Darmstadt) filtriert, um noch teilweise vorhandene, nicht pelletierte Partikel zu
entfernen. Auf Eis rithrend, wurde dem Extrakt Ammoniumsulfat bis zu einer Séttigung
von 40 % zugegeben. Mit zunehmender Salzkonzentration im Extrakt wird den enthaltenen
Proteinen deren Hydrathiille entzogen und sie fallen aus. Die gefillten Proteine wurden
bei 20000 U/min und 4 °C abzentrifugiert und das entstandene Pellet verworfen. Erneut
wurde dem Rohextrakt schrittweise und in kleinen Portionen Ammoniumsulfat (Carl Roth
GmbH, Karlsruhe) bis zu einer Sattigung von 80 % zugegeben. Die Menge an bendtigtem
Ammoniumsulfat wurde fiir jede Probe nach der in Abbildung dargestellten Formel
ermittelt.

Nach einem letzten Zentrifugationsschritt (20000 U/min, 4 °C) wurden die ausgefillten
Proteine pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde dann in 2,5 ml 25 mM
Tris/HCI pH 7,8 resuspendiert und anschlieBend mittels PD10-Saulen (GE Healthcare,
Freiburg) entsalzt und in 3,5 ml 25 mM Tris/HCI pH 7,8 gelost. Die Proben wurden
aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.2.5.2 Glycosyltransferasen (GTs, EC 2.4.-.-)

Die Extraktion einer glycosyltransferasehaltigen Enzymfraktion erfolgte nach einer modi-
fizierten Methode nach PFLUGMACHER und SANDERMANN]| (1998b) Dazu wurden

20-30 g Pflanzenmaterial unter fliisssigem Stickstoff zu einem feinen Pulver zermahlen
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Vx1,77% (S — s)

Ammoniumsulfatmenge [g] = W

S: gewlinschte Menge an Ammoniumsulfat (als Dezimalbruchteil von 1)
s: vorgelegte Menge an Ammoniumsulfat (als Dezimalbruchteil von 1)

Abbildung 2.5: Formel zur Berechnung der erforderlichen Menge an Ammoniumsulfat bei der
Enzymextraktion (JAENICKE, |1984).

und mit 0,1 M Natriumphosphat Puffer pH 6,5, 10 mM DTE, 2mM MgCl, (Sigma, Ald-
rich, Taufkirchen), 1 mM EDTA, 1 mM PMSF (Phenylmethansulfonyl Fluorid, Fluka,
Steinheim) und 1 % PVP K90 (w/v) unter standigem Riithren auf Eis extrahiert. Die
Suspension wurde danach durch eine Lage Miracloth Gewebe filtriert und 30 Minuten bei
4°C und 15000 x g zentrifugiert. In einem ersten Fallungsschritt wurde dem Uberstand
Ammoniumsulfat bis zu einer Sattigung von 40 % zugegeben. Die Menge an benotigtem
Ammoniumsulfat wurde dafiir mit der in Abbildung angegebenen Formel bestimmt.
Die ausgefillten Proteine wurden unter den genannten Bedingungen abzentrifugiert und
verworfen. Es folgte eine weitere Fallung der noch im Uberstand enthaltenen Enzyme durch
Zugabe von Ammoniumsulfat (75 % Sattigung). Nach Zentrifugation (30 Minuten bei 4 °C
und 15000 x g) wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 2,5 ml 200 mM Tris/HCI
pH 7.3, 1 mM DTE, 2 mM MgCl, resuspendiert. Die Entsalzung der Proteinextrakte
erfolgte wie bei der Extraktion der cytosolischen Fraktion fiir die GST-Extraktion mit
PD10-S&ulen. Elution erfolgte mit 3,5 ml 200 mM Tris/HCI pH 7,3, 1 mM DTE, 2 mM
MgCl,. Die Extrakte wurden aliquotiert und bei -80 °C aufbewahrt.

2.2.6 Extraktion mikrosomaler Enzyme

Fiir die Praparation einer mikrosomalen Fraktion wurden bis zu 30 g Pflanzenmaterial
unter flilssigem Stickstoff zu einem feinen Pulver zermahlen und mit 300 ml Natriumphos-
phatpuffer pH 7,4, 250 mM Saccharose (Carl Roth GmbH, Karlsruhe), 1 mM EDTA,
40 mM Ascorbinsdure (Fluka, Steinheim), 1 mM PMSF und 10 mM DTE fur 15 Minu-
ten unter standigem Riithren auf Eis extrahiert. Das Homogenat wurde in einem ersten
Zentrifugationsschritt fiir weitere 15 Minuten bei 10000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde durch eine Lage Mircacloth Gewebe filtriert, bevor die Probe in Ultra-
zentrifugengefafie tiberfithrt wurden. Die Ultrazentrifugation (Discovery 90SE, Sorvall) der
Proben wurde fiir eine Stunde bei 100000 x g durchgefiihrt. Die Pellets wurden in 0.1 M
Natriumphosphatpuffer pH 7,4, 1,4 mM DTE, 20 % Glycerol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

(v/v) resuspendiert und mit einem Glaspotter homogenisiert. Alle Arbeitsschritte wurden
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bei 4 °C durchgefithrt. Der Verwendung der mikrosomalen Fraktion erfolgte moglichst

zeitnah nach der Praparation. Eine Lagerung erfolgte bei -80 °C.

2.2.7 Bestimmung der Glycosyltransferase-Aktivitat

Die GT-Aktivitat fiir verschiedene Substrate in Enzympréparationen wurde nach einer Me-
thode nach MESSNER et al.| (2003) bestimmt. Der Reaktionsansatz fir diesen Test bestand
dabei aus 0,1 mM des entsprechenden Substrats, welches mit 2 mM Uridin-Diphosphat-
Glucose (UDPG, Fluka Steinheim), 1,25 mM 4-Nitrophenyl-f-D-Glucopyranosid (Fluka,
Steinheim), 1,25 mM Salicin (Fluka, Steinheim) inkubiert wurde. Die beiden letzten
Substanzen wurden den Ansitzen zugesetzt, um einem Abbau des im Testansatz entste-
henden Glucosekonjugats durch in der Probe vorhandene Glucosidasen entgegenzuwirken.
Substrate waren Quercetin und Kaempferol (beide Fluka, Steinheim), 2,3,5-Trichlorphenol
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen ) sowie 4’0OH-Diclofenac (Merck, Darmstadt) und Diclofenac.
Der verwendete Puffer bestand aus 200 mM Tris/HCI1 pH 7,3, 2 mM MgCl,. Es wurden
folgende Mengen pipettiert: 10 ul Substrat (2 mM), 20 nl UDPG (20 mM), 10 ul 4-NPG
(25 mM), 10 pl Salicin (25 mM) sowie 50 nl Puffer.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 pl Enzymextrakt aus gestartet. Das
Volumen des Tests betrug 200 pl. Die Reaktionsdauer betrug zwischen 30 und 60 Minuten.
Alle Inkubationen wurden bei 30 °C im Wasserbad durchgefiithrt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 10 ul konzentrierter Phosphorsidure (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
abgestoppt. Die Proben wurden fiir 10 Minuten bei 10000 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde direkt fiir die HPLC bzw. LC-MS-Messungen eingesetzt.

2.2.8 Bestimmung der mikrosomalen P450-Aktivitat (EC 1.14.-.-)

Die Bestimmung der P450-Aktivitdten erfolgte in Mikrotiterplatten an einem Fluoreszenz-
photometer (SPEKTRAmax Gemini EM, Molecular Devices, Ismaning) in Anlehnung an
eine Methode von OLRY et al. (2007)

P450-Monooxygenasen katalysieren die Oxidation eines Substrats (S) unter dem Ver-
brauch atmosphérischen Sauerstoffs (Abbildung [2.6k). Neben diesen hochspezifisch und
substratabhéngigen Reaktionen laufen zusétzliche, unspezifische und sauerstoftverbrau-
chende Reaktionen unter der Bildung von HyOs bzw. H,O (Abbildung , c)
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NADPH + H* + SH + O, — NADP* + SOH + H,O (a)
NADPH + H* + Oy — NADP+ + H,0, (b)
ONADPH + H* + O, — NADP+ + 2H,0 (c)

Abbildung 2.6: Sauerstoffverbrauchende Reaktionen unter Beteiligung von P450-Monooxygenasen
(a) sowie unspezifisch, ohne direkten Einfluss von P450 ablaufende Reakionen (b, c).

Der fiir Messungen in pflanzlichen Systemen bisher selten beschriebene Test wird in ei-
nem 96-Well-Fluoreszenzphotometer durchgefithrt. Die Vertiefungen in der Mikrotiterplatte
sind dabei mit einem sauerstoffsensitiven Farbstoff (Tris (4,7-Diphenyl-1,10-Phenantrolin)
beschichtet, welcher unter Sauerstoffverbrauch nach Anregung mit 480 nm ein Fluores-
zenzsignal bei 620 nm emittiert (siche Abbildung 2.8)). Der Farbstoff ist dabei mit einer
fiir Sauerstoff permeablen, fiir Fliissigkeiten jedoch undurchlassigen Silikonschicht bedeckt.
Wird also im Reaktionsraum iiber dem Farbstoff Sauerstoff durch sauerstoffzehrende
Prozesse verbraucht, kann dies am Photometer anhand einer Fluoreszenzzunahme verfolgt
werden.

Die Reaktionsbedingungen im Ansatz waren dabei die folgenden: 20 mM Natriumphos-
phatpuffer pH 7,4, 20 % Glycerol (v/v), 0,1 mM NADPH (Carl Roth GmbH, Karslruhe),
3 mM Glucose-6-Phosphat (Fluka, Steinheim), 0,4 U Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) sowie 50 bzw. 100 ptM des jeweiligen Substrats wurden zu
einem Reaktionsmix zusammengefasst. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pl einer
Mikrosomenpraparation (siehe Abschnitt gestartet. Die Fluoreszenz wurde fiir die
Dauer von 2 Stunden alle 30 Sekunden gemessen. Proben ohne NADPH oder entspre-
chendes Substrat dienten bei dieser Methode als Kontrollen, um den P450-unabhéangigen
Sauerstoffverbrauch zu quantifizieren. Die Enzymaktivitdt wurde anhand der Menge an
verbrauchtem Sauerstoff berechnet. Dazu wurde zunéchst anhand der in Abbildung[2.7] dar-
gestellten Formeln die gemessene Anderung der Fluoreszenz in die Menge an verbrauchtem

Sauerstoff umgerechnet.
[O2] = (DR/NRV — 1)/ Ksy (1)
Ksvy = (DR =1)/[02]4 (2)
pxV =nx*xR,*T (3)

Abbildung 2.7: Formeln zur Berechnung des Sauerstoffverbrauchs (BD™-Oxygen-Biosensor).
Die normalisierte relative Fluoreszenz NRF (NRF = I/14) beschreibt das Verhéltnis

der Fluoreszenz der Probe zur Fluoreszenz bei einem atmosphéarischem Partialdruck des

Sauerstoffs von 0,209 atm.
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Abbildung 2.8: Schematische Darstellung des BD™-Oxygen-Biosensor-Systems.

Das starkste Fluoreszenzsignal tritt bei einer Sauerstoffkonzentration von Null auf. DR
(Dynamic Range) gibt das Verhéltnis der Fluoreszenz bei einem Sauerstoffgehalt von Null
zum Signal bei atmosphéarischem Sauerstoffgehalt an (DR = Iy/14). Kgy bezeichnet die
Stern-Volmer-Konstante. Fiir detailliertere Informationen siche Datenblatt des Herstellers
(BD Biosciences — Discovery Labware]).

Die Menge an verbrauchtem Sauerstoff wird gegen die Zeit aufgetragen und anhand
der Steigung im linearen Bereich der Messung wird die Geschwindigkeit des Sauerstoffver-
brauchs bestimmt (atm/s). Die Umrechnung in das verbrauchte Volumen pro Stoffmenge
erfolgt tiber die allgemeine Zustandsgleichung fiir Gase (Abbildung Gleichung 3). Die
pro Zeit umgesetzte Menge an Sauerstoff wird auf den Proteingehalt der Probe bezogen

und die spezifische Enzymaktivitit in nkat/mg Protein angeben.

2.2.9 Photometrische Bestimmung von Enzymaktivitdten

Sofern nicht anders angegeben wurden alle Bestimmungen von Enzymaktivitidten in Mi-
krotiterplatten in einem 96-Well-Spektrophotometer SPECTRAmax Plus 384 (Molecular
Devices, Ismaning) durchgefiihrt und mit der dazugehorigen Analysesoftware Softmax Pro
4.6 ausgewertet. Gemessen wurde der enzymatische Umsatz fiir die Dauer von 5 Minuten
bei einer konstanten Temperatur von 25 °C in einem Intervall von 15 Sekunden. Pro
Reaktionsansatz waren 5 % (v/v) Proteinlosung enthalten. Fiir Messungen im UV-Bereich,
d. h. bei Wellenldngen <300 nm wurden geeignete Mikrotiterplatten (Greiner, Frickenhau-
sen) verwendet, fiir alle anderen Bestimmungen kamen Standard-Platten der Marke Nunc
(Brand, Wertheim) zum FEinsatz. Der nichtenzymatisch katalysierte Umsatz wurde mit
Proben in denen das Enzym durch Puffer ersetzt wurde, erfasst und von der enzymatischen

Reaktion abgezogen. Enzymaktivitdten wurden in pkat (pmol/s) ausgedriickt.
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Tabelle 2.2: Verwendete Substrate fiir die Messungen von Glutathion S-Transferasen mit den
dazugehérigen Messparametern.

Substrat Abkiirzung Wellenlinge [nm] ¢ [mM~! cm™!]
1-Chlor-2,4-dinitrobenzol CDNB 340 9,6
1,2-Dichlor-4-nitrobenzol DCNB 345 8,5
4-Nitro-Benzylchlorid NBC 310 1,8
4-Nitro-Benzoylchlorid NBoC 310 1,9

2.2.9.1 Glutathion S-Transferasen, GST (EC 2.5.1.18)

Zur Erfassung der verschiedenen Isoformen der GSTs und der damit verbundenen Infor-
mation tiber die unterschiedlichen Reaktionstypen, wurde der Transfer von Glutathion
auf mehrere Modellsubstrate erfasst. Die in der Arbeit verwendeten Substrate mit dem
dazugehorigen molaren Extinktionskoeffizienten € (in mM~! em™! angegeben) und der fiir
die Messung des Produkts verwendeten Wellenldnge sind in Tabelle zusammengefasst.
Die Bestimmung der GST-Aktivitat wurde fir alle Substrate in 0,1 M Tris/HCI pH
6,4 durchgefithrt. Die Ausnahme bildete der Test mit 1,2-Dichlor-4-nitrobenzol (DCNB)
welcher bei pH 7,5 durchgefithrt wurde. Die Glutathionkonzentration im Ansatz betrug 1
mM, ebenso die der Substrate 1-Chlor-2,4-dinitrobezol (CDNB) und DCNB. Die Substrat-
konzentration von 4-Nitro-Benzylchlorid (NBC) und 4-Nitro-Benzoylchlorid (NBoC) lag
im Assay bei 0,5 mM.

2.2.9.2 Peroxidase, POX (EC 1.11.-.-)

Die Messung der Peroxidaseaktivitiat in den Enzymextrakten folgte einer Methode nach
DROTAR et al| (1985). Als Substrat dient bei dieser Methode Guajacol (2-Methoxy-
phenol, Fluka, Steinheim). Die dabei ablaufende Reaktion ist in Abildung dargestellt.
Der verwendete Puffer war 50 mM Tris/HCI pH 6,0. Im Reaktionsansatz enthalten waren
190 pM H50., 68 ptM Guajacol. Das Testvolumen betrug 200 pl (190 pl Reaktionsmix +
10 pl Probe). Photometrisch verfolgt wurde die Bildung von Tetraguajacol (6=26,6 mM ™!

cm ™) bei einer Wellenldnge von 420 nm. Die Reaktionzeit betrug 5 Minuten.
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Guajacol Guajacyl Radikal

Abbildung 2.9: Reaktionsschema der von der Peroxidase katalysierten Reaktion von Hy Oy mit
Guajacol.

2.2.9.3 Ascorbat-Peroxidase, APOX (EC 1.11.1.11)

Bestimmung der Ascorbat-Peroxidase-Aktivitét erfolgte nach | VANACKER et al| (1998).
Die Oxidation von Ascorbat wurde dabei bei pH 7,0 (Kaliumphosphatpuffer) im Photometer
bei 290 nm bestimmt (¢=2,8 mM~! cm™'). Die eingesetzten Substratkonzentrationen im
Ansatz betrugen 1 mM Hy05 und 250 pM Ascorbat. Das Gesamtvolumen des Ansatzes
betrug 200 nl, davon waren 20 pl Probe.

2.2.9.4 Glutathion-Reduktase, GR (EC 1.6.4.2)

Aktivitatsbestimmung der Glutathion-Reduktase erfolgte nach einer modifizierten Methode
von |ZHANG und KIRKHAM](1996). Das Enzym Glutathionreduktase (GR) reduziert
dabei oxidiertes Glutathion (GSSG, Fluka, Steinheim) unter Verbrauch von NADPH
(Fluka, Steinheim) in seine reduzierte Form (GSH). Die Abnahme des NADPH wurde
photometrisch bei 340 nm bestimmt (6=6,22 mM~* ecm™"). Der Reaktionsansatz enthielt
die folgenden Komponenten: 100 mM Tris/HCI pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 1 mM GSSG, 2
mM NADPH. Um eine lineare Extinktionsabnahme zu erreichen, wurde der zugesetzte
Enzymextrakt ggf. verdiinnt. Das Reaktionsvolumen von 200 pl setzte sich aus 190 nl

Reaktionsmix und 10 pl Probe zusammen.

2.2.9.5 Katalase (EC 1.11.1.6)

Die Bestimmung der Katalase-Aktivitéit erfolgte nach der Methode von VERMA und
DUBEY]|(2003)). Dabei wird die Konzentrationsabnahme von HyO9 bei einer Wellenlénge
von 240 nm detektiert. Der molare Extinktionskoeffizient £ betragt 0,0036 mM~! cm™t.
Der verwendete Reaktionsansatz setzte sich aus 100 mM KH,PO, Puffer pH 7,0 und 57
mM Hy05 zusammen. Das Volumen des Reaktionsansatzes betrug 150 pl, davon waren 10
ul Probe.
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Abbildung 2.10: Reaktionsschema von Monobrombiman mit Thiolgruppen (nach NEWTON et al.
1981).

2.2.10 Quantifizierung der Proteingehalte

Die Bestimmung der Proteingehalte in allen verwendeten Proteinextrakten erfolgte nach
der Methode von |[BRADFORD| (1976)). Der verwendete Farbstoff Coomassie Brilliant Blue
G250 (Fluka, Steinheim) dndert bei Anlagerung von Proteinen sein Absorptionsmaximum
von 465 nm auf 595 nm. Die Messung wurde zuvor mit Rinder-Serum Albumin (BSA,
Sigma-Aldrich, Taufkirchen) als Referenz kalibriert. Coomassie Brilliant Blue wurde im
Assay in einer zehnfachen Verdiinnung verwendet. Zu 200 pul der Bradford Arbeitslosung
wurden 10 pl der Probe pipettiert. Die Messung im Photometer erfolgte nach einer

Inkubationszeit von 10 Minuten. Die Proteingehalte wurden in mg/ml Probe angegeben.

2.2.11 Bestimmung der Thiolgehalte

2.2.11.1 HPLC-Bedingungen

Die Glutathionbestimmung in Blatt- und Wurzelproben erfolgte nach einer modifizierten
Methode von NEWTON et al.(1981) mittels RP-HPLC (Reverse Phase High Performance
Liquid Chromatography). Das verwendete System bestand aus einem HPLC-System
(ProStar Modell 215, Varian, Darmstadt), das mit einem Fluoreszenzdetektor (RF-10
AXL, Shimadzu) gekoppelt war. Das Prinzip der Methode basiert auf einer Derivatisierung
der in der Probe vorhandenen Thiole mit dem Fluoreszenzfarbstoff Monobrombiman
(Fluka, Steinheim, sieche Abbildung . Der Farbstoff reagiert dabei mit der reduzierten
Thiolgruppe des in der Probe enthaltenen Glutathions und kann nach einer Anregung bei
385 nm im Fluoreszenzdetektor bei 280 nm detektiert werden.

Als mobile Phase diente bei der verwendeten HPLC-Methode ein mit 2,5 % (v/v)
Essigsaure (Merck, Darmstadt) angesiuertes Gemisch aus Methanol und Wasser (MilliQ).
Trennung der Thiol-Biman-Derivate erfolgte unter reversed phase Bedingungen mit einem
linearen Laufmittelgradienten (Abbildung und einem Laufmittelfluss von 1 ml/min.
Laufmittel A war Methanol 10 % (v/v), Essigsaure 2,5 % (v/v); Laufmittel B war Methanol



2 Material und Methoden 40

100 ~

80 A

60

40 A

Prozent Laufmittel B

20 A

O T T T
0 10 20 30

Minuten

Abbildung 2.11: Verwendeter Laufmittelgadient zur Bestimmung von GSH nach Derivatisierung
mit Monobrombiman.

90 % (v/v), Essigsdure 2,5 % (v/v). Alle Laufmittel wurden vor Verwendung filtriert (0,22
nm, Millipore) und im Ultraschallbad fiir 15 Minuten entgast. Die Identifizierung des
Glutathionderivates im Chromatogramm sowie dessen Quantifizierung erfolgte nach Deri-

vatisierung der Reinsubstanz mit einer Kalibriergeraden iiber den Konzentrationsbereich

12,25- 500 pM GSH (Abbildung 2.12).

2.2.11.2 Probenvorbereitung

Ca. 0,1 g frisches oder bei -80 °C gelagertes Pflanzenmaterial wurde unter fliissigem
Stickstoff in einem Morser zu einem sehr feinen Pulver zerrieben und mit 2 ml 0,1 M HCI
(Merck, Darmstadt), 1 mM EDTA extrahiert. Nach Homogenisierung wurde fiir 5 Minuten
bei 4 °C und 12000 U/min zentrifugiert. Zu diesem Zeitpunkt wurde der Uberstand in
zwei Fraktionen zu je 400 pl aufgeteilt. Zu beiden Teilen wurden zunéchst 600 nl 0,2 M
CHES (Carl Roth GmbH, Karlsruhe), pH 9,6 pipettiert. Eine Fraktion wurde nun mit 5 pl
einer 5 mM NEM-Losung (N-Ethylmaleimid, Sigma Aldrich, Taufkirchen) fiir 10 Minuten
inkubiert. NEM bindet an die reduzierte Schwefelgruppe des Glutathions, wodurch diese
fiir die spatere Derivatisierung mit Monobrombiman maskiert wird. Der NEM-freien Probe
werden, um die Volumenverhéltnisse nicht zu verdandern, zusétzlich 5 pl der CHES-Losung
zugegeben. Ab diesem Zeitpunkt wird mit beiden Ansétzen wieder identisch verfahren.
Zur Reduktion des oxidierten Glutathions wurden 100 pl einer 3 mM DTT-Stammlosung
(Dithiothreitol, Carl Roth GmbH, Karlsruhe) zugegeben und fiir mindestens eine Stunde
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Abbildung 2.12: Eichgerade zur Quantifizierung von Glutathion.

bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden 400 ul des vorbereiteten Ansatzes
mit 15 pl einer 15 mM Stammlésung von Monobrombiman (gelést in Methanol, Fluka,
Steinheim) versetzt und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die
Derivatisierungsreaktion wurde mit 300 ul 5 % (v/v) Essigsdure abgestoppt.

Die derivatisierten Proben wurden fiir die HPLC-Analyse durch Spritzenfilter (0,22 pm
Carl Roth GmbH, Karlsruhe) filtriert, um eine Belastung des HPLC-Systems durch feinste
Partikel zu minimieren. Monobrombiman-Glutathion-Konjugate sind instabil unter Licht
und wurden aus diesem Grund in braune HPLC-Vials tiberfithrt. Per Autosampler (Modell
410, Varian, Darmstadt) wurden 40 pl der filtrierten Probe injiziert. Die Auswertung der
Chromatogramme erfolgte mit der zur HPLC gehérenden Analysensoftware (Varian Star
Version 6.6).

2.2.12 Bestimmung der Paracetamol-Konzentration (HPLC)

Die Bestimmung der Menge an freiem Paracetamol im Nahrmedium erfolgte mittels HPLC
(Pro-Star Modell 215, Varian, Darmstadt) unter reversed phase-Bedingungen.
Verwendete Saule war eine C18 Phase vom Typ Prontosil Spheribond (Bischoff, Leon-
berg) mit den Abmessungen 4.6 x 25 mm und einem Partikeldurchmesser von 5 pm.
Injektionsvolumen waren 40 pl einer zuvor filtrierten Probe (0,45 pM, Carl Roth GmbH,

Karlsruhe). Auftrennung auf der Saule erfolgte unter Verwendung eines linearen Laufmit-
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Abbildung 2.13: Eichgerade zur Quantifizierung von Paracetamol (HPLC).

telgradienten (Tabelle [2.3]) mit dem folgenden Laufmittelsystem: Laufmittel A war Wasser
(MilliQQ), Laufmittel B war Acetonitril (Fluka, Steinheim). Beide Laufmittel wurden mit 0,1
% (v/v) Trifluoressigsidure (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) angesauert (ca. pH 3), filtriert
(0,45 pm, Millipore) und fir 20 Minuten im Ultraschallbad entgast. Das Injektionsvolumen
betrug 40 ul Probe und wurde per Autosampler injiziert. Die Detektion des Paracetamols
erfolgte im Diode-Array-Detektor (ProStar 335, Varian, Darmstadt) bei einer Wellenldnge

von 250 nm.

Tabelle 2.3: Verwendeter Laufmittelgradient zur Bestimmung der Paracetamol-Konzentration
(HPLC).

Zeit [min] Laufmittel A [%] Laufmittel B [%]

0-5 95 )
5-15 0 100
15-18 0 100

18- 21 95 )
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2.2.13 Extraktion von Paracetamol und Paracetamol-

Konjugaten aus Pflanzen
2.2.13.1 Fir die LC-MS-Analyse

Die Extraktion von Paracetamol und dessen Metaboliten erfolgte im salzsauren Milieu. 0,5
g Pflanzenmaterial wurden unter fliissigem Stickstoff gemérsert und mit 1 ml 0,1 M HCI,
1 mM EDTA extrahiert. Zu diesem Zeitpunkt der Extraktion wurde den Proben 10 pl
einer 10 mM Acetanilid-Stammlosung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) als interner Standard

zugegeben (entspricht einer effektiven Konzentration von 100 pM).

2.2.13.2 Fiir den Verdau mit 3-D-Glucosidase (EC 3.2.1.21)

Im Falle des Paracetamols erfolgte die Isolierung des in vivo gebildeten Glucose-Konjugats
bereits im selben Puffer, in dem spater der enzymatische Verdau durchgefiihrt wurde.
Verwendeter Puffer war ein 50 mM Natrium-Phosphat-Puffer mit einem pH-Wert von 5,0,
was dem pH-Optimum des Enzyms (3-D-Glucosidase entspricht.

In beiden Fallen wurden die Proben fiir 15 Minuten bei 18 000 U/min und 4 °C

zentrifugiert. Vom Uberstand wurden dann 500 pl fiir die Festphasenextraktion eingesetzt.

2.2.14 Extraktion von Diclofenac und Diclofenac-

Konjugaten aus Pflanzen
2.2.14.1 Fiir die LC-MS-Analyse

Aufgrund der geringeren Wasserloslichkeit von Diclofenac wurde die Extraktion von
Diclofenac und dessen Metaboliten mit 0,1 M HCl/Acetonitril (50/50, v/v) durchgefiihrt.
Zu diesem Zeitpunkt der Extraktion wurde den Extrakten als interner Standard 5-(p-
Methylphenyl)-5-phenylhydantoin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) in einer Konzentration von
10 mg/1 (20 pl einer 100 mg/1 Stammloésung) zugegeben. Die Ansdtze wurden fiir 15 Minuten
bei 4 °C und 10000 U/min zentrifugiert. Fiir die anschlieBende Festphasenextraktion wurden
500 pl des Uberstands eingesetzt. Die am Ende bis zur Trockene eingedampfte Probe

wurde unmittelbar vor der Analyse in 200 pl 0,1 % (v/v) Ameisensdure aufgenommen.

2.2.14.2 Fiir den Verdau mit 3-D-Glucosidase

Fiir den Verdau mit 3-D-Glucosidase mussten die Proben aus[2.2.14.1 zunachst umgepuffert
werden. Dazu wurden diese in der SpeedVac bis zur Trockene eingedampft und daraufhin
in 400 pl 50 mM Natrium-Phosphat Puffer pH 5,0 resuspendiert.
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2.2.15 Festphasenextraktion (solid phase extraction, SPE)

Die LC-MS-Analyse von pflanzlichen Extrakten und verschiedenen in vitro-Tests setzt eine
geeignete Form der Probenvorbereitung voraus. Proteinprézipitation und vor allem die
Festphasenextraktion (SPE) sind dabei wesentliche Bestandteile des sogenannten Clean
Ups. Ziel der Probenvorbereitung ist es, Verunreinigungen bzw. Bestandteile der Matrix,
welche die Tonisierung der Analyten im Massendetektor beeinflussen kénnen, zu entfernen.
Die fiir die Analylse der Arzneimittel und deren Metaboliten verwendete Festphase war
Strata-X™gepackt mit 300 mg Sédulenmaterial der Firma Phenomenex (Aschaffenburg).

Die gesamte Festphasenextraktion wurde mit den genannten SPE-Kartuschen und einer
Vakuumbox (Phenomenex, Aschaffenburg) durchgefithrt. In einem ersten Waschschritt
wurden die Sdulen mit 1 ml Methanol beschickt. Die Konditionierung erfolgte im Anschluss
mit 1 ml HyO (MilliQQ). Auf die so konditionierte Sdule wurde die eigentliche Probe
(Probenvolumen: 500 - 1000 ul) aufgetragen. In einem Waschschritt mit 1 ml 5 % MeOH
(v/v) wurden wasserlosliche und schwach lipophile Probenbestandteile entfernt. Danach
wirden die Séulchen fiir 30 Sekunden im Vakuum vollsténdig getrocknet. Die Elution der
Analyten erfolgte mit einem Gemisch aus Acetonitril und Methanol (50/50, v/v). Das
Elutionsvolumen war 1 ml.

Um eine maximale Bindung der Analyten an die Sdulenmatrix zu gewéhrleisten, ist vor
allem beim Auftragen der Probe sicherzustellen, dass eine Durchflussgeschwindigkeit von 1
ml/min nicht iiberschritten wird. Im Normalfall war bei allen Schritten der Durchfluss
unter Einwirkung der Schwerkraft ausreichend. Lediglich in wenigen Féllen (bei einzelnen
Saulen oder hohem Partikelanteil in der Probe) musste der Durchfluss durch Anlegen eines
Vakuums induziert werden. Auch hierbei war die Stiarke des angelegten Vakuums so zu
wahlen, dass die oben genannte Flussrate nicht iiberschritten wurde.

Die so extrahierte Proben wurden nun entweder fiir die Analyse weiter verdiinnt oder
unter Vakuum bis zur Trockene in der SpeedVac eingedampft. Auf diese Art konnten
Proben bei -20 °C gelagert werden. Erst unmittelbar vor der Analyse wurden die Proben

wieder in 200 pl 0,1 % (v/v) Ameisensiure aufgenommen.

2.2.16 LC-MS-Analyse

Alle LC-MS-Messungen wurden an einem 500-MS Gerét der Firma Varian (Darmstadt)
durchgefiihrt. Bei dem Geréit handelt es sich um eine sogenannte Ionenfalle mit pneumatisch
unterstiitzter ESI-Ionisierung. Das HPLC-System bestand aus zwei Pumpen (ProStar
210, Varian, Darmstadt). Die verwendete Saule war eine LC-MS-Séule vom Typ Synergy-

Hydro-RP (Phenomenex, Aschaffenburg) mit einem fiir polare Analyten optimierten
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Tabelle 2.4: Verwendeter Laufmittelgradient bei der LC-MS-Analyse von Paracetamol und
Diclofenac.

Zeit [min] Laufmittel A [%] Laufmittel B [%]

0-2,0 97 3
2,0 - 10,0 5 95
10,0 - 12,5 5 95
12,5 - 14,5 97 3
14,5 - 17,0 97 3

Endcapping. Sdulenabmessungen waren 50 mm x 2 mm (ID) bei einer Partikelgrofie von
4 pm. Verwendete Laufmittel waren A: 0,1 % (v/v) Ameisensaure und B: Acetontitril 0,1
% (v/v) Ameisensaure (beide waren LC-MS-Grade, Carl Roth GmbH, Karlsruhe).

2.2.16.1 Paracetamol und Metaboliten

Paracetamol und seine Stoffwechselprodukte wurden durch Anwendung eines linearen
Laufmittelgradienten aufgetrennt (Tabelle [2.4)).

Das Massenspektrometer wurde fiir die Paracetamolanalytik im Modus fiir die posi-
tive lonisierung betrieben. Die Einstellung der folgenden Parameter am Gerat wurde
in Vorversuchen ermittelt. Ziel dabei ist es, durch Optimierung der Messparameter die
hochstmogliche Empfindlichkeit fiir die einzelnen Analyten zu erreichen. Im Einzelnen
wurden die Messungen mit den folgenden Einstellungen am Massenspektrometer durch-
gefiihrt. Kapillar-Spannung: 40 V; Nadel-Spannung: 4000 V; Sprayshield-Spannung: 600
V; Druck des Zerstdubergases: 50 psi (3,45 bar); Druck des Trocknungsgases: 30 psi (2,1
bar); Temperatur des Trocknungsgases: 300 °C; MS/MS-Experimente wurden durch CID
(collision induced dissociation) mit Helium als Kollisionsgas durchgefiihrt.

Fir die Quantifizierung der gebildeten Metaboliten wurden die folgenden Massentiber-
giange detektiert. Angegeben ist immer das precursor ion und das bei der Fragmentierung
entstehende Produkt-Ion mit der hochsten Abundanz, dessen Peakflache im Chromato-
gramm integriert wird. 136—94 (Acetanilid, interner Standard), 152—110 (Paracetamol),
457—328 (Paracetamol-Glutathion), 328—182 (Paracetamol-Cystein) und 314—152—110
(Paracetamol-Glucopyranosid). Quantifizierung des freien Paracetamols erfolgte iiber eine

Kalibriergeraden mit dem Reinstoff unter identischen Analysebedingungen.

2.2.16.2 Diclofenac

Fiir die Auftrennung des Diclofenac und dessen Metaboliten wurde der gleiche lineare

Laufmittelgradient wie fiir die Paracetamolanalytik verwendet. Die Detektion der Metabo-
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Abbildung 2.14: Kalibriergerade fiir Paracetamol (M+H)" m/z 152 (MS/MS).

liten erfolgte bei positiver und bei negativer Ionisierung. Die Bedingungen entsprachen den
oben genannten. Es wurden die folgenden Masseniibergiange analysiert und quantifiziert:
296—250 (Diclofenac); 312—294 (4’0OH-Diclofenac); 474—312 (Diclofenac-Glucopyranosid);
267—196 (interner Standard) 310—292 (Diclofenac-2,5-Iminoquinon).

2.2.17 Enzymatische Hydrolyse der gebildeten Glucopyranoside

Die Bestatigung der Bildung von Arzneimittel O-Glucosiden erfolgte neben den mas-
senspektrometrischen Untersuchungen zusétzlich tiber den enzymatischen Verdau mit
[3-D-Glucosidase, welche enzymatisch die O-glycosidische Bindung zwischen Xenobiotikum
und dem Zuckerrest spaltet. Im Chromatogramm ist nach dem enzymatischen Verdau
des Glycosids folglich eine Abnahme des Glycosidsignals bei gleichzeitiger Zunahme des
Signals fiir das Aglycon zu beobachten. 400 pl eines wie oben beschrieben hergestellten
Extrakts wurden mit 100 U (-D-Glucosidase fiir eine Stunde bei 36 °C im Wasserbad

inkubiert.
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2.2.18 Aufnahmekinetik mit radioaktiv *C-markiertem Diclofenac

Um die Aufnahme von Diclofenac in Gerstenpflanzen zu quantifizieren, wurden Expositions-
Experimente mit *C markiertem Diclofenac durchgefiihrt. Die '4C Markierung befand
sich bei dem verwendeten Préparat an der Carboxylgruppe des Diclofenac-Molekiils.

Fiir die Experimente wurden die unter Abschnitt beschriebenen axenisch angezo-
genen Gerstenpflanzen verwendet. Die Pflanzen wuchsen ohne sichtbare Kontamination
durch Pathogene in 50 Gramm Glasperlen und 12 ml MS-Medium. Das Alter der Pflanzen
betrug zum Zeitpunkt der Belastung 10 Tage. Die Belastung der Pflanzen erfolgte mit
zwei Diclofenac-Konzentrationen: 10 und 100 pM. Hierzu wurden zunéchst entsprechende
Stammlosungen (1,3 mM und 130 pM) mit der nicht radioaktiven Tragersubstanz her-
gestellt. Das radioaktive Praparat wurde zu Beginn quantitativ aus dem Vial pipettiert
und auf ein Volumen von 3 ml aufgefiillt, dessen Radioaktivitidt vor dem eigentlichen
Experiment bestimmt wurde. Die tatsdachlich gemessene Menge an urspriinglich vorhan-
dener Radioaktivitat bildete die Grundlage fiir die Menge mit der jede einzelne Pflanze
beaufschlagt werden konnte und entsprach einer Radioaktivitdat von 0,9 pCi pro Pflanze.
Das radioaktive Préaparat wurde dann den beiden Stammldésungen mit der Tragersubstanz
zugegeben. Fiir beide verwendeten Konzentrationen wurde ein ausreichend grofies Volumen
fiir eine Szintillationsmessung aliquotiert. Die Applikation des Wirkstoffes erfolgte mit
Hilfe von sterilen 5 ml Einwegspritzen und 10 cm langen Kaniilen tiiber den seitlichen
Einlass der Glasrohren, welcher mit einem Silikonseptum verschlossen war. Hierzu wurde
zunachst das Septum mit der Kaniile der Spritze durchstochen und die Kaniile ca. 1 ¢cm
tief in den Glasperlen platziert. Exakt 1 ml der Stammlosung wurde dann mit der Pipette
in die gedffnete Spritze pipettiert und langsam in die Nahrlosung injiziert. Im Anschluss
wurde die Spritze noch 2 mal komplett gefiillt und wieder entleert, um eine gleichma-
Bige Distribution des radioaktiven Préparats in den Glasperlen und der Néhrlosung zu
gewdhrleisten.

Die Pflanzen wurden unter Gewéachshausbedingungen ohne kiinstliche Beleuchtung mit
einem natiirlichen Tag-Nacht-Rhythmus kultiviert und zu den angegebenen Zeitpunkten
geerntet. Erntezeitpunkte waren 8, 12, 24 und 48 Stunden nach der Applikation des
Diclofenacs.

Zur Bestimmung der aufgenommenen Wirkstoffmenge wurden die Pflanzen vorsichtig mit
einer Pinzette aus den Glasrohrchen entnommen und in Wurzel, Primér- und Fahnenblatt
separiert. Die Wurzeln wurden zunéchst mit 5 ml Acetonitril und ein weiteres Mal mit
5 ml HyO (bidest.) gewaschen. Von allen Pflanzenteilen wurde sofort das Frischgewicht
bestimmt. Fiir jeden Zeitpunkt und fiir jede Konzentration wurden zwei Pflanzen als

unabhéngige Replikate verwendet.
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Fiir die Extraktion wurden die einzelnen Pflanzenteile separat unter flisssigem Stickstoff
gemorsert und mit 5 ml 50 % Acetonitril (v/v) fur 10 Minuten im Ultraschallbad extrahiert.
Fir die Szintillationsmessungen wurden sowohl die auf diese Weise hergestellten Extrakte
als auch Aliquots der zum Waschen der Wurzeln verwendeten Losungen sowie Proben der
Nahrlosung eingesetzt. Zu 5 ml Szintillationscocktail (Rotiszint eco plus, Carl Roth GmbH,
Karlsruhe) wurden 100 pl des Nahrmediums sowie jeweils 1 ml der Pflanzextrakte und der
Waschlosungen pipettiert. Von den verwendeten Stammlosungen wurden 10 pl zu ebenfalls
5 ml Szintillationscocktail pipettiert. Die Proben wurden in Zweifach-Bestimmungen fiir

je 5 Minuten in einem LS 6500 Szintillations-Zahlgerdt (Beckman, USA) gemessen.

2.2.19 Inkubationen von Diclofenac und Peroxidase

Um den Umsatz von Diclofenac durch pflanzliche Peroxidasen in Anwesenheit von HyO»
zu charakterisieren, wurden Inkubations-Experimente durchgefiihrt. Wenn nicht anders
angegeben wurden diese mit Tris/HCI Puffern bei den genannten pH-Werten durchgefiihrt.
Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 0,05 M Tris/HCI, HyO,, Diclofenac
in der jeweils angegebenen Konzentration (eingestellt mit einer 10 mM Stammlésung), 0,4
U Meerrettich-Peroxidase (20 pl einer 20 U/ml Stammloésung, Sigma Aldrich, Steinheim)
bzw. 50 pl eines Enzymextrakts von Gerste bzw. Meerrettich (siehe Abschnitt [3.12)).
Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes war 1 ml. Die Inkubation wurde bei 30 °C im
Wasserbad durchgefiihrt. Die Reaktionszeit betrug 10 Minuten.

Die Aufnahme eines optischen Spektrums iiber einen Wellenldngenbereich von 250-800
nm sowie die Extinktionsinderung bei 450 nm iiber die Zeit wurden in einem Spektropho-

tometer (DU 800, Beckman Coulter) in 1 ml Kunstoff-Einmalkiivetten gemessen.

2.2.20 Charakterisierung des Umsatzes von Diclofenac durch
Meerrettich-Peroxidase mit sequentieller stopped-flow-Spektrometrie

Die stopped-flow-Methode ermoglicht eine Messung der Geschwindigkeit und die Un-
tersuchung der Kinetik schnell ablaufender chemischer Reaktionen. Hierbei werden die
Substanzen, die miteinander reagieren sollen zunachst getrennt voneinander vorgelegt
und mit einem geeigneten Verfahren gemischt. Nach der Durchmischung werden spektro-
metrisch die Konzentrationen der entstandenen Produkte und Intermediate iiber einen
zeitlichen Verlauf bestimmt. Mit der Methode konnen chemische Reaktionen im Zeitbe-
reich von wenigen Millisekunden spektrometrisch erfasst werden. Die Durchmischung der
Substanzen erfolgt iiber zwei Spritzen mit der die Reaktionspartner sehr schnell in eine
optische Zelle gepresst werden. Die Vorgange, die beim Mischen und beim Transport der

Losungen in die Reaktionszelle ablaufen, konnen nicht erfasst werden. Der nicht erfassbare
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Zeitbereich einer Reaktion wird in diesem Zusammenhang als Totzeit bezeichnet und ist
eine geratespezifische Konstante, die meist im Bereich weniger Millisekunden liegt.

Die Charakterisierung der Reaktion von Meerrettich-Peroxidase (HRP) mit Diclofenac
erfolgte mittels stopped-flow Spektrometrie. Dazu wurden die Konzentrationen der fol-
genden Losungen spektrometrisch bestimmt. Meerrettich-Peroxidase (HRP) hatte einen
Extinktionskoeffizienten von e=102 mM~'em ™! bei 402 nm (DUNFORD und STILLMAN]
1976) und HyO5 ein £=39,4 mM~tem ™! bei 240 nm (MARQUEZ und DUNFORD) [1995).
Die Reinheit der verwendeten Peroxidase wurde durch Bestimmung des Reinheitszahl
(RZ=A\—103nm /| Ax=280nm) bestatigt. Der RZ-Wert betrug 2,8. Pre-steady state kinetische
Daten wurden an einem stopped-flow Spektrometer (SX.18MV-R, Applied Photophysics,
Leatherhead, Grofbritannien) erhoben. Alle Reaktionen wurden bei 23,5 °C und pH 5,5 in
einem Mcllvaine-Puffersystem aus 0,1 M Citrat- / 0,2 M Phosphatpuffer (M CILVAINE]
1921; DAWSON et all (1986), wie es standardméflig zur Bestimmung von Peroxidase-
Aktivitat verwendet wird, durchgefithrt (SCIANCALEPORE et al., |1985; BESTWICK,
1998; MAKKAR et all[2006). Die Isolation der Enzymintermediate erfolgte mit Hilfe eines
Dualspritzen-Systems durch das Mischen gleicher Mengen der beiden Reaktionspartner.
Peroxidase HRP-Compound I (HRP-CI) wurde durch Mischen dquimolarer Mengen der
HR-Peroxidase und H,O5 erzeugt. HRP-CI bildete sich nach 0,7 s und war fiir 3 s stabil.
Die Reaktion von HRP-CI mit Diclofenac (gelost in Mcllvaine Puffer, 1 % DMSO (v/v))
wurde mit einer sequentiellen stopped-flow spektrometrischen (mit 4 Spritzen) Methode
verfolgt. Die Spritzen wurden dabei mit Druckluft (8 bar) bewegt und die Lésung so
in eine optische Zelle mit einem Volumen von 20 pl und einer Schichtdicke von 10 mm
transferiert. Die Totzeit betrug 0,00128 s. Veranderungen in den Spektren wurde mit einem
Diodenarray-Detektor als 3D-Daten (Wellenldnge/Absorption/Zeit) detektiert und mit der
Acorn Pro K Global Analysis Software (Applied Photophysics Ltd., Leatherhead, Grof-
britannien) und der Specfit/32 Global Analysis System (Spectrum Software Associates,
Marlborough, MA, USA) Analysensoftware ausgewertet.

Die Anzahl und Identitit der Peroxidase-Intermediate wurde mit Singuldrwertzerlegung
(singular value decomposition - SVD) und Faktorenanalyse (evolving factor analysis - EFA)
bestimmt. Ein kinetisches Modell wurde den Daten angepasst und die Reaktionsgleichung
wurde nach der nichtlinearen Kleinstquadrat-Methode mithilfe numerischer Integration
(der Levenberg Marquardt Algorithmus findet ein Parameter-Set, das in einem minimalen
quadratischen Summenwert resultiert) gelost.

Ratenkonstanten pseudo 1. Ordnung (ks ), die aus der Modellierung stammten, wurden

gegen die Diclofenac-Konzentration aufgetragen. Ratenkonstanten zweiter Ordnung (k)
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ergaben sich aus der Steigung der linearen Regression, die auf die Daten angewendet wurde

(Daten aus finf Messungen)®.

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Messergebnisse fiir die Bestimmung der Enzymaktivité-
ten von GSTs und den Enzymen des Stress-Stoffwechsels erfolgte mit der Software MS
Excel (Microsoft, USA). Es wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt. Das
Signifikanzniveau p wurde bei 0,05 festgelegt.

In Kooperation mit Dr. Martina Preiss im Labor von Prof. Patricia J. Harvey, School of Science,
University of Greenwich, Grofibritannien



3 Ergebnisse

Der folgende Ergebnisteil gliedert sich in die mit den beiden Wirkstoffen Paracetamol
und Diclofenac durchgefiihrten Experimente. Die hier dargestellten Ergebnisse fiir die
Paracetamolexperimente basieren auf den bereits im Rahmen der vorliegenden Dissertation
veroffentlichten Daten (HUBER et al., [2009)). Alle Experimente mit Paracetamol wurden
mit der axenischen Wurzelkultur von A. rusticana durchgefiithrt. Fiir diese Studien wurden
Meerrettich-Wurzelzellen iiber das Nahrmedium mit 1 mM Paracetamol belastet. Das
Hauptaugenmerk dieser ersten Pilotstudie lag auf der Etablierung einer leistungsfahigen
LC-MS-Analytik zur Identifizierung von pflanzlich gebildeten Paracetamol-Metaboliten.

Im zweiten Teil der Arbeit, der sich intensiv mit dem Metabolismus und der Wirkung von
Diclofenac in Pflanzen auseinandersetzt, wurden zusétzlich zur Zellkultur auch Experimente
mit Gerste (H. vulgare) durchgefithrt, um den Metabolismus der Substanz sowohl in den

Waurzeln, als auch in Spross und Blattern aufdecken zu kénnen.

3.1 Paracetamol

3.1.1 Aufnahme von Paracetamol in Wurzelzellen von A. rusticana

Da in der Literatur nur sehr wenige Ergebnisse zur Aufnahme von Pharmazeutika in
Pflanzen vorliegen, wurde ein Kurzzeitexperiment zur Aufnahme von Paracetamol aus der
Nahrlosung und in die Wurzelzellen von A. rusticana durchgefithrt. Dazu wurden Proben
sowohl der Nahrlosung als auch der Zellen nach 0, 1, 2, und 3 Stunden nach Zugabe
des Pharmazeutikums genommen und auf ihren Gehalt an freien Paracetamol mittels
HPLC-DAD untersucht. Vor der Analyse wurden die Wurzelzellen 2 mal mit Wasser
gewaschen um adhérentes Paracetamol abzuwaschen.

Die Analyse der Proben deutet auf die stiarkste Aufnahme wéahrend der ersten zwei
Stunden des Experiments hin. Wie Abbildung|[3.1]zeigt, erreichte der Gehalt an Paracetamol
bereits dann sein Maximum und stieg in der letzten Stunde des Inkubationszeitraums kaum
weiter an. In der Nahrlosung konnte iiber die drei Stunden eine Paracetamol Abnahme um
nahezu 30 Prozent ermittelt werden. Wie auch bei den Gehalten in den Zellen kam es nach

den ersten 2 Stunden zu keiner weiteren signifikanten Veranderung in der Konzentration.

o1
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Abbildung 3.1: Menge an freiem Paracetamol in Wurzelzellen von A. rusticana (O, primére
Y-Achse links) und im Kulturmedium (@, sekundére Y-Achse rechts) nach drei Stunden Inku-
bation mit 1 mM Paracetamol. Datenpunkte sind Mittelwerte aus 3 biologischen Replikaten +
Standardabweichung. Mengen beziehen sich auf 1 g frische Zellen bzw. die Konzentration [pM]
im Medium.

3.1.2 LC-MS-Analyse von Paracetamol und
Paracetamol-Metaboliten

3.1.2.1 Glutathionabhangige Detoxifizierung

In den ersten Belastungsexperimenten mit A. rusticana-Wurzelzellen stand die Identi-
fizierung und die Charakterisierung der in Pflanzen entstehenden Stoffwechselprodukte
im Vordergrund. Zu Beginn wurde der Reinstoff Paracetamol analytisch charakterisiert.
Dazu wurde zunéchst das Massenspektrum des Analyten sowohl im positiven als auch im
negativen Modus in einem Full Scan iiber einen ausreichende groflen Massenbereich aufge-
zeichnet. Die Entscheidung iiber die Art der Ionisierung ist abhéingig von der Signalstarke
des Analyten. Alle massenspektrometrischen Untersuchungen an Paracetamol und seinen

Stoffwechselprodukten wurden aufgrund des schwécheren Signals im Negativ-Modus bei
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Abbildung 3.2: MS/MS-Spektrum von (M+H)" m/z 152 (Paracetamol).

positiver Ionisierung durchgefiihrt. Neben dem Massenspektrum des Analyten wird im
aufgenommenen Chromatogramm die Retentionszeit registriert.

Fragmentierungsexperimente mit dem analytischen Standard erlauben es, Aussagen
iiber die dabei entstehenden Fragmente unter den jeweiligen analytischen Bedingungen zu
treffen. Zudem verbessert sich das Signal-Rausch-Verhéltnis und damit die Sensitivitat und
Selektivitdt der Methode in MS/MS-Experimenten dramatisch. Fiir die Quantifizierung
von Analyten bei MS/MS-Messungen zieht man die Menge des bei der Fragmentierung
entstehenden Leitions, d. h. des am héufigsten auftretenden lons, heran. Paracetamol
zerfallt bei der Kollision mit Helium-Kernen bei positiver Ionisierung in ein Fragment mit
m/z 110 (Abbildung [3.2)).

Dieses Fragment entsteht durch einen Bruch am Stickstoffatom im Paracetamolmolekiil
unter Anlagerung von zwei Protonen und entspricht dem in der Literatur beschriebenen
Produktion (NH3-CgH,~OH) ", das durch Abspaltung von CO=CH, entsteht (M UTLIB
et al., 2000)). Das bei MS/MS-Experimenten mit Paracetamol (m/z 152) entstehende
Massenspektrum ist in Abbildung dargestellt.

Ein im Saugerorganismus zentraler Schritt bei der Entgiftung von Paracetamol ist die
Konjugation des aktivierten Paracetamols mit reduziertem Glutathion. Die Konjugation
eines Xenobiotikums mit Glutathion, durch GSTs katalysiert oder spontan ablaufend, ist
in Pflanzen ebenfalls weit verbreitet und von groflier Bedeutung. Bis zu diesem Zeitpunkt

jedoch war in Pflanzen kein Glutathion-Konjugat von Paracetamol beschrieben.
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Abbildung 3.3: MS/MS-Massenspektrum von (M+H)" m/z 457 (Paracetamol-Glutathion) einer
mit 1 mM Paracetamol behandelten A. rusticana Probe (positive Ionisierung).

Ein Paracetamol-Glutathion-Konjugat zeigt bei positiver Ionisierung im Massenspek-
trometer ein pseudomolekulares Ton von m/z 457. Das verwendete Massenspektrometer
mit der dazugehorigen Analyse-Software erlaubte eine Auflosung der einzelnen Ionenspu-
ren und deren Darstellung im Chromatogramm. In den Proben von mit Paracetamol
behandelten Zellen konnte bei einer Retentionszeit von 3,75 Minuten ein Signal mit m/z
457 detektiert werden, welches in den Proben der unbehandelten Kontrollen fehlte, was
einen deutlichen Hinweis auf einen Paracetamol-abhangigen Metaboliten gab. Fiir die
nachfolgenden Analysen wurde der entsprechende Extrakt fiir MS/MS-Experimente fiir
die Substanz mit m/z 457 weiterverwendet.

Glutathion-Konjugate zeigen in MS/MS-Experimenten sehr haufig einen Massendefekt
von 129 Da, der aus der Abspaltung des Glutamyl-Rests vom Glutathion resultiert und
als Indikator fiir entstandene Glutathionkonjugate betrachtet werden kann. Abbildung
zeigt das bei der Fragmentierung von m/z 457 entstandene Massenspektrum sowie den
vorgeschlagenen Weg der Fragmentierung am Molekiil. Neben der erwahnten Abspaltung
des Glutamyl-Rests, die fiir das am héufigsten auftretende Fragment von m/z 328 ver-
antwortlich ist, entstanden bei der Fragmentierung drei weitere Fragmente mit m/z 382,
311 und 182. Bis auf m/z 182, welches durch ein Aufbrechen der Bindung zwischen dem
Kohlenstoff und dem Schwefelatom entsteht, resultieren diese Fragmente aus Abspaltungen

an der Glutathionstruktur des Konjugats.
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Abbildung 3.4: MS/MS-Massenspektrum von (M+H)" m/z 271 (Paracetamol-Cystein) in einer
mit 1 mM Paracetamol behandelten A. rusticana Probe (positive Ionisierung).

Fir eine Quantifizierung des entstandenen Paracetamol-Glutathion-Konjugats wurde
im weiteren Verlauf die Menge des bei der Fragmentierung entstandenen Fragments m/z
328 quantifiziert.

Glutathion-Konjugate stellen im Normalfall nicht den Endpunkt der Detoxifizierungs-
kaskade dar. Es folgen weitere enzymatisch katalysierte Degradationsreaktionen am Glu-
tathionmolekiil. So konnte auch im vorliegenden Fall in den Zellextrakten, welche das
Glutathion-Konjugat enthielten, bei einer Retentionszeit von drei Minuten ein weiteres
Signal mit m/z 271 nachgewiesen werden, welches eindeutig dem Entgiftungsstoffwechsel
des Paracetamols zugeordnet werden konnte. Ein Massen-Ladungsverhéaltnis von 271 ent-
spricht [M + H|* eines Paracetamol-Cysteinyl-Konjugats. Im MS/MS-Experiment zeigte
der Analyt das in Abbildung3.4| dargestellte Fragmentierungsmuster. Leition ist dabei m/z
182, welches durch die Aufspaltung der Kohlenstoff-Schwefelbindung zwischen Paracetamol
und dem Cystein entsteht.

Dass es sich bei dem Signal nicht um ein bei der Fragmentierung des Glutathionkonjugats
entstehendes Artefakt handelte, wurde durch die erheblich frithere Retentionszeit deutlich.

Abbildung stellt ein repréasentatives Chromatogramm einer solchen fiir drei Tage mit
1 mM Paracetamol behandelten Probe von A. rusticana dar. Alle drei Substanzen, das
heifit die zwei genannten Metaboliten sowie der Wirkstoff selbst, waren auf der Basislinie
getrennt und zeigten bei der MS/MS- Analyse eine symmetrische Peakform mit einem

sehr guten Signal-Rauschverhéltnis.
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Abbildung 3.5: Représentatives LC-MS-Chromatogramm eines A. rusticana-Zellextrakts nach
der Behandlung mit 1 mM Paracetamol fiir die chromatographische Trennung von Paracetamol
und der glutathionabhidngigen Metaboliten. Zur besseren Darstellung wurden die PeakhGhen
normiert und entsprechen nicht den tatséchlich vorliegenden Konzentrationen im Extrakt.

3.1.2.2 Bildung eines Paracetamol-Glucose-Konjugats

Neben der in Pflanzen weit verbreiteten Konjugation mit Glutathion findet die Entgif-
tung des Wirkstoffes im Sdugetier noch iiber einen weiteren Stoffwechselweg, némlich
die Konjugation mit Glucuronséure, statt. Weitere MS/MS-Experimente belegten in den
A. rusticana-Proben einen weiteren Metaboliten des Paracetamols. Die Substanz wies
dabei eine Retentionszeit von zwei Minuten auf und eluierte somit sogar noch vor dem
Paracetamol-Cystein-Konjugat. Der Peak zeigte in Full-Scan-Messungen ein Pseudomo-
lekiilion (M+H)" von m/z 314 bzw. m/z 336 was auf ein Natriumaddukt (M+Na)"
schlieBen lief. In MS/MS-Experimenten zeigten sowohl (M+H)™ als auch (M+Na)™ einen

Massendefekt von 162 Da, was als die Abspaltung eines Glucose-Molekiils gewertet wurde.
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Abbildung 3.6: MS/MS-Spektren des Paracetamol-Glucopyranosids (M+H)t* m/z 314 (a) und
(M+Na)t* m/z 336 (b). Beides bei positiver Ionisierung.

Die Abspaltung eines Rests Glucose wird im Massenspektrum als Signal des Aglycons
sichtbar. Im Falle von (M+H)" m/z 314 wurde in MS/MS-Experimenten ein Signal
von m/z 152 gefunden (enspricht dem Massen-Ladungsverhaltnis des Paracetamols). Die
Fragmentierung des Natriumadduktions (M+Na)™ m/z 336 resultierte im Massenspektrum
im Signal des entsprechenden Produktions mit m/z 174 (Abbildung [3.6)).
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Abbildung 3.7: LC-MS-Chromatogramm von (M+H)" m/z 314. (a) Inkubation ohne Glucosidase;
(b) Inkubation mit Glucosidase.

Da dieser Metabolit ebenfalls noch nicht fiir Pflanzen beschrieben ist, wurde das pos-
tulierte Paracetamol-Glycosid im Massendetektor in einem zuséatzliche Fragmentations-
schritt (MS?) weiter fragmentiert. Folgende Masseniiberginge wurden dabei detektiert:
314—152—110. Zunachst kommt es zu einer Abspaltung des Zuckers und unkonjugiertes
Paracetamol bleibt fiir eine weitere Fragmentierung in der Ionenfalle. Die zweite Fragmen-
tierung resultiert in einem Produktion mit m/z 110, also exakt dem gleichen Signal wie es
in MS/MS-Experimenten des reinen Paracetamols entsteht.

Neben der massenspektrometrischen Untersuchung der Substanz konnte die Existenz
eines gebildeten Paracetamol Glycosids durch einen enzymatischen Verdau bestatigt werden.
Das Enzym {3-D-Glucosidase spaltet spezifisch 1,4-glycosidische Bindungen zwischen zwei
Molekiilen Glucose oder Glucose und einem Aglycon. Extrakte, die das Paracetamol-
Glycosid in groflen Mengen enthielten, wurden mit 100 U des Enzyms bei 30 °C fiir eine
Stunde bei pH 5,5 inkubiert. Die Reaktion wurde abgestoppt und die Ansétze fir die SPE
eingesetzt. Nach Elution von den SPE-Kartuschen wurden die Eluate in einer SpeedVac
bis zur Trockene eingedampft und unmittelbar vor der Analyse in 200 nl Solvent (0,1 %
(v/v) Ameisensaure) aufgenommen und unter den gleichen Chromatographie- und MS-
Bedingungen analysiert. Die dabei aufgenommenen Chromatogramme sind in Abbildung
dargestellt. Chromatogramm (a) zeigt deutlich einen Peak fiir das Signal mit m/z 314
bei einer Retentionszeit von 1,75 Minuten mit einer Intensitat von ca. 2,5 kcounts, welcher
das im Extrakt enthaltene Paracetamol-Glycosid reprasentiert. Vergleichend dazu ist unter
(b) das Chromatogramm eines Extrakts, der zuvor mit dem Enzym mit (3-D-Glucosidase
inkubiert wurde, dargestellt. Das Signal fiir m/z 314 konnte in dieser Probe nicht mehr

detektiert werden. Es kam zu einem enzymatisch katalysierten, quantitativen Umsatz des
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Paracetamol-Glycosids. Ein weiterer Beleg fiir den Umsatz ist die gleichzeitige Zunahme
des Paracetamol-Signals, welches nach Spaltung der glycosidischen Bindung wéhrend der
Inkubation wieder freigesetzt wurde und zur Retentionszeit des Paracetamols detektiert

werden konnte (Chromatogramm nicht abgebildet).

3.1.3 Metabolismus von Paracetamol in Wurzelzellen von A. rusticana

Um die ersten Schritte des Metabolismus in den Wurzeln zu erfassen, wurden unmittelbar
nach dem Umsetzen in paracetamolfreies Medium bzw. 2, 4 und 6 Stunden danach
Wurzelzellen auf ihren Gehalt an Paracetamol bzw. Konjugaten des Paracetamols hin
untersucht. Aufgrund der fiir die Konjugate nicht vorhandenen analytischen Standards
wurden alle ermittelten Werte relativ zueinander als das Verhéltnis der Peakflichen von
Analyt und internem Standard angegeben. Innerhalb der ersten 2 Stunden im wirkstofffreien
Medium sinkt die Menge an freiem, unkonjugierten Paracetamol stark ab und erreicht nur
noch etwa ein Viertel der zu Beginn der Messungen vorhandenen Menge. Uber die weitere
Dauer des Versuchs kommt es weiterhin zu einer leichten Abnahme der Menge des freien
Wirkstoffs (siche Abbildung [3.8/@).

Dazu gegensatzlich verlaufen die Kurven fiir die beiden gebildeten Paracetamol-Konju-
gate (Abbildung 3.8} (¥) Paracetamol-Glycosid und (O) Paracetamol-Glutathion). Beide
Konjugate sind unmittelbar nach dem Umsetzen in das unbeaufschlagte Medium bereits
vorhanden, wobei das Glycosid den mengenméflig groBeren Anteil einnimmt. Uber die Zeit
kommt es dann bei beiden Konjugaten zu einem Mengenzuwachs bei der schon erwahnten
Abnahme des freien und unkonjugierten Wirkstoffs iiber die gesamte Beprobungsdauer

von 6 Stunden.
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Abbildung 3.8: Relative Mengen von Paracetamol(®), Paracetamol-Glutathion (O), und
Paracetamol-Glucopyranosid(¥) in Wurzelzellen von A.rusticana nach 3 stiindiger Inkubati-
on mit 1 mM Paracetamol. Konzentration des internen Standards (Acetanilid) war 100 pM.
Datenpunkte sind Mittelwerte von 3 biologischen Replikaten + Standardabweichung.
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3.2 Diclofenac

3.2.1 Aufnahmekinetik mit radioaktiv '*C-markiertem Diclofenac

Die nachfolgend dargestellten Ergebnisse reprasentieren Daten, die aus den Aufnahmestu-
dien mit “C radioaktiv-markiertem Diclofenac mit 2 Wochen alten Gerstenkeimlingen
im axenischen System gewonnen wurden. Die Keimlinge wurden mit den Diclofenac-
Konzentrationen von 10 pM und 100 pM belastet und die gesamten Pflanzen (Wurzel und
Spross) wurden nach 8, 12, 24 und 48 Stunden geerntet und aufgearbeitet.

300
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Abbildung 3.9: Menge des in die Wurzeln aufgenommen Diclofenacs (10 pM). Datenpunkte
reprasentieren Mittelwerte zweier biologischer Replikate.

Abbildung zeigt die Aufnahme von Diclofenac in die Wurzel bei einer Wirkstoffkon-
zentration von 10 pM. Bereits zum ersten analysierten Zeitpunkt, 8 Stunden nach der
Applikation des Wirkstoffes, war eine Menge von 85 pg Diclofenac pro g Frischgewicht
in die Wurzeln aufgenommen worden. Uber die Dauer des Experiments zeigte sich ein
annahernd linearer Verlauf der Aufnahme. In den letzten 24 Stunden erhoht sich die
Wirkstoffmenge in den Wurzeln von 140 pg/g FG auf einen Wert von 250 ng/g FG. Daraus
ergibt sich eine lineare Aufnahmerate von 4,6 ng pro Stunde fiir diesen Zeitraum.

Die Menge an in den Spross aufgenommenem Diclofenac ist in Abbildung [3.10| dargestellt.

Die Detektion des radioaktiven Signals in den Bléattern setzt einen aktiven Transport des
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Abbildung 3.10: Menge des in den Spross aufgenommen Diclofenacs (10 pM). Primérblatt (@),
Sekundaérblatt (O) und gesamter Spross (¥). Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte zweier
biologischer Replikate.

Wirkstoffs aus den Wurzeln in den Spross und die Blatter voraus, da die oberirdischen
Pflanzenteile zu keinem Zeitpunkt des Experiments mit der radioaktiv markierten Substanz
in Kontakt gerieten. Der zeitliche Verlauf der Aufnahme deckt sich mit einer gewissen
Verzogerung mit den in den Wurzeln nachgewiesenen Aufnahmeraten. So blieb die Menge
an Diclofenac im Spross zunachst auf einem konstant niedrigen Level, um dann nach
zwolf bzw. 48 Stunden deutlich auf Werte von ca. 1,4 pg/g FG anzusteigen. Generell
lagen die in den oberirdischen Pflanzteilen nachgewiesenen Diclofenacmengen mindestens
eine Zehnerpotenz unter den in den Wurzeln gemessenen Gehalten. Zwischen den beiden
getrennt behandelten Blattern konnten, mit Ausnahme des Messpunktes t=24 h, an dem
die Wirkstoffmenge im Sekundéarblatt hoher war, bei einer Diclofenacbelastung mit 10
1M keine nennenswerten Unterschiede in der aufgenommenen Wirkstoffmenge detektiert
werden. Die durchschnittliche Aufnahmerate in den Spross in den letzten 24 Stunden des
Experiments betrug 0,03 pg pro Stunde.

Im Folgenden wird auf die Ergebnisse der Aufnahmestudien mit einer 100 M Diclofenac-
Konzentration im Nahrmedium eingegangen. Die eingesetzte Menge an radioaktiv markier-
tem Diclofenac ist identisch mit der im 10 pM Diclofenac-Experiment eingesetzten Menge.

Lediglich der Anteil an nicht-markiertem Diclofenac wurde entsprechend angepasst.
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Abbildung 3.11: Menge des in die Wurzeln aufgenommen Diclofenacs (100 uM). Datenpunkte
reprasentieren Mittelwerte zweier biologischer Replikate.

Fir beide Experimente konnte aufgrund der geringen Menge an eingesetzter Radioakti-
vitat die Stoffmenge an radioaktiv markiertem Diclofenac im Vergleich zur unmarkierten
Substanz als zu gering und vernachlassigbar betrachtet werden (1,2 bzw. 0,12 %o der
insgesamt eingesetzten Menge an Wirkstoff).

Wie bereits bei dem Belastungsexperiment mit 10 pM Diclofenac deutlich wurde, kam
es zu einer Aufnahme des Wirkstoffs in die Gerstenpflanzen. Dabei konnte jedoch keine
konzentrationsabhangige Steigerung in der Wirkstoffaufnahme beobachtet werden. Viel-
mehr scheint es bei hoherer Wirkstoffkonzentration zu einer Hemmung der Aufnahme
zu kommen. So lagen die gemessenen Diclofenac-Konzentrationen in den Wurzeln zu
jedem Zeitpunkt des Experiments unter den Gehalten, die bei einer 10 pM Diclofenac-
Konzentration detektiert wurden. Nach 48 Stunden lag die aufgenommene Menge an
Wirkstoff bei durchschnittlich 120 ng/g FW (siche Abbildung [3.11)). Betrug die Aufnahme-
rate innerhalb der ersten zwolf Stunden noch 6,25 pg pro Stunden, so kam es im weiteren
Verlauf des Experiments mit Aufnahmeraten von ca. 1 pg pro Stunde zu einem deutlichen
Einbruch.

Ein &hnlicher Zusammenhang wird bei der Betrachtung der fiir die Blétter ermittelten
Wirkstoffmengen deutlich. Bis zum Zeitpunkt t=12 Stunden kam es zu einer zeitlichen

Verzogerung der Aufnahme. Die Gehalte nach 12 Stunden lagen etwas unterhalb der nach
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Abbildung 3.12: Menge des in den Spross aufgenommen Diclofenacs (100 nM). Primérblatt (@),
Sekundaérblatt (O) und gesamter Spross (¥). Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte zweier
biologischer Replikate.

acht Stunden ermittelten Gehalten. Erst nach 24 Stunden war wieder ein Anstieg in der
aufgenommenen Diclofenacmenge in die Blitter der Gerstenpflanzen zu beobachten. Nach
48 Stunden hat sich die Aufnahme in den gesamten Spross im Vergleich zur Anfangskon-
zentration in etwa verdreifacht und erreichte Werte von 0,5 ng/g FW im Primér- bzw 1,3
ng/g FW im Sekundéirblatt (Abbildung [3.12).

Vergleicht man die in den Spross aufgenommenen Wirkstoffmengen zwischen den
beiden Experimenten so fillt auf, dass die aufgenommene Menge bei einer Diclofenac-
Konzentration von 10 pM sogar iiber den bei einer hoheren Belastungsstufe gemessenen
Gehalten lag. Die Wirkstoffgehalte in den beiden Blattern unterschieden sich in den
ersten 24 Stunden des Experiments kaum merklich. Nach 48 Stunden konnten jedoch im
Sekundérblatt im Vergleich zum élteren Blatt anndhernd doppelt so hohe Mengen an
Diclofenac nachgewiesen werden. Die durchschnittliche Aufnahmerate im Spross betrug
zwischen 24 und 48 Stunden ca. 0,02 pg/h.
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3.2.2 LC-MS-Analyse von Diclofenac und
Diclofenac-Metaboliten

Ebenso wie fiir das Acetaminophen ist der Metabolismus von Diclofenac im Sdugetier de-
tailliert untersucht. Im Zusammenhang mit biologischer Abwasserreinigung liegen ebenfalls
Informationen tiber den Abbau und den Metabolismus von Diclofenac in Bakterien vor.
Die nach der Aufnahme des Wirkstoffs in Pflanzen ablaufenden Vorgange dagegen sind zu
diesem Zeitpunkt noch génzlich unerforscht. Eine Limitierung erfahren diese Art von Studi-
en durch ein Fehlen kommerziell erhéltlicher analytischer Standards einzelner Metaboliten.
Hinzu kommt ein Mangel an Literatur zur Analyse von Pharmazeutika aus pflanzlichen
Matrizes. Der Einsatz von LC-MS-Technik erlaubt hier sowohl eine Auftrennung einzel-
ner Stoffwechselprodukte als auch die Identifizierung und relative Quantifizierung der
gebildeten Metaboliten.

Im folgenden wird die Analyse und Identifizierung pflanzlicher Diclofenac-Metaboliten
mittels LC-MS- bzw. MS/MS-Methoden erlautert. Der reine Wirkstoff Diclofenac lasst sich
im Massenspektrometer als (M+H)" m/z 296 bzw. als (M-H)™ m/z 294 detektieren. Beide
Arten der Ionisierung lieferten unter den genannten Bedingungen ein eindeutiges Signal,
wobei die Detektion bei positiver lonisierung in einem intensiveren Signal resultierte. Unter
den beschriebenen chromatographischen Bedingungen eluiert die Reinsubstanz mit einer
Retentionszeit von 10,2 Minuten von der Saule. Aufgrund des im Vergleich zur klassischen
Messung deutlich verbesserten Signal-Rausch-Verhéltnisses und der dadurch erhohten
Empfindlichkeit erfolgte die Analyse von Diclofenac in pflanzlichen Matrizes, wie auch

schon beim Paracetamol, unter MS/MS-Bedingungen.
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Abbildung 3.13: MS/MS-Spektrum von (M+H)t* m/z 296 (Diclofenac).

Bei positiver lonisierung zeigt Diclofenac das in Abbildung dargestellte Massen-
spektrum mit zwei dominierenden Fragmenten m/z 278 und m/z 250, welche aus dem
Verlust von HoO bzw. CO resultieren. Weitere Fragmente im Massenspektrum sind m/z
215 und 180, die durch Abspaltung jeweils eines Chloratoms entstehen.

4’-OH-Diclofenac ist der Primarmetabolit im tierischen Organismus und lag in Kleinst-
mengen als analytischer Standard fiir die Methodenentwicklung und fiir die Identifizierung
pflanzlich gebildeter Metaboliten vor. Auch fiir diese Substanz lieferte eine positive Ionisie-
rung die héchste Empfindlichkeit. Die zusétzliche Hydroxygruppe erhoht die Hydrophilie
des Molekiils und fiihrt zu einer kiirzeren Verweildauer auf der Saule und einer Retenti-
onszeit von 7,8 Minuten. Im Full Scan liegt 4-OH-Diclofenac als (M+H)* m/z 312 bei
poistiver und als (M-H)™ m/z 310 bei negativer lonisierung vor.

MS/MS-Fragmentierung fiihrt zu dem in Abbildung dargestellten Massenspek-
trum. Die Fragmente entstehen durch Bruch an den gleichen Bindungsstellen wie bereits
beim Diclofenac beschrieben und werden im Massenspektrum als m/z 294 bzw. m/z 266
detektiert.

Experimente zur Aufnahme und zum Umsatz von Diclofenac wurden sowohl in der
Meerrettich-Wurzelkultur als auch in ganzen Gerstenpflanzen im hydroponischen System
durchgefiihrt. Ziel war es, die Art der gebildeten Stoffwechselprodukte und auch deren tiber
die Versuchsdauer gebildeten Mengen zu identifizieren und zu analysieren. Beim Vergleich
der aus Pflanzenproben extrahierten Metaboliten und dem analytischen Standard von

4’0OH-Dilofenac wurde klar, dass exakt dieser im Sdugetierorganismus so zentrale Phase
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Abbildung 3.14: MS/MS-Spektrum von (M+H)" m/z 312 (4-OH-Diclofenac).

1-Metabolit auch in pflanzlichen Zellen gebildet wird. Dies belegte zum einen die exakt
identische Retentionszeit fiir den aus Pflanzen isolierten Metaboliten sowie ein im Vergleich
zum Standard identisches Muster der Fragmentierung in MS/MS-Experimenten (Spektrum
und Chromatogramm nicht abgebildet).

In allen untersuchten Systemen und Pflanzenteilen konnte zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten des Experiments ein Signal mit (M+H)* m/z 474 bzw. (M+H) m/z 472 detektiert
werden. Diese Substanz mit dem angegebenen Massen-Ladungsverhéltnis eluierte deutlich
frither von der Séule (Retentionszeit von 5,5 Minuten), was auf einen deutlich hydrophileren
und polareren Charakter des Molektils schlielen lief3. Potentielle Konjugationsreaktionen
waren sowohl eine Glutathionisierung, wie sie héufig im Saugetierorganismus anzutreffen
ist, als auch eine Glycosilierung iiber die am Dichlorphenylring eingefiigten Hydroxygrup-
pe. Die im Sauger beschriebene Reaktion mit Glutathion konnte in den durchgefiithrten
Experimenten in pflanzlichen Geweben fiir Diclofenac trotz intensiven Studiums der Mas-
senspektren jedoch nicht beobachtet werden. Ein Signal mit m/z 474 entspricht rechnerisch
3124162, dass heifit einem potentiellen Massenzuwachs, wie er durch Anlagerung von einem
Molekiil Glucose entstanden sein konnte. Die Durchfithrung von MS/MS-Experimenten mit
der in den Proben nachgewiesenen Substanz mit m/z 474 resultierte in dem in Abbildung
dargestellten Massenspektrum.

Die Fragmentierung des unbekannten Signals m/z 474 fihrte zur Bildung eines aus-

geprigten Produktions mit m/z 312, was dem Signal von 4’-OH-Diclofenac entspricht.
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Abbildung 3.15: MS/MS-Spektrum von (M+H)" m/z 474 (Diclofenac-Glucopyranosid).

Weniger stark ausgeprigt, aber im Spektrum vorhanden, sind die in der Abbildung mit
Pfeilen gekennzeichneten Fragmente mit m/z 294 und 266, welche charakteristisch fir die
hydroxylierte Form von Diclofenac sind und einen weiteren Hinweis auf dessen Bildung
gaben. In einem anschliefenden MS? Experiment wurden zusitzlich die Masseniibergin-
ge 474—312—294 untersucht, was in einem dem MS/MS-Spektrum 4’OH-Diclofenac
entsprechenden Massenspektrum resultierte. Damit war mit den vorhandenen massenspek-
trometrischen Methoden eindeutig gezeigt, dass es sich bei dem vorliegenden Metaboliten
um ein Konjugat des hydroxylierten Diclofenacs handelt. Dieser Metabolit wurde sowohl
in Blattern und Wurzeln von H. vulgare als auch in den Wurzelzellen von A. rusticana in
unterschiedlichen Mengen nachgewiesen.

Wie bereits beim Nachweis eines Paracetamol-Glucose-Konjugats, sollten Inkubations-
experimente mit dem Enzym [3-D-Glucosidase, welches spezifisch die -D-glycosidische
Bindung zwischen Aglycon und dem Molekiil einen Glucose spaltet, einen weiteren Beleg
fiir die Bildung eines glycosilierten Diclofenac-Metaboliten in Pflanzen erbringen. Die
Inkubation des Metaboliten mit dem Enzym fiihrte zu einem vollstandigen Verschwinden
des Signals mit m/z 474 im Chromatogramm (Abbildung [3.16p) was einen quantitati-
ven Umsatz des im analysierten Extrakt enthaltenen 4’OH-Diclofenac-Glucopyranosids
bedeutete (Abbildung |3.16a, mit Pfeil gekennzeichnet).

Dies ist der erste Befund iiber die Bildung eines glycosilierten Diclofenac-Metaboliten in

Pflanzen.
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Abbildung 3.16: LC-MS-Chromatogramm von (M+H)" m/z 474. (a) Inkubation ohne Glucosidase.
(b) Inkubation mit Glucosidase.

3.2.3 Metabolismus von Diclofenac in Wurzelzellen von A. rusticana

Basierend auf den unter beschriebenen Ergebnissen sollte die Bildung der neu
identifizierten Metaboliten in pflanzlichen Zellen genauer untersucht werden.
Nachfolgend sind die Ergebnisse einer Metabolismusstudie von Diclofenac in hairy roots
Zellen von A. rusticana dargestellt. Die Wurzelzellen wurden dazu fiir die Dauer von
drei Stunden mit 10 ptM Diclofenac inkubiert und darauthin in wirkstofffreies Medium
iiberfithrt. Zellen wurden nach 6, 24, 72 und 168 Stunden geerntet und auf Thren Gehalt
an Diclofenac, 4’OH-Diclofenac und 4’OH-Diclofenac-Glucopyranosid hin untersucht. Zu
jedem Zeitpunkt wurden drei Erlenmeyerkolben mit je einer Wurzel geerntet, diese wurden

einzeln aufgearbeitet und analysiert.
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Abbildung 3.17: Relative Mengen an Diclofenac und Metaboliten in Wurzelzellen von A.rusticana.

Diclofenac (a), 4-OH-Diclofenac (b) und 4’OH-Diclofenac-Glucopyranosid (c). Datenpunkte
reprdsentieren Mittelwerte von drei biologischen Replikaten + Standardabweichung.

In Abbildung [3.17h ist der Verlauf der Menge an freiem Diclofenac gegen die Zeit
aufgetragen. Unmittelbar nach dem Umsetzen in nicht beaufschlagtes Medium ist die
Konzentration des freien Wirkstoffs am hochsten. Die Entgiftungskaskade steht noch am
Anfang, jedoch liegen bereits zu diesem frithen Zeitpunkt erste Stoffwechselprodukte des
Diclofenacs in den Wurzelzellen vor.

Abbildung [3.17b zeigt die Menge an in den Zellen gebildeten 4’0OH-Diclofenac. Wie beim
Diclofenac erreicht die Menge des Phase 1-Metaboliten bereits unmittelbar zu Beginn des

Experiments die hochsten Werte. Im Gegensatz zum Verlauf der Diclofenac-Konzentration,
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bleibt die Menge an hydroxyliertem Diclofenac aber auch nach 24 Stunden noch auf einem
im Vergleich zum Anfangswert hohem Niveau.

Die eigentliche Entgiftung des Wirkstoffs erfolgt durch Konjugation des Phase 1 Meta-
boliten in Phase 2. In den Wurzelzellen von Armoracia rusticana erfolgt die Konjugation
des Xenobiotikums mit einem Molekiil Glucose, wodurch ein Diclofenac-Glycosid-Konjugat
entsteht. Der Verlauf der Bildung des Diclofenac-Konjugats ist in Abbildung auf-
getragen. Deutlich zu erkennen ist dabei, dass das Glycosid unmittelbar zu Anfang des
Experiments nicht bzw. nur in sehr kleinen Quantitaten in den Zellen vorlag um dann nach
24 Stunden auf das Funffache der Ausgangskonzentration, und somit auf den héchsten Wert
wahrend der Dauer des Experiments, anzusteigen. Im weiteren Verlauf des Experiments
kam es zu einer kontinuierlichen Abnahme in der Konzentration des Glucopyranosids. Die
Kurve folgte ab diesem Zeitpunkt anndhernd der Kurve des 4’OH-Diclofenacs. Nach einer
Woche lagen die detektierten Mengen aber immer noch deutlich tiber den zu Beginn des
Experiments ermittelten Werten.

Aufnahme und Metabolismus des Wirkstoffs aus dem Medium in die Zellen erfolgen
sehr schnell. Bereits nach der kurzen Inkubationszeit von drei Stunden waren erste Stoff-

wechselprodukte in den Zellen nachweisbar.

3.2.4 Metabolismus von Diclofenac in H. vulgare

Die nachfolgenden Daten wurden aus einem unter Gewachshausbedingungen durchge-
fiihrten Experiment mit H. vulgare erhoben. Dabei wurde die Bildung von Diclofenac-
Metaboliten in Blattern und Wurzeln von Gerstenpflanzen untersucht. Die Pflanzen wurden
dazu mit 10 und 100 pM Diclofenac belastet. Die untersuchten Zeitpunkte waren 72 Stun-
den und eine Woche nach der Applikation. In Abbildung ist die Bildung der relativen
Mengen von Diclofenac, 4’0OH-Diclofenac und dem entsprechenden Glucose-Konjugats
dargestellt. Verfolgt man die Bildung der einzelnen Metaboliten iiber die Zeit, fallt auf, dass
bei der Belastungssituation mit der geringeren Diclofenac-Konzentration in den Wurzeln
das hydroxylierte Diclofenac der dominierende Metabolit war, dessen Konzentration tiber
die Zeit noch weiterhin anstieg und zu jedem Zeitpunkt des Experiments tiber der Menge
des reinen Wirkstoffes lag. Ebenfalls lag nach drei Tagen ein Anteil als glycosiliertes 4’OH-
Diclofenac in den Wurzeln vor, dessen Menge tiber den weiteren Verlauf des Experiments
noch weiterhin zunahm. Der geringste relative Anteil lag bei dieser Konzentrationsstufe
als reiner unkonjugierter Wirkstoff vor. Nach einer Woche kam es im Vergleich zu den
nach drei Tagen beobachteten Mengen sogar zu einem Riickgang in der Konzentration
(Abbildung [3.18h). In den Bléttern konnte dazu im Gegensatz nach 72 Stunden lediglich

unmetabolisiertes Diclofenac detektiert werden. Erst nach weiteren vier Tagen konnten
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Abbildung 3.18: Relative Menge von Diclofenac und Metaboliten in H. vulgare. Relative Mengen
von Diclofenac (@), 4’OH-Diclofenac (O) und 4’OH-Diclofenac-Glucopyranosid (V) in Wurzeln
(a, ¢) und Blédttern (b, d) von mit 10 pM (a, b) und 100 pM (c, d) Diclofenac behandelten
Gerstenpflanzen. Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte von drei biologischen Replikaten +
Standardabweichung.
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kleinste Mengen sowohl des hydroxylierten als auch des mit Glucose konjugierten Wirk-
stoffes nachgewiesen werden. Alle in den Blattern detektierten Analyten lagen in ihren
Mengen deutlich unter den in den Wurzeln beobachteten (Abbildung [3.18b).

Bei einer Belastungssituation mit einer grofleren Menge an Wirkstoff ergibt sich ein
anderes Bild. Nach einer Dauer von drei Tagen nahm in den Wurzeln das unmetabolisierte
Diclofenac noch eindeutig den grofiten Anteil der untersuchten Analyten ein. Ebenso wie
bei dem Experiment mit 10 pM Diclofenac stiegen die Mengen an hydroxylierten sowie mit
Glucose konjugierten Diclofenac in den ersten drei Tagen bereits deutlich an, lagen aber
noch unter den Mengen des unverdnderten Wirkstoffes. Erst nach vier weiteren Tagen,
eine Woche nach Applikation des Wirkstoffes, nahm die Menge an Diclofenac in den
Wurzeln nicht mehr weiter zu, bzw. es kam sogar zu einem leichten Riickgang in den
detektierten Mengen. Im Gegensatz dazu nahm der Anteil an 4’0OH-Diclofenac in den
Wurzeln deutlich zu. Die gleiche Tendenz, wenn auch weniger stark ausgepragt, war auch
fiir das Glucose-Konjugat zu erkennen (Abbildung [3.18k).

Wie auch schon bei der der Pilotstudie mit dem radioaktiv markierten Wirkstoff beobach-
tet wurde, kommt es anscheinend ab einer gewissen Menge an Diclofenac in den Pflanzen
zu einer Hemmung des Transports in die oberirdischen Organe. Interessanterweise wurde
in keiner der mit 100 pM Diclofenac belasteten Blattproben der reine Wirkstoff gefunden.
Erst nach einer Woche konnte in den Bléattern 4’OH-Diclofenac und das Glucosekonjugat
detektiert werden. Die beobachteten Mengen lagen dabei in der Dimension im Bereich des
Parallelexperiments mit einer Wirkstoffbelastung von 10 pM (Abbildung [3.18d).
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3.2.5 Einfluss von Diclofenac auf Pigmentgehalte in H. vulgare

Das Pigmentmuster in Blattern von Pflanzen wird héufig als Indikator fiir Stress-Effekte
verwendet. In Abbildung sind die Mengen der photosynthetisch aktiven Pigmente
Chlorophyll a und Chlorophyll b sowie der Carotinoide in Blattern der Gerste unter dem
Einfluss von Diclofenac iiber die Zeit dargestellt.
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Abbildung 3.19: Einfluss von Diclofenac auf Pigmentgehalte in H. vulgare. Chlorophyll a (a),
Chlorophyll b (b), Carotinoide (c). Kontrolle (schwarze Balken), 10 pM Diclofenac (hellgraue
Balken), 100 pM Diclofenac (dunkelgraue Balken). Datenpunkte représentieren Mittelwerte aus
drei biologischen Replikaten + Standardabweichung.
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Tabelle 3.1: Verhéltnis von Chlorophyll a zu Chlorophyll b sowie Gesamtchlorophyll zu Caroti-
noiden in Bldttern von H. vulgare nach Diclofenacbehandlung.

72h 168h
Chl a/b Chl a+b/Car Chla/b Chl a+b/Car
Kontrolle 2,90 5,86 2,93 6,26
10 pM 2,93 9,96 2,74 5,54
100 1M 2,74 6,34 2,80 6,06

Fir alle drei untersuchten Pigmente war in den unbehandelten Pflanzen ein Anstieg in
ihrer Konzentration tiber die gesamte Dauer des Experiments zu beobachten (schwarze
Balken in Abbildung [3.1%., b, ¢). Es wurde zudem deutlich, dass die Behandlung mit
Diclofenac einen negativen Einfluss auf die Pigmentmengen hatte. Zu jedem Zeitpunkt des
Experiments lagen die Mengen der analysierten Pigmente in den mit Diclofenac behandelten
Pflanzen unter den Mengen in den unbehandelten Kontrollen. Dieser Effekt war bereits nach
einer Dauer von drei Tagen erkennbar, wenngleich auch noch nicht statistisch gesichert. Des
weiteren war auch schon zu diesem frithen Zeitpunkt fiir Chlorophyll a und die Carotinoide
eine Abnahme der Gehalte in Abhéngigkeit von der Wirkstoffkonzentration zu beobachten.
Bei beiden lagen bei der hochsten Belastungsstufe mit 100 pM Diclofenac die niedrigsten
Pigmentkonzentrationen vor.

Nach weiteren vier Tagen, bei einer Expositionsdauer von einer Woche, veranderten
sich die Mengen an Pigmenten in den mit Diclofenac belasteten Pflanzen noch deutlicher.
Wiéhrend es bei den Kontrollpflanzen bei allen Pigmenten zu einer altersbedingten Zu-
nahme kam, gingen die Konzentrationen in den behandelten Pflanzen noch weiter zuriick.
Besonders deutlich war dabei der Effekt des Diclofenacs auf die Chlorophylle. Die Chloro-
phyll a- und Chlorophyll b-Konzentrationen lagen nach einer Woche signifikant unter den
Werten der Kontrollgruppe, wobei dieser Effekt bei der hoheren Diclofenac-Konzentration
noch etwas stérker ausgepragt war.

In Tabelle [3.1]sind die Verhaltnisse der beiden Chlorophylle a und b zueinander sowie das
Verhéltnis des Gesamtchlorophylls zur Menge der Carotinoide aufgefithrt. Das Verhéltnis
der Chlorophylle a und b lag wahrend des gesamten Experiments bei 3:1 und befand sich
damit in dem von |[LICHTENTHALER/ (1987)) beschriebenen Bereich. Unter Diclofenac-
belastung lag eine geringe Tendenz zu einer Verringerung des Verhéltnisses vor, was auf
einen potentiellen Riickgang der Menge an Chlorophyll b schlielen lief. Das Verhaltnis von
Gesamtchlorophyll (Chl a+b) zur Carotinoidmenge lag wiahrend des gesamten Experiments
bei ca. 6:1 und entsprach damit ebenfalls dem von |G 0Tz (2008)) beschriebenen Bereich.
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3.2.6 Einfluss von Diclofenac auf den Glutathiongehalt in H. vulgare

Der Thiolgehalt in pflanzlichen Geweben wird stark von verschiedenen exogenen Fakto-
ren wie z. B. Temperatur, Schwefelgehalt in Boden oder Nahrmedium, Exposition mit
Schwermetallen oder Xenobiotika, etc. beeinflusst (M AY et al., 1998)). Daher war es
wichtig die Reaktionen des GSH-Pools auf Pharmaka zu untersuchen. Glutathion sowohl
in reduzierter als auch in oxidierter Form stellt in pflanzlichen Zellen als Antioxidant ein
zentrales Molekiil bei der Bewéltigung von oxidativen Stress dar.

Die Versuchspflanzen wuchsen fiir eine Woche in mit Diclofenac beaufschlagtem Néhr-
medium (10 pM und 100 pM). Der Gehalt an Glutathion wurde nach drei Tagen und
einer Woche bestimmt. In allen untersuchten Proben lag der Gesamt-Glutathiongehalt
in den Wurzeln mit Werten zwischen 50 und 100 nmol/g FG deutlich unter den in den
Bléttern bestimmten Werten von bis zu 250 nmol/g FG (Abbildung [3.20] Diagramm a).
Vor allem in den Blattern (Abbildung , Diagramm b) ist zudem zu erkennen, dass
in den unbehandelten Kontrollen das Verhéltnis von GSH zu GSSG stets deutlich auf
der Seite des reduzierten Glutathions lag, was den Normalzustand in diesem Entwick-
lungsstadium der Pflanzen wiederspiegelte. Besonders ausgeprégt war dieses Verhaltnis in
den Bléattern der Kontrollpflanzen eine Woche nach der Wirkstoffapplikation, als fast das
gesamte Glutathion in seiner reduzierten Form vorlag (Tabelle [3.2)).

Nach 72stiindiger Diclofenac-Exposition war in den Wurzeln zu erkennen, dass sich
das Verhaltnis von GSH zu GSSG bereits bei der geringeren Diclofenac-Konzentration
zugunsten der oxidierten Form hin verschoben hat. Bei einer Diclofenacbelastung von
100 pM lag in den Zellen signifikant mehr oxidiertes als reduziertes Glutathion vor, was

auf einen deutlich beanspruchten Stressstoffwechsel in den Wurzeln zu diesem Zeitpunkt

Tabelle 3.2: Gesamt-Glutathiongehalte und Verhéltnis von reduziertem zu oxidierten Glutathion
in H. vulgare nach Behandlung mit 10 und 100 uM Diclofenac.

Wurzeln Blitter
GSH/GSSG  Gesamt-Glutathion GSH/GSSG  Gesamt-Glutathion
[nmol/g FG] [nmol/g FG]
Kontrolle 72h 1,40 55,10 2,31 120,20
10 uM 72h 1,30 59,45 1,43 111,22
100 nM 72h 0,50 75,60 0,30 88,20
Kontrolle 168h 1,10 75,20 7.90 258,0
10 pM 168h 0,74 66,92 2,64 246,10

100 pM 168h 0,54 66,40 1,54 165,20
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Abbildung 3.20: Menge an Glutathion (reduziert, schwarze Balken; oxidiert, weisse Balken) in
Wurzeln (Graph a) und Bléttern (Graph b) von H. vulgare nach 72 Stunden (a Kontrolle, b 10
1M Diclofenac, ¢ 100 pM Diclofenac) und 168 h (A Kontrolle, B 10 pM Diclofenac, C 100 pM
Diclofenac). Werte sind Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten + Standardabweichung.

hindeutete. Dies war der einzige Zeitpunkt im Experiment, an dem auch in den Blattern
ein Verhaltnis von GSH zu GSSG von kleiner eins vorlag.

Nach einer Woche setzte sich in den Wurzeln ein dhnlicher Trend fort. Selbst bei einer
Diclofenac-Konzentration von 10 pM tberstiegen die Gehalte des oxidierten Glutathions
die des reduzierten.

Dann setzt offenbar eine de-novo-Synthese von Glutathion ein. In den Bléttern lag
nach einer Woche in allen Pflanzen signifikant mehr Glutathion in reduzierter Form vor,
wenngleich in Anwesenheit von Diclofenac der Gehalt an oxidiertem Glutathion zunahm
und sich bei 100 pM Wirkstoff ein nahezu ausgeglichenes Verhaltnis von GSH zu GSSG
einstellte.

In Tabelle [3.2] sind Gesamt-Glutathiongehalte sowie die Verhaltnisse der reduzierten zur
oxidierten Form (GSH/GSSG) zusammenfassend dargestellt.
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3.2.7 Einfluss von Diclofenac auf die GST-Aktivitat in H.vulgare

3.2.7.1 Wurzeln

GS'Ts stellen eine grofle Gruppe multifunktionaler Enzyme dar, die an der Entgiftung
elektrophiler Xenobiotika beteiligt sind.
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Abbildung 3.21: Spezifische GST-Aktivitdt in Wurzeln von H. vulgare fiir die Substrate CDNB
(a), NBoC (b) und NBC (c). Kontrolle (schwarze Balken), 10 pM Diclofenac (hellgraue Balken),
100 pM Diclofenac (dunkelgraue Balken). Werte und Fehlerbalken repréasentieren Mittelwerte aus
3 biologischen Replikaten + Standardabweichungen. Signifikanzen im Vergleich zu Kontrolle sind
mit * gekennzeichnet (p < 0,05).



3 Ergebnisse 79

Die Messung ihrer Aktivitdt mit verschiedenen Modellsubstraten neben dem Stan-
dardsubstrat CDNB stellt den Versuch dar, Verdnderungen in der Aktivitdt einzelner
GST-Isoformen oder GST-Gruppen zu erfassen. In keiner der analysierten Wurzelproben
konnte reproduzierbar GST-Aktivitat fiir das Modellsubstrat DCNB festgestellt werden.
Nach einer Exposition der Pflanzen mit dem Wirkstoff Diclofenac fiir 72 Stunden war
in den Wurzeln der Pflanzen auf die spezifische GST-Aktivitat fiir das Substrat CDNB
kein signifikanter Einfluss im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen festzustellen.
Alle zu diesem Zeitpunkt ermittelten Aktivitdten erreichten Werte zwischen 0,02 und
0,03 pkat/mg. Ein dhnliches Bild zeigte sich ebenfalls fiir das Substrat NBC, fiir dessen
Konjugation nach 72 Stunden noch kein Einfluss von Diclofenac nachgewiesen werden
konnte. Im Vergleich zum Substrat CDNB waren die ermittelten Umsétze jedoch um ca.
Faktor zehn hoher.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen war ein Trend einer Induktion der GST-Aktivitét
bereits nach 72 Stunden fiir das strukturverwandte Substrat NBoC zu erkennen, auch
wenn die Unterschiede zwischen den einzelnen beprobten Pflanzen zu grof3 waren, um
statistisch abgesicherte Aussagen zu treffen zu kénnen. Dennoch lagen die Mittelwerte fiir
beide Diclofenac-Konzentrationen iiber denen der unbehandelten Kontrollen und erreichten
Werte von maximal 0,16 pkat/mg.

Nach einer Woche waren in den Wurzeln fiir alle Substrate erhéhte Enzymaktivitaten im
Vergleich zwischen der mit Diclofenac behandelten und der unbehandelten Kontrollpflanzen
zu beobachten. Fir das Substrat CDNB lagen die Mittelwerte der ermittelten Aktivitaten
fiir beide Diclofenac-Konzentrationsstufen auch signifikant (p < 0,05) iiber den Mittel-
werten der Kontrollen. Beim NBC kam es dagegen insgesamt bei allen Proben zu einem
Einbruch in der Aktivitat. Auch hier lagen die mit Diclofenac belasteten Pflanzen in ihrer
GST-Aktivitat tiber den Kontrollen. Ein sehr dhnliches Bild lieferten die Ergebnisse fiir das
Substrat NBoC. Der beim NBC im Vergleich zum fritheren Messzeitpunkt, beobachtete
Riickgang in der GST-Aktivitdt war hier nicht zu erkennen. Bei beiden Konzentrationsstu-
fen war vielmehr ein Aktivitdtsanstieg zu erkennen. Nach einer Woche war die Aktivitat
fiir das Substrat NBoC in den mit 100 utM behandelten Pflanzen signifikant hoher als in
den Kontrollen (4 87 %).
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3.2.7.2 Spross

In Gerstenbléttern konnte fiir alle verwendeten Modellsubstrate eine GST-Aktivitdt nach-
gewiesen werden. Im Gegensatz zu den stets gesteigerten GST-Aktivitaten in der Wurzel
trat hier jedoch zumindest vereinzelt der umgekehrte Effekt einer GST-Hemmung auf.
Signifikant war diese Hemmung nach 72 Stunden fiir das Substrat CDNB. So erreichten die
ermittelten Aktivitaten zu diesem Zeitpunkt bei einer Belastung mit 100 pM Diclofenac nur
noch 70 % der fir die unbehandelten Kontrollen gemessenen CDNB-Aktivitat. Die DCNB-
Aktivitdten lagen nach 72 Stunden bei 10 und 100 pM Diclofenac leicht iiber den Werten
der Kontrollen, wenn auch nicht signifikant und mit deutlichen Schwankungen unter den
einzelnen Proben. Die Aktivitdten der beiden in ihrer Struktur sehr dhnlichen Substrate
NBC und NBoC folgen dem Verlauf der CDNB-Aktivitat, wenngleich die Unterschiede
auch hier nicht signifikant waren.

Nach einwochiger Versuchszeit kam es fiir das Substrat CDNB insgesamt zu einem
leichten Anstieg in der Aktivitdt. Die vormals signifikant gehemmte GST-Aktivitat bei
einer Belastung mit 100 ptM Diclofenac war nicht mehr zu beobachten. Die Werte fiir
die behandelten Pflanzen lagen etwas tiber den Kontrollwerten. Fiir alle anderen drei
Substrate setzte sich der Trend sinkender GST-Aktivitdten in den Blattern fort. So lagen
die Aktivitaten fiir DCNB, NBC und NBoC unter den Werten der Kontrollen und erreichten

lediglich die Gréenordnung der nach 72 Stunden erhobenen Konjugationsraten.
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Abbildung 3.22: Spezifische GST-Aktivitét in Blattern von H.vulgare fiir die Substrate CDNB (a),
DCNB (b), NBoC (c) und NBC (d). Kontrolle (schwarze Balken), 10 uM Diclofenac (hellgraue
Balken), 100 pM Diclofenac (dunkelgraue Balken). Werte und Fehlerbalken repréasentieren
Mittelwerte aus 3 biologischen Replikaten + Standardabweichungen. Signifikanzen im Vergleich
zu Kontrolle sind mit x gekennzeichnet (p < 0,05).
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3.2.8 Einfluss von Diclofenac auf Enzyme des antioxidativen Stoffwechsels in H.

vulgare
3.2.8.1 Waurzeln

Neben Glutathion S-Transferasen wurden auch die spezifischen Aktivitdten der Enzyme
Peroxidase, Ascorbat-Peroxidase, Glutathion-Reduktase und Katalase unter dem Einfluss

von Diclofenac in Blatter und Wurzeln von Gerste untersucht.

07 14
a b
0.6 - 12 4 I
= I =
© 05 ® 10 I
- -
(o) (o]
— —
Qo4 O g
(@) O
£ £
(u 0,3 - m 6 -
X X
= =n
< 0.2 1 < 4
h wi
01 - 5
0'0 T O - T !
72 168 72 168
Zeit [h] Zeit [h]
12 0,18
*
C 016 d
1.0 4
= T 014 -
9 9
5 08 - S 012 4 -
j — —_
a a
o T o 0107 *
g 06+ T = *
= = 008 -
g $
= 04 - = 0,06 -
< <C
w W 0,04 -
02 -
0,02 -
0,0 . - 0,00 - ||
72 168 72 168
Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 3.23: Spezifische Enzymaktivitiaten in Wurzeln in H. vulgare: (a) Peroxidase (Substrat
Guajacol), (b) Ascorbat-Peroxidase, (c¢) Glutathion-Reduktase, (d) Katalase. Werte und Feh-
lerbalken représentieren Mittelwerte aus 3 biologischen Replikaten + Standardabweichungen.
Signifikanzen im Vergleich zu Kontrolle sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).
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Peroxidase. Peroxidasen kommt neben der Katalyse oxidativer Reaktionen eine grofle
Bedeutung bei der Eliminierung des in der Zelle toxisch wirkenden Wasserstoffperoxid zu.
Sie katalysieren dabei dessen Spaltung in Sauerstoff und Wasser und tragen somit zur
Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies bei. Die Bestimmung der Peroxidase-Aktivitat mit
dem Substrat Guajacol gilt als vergleichsweise unspezifischer Biomarker fiir pflanzlichen
Stress. Die Ergebnisse der Peroxidasebestimmung in mit Diclofenac behandelten Pflanzen
sind in Abbildung dargestellt. In den Wurzeln trat nach 72 Stunden keine deutliche
Steigerung in der Aktivitat der Peroxidasen auf. Die Messwerte schwankten in einem
Bereich zwischen 0,1 und 0,2 pkat/mg mit leicht erhohten Umsétzen bei steigender
Diclofenac-Konzentration. Nach einer Woche war insgesamt eine wahrscheinlich durch das
hohere Alter der Pflanzen bedingte Peroxidase-Aktivitat zu beobachten. Die héchsten
Umséatze wurden hier bei einer Belastung mit 10 pM Diclofenac ermittelt, wohingegen bei
der hochsten Belastungsstufe von 100 ptM die gemessene Aktivitat im Mittel unter den
Kontrollpflanzen lag.

Dem Verlauf der POX-Aktivitdten sehr dhnlich erschienen die Ergebnisse fiir die Aktivi-
tatsbestimmung der Ascorbat-Peroxidase in den Wurzeln.

Ascorbat-Peroxidase. Das Enzym bildet den Anfang der Reaktionskaskade des
Ascorbat-Glutathion-Zyklus, der ebenfalls bei der Entgiftung von schadlichen Deriva-
ten des Sauerstoffs eine Rolle spielt. Uber die gesamte Versuchsdauer lagen die ermittelten
Aktivitaten auf einem hohen Niveau zwischen 8 und 12 pkat/mg. Auch hier kam es nach
den ersten drei Versuchstagen unter dem Einfluss von Diclofenac zu einer konzentrations-
abhéngigen Steigerung der Aktivitat. Bei der zweiten Probennahme nach einer Woche
fanden sich ebenso wie bereits bei der POX die hochsten Umsatzraten in den mit 10
1M Diclofenac belasteten Pflanzen. Auch hier lagen aber die Umsétze bei der héchsten
Belastungsstufe unter denen der Kontrollen. Im Vergleich zur 10 pM Gruppe sind die
ermittelten APOX-Aktivitdten aber signifikant geringer (3.23p).

Glutathion-Reduktase. Das Enzym Glutathion-Reduktase katalysiert die Reduktion
des oxidierten Glutathions (GSSG) in eine reduzierte Form und trégt dabei einen ent-
scheidenden Beitrag zur Glutathionhomdostase bei. Glutathion ist sowohl ein wichtiger
Reaktionspartner bei der Konjugation von Xenobiotika als auch ein bedeutendes Redukti-
onsdquivalent bei der Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies in der pflanzlichen Zelle im
Ascorbat-Glutathionzyklus.

Schon nach 72 Stunden war bei einer Belastung mit 100 nM Wirkstoff im Medium einer
Steigerung in der Aktivitat der Glutathion-Reduktase um 24 % mit einem Maximum
von ca. 0,6 pkat/mg zu erkennen. Deutlich ausgeprigter reagierten die Pflanzen nach

einwochiger Diclofenac-Exposition. Die ermittelten spezifischen Glutathion-Reduktase-
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Aktivitaten lagen in ihrer Dimension im Bereich der Werte nach 72 Stunden. Auch zu
diesem Zeitpunkt kam es in Anwesenheit von Diclofenac zu einem Anstieg in der Aktivitat.
Bei Inkubation mit 100 pM Diclofenac konnten im Vergleich zur Kontrolle mit Werten
um 0,4 pkat/mg, Glutathion-Reduktase-Aktivitaten von iiber 1,0 pkat/mg nachgewiesen
werden, was einer signifikanten Aktvitatssteigerung um 250 % entsprach. )
Katalase. Wasserstoffperoxid wird durch das Enzym Katalase zu Wasser und Sauerstoff
umgewandelt und tragt dabei direkt zur Entgiftung des zelltoxisch wirkenden Wasserstoff-
peroxid bei. In den Wurzel wurde die Katalase-Aktivitat zu Beginn des Experiments sehr
stark durch die Anwesenheit von Diclofenac modifiziert. Bei beiden Konzentrationen des
Analgetikums konnte ein signifikanter Anstieg in der Aktivitdt des Enzyms beobachtet
werden, der auf eine verstiarkte Bildung von Wasserstoffperoxid im Zusammenhang mit

gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies hindeutete.
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3.2.8.2 Spross

Der Einfluss einer Diclofenac-Exposition auf wichtige Enzyme des antioxidativen Stoff-
wechsels wurde auch in den Blattern untersucht (Abbildung |3.24)). Deutlich wurde hier,
dass der Effekt des Wirkstoffs im Vergleich zu den Wurzeln sehr viel schwécher ausgepréagt

war.
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Abbildung 3.24: Spezifische Enzymaktivitédten in Blattern von H. vulgare: (a) Ascorbat-Peroxidase,
(b) Peroxidase (Substrat Guajacol), (c¢) Glutathion-Reduktase, (d) Katalase. Kontrolle (schwarze
Balken), 10 nM Diclofenac (hellgraue Balken), 100 nM Diclofenac (dunkelgraue Balken). Werte
und Fehlerbalken représentieren Mittelwerte aus 3 biologischen Replikaten + Standardabwei-
chungen. Signifikanzen im Vergleich zu Kontrolle sind mit x gekennzeichnet bei p < 0,05.
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Peroxidase und Ascorbat-Peroxidase. Bei den Peroxidasen liefl sich auch in den
Blattern ein schwacher Anstieg in ihrer Aktivitidt beobachten. Diese Steigerung um +20 %
war bei der Ascorbat-Peroxidase nach 72 Stunden signifikant (Abbildung [3.24h). Nach
einer Woche pendelten die Werte fiir die Enzymaktivitdten wieder schwach tiber dem
Level der Kontrollen. Ein d&hnliches Muster fand sich bei der mit Guajacol als Substrat
gemessenen Peroxidase-Aktivitdt. Auch war mit steigender Diclofenac-Konzentration eine
Aktivitatssteigerung nach drei Tagen zu registrieren, die nach vier weiteren Versuchstagen
aber wieder zurtickging.

Glutathion-Reduktase. An allen untersuchten Messzeitpunkten schien die Anwesen-
heit von Diclofenac keinerlei Einfluss auf die Aktivitat der Glutathion-Reduktase in den
Blédttern zu haben. Hier lagen die gemessenen Aktivitdten sehr einheitlich auf dem Level
der Kontrollen. Lediglich nach drei Tagen war bei einer Belastung mit 100 pm Diclofenac
eine Steigerung in der Aktivitat zu erkennen, die sich statistisch nicht absichern lief3.

Katalase. Die Behandlung mit Diclofenac zeigte einen Einfluss auf die Katalase-
Aktivitéit in den Blattern, der sich in erhohten Enzymaktivitiaten widerspiegelte. Besonders
ausgepragt war dieser Effekt nach 72 Stunden bei einer Wirkstoftkonzentration von 100
pM. Zu diesem Zeitpunkt lagen die Katalase-Aktivitdten fiir diese Proben signifikant iiber
den Kontroll-Werten. Wie schon fiir die Wurzeln beschrieben, ging diese starke Induktion
nach weiteren vier Tagen in den Blattern wieder etwas zuriick. Dennoch lagen auch nach
168 Stunden die Katalase-Aktivitdten der mit Diclofenac behandelten Pflanzen immer
noch iiber den Aktivitdten der Kontroll-Gruppe (Abbildung [3.24).
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3.2.9 Einfluss von Diclofenac auf die Glycosyltransferase-Aktivitat in A. rusticana

Im Hinblick auf das in Gerste als auch in der Wurzelkultur des Meerrettichs nachgewiesene
Glucosekonjugat des Diclofenacs (siche Abschnitt [3.2.2)) sollte die Induzierbarkeit der

Glycosyltransferase-Aktivitat unter dem Einfluss von Diclofenac untersucht werden.
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Abbildung 3.25: Spezifische Glycosyltransferase-Aktivitdten in Wurzelzellen von A. rusticana
fiir die Substrate TCP (a), Quercetin (b) und Kaempferol (c). Schwarze Balken sind unbehan-
delte Kontrollen, weifle Balken mit 10 pM Diclofenac behandelte Proben. Werte représentieren
Mittelwerte zweier biologischer Replikate.
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Dazu wurden A. rusticana-Wurzelzellen mit 10 pM Dilcofenac inkubiert und zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten auf ihre Glycosyltransferase- Aktivitat fiir die Substrate 2,3,5-TCP,
Quercetin und Kaempferol und 4’0OH-Diclofenac hin untersucht.

Aufgrund der geringen Verfiigbarkeit konnten mit dem Substrat 4’OH-Diclofenac al-
lerdings nur einzelne Experimente durchgefiithrt werde, die allerdings einen qualitativen
Umsatz der Substanz durch pflanzliche Glycosyltransferasen belegten.

Die ermittelten Glycosyltransferase-Aktivitdten zu den angegebenen Zeitpunkten fiir
die einzelnen Substrate sind in Abbildung dargestellt (TCP (a), Quercetin (b) und
Kaempferol (c)). Dabei wurden mehrere Effekte deutlich. Zum einen ist ein zeitlicher
Verlauf der Glycosyltranferaseaktivitat zu erkennen. Dieser Verlauf gilt dabei sowohl fiir die
unbehandelten Kontrollen als auch die behandelten Zellen. Bei allen analysierten Proben
lag die hochste Glycosyltransferase-Aktivitdt in den Zellen 15 Stunden nach Beginn des
Experiments, d. h. nach der Applikation des Wirkstoffs bzw. des Losungsmittels, vor.
Fir die beiden endogenen Substrate Kaempferol und Quercetin fielen die ermittelten
Glycosyltransferase-Aktivitdten wieder ab und erreichten Werte, die in ihrer Groéfenord-
nung den zu Beginn des Experiments ermittelten Aktivitdten dhnelten. Lediglich fur
das kiinstliche Substrat 2,3,5-TCP kam es im weiteren Versuchsverlauf nach 39 Stunden
erneut zu einem derart starken Aktivitdtsanstieg. Vergleicht man die Glycosyltransferase-
Aktivitaten der unbehandelten Kontrollgruppe (schwarze Balken) mit der mit 10 pM
Diclofenac behandelten Gruppe (weifle Balken), so fillt auf, dass zu den ersten vier
Zeitpunkten (6, 15, 26 und 39 Stunden) des Experiments die Enzymaktivitdten der mit
Diclofenac behandelten Zellen tiber denen der Kontrollen lagen. Dieser Effekt war beim
2,3,5-TCP etwas schwécher ausgepragt als bei den anderen beiden Substraten. Besonders
deutlich trat dieser Effekt beim Kaempferol und Quercetin hervor, und dies wiederum zu
den Zeitpunkten 15 und 39 Stunden nach der Wirkstoffapplikation. Nach drei Tagen bzw.
einer Woche ging dieser Effekt fiir alle drei untersuchten Substrate wieder zuriick. Die
Enzymaktivitaten der Kontrollen und der behandelten Zellen lagen dann in etwa wieder

gleich auf.
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Abbildung 3.26: LC-MS-Chromatogramm eines Tests auf Glycosyltransferase-Aktivitét fiir das
Substrat 4‘OH-Diclofenac mit Enzym (a) und ohne Enzym (b).

In Abbildung |3.26]ist das LC-MS-Chromatogramm einer Probe fiir den Test auf GT-
Aktivitat dargestellt. Der Reaktionsansatz enthielt die unter angegebenen Kompo-
nenten und als Substrat 4’OH-Diclofenac in einer Konzentration von 100 pM sowie eine
Enzympraparation (siehe aus der Meerrettich-Wurzelkultur. Nach einer Inku-
bationszeit von 60 Minuten wurde die Reaktion abgestoppt und 5 nl der Probe in das
LC-MS-System injiziert.

Wahrend der Inkubation kam es zu einer Konjugationsreaktion, bei der auf das vorgelegte
Substrat 4’OH-Diclofenac ein Molekiil Glucose iibertragen wurde. Der Peak mit einer
Retentionszeit von 6,0 Minuten in Abbildung [3.26b zeigte ein m/z von 474 und liefl sich nur

in Proben, die sowohl das Enzym als auch eine Glucose-Quelle enthielten, nachweisen. Die
MS/MS-Analyse resultierte in exakt dem in Abbildung dargestellten Massenspektrum.
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3.2.10 P450-Aktivitat

Die Beobachtung eines hydroxylierten Diclofenacmetaboliten (vgl. Abschnitt lief3
auf eine Beteiligung der sowohl im Sadugerorganismus als ich auch in Pflanzen bedeuten-
den Enzymfamilie der P450-Monooxygenasen schlieBen. Mit Hilfe des unter Abschnitt
beschriebenen Testsystems wurde die mikrosomale P450-Aktivitat in Mikrosomen-
praparationen von Meerrettich-Wurzelzellen, die fiir die Dauer von 24 Stunden mit 100
M Paracetamol bzw. 10nM Diclofenac inkubiert wurden, bestimmt. Die Messung des
Sauerstoffverbrauchs erfolgte am Fluoreszenz-Photometer iiber das Ausbleichen eines
fluoreszierenden Farbstoffes. Die Zunahme des Fluoreszenz-Signals entspricht dabei der

Menge an verbrauchten Sauerstoff. Die P450-Enzymaktivitat wird als nmol verbrauchter

Sauerstoff pro mg Protein angegeben.

EA [nkat/mg]

0 T T
Paracetamol Diclofenac

Abbildung 3.27: Spezifische P450-Aktivitdt in Meerretich-Wurzelzellen nach Inkubation mit
100 pM Paracetamol bzw. 10 uM Diclofenac fiir 24 Stunden. Kontrollen (schwarze Balken),
behandelte Proben (graue Balken). Datenpunkte représentieren Mittelwerte von 3 biologischen
Replikaten + Standardabweichung.

Abbildung stellt die Ergebnisse eines 24stiindigen Inkubationsexperiments mit der
Meerrettich-Zellkultur dar. Fiir beide Wirkstoffe waren die P450-Aktivitdten in den mit
Wirkstoff behandelten Proben hoher als in den unbelasteten Kontrollen. Dieser Effekt war
nach der Paracetamolbehandlung deutlicher ausgeprégt als in den mit Diclofenac behandel-
ten Proben, die in ihren Aktivitaten starker abwichen. Die bereits beschriebenen Ergebnisse

fir die identifizierten Metaboliten, lassen auf eine Beteiligung der P450-Enzymgruppe
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Abbildung 3.28: LC-MS-Chromatogramm: Inkubation von CYP2C9 mit Diclofenac.

schlieflen. Die dargestellten Ergebnisse belegen einen enzymatischen Umsatz beider Sub-
strate. Die hoheren Aktivitaten in den inkubierten Zellen sprechen fiir eine Induktion der
entsprechenden Enzyme.

Im Menschen ist das Protein CYP2C9 aus der Klasse der P450-Monooxygenasen fiir die
Hydroxylierung von Diclofenac zu 4’0OH-Diclofenac verantwortlich.

Die dabei ablaufende Oxidation konnte massenspektrometrisch verfolgt werden. P450-
Enzyme bendétigen fiir die von ihnen katalysierten Reaktionen NADPH als Reduktionsaqui-
valent. 10 pmol CYP2C9 wurden mit 200 pM Diclofenac in der An- und Abwesenheit eines
NADPH-regenerierenden Systems (1,3 mM NADPH, 3,3 mM MgCls, 3,3 mM Glucose-6-
Phosphat, 0,4 U/ml Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase) fiir zwei Stunden bei 27 °C und
pH 7,5 (100 mM Tris/HCI) inkubiert. Das Volumen des Reaktionsansatzes betrug 200 pl.
Die Reaktion wurde mit 50 pl ACN /Essigsaure (94/6, v/v) abgestoppt. Die Proben wurden
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nach Zentrifugation direkt in das LC-MS-System injiziert und massenspektrometrisch
analysiert. In Abbildung sind die Chromatogramme der beiden Proben abgebildet.
Wiéhrend es bei der in Abbildung dargestellten Probe in Abwesenheit des regene-
rierenden Systems zu keinerlei Umsatz von Diclofenac und einer Produktbildung kam,
ist in Abbildung deutlich der Peak des gebildeten 4’OH-Diclofenacs zu erkennen.
Die Massenspektren im Full Scan und unter MS/MS-Bedingungen bestéatigen eindeutig
die Struktur des Substrats und des entstandenen Produkts und entsprachen den bereits

abgebildeten Spektren der beiden Substanzen Diclofenac bzw. 4’OH-Diclofenac.

3.2.11 Enzymatischer Umsatz von Diclofenac durch Peroxidasen

3.2.11.1 Spektrometrische Charakterisierung des Reaktionsprodukts

=
=]

Abbildung 3.29: Optisches Spektrum des gebildeten Reaktionsprodukts.

Nach Inkubation von Diclofenac mit Wasserstoffperoxid und Peroxidase aus Meerrettich
(HRP) konnte in vitro eine rasche Verfarbung des Ansatzes hin zu einer tief orangen Farbe
beobachtet werden. Die Aufnahme eines optischen Spektrums im Photometer iiber einen
Wellenléangenbereich von 250-800 nm ergab das in Abbildung dargestellte Spektrum.
Die blaue Linie stellt dabei das Spektrum des Blanks, d. h. das Spektrum des verwendeten
Puffer-Systems dar.

Deutlich war in der Probe ein echtes Absorptionsmaximum bei 450 nm zu erkennen,

was auf die Bildung eines durch die enzymatisch katalysierte Reaktion entstandenen
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Produkts hinwies. Zur Untermauerung der These einer in Anwesenheit von Peroxidase und
Wasserstoffperoxid ablaufenden enzymatisch katalysierten Reaktion mit Diclofenac wurde
der enzymatische Umsatz in Abhéngigkeit von der Menge an vorhandenem Substrat bzw.
in Abhéngigkeit der Enzymmenge untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung [3.30k, b
dargestellt. Deutlich ist zu erkennen, dass der Umsatz tiber die Dauer von zehn Minuten
linear verlief und dabei sowohl von der Menge an eingesetztem Substrat als auch von der

im Ansatz verwendeten Enzymmenge abhéngig war.
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Abbildung 3.30: (a) Absorptionszunahme iiber die Zeit bei 450 nm in Abhéangigkeit von der
eingesetzten Menge an HRP. 2 Units POX (rot), 1 Unit POX (blau). (b) Absorptionszunahme tiber
die Zeit bei 450 nm in Abhéngigkeit von der Diclofenac-Konzentration im Ansatz. Zahlenwerte
beziehen sich auf die Diclofenac-Konzentration im Ansatz in M.
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Der starkste Umsatz fand sowohl bei der hochsten Substratkonzentration, als auch bei
der groffiten Menge an eingesetztem Enzym statt.In Abbildung ist die bei verschie-
denen pH-Werten gemessene Extinktion nach einer Inkubationsdauer von 10 Minuten
dargestellt. Im Reaktionsansatz lagen 200 pM Diclofenac, 18 ntM Wasserstoffperoxid so-
wie 20 U Meerrettich-Peroxidase bzw. eine Enzympréiparation aus Gerstenwurzeln oder
Meerrettichzellen vor. Bei gleicher Menge an eingesetztem Enzym wurde die Extinktion
bei 450 nm bei unterschiedlichen pH-Werten bestimmt. Deutlich ist dabei zu erkennen,
dass bei pH 5,5 ein maximaler enzymatischer Umsatz stattfand. Dies war sowohl bei der
kommerziell erhéltlichen und als rein deklarierten Peroxidase aus dem Meerrettich als auch
bei den getesteten Enzympréparationen aus Gerste und der Meerrettich-Wurzelkultur
der Fall, was wiederum auf eine direkte Beteiligung von in den Extrakten enthaltenen
Peroxidasen schlieflen lie8. Die dargestellten Daten wurden mit Natriumphosphatpuffern
mit den angegebenen pH-Werten ermittelt. Ein alternativer Einsatz von unterschiedlichen
Puffersystemen (Succinat, Citrat) im sauren pH-Bereich zeigte in parallel durchgefithrten
Experimenten keinen Einfluss auf die Menge an gebildetem Reaktionsprodukt (Daten nicht
abgebildet).
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Abbildung 3.31: Enzymatischer Umsatz in Abhéngigkeit vom pH-Wert (Natriumphosphat-Puffer).
HRP (®), Proteinextrakt von A. rusticana (O), Proteinextrakt von H. vulgare Wurzel ().
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3.2.12 Stopped-flow-Spektrometrie mit HRP und Diclofenac

Nachdem in vorherigen Kapitel erstmals der mogliche Umsatz von Diclofenac durch
Meerrettich-Peroxidase (HRP) besprochen wurde, konnten kinetische Studien zur Bindung

von Diclofenac an HRP durchgefiihrt werden.
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Abbildung 3.32: Reduktion von 1 pM HRP-CI durch 50 Moldquivalente Diclofenac in Mcllvaine-
Puffer bei pH 5,5. Spektraldaten stellen den Ubergang von CI (blaues Spektrum, 0,0018 s,
Amaz(T): 403 nm) tiber CII (rotes Spektrum, 2,359 s, Apaz(T): 418,1 nm, 527 nm und 555 nm)
nach E (griines Spektrum, 43,8 s, Amaz(1): 403 nm, 498 nm) dar. Isobestische Punkte: 397 nm
(CI/CII), 411 nm (CII/E), 425 nm (CI/E). (A) Rohdaten, (B) Soret Bande, (C) Q-Bande.

Aktive Intermediate der HRP oxidierten Diclofenac. Bei pH 5,5 reagierte das zuvor
gebildete CI (Compound I) mit Diclofenac iiber CII (Compound II) zu E (Enzym im
Grundzustand). Dies wurde durch die Verschiebung des Isobestischen Punkts von 397 nm
(CI und CII) nach 411 nm (CII und E) bestétigt (Abbildung [3.32A, B, C).
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Zusétzlich zeigte die Auswertung der Singularwertzerlegung (Abbildung , B) und
der Faktorenanalyse (Abbildung [3.33C) die Bildung dreier, im Spektrum voneinander
unterscheidbarer Komponenten, die CI, CII und E zugeordnet werden konnten. Drei
V- (Abbildung [3.33/A) und U-Vektoren (Abbildung [3.33B) unterschieden sich besténdig
iber alle Wellenlangen bzw. die Zeit und zeigten so das Vorhandensein der entstande-
nen Zwischenprodukte. Die verbleibenden Vektoren zeigten lediglich ein Rauschen. Die
Identifizierung der drei Komponenten rechtfertigte die Anwendung eines Modells mit
zwei kinetischen Prozessen auf die Daten, die mit einer zweistufigen Reaktion modelliert
wurden: CI—CII—E (Abbildung [3.33D). Dies wurde weiterhin durch den Vergleich der
modellierten Daten mit den kinetischen Daten der Verschiebung der Absorption bei 403
nm und 420 nm bestétigt, die den Zerfall von CI (403 nm), die Bildung von CII (420 nm),
den Zerfall von CII (420 nm) und die Bildung von E (403 nm) anzeigten (Abbildung (3.33[E).
Zusatzlich variierten die Residuen zufallig und zeigten keine systematische Verteilung
gegeniiber dem fit fiir alle Wellenldngen (Abbildung ) Zusammenfassend zeigte das
kinetische Modell CI—-CII—E eine gute Korrelation mit den erhobenen Daten.

Wenn die Geschwindigkeitskonstanten pseudo 1. Ordnung (k) fur die Reduktion von
C1 durch Diclofenac gegen die Diclofenac-Konzentration aufgetragen wurden, konnten
die Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung (k) aus der Steigung der Geraden bestimmt
werden (Abbildung . Ein Korrelationskoeffizient von R?=0,9982 fiir ko und 0,9976
fiir kg belegten die gute Korrelation der Daten und die Genauigkeit der bestimmten
Umsatzraten 2. Ordnung. Die niedrigen Werte des Y-Achsenabschnitts (0,5132 fir ko sowie
0,0945 fiir koyr) deuteten auf saubere Praparationen ohne weitere Elektronendonatoren hin
(DUNFORD und STILLMAN, (1976)). In Tabelle [3.3|sind in der Literatur beschriebene
Ratenkonstanten fiir die Reduktion von HRP-C1 durch Diclofenac und weitere Substrate

angegeben.

Tabelle 3.3: Ratenkonstanten 2. Ordnung (k) fiir die Reduktion von HRP-CI durch Diclofenac
im Vergleich mit anderen Substraten.

Substrat kcr(M~1's™1) ko (M~'s™!)  Quelle

Diclofenac 2,35 x 10% 8,85 x 102 vorliegende Arbeit
Diclofenac 6,05 x 103 9,75 x 10! DUNFORD (1999)
Ferulasiure 4,8 x 107 1,3 x 107 HENRIKSEN et al.| (1999)
Indol-3-propionsiure 6,6 x 103 4,0 x 102 HENRIKSEN et al.| (1999)
p-Aminobenzoesiure 6,5 x 103 4,9 x 102 HENRIKSEN et al.| (1999)
Ferrocynanid 1,4 x 107 2,1 x 10° HENRIKSEN et al.| (1999)
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Abbildung 3.33: Stopped- Flow-Analyse des Umsatzes von Diclofenac durch HRP. Reduktion von
1 pM HRP-CI durch 50 Moldquivalente Diclofenac in Mcllvaine- Puffer bei pH 5,5 (A). V- (B) U-
Vektoren (z. B. Intermediate) wurden durch SVD Analyse identifiziert. (C) Durch Faktoranalyse
modellierte Absorptionsprofile der Intermediate (z. B. CI, CII und E). (D) Konzentrationsprofile
der kinetischen Entwicklung der Intermediarprodukte. (E) Zeitlicher Verlauf der Absorption bei
402 nm (z. B. Zerfall von CI, Bildung von E) und 420 nm (z. B. Bildung und Zerfall von CII) im
Vergleich zum modellierten Verlauf (CI—CII—E-Modell). (F) Zufillige Verteilung der Residuen

iiber die Wellenldngen und die Zeit.
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Abbildung 3.34: Kinetische Daten der Reduktion von aktiviertem CI mit Diclofenac bei pH 5,5
in Mecllvaine Puffer (k,,s=Geschwindigkeitskonstanten pseudo 1. Ordnung).

Damit konnte klar belegt werden, dass Diclofenac durch die HRP katalytisch umgesetzt

wurde. Das dabei entstandene Reaktionsprodukt wurde massenspektrometrisch analysiert.

3.2.13 Massenspektrometrische Charakterisierung

Neben der Bestimmung der optischen Eigenschaften des gebildeten Reaktionsproduktes
erfolgten massenspektrometrische Untersuchungen um die gebildete orange Substanz
genauer charakterisieren zu konnen. Bei den mit dem gebildeten Stoff durchgefiithrten
Analysen konnte im Vergleich zu Kontroll-Inkubationen ohne Peroxidase ein Signal mit
m/z 310 identifiziert werden, welches sich reproduzierbar nur in Inkubationen, die das
Enzym enthielten, nachweisen lie§ (Abbildung .

MI1YAMOTO et al|(1997) beschreiben in ihrer Studie Oxidationsexperimente von
Diclofenac mit Hypochloriger Sdure (HOCI) und dem Enzym Myeloperoxidase aus den
neutrophilen Granulozyten im S&ugerorganismus einen dabei entstehenden Metaboliten
mit dem gleichen Masse-Ladungsverhéltnis von m/z 310. Unter sehr &hnlichen chro-
matographischen und massenspektrometrischen Bedingungen zeigte der Metabolit in
MS/MS-Experimenten ein dominierendes Fragment mit m/z 292 (100 %). Das MS/MS-
Spektrum des bei Inkubation von Diclofenac, HyO5 und der pflanzlichen Peroxidase aus A.
rusticana entstehenden Metaboliten ist in Abbildung dargestellt. Aufféillig war dabei
die Bildung genau eines Fragments mit m/z 292, welches auf die Abspaltung von H,O

schlieflen lieB (M1YAMOTO et all 1997, FORREZ et all 2010). Die Autoren postulieren
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Abbildung 3.35: LC-MS-Chromatogramm von (M+H)" m/z 310 eines Ansatzes von Diclofenac,
HRP und H>0; (a) sowie einem Kontrollansatz ohne HRP (b).

die Entstehung eines reaktiven Iminoquinon-Metaboliten des Diclofenacs. Zuséatzlich zu
der massenspektrometrischen Untersuchung beschreiben M1YAMOTO et al.| (1997) ein
Absorptionsmaximum fiir den Metaboliten, welches bei ~ 450 nm liegt und dem in der
vorliegenden Arbeit bestimmten Maximum sehr dhnlich war (siehe Abbildung [3.29). Wei-
terhin konnte eine rasche Entfirbung sowie eine Verdnderung des Spektrums nach Zugabe
von 100 pM Ascorbinsdure beobachtet werden, was ebenfalls der Schilderung der Autoren

der oben genannten Studie entsprach (Daten nicht abgebildet).
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Abbildung 3.36: MS/MS-Spektrum des bei Inkubation von Diclofenac, HyOs und HRP entste-
henden Metaboliten mit (M+H)* m/z 310.

3.2.14 Zusammenfassung der postulierten Metaboliten
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Abbildung 3.37: Postulierte Diclofenacmetaboliten in Pflanzen.

Zum Ende des Kapitels sollen die erwdhnten Metaboliten des Diclofenacs noch einmal
zusammenfassend erwahnt werden (Abbildung . Das an 4’-Position hydroxylierte
Diclofenac geht aus einer Oxidationsreaktion unter Beteiligung von P450-Monooxygenasen
hervor. Glycosilierung erfolgt an der in Phase-1 am Molekiil eingefiigten Hydroxygrup-
pe. Fir die Bildung von Diclofenac-2,5-Iminochinon wird die Beteiligung pflanzlicher

Peroxidasen postuliert.



4 Diskussion

Wihrend die Phytoremediation von Industrieschadstoffen und Schwermetallen (SCHRO+
DER et al) 2007; SCHRODER und COLLINS, 2002, VANEK et al., |2006) in den
letzten Jahren verstirkt Interesse gefunden hat, das auch zu intensiven Studien tiber
den pflanzlichen Entgiftungsstoffwechsel fiihrte, ist die Menge an vorhandenen Daten zur
Aufnahme und Entgiftung von Pharmaka in Pflanzen vergleichsweise gering.

Dabei ist gerade von diesen Substanzen, die speziell fiir Interaktionen mit physiologischen
Endpunkten und metabolischen Stellgrofien synthetisiert werden, eine starke Einwirkung
auf den Stoffwechsel zu erwarten.

Die fiir die Studie verwendeten Pflanzen wurden nach mehreren Gesichtspunkten ausge-
wahlt. In bereits durchgefithrten Arbeiten hat sich die Gerste als Modellsystem im Labor
bewahrt. Sie zeichnet sich unter anderem durch ihre ganzjahrige Verfiigharkeit und ihre
guten Wachstumseigenschaften in hydroponischen Systemen aus. Als Vertreter aus der
Familie der Siilgréser (Poaceae) ist sie eng verwandt mit Phragmites australis, welches
eine herausragende Rolle in der biologischen Abwasserreinigung durch Pflanzen einnimmt
(FEDIUC und ERDEI, 2002, [YANYU et al., 2010). Auch in der Literatur ist der Einsatz
von Gerste fiir Studien zur Phytoremediation beschrieben (GHALY und FARAG) 2007)).

Die sterile Meerrettich-Wurzelkultur eignet sich hervorragend zur Durchfithrung von
Metabolismus-Studien. Die Wachstumsbedingungen konnen komplett kontrolliert und der
Einfluss von Mikroorganismen kann ausgeschlossen werden. Hinzu kommt hier ebenfalls
das schnelle Wachstum sowie die Moglichkeit, tiber einen langen Zeitraum hinweg mit
gleichbleibend homogenem Pflanzenmaterial zu arbeiten. Ebenso wie die Gerste ist die
Wurzelkultur von A. rusticana ein in der pflanzenphysiologischen Forschung etabliertes
Modellsystem (NEPOVIM et all 2004).

Bei beiden verwendeten Wirkstoffen handelt es sich um Vertreter aus der Klasse der
nichtopioden Analgetika, die aufgrund ihrer enormen Verbreitung und der hohen Pro-
duktionsmengen als umweltrelevant eingestuft werden miissen. Diclofenac ist eine der
pharmazeutischen Substanzen, die schlecht durch herkémmliche Verfahren der Abwasserrei-
nigung eliminiert wird und deshalb besonders haufig in Oberflichengewdassern nachgewiesen
wird (WIEGEL et all 2004, HEBERER et all 2002).
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4.1 Paracetamol

Fiir Paracetamol konnte eine Aufnahme in die Pflanzen nachgewiesen werden. Wahrend
diese Studie die Aufnahme von Paracetamol in einem Kurzzeitexperiment in die Wurzel-
zellen des Meerrettichs beschreibt, untersuchten BARTHA et al.| (2010) in der aktuellen
Studie die Aufnahme und den Einfluss von Paracetamol in Brassica juncea. Dabei kommen
sie zu einem &hnlichen Ergebnis: Die Aufnahme des Wirkstoffs erfolgt sehr rasch, ebenso
wie die mit der Aufnahme einsetzende Metabolisierung der Substanz.

Die Metabolismusstudie von Paracetamol in einem sterilen Modellsystem wie der Wur-
zelkultur von A. rusticana lieferte erneut eine Bestatigung des sogenannten Konzepts der
griimen Leber. Mit der Bildung eines Glucose-Konjugats einerseits und der Formation
eines Glutathion-Konjugats andererseits sind zwei der im Pflanzenreich bedeutsamsten
Mechanismen zur Entgiftung von Xenobiotika verwirklicht. Die Tatsache, dass fiir einen
Wirkstoff zwei voneinander vollig unabhédngige Metaboliten nachgewiesen wurden, setzt
die Beteiligung zweier ebenfalls unabhéangig voneinander arbeitenden Stoffwechselwege
voraus.

Der in Menschen am héaufigsten gebildete Metabolit des Paracetamol ist die glucuroni-
sierte Form, die zwischen 40 und 67 % der gebildeten Konjugate repréasentiert. Der Rest
wird zu einem Teil an Sulfat (20-46 %) oder zum anderen an Cystein (3 %) gebunden
(BERTOLINTI et al., 2006). Ein Anteil von 5-15 % wird von P450-Monooxygenasen weiter
zu N-Acetyl-p-benzoquinonimin (NAPQI) oxidiert, das spontan an Nukleotide, DNA oder
RNA binden kann und so seine Toxizitédt entfaltet. Entgiftung ist nur moglich wenn das
NAPQI mit Glutathion weiter reagieren kann (CORCORAN et all |1980). Der dabei
entstehende Paracetamol-Glutathion-Komplex wird weiter in die nichttoxischen Cystein-
und Mercapturformen tberfiihrt, die dann tiber den Urin ausgeschieden werden (MILLER
et al., (1976).

Die Identifizierung der in Pflanzen gebildeten Paracetamol-Metaboliten erfolgte mas-
senspektrometrisch, wobei der Analyse charakteristischer Masseniibergénge in MS/MS-
Experimenten eine besondere Bedeutung zukommt.

Detektiert wurden auf diese Art sowohl ein Glucose-Konjugat als auch ein Glutathion-
Konjugat bzw. der daraus entstandene Cysteinmetabolit. Der detektierte Masseniibergang
war im Falle des Paracetamol-Glutathion-Konjugats m/z 457—> 328, welcher auf die
Abspaltung des Glutamylrests zuriickzufiihren ist. Exakt der gleiche Masseniibergang
wurde von MUTLIB et al. (2000) und KOSTRUBSKY et al.|(2005) fiir Paracetamol-
Glutathion in Rattenlebern bzw. menschlichen Hepatozyten beschrieben. Die Identfizierung
des Cysteinmetaboliten (m/z 271) erfolgte anhand des Fragments mit m/z 182, welches

durch einen Bruch am Schwefelatom im Molekil entsteht.
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Die Identifizierung eines Paracetamol-Glucopyranosids erfolgte iiber die Detektion eines
Massendefekts von m/z 162, was der Abspaltung eines Molekiils Glucose entspricht. Das
Glucopyranosid von Paracetamol war bis zum jetzigen Zeitpunkt nur in einem aus Boden
isolierten filamentosen Pilz beschrieben. Die Autoren der Studie HUANG et al.| (2006))
beschreiben, ebenfalls mit LC-MS detektiert, den entsprechenden Masseniibergang von
m/z 314—>152. Hinzu kommt, in der vorliegenden Arbeit und als ein weiterer Beleg
der Struktur, das Auftreten des entsprechenden Natriumaddukts mit [M+Na|* m/z 336
und dem entsprechenden Fragment mit m/z 174, was eindeutig auf eine Anlagerung des
Natriumions an die Struktur des Paracetamols hindeutet. Die verwendete Ionenfalle erlaubt
die Durchfiihrung sogenannter Mehrfachstossexperimente. In MS3-Experimenten konnte
das Paracetamol-Glucopyranosid mit m/z 314 in einer ersten Fragmentierung zu m/z 152,
und in einer weiteren zu m/z 110 fragmentiert werden.

Neben der massenspektrometrischen Charakterisierung konnte in den beschriebenen
Inkubationsexperimenten mit kauflicher 3-D-Glucosidase die glycosidische Bindung im
von den Wurzelzellen gebildeten Paracetamol-Glucopyranosid wieder enzymatisch aufge-
spalten werden. Dies hatte zum einen das Verschwinden des Signals m/z 314 bzw. 336
im Chromatogramm zur Folge, und zum anderen resultierte es in der Zunahme um die
entsprechende Menge an durch die Spaltung freigesetzten Paracetamol.

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse lassen im Vergleich zum Menschen
auf eine sehr dhnliche Art der Entgiftung von Paracetamol in Pflanzen schlieflen. Aufgrund
des Fehlens von Glucuronsiaure in den meisten Arten ist die Glucuronidierung eines
Fremdstoffes in Pflanzen nicht existent, wohingegen eine Konjugation mit Glucose in
wenigen Fallen fiir bestimmte Stoffe auch im Saugerorganismus existiert. KIRKMAN et al.
(1998) beschreiben in ihrer Studie die Bildung eines Bromfenac-Glycosids in Ratten.

In dem fiir die Studie verwendeten Modellsystem, der Wurzelkultur von Meerrettich, ist
die glycosilierte Form des Paracetamols mit 64 % der am haufigsten auftretende Metabolit.
Ausgehend von der Struktur des Paracetamols und dem in MS/MS-Experimenten auftre-
tenden Verlust des Glucoserests ist die Bildung eines O-Glycosids an der Hydroxygruppe
der Ringstruktur des Acetaminophens duflerst wahrscheinlich. Die vorliegende Arbeit liefert
auch hier den ersten Befund zur Bildung eines Paracetamol-O-Glycosids in Pflanzen.

Die Reaktionen des Wirkstoffs Acetaminophen sowohl mit Glutathion als auch Glucose
sind sehr rasch ablaufende Prozesse. Beide konjugierten Formen waren bereits nach
einer Inkubationszeit von nur drei Stunden in den Zellen nachweisbar. Der Bildung
eines Paracetamol-Glutathion-Komplexes muss die Oxidation des Wirkstoffes zu NAPQI
voraus gehen, was stark auf eine Beteiligung des pflanzlichen P450-Monooxygenasen-

Enzymsystems schlieflen lasst.
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Abbildung 4.1: Postulierter Metabolismus von Paracetamol in verschiedenen Organismen (HUBER
et al., [2009).

NAPQI selbst konnte in den Pflanzen als intermedidrer Metabolit nicht eindeutig
detektiert werden. Dies kann zum einen an der hohen Reaktivitidt des Intermediates
liegen, zum anderen unterscheiden sich Paracetamol und NAPQI in ihrer molaren Masse
lediglich um ein Proton, was eine eindeutige Identifizierung im Massenspektrometer
erschwert. Ebenso wie im Sauger sind P450-Monooxygenasen in Pflanzen an einer Vielzahl
von Stoffwechselprozessen beteiligt, insbesondere bei der Entgiftung von organischen
Fremdstoffen (SIMINSZK Y|, 2006; PFLUGMACHER und SANDERMANN| (1998a).

Basierend auf den in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnissen stellt das mit
Glutathion konjugierte Paracetamol mit 17 % in Pflanzen den kleineren Anteil der beiden
Konjugate dar, was wiederum dem im menschlichen Organismus beobachteten Verhéltnis

der Metaboliten entspricht.
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Im Hinblick auf die Phytoremediation von Arzneimittelwirkstoffen wie dem Paracetamol
kommt die Bildung eines Paracetamol-Glucopyranosids eine besondere Rolle zu, da die
Glycosilierung einen deutlichen Hinweis auf die spatere Bildung von gebundenen Riickstan-
den und somit einem dauerhaften Einbau in die pflanzliche Zellwand gibt (KOMOSSA
und SANDERMANN| [1995)).

Im Gegensatz zum tierischen System konnte zu keinem Zeitpunkt der durchgefiihrten
Experimente eine sulfatierte Form des Paracetamols in Pflanzen nachgewiesen werden.
Sulfotransferasen sind in Pflanzen héufig vorkommende und detailliert untersuchte Enzyme.
Ihre Rolle bei der Entgiftung von Xenobiotika ist dennoch offenbar als vergleichsweise gering
einzustufen (WEINSHILBOUM et al}|1997). Inwieweit das Fehlen dieser Struktur in den
untersuchten Proben tatsdchlich auf einen fiir dieses Substrat fehlenden Stoffwechselweg
hindeutet, oder aber ob die Sulfat-Konjugation mit der angewendeten Methode und den
zur Verfiigung stehenden analytischen Mitteln nicht nachgewiesen werden konnte, bleibt
zu diesem Zeitpunkt der Arbeit noch offen. Anzufiigen sei aber hier der wiederholte
Versuch, das sulfatierte Paracetamol mit unterschiedlichen Enzympraparationen in vitro zu
erzeugen. Dies gelang jedoch mit keiner der getesteten Fraktionen. Eine Zusammenfassung
des Metabolismus von Paracetamol in den verschiedenen Organismen, inklusive der in
dieser Arbeit postulierten Verstoffwechslung in Pflanzen ist in Abbildung dargestellt.
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4.2 Diclofenac

Mit der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal der Einfluss und der Metabolismus
des weltweit verbreiteten Schmerzmittels und Entziindungshemmers Diclofenac auf hohere
Pflanzen untersucht. SCHMITT-JANSEN et al.|(2007) analysieren in ihrer Arbeit die
Toxizitat von Diclofenac und dessen durch Phototransformation entstehende Abbaupro-
dukte in der einzelligen Griinalge Scenedesmus vacuolatus. Dabei wurde aber lediglich die
Reproduktion der Alge unter dem Einfluss des Wirkstoffs und der Phototransformations-
produkte untersucht, wobei diese nicht genauer charakterisiert wurden. Daneben existieren
Studien zur Bewertung des 0kotoxikologischen Risikos von Diclofenac vor allem in Hinblick
auf aquatische Organismen (FERRARI et al., [2003; TRIEBSKORN et al., [2004).

Die vorliegende Studie wurde neben der sterilen Wurzelkultur von A. rusticana mit
Gerste (H. vulgare) durchgefithrt, um neben dem vereinfachten System einer Zellkultur
tatsichlich den Metabolismus in einer héheren Pflanze analysieren zu kénnen. Mit 4C-
markiertem Diclofenac konnte erstmalig die Aufnahme des Wirkstoffs sowohl in Wurzeln als
auch in Blatter gezeigt werden. Durch den Wirkstoff verursachter Stress auf die Pflanzen
wurde dabei anhand verschiedener Parameter erfasst. Es konnte gezeigt werden, dass
von den Pflanzen aufgenommenes Diclofenac einen negativen Einfluss auf den Gehalt der
photosynthetisch aktiven Pigmente (Chlorophyll a und Chlorophyll b) sowie die Menge an
Carotinoiden in den Blattern der Gerste hat. Des weiteren konnten in diesem Zusammen-
hang Effekte auf den Glutathiongehalt, die Aktivitdt von Glutathion S-Transferasen und
wichtige Enzyme des Glutathion-Ascorbat-Zyklus festgestellt werden.

Zentraler Aspekt der Dissertation war die Identifizierung der fiir die Detoxifizierung
verantwortlichen Stoffwechselwege und der daran beteiligten Enzyme sowie eine Charakte-
risierung der entstehenden Metaboliten.

Im Folgenden sollen die erhobenen Daten kritisch diskutiert und mit der bereits zum

Thema vorhandenen Literatur korreliert werden.

4.2.1 Wirkstoffaufnahme

Durch eine Aufnahmestudie mit *C markiertem Diclofenac konnte die Aufnahme des
Wirkstoffs iiber die Wurzeln und der Transport in den Spross und die Blatter eindeutig
belegt werden.

Die Aufnahme war dabei iiber den Zeitraum von 48 Stunden linear. Das Erreichen einer
Sattigung der Aufnahme konnte tiber die beprobten zwei Tage nicht beobachtet werden.
Offensichtlich war das Konzentrationsgefille zwischen der dufleren Wirkstoffkonzentration

im Nahrmedium zur Wirkstoffkonzentration im Gewebe stets grofi genug. Dies kann zum
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einen durch die hohe Konzentration im Medium bedingt sein, zum anderen aber kann der
schnell einsetzende Metabolismus, durch den standig freies Diclofenac verbraucht wird,
Grund fiir ein permanentes Konzentrationsgefalle sein.

Mit Ausnahme von wenigen, in ihrer Struktur Phytohormonen sehr dhnlichen Stoffen
ist die Aufnahme und der Transport von Xenobiotika in Pflanzen ein passiv ablaufender
Prozess, der auf Diffusion und der Loslichkeit einer Substanz in Membranen und Wasser
beruht. Dabei sind die Molekiilgrée (TOPP et al., [1986) und die physiko-chemischen
Eigenschaften des Stoffes von besonderer Bedeutung (T RA PP, |1995)). Es wird angenom-
men, dass Substanzen mit einem Molekulargewicht > 1000 nicht mehr von biologischen
Membranen absorbiert werden kénnen (SANDERSON et al., 2004). Stark polare Molekiile
konnen biologische Membranen nicht passieren, wo hingegen stark lipophile Stoffe an
im Boden vorhandenen Strukturen sorbieren und deshalb fiir die Pflanze nicht verfiig-
bar sind. Eine optimale Aufnahme in Pflanzen ist fiir Xenobiotika mit einem log K ow
(Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffezient) zwischen 0,5 und 4 beschrieben (HARVEY et all
2002; SCHRODER und COLLINS| 2002). Fiir die effektivste Aufnahme einer Chemikalie
in den Spross beschreiben BR1GGS et al.[(1982)) einen log K ow von 2. Des weiteren besteht
eine Abhéngigkeit zwischen dem pKg-Wert (Saurckonstante) einer Substanz und ihrer
Mobilitat in Pflanzen. Diclofenac liegt mit einem log K ow von 4 und einem pKg-Wert von
4,15 noch am Rande des von BROMILOW und CHAMBERLAINE| (1998) beschriebenen
Bereichs, in dem ein Transport iiber das Xylem erfolgen kann.

Mit seinen lipophilen Eigenschaften kann das Diclofenac biologische Membranen leicht
passieren und so in die Wurzeln gelangen. Die Limitierung der Aufnahme von lipophilen
Substanzen durch Absorptionsprozesse an biologische Matrizes kann in diesem Falle ver-
nachléssigt werden, auch wenn die Absorption einer Diclofenac-Fraktion an die verwendeten
Glasperlen beobachtet werden konnte.

In den Blétter deuten die geringen Mengen an aufgenommenen Diclofenac zu Anfang
des Experiments auf eine gewisse Verzogerung im Transport des Wirkstoffs in die Blatter
hin. Offensichtlich muss zunéchst eine bestimmte Konzentration an Diclofenac in den
Wurzeln vorliegen, bis ein linear ansteigender Transport der Substanz in den oberirdischen,
transpirierenden Teil der Pflanzen einsetzt.

Die in die Bléatter aufgenommenen Mengen von Diclofenac lagen jedoch im Durchschnitt
zwei Zehnerpotenzen unter den Gehalten in den Wurzeln.

Aufgrund seiner physiko-chemischen Eigenschaften muss von einem eingeschriankten
Transport von Diclofenac iiber das Xylem ausgegangen werden. Das junge Alter der

Pflanzen und die Anzucht in einem geschlossenem System und den daraus resultierenden



4 Diskussion 108

Transpirationsraten sind weitere Faktoren, welche den geringen Transport in die Blatter
erkldaren konnen.

WINKER et al. (2010) untersuchten die Aufnahme der beiden Humanarzneimittel
Carbamazepin und Ibuprofen in das deutsche Weidelgras (Lolium perenne) vor dem
Hintergrund des Einsatzes von Humanurin als Diinger in der Landwirtschaft.

In der iiber einen Zeitraum von drei Monaten angelegten Studie beschreiben die Autoren
eine Aufnahme von Carbamazepin in die Blatter und Wurzeln von L. perenne. Dabei
wurden die hochsten Gehalte des Wirkstoffs (34 %) in Spross und Blattern und nur
ein geringer Anteil von 0,3 % in den Wurzeln der Pflanzen wiedergefunden. Ibuprofen
wurde effektiv biologisch abgebaut und konnte weder in Wurzel noch in Blattern der
Versuchspflanzen nachgewiesen werden.

Aufgrund der wesentlich langeren Exposition fallt ein direkter Vergleich der Experimente
schwer, dennoch kann der deutlich niedrigere Kow-Wert von 2,45 (bei pH 7,4) den im
Vergleich zum Diclofenac effektiveren Transport des Carbamazepins in die Blétter erkléren.

Die Ergebnisse des mit einer Wirkstoftkonzentration von 100 pM durchgefiithrten Ex-
periments widersprechen der These einer konzentrationsabhéangigen Diclofenacaufnahme
in die Pflanzen. In den Wurzeln lagen bei dieser Wirkstoffkonzentration die Diclofenac-
Gehalte nach 48 Stunden im Durchschnitt unter den Gehalten der Pflanzen aus dem
Parallel-Experiment mit 10 pM Diclofenac. In den Diclofenac-Gehalten der Blatter wird
dieser Unterschied allerdings weniger stark deutlich. Offenbar sind die Pflanzen bei beiden
Experimenten ab einer gewissen Wirkstoffkonzentration in der Wurzel nicht in der Lage,

grofiere Mengen an Diclofenac in die Blatter zu transportieren.

4.2.2 Antioxidativer Stoffwechsel und Glutathion-Gehalte

Die Bildung von ROS in Pflanzen kann unterschiedliche Griinde haben. Zum einen akku-
mulieren ROS in der pflanzlichen Zelle als toxische Nebenprodukte aus Reaktionen des
anaeroben Stoffwechsels bei verschiedenen Stresssituationen. Andererseits fungieren sie als
wichtige und fiir die Pflanzen unverzichtbare Signalmolekiile bei der Signaltransduktion
(MILLER et al.[2008). Oftmals wirken exogene Faktoren als Ausléser fiir die Entstehung
von oxidativen Stress. Diese exogenen Faktoren kénnen biotischer Natur sein, wie bei-
spielsweise Pathogenbefall bzw. Verwundung durch Fressfeinde. Wasser-, Trocken-, Salz-
oder UV-Stress sind abiotische Ausloser, die in der Pflanze oxidativen Stress verursachen
und die Bildung von ROS férdern kénnen. Oftmals jedoch handelt es sich um abiotische
Faktoren anthropogenen Ursprungs, die auf die Pflanzen einwirken. Dies kénnen die Belas-
tung mit Schwermetallen oder eben auch die Exposition der Pflanzen mit Xenobiotika
unterschiedlichster Art und Herkunft sein (M1TTLER| [2002; M AKSYMIEC, 2007).
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Abbildung 4.2: Ascorbat-Glutathion-Zyklus. Entgiftung von Superoxid und Wasserstoffperoxid
unter Verbrauch von Ascorbat und der Regenerierung von Ascorbat auf Kosten von Glutathion
und NADPH (nach FOYER et al| (1994)).

Der Gehalt an photosynthetisch aktiven Pigmenten in Planzen wird in der Literatur
oftmals als Indikator fiir pflanzlichen Stress genutzt (HEGEDUS et al [2001;|SONG et al.,
2007; |JIANG und YANG, 2009). In den durchgefithrten Experimenten zeigte die Behand-
lung mit Diclofenac einen deutlichen Einfluss auf den Chlorophyll- und Carotinoidgehalt in
den Blattern der Gerste. Der Effekt war dabei abhangig von der Diclofenac-Konzentration
und schon innerhalb der ersten drei Tage zu beobachten. Die Chlorophyll-Homoostase in
Pflanzen kann empfindlich durch reaktive Sauerstoffspezies beeinflusst und gestort werden.
Die reduzierten Pigmentgehalte in den Pflanzen waren ein erster Anhaltspunkt fiir die
durch Diclofenac hervorgerufene Entstehung von ROS.

Pflanzen haben aufgrund ihrer sessilen Lebensweise Mechanismen und Schutzreaktionen
entwickelt, um mit oxidativen Stress in Form von ROS umzugehen. In den Expositions-
Experimenten konnte ein Einfluss des Diclofenacs auf einzelne Enzyme des oxidativen
Stressstoffwechsels festgestellt werden. Diclofenac wirkte in den Wurzeln induzierend auf
die Enzyme Glutathion-Reduktase und Katalase und verursachte generell einen leichten
Anstieg in der Aktivitdt der Peroxidasen. Gemeinsam wirken diese Enzyme sowohl bei
der Entgiftung, als auch bei der Wiederherstellung des fiir die Pflanzen notwendigen
Gleichgewichts an ROS mit.

Katalase-Aktivitdten waren vor allem nach 72 Stunden und bei einer Belastung mit der
sehr hohen Diclofenac-Konzentration von 100 utM erhoht, was auf eine zelluldre Reaktion
gegen die erhohte Bildung von HyO4 zu diesem frithen Zeitpunkt des Experiments hindeutet.
Die im weiteren Verlauf des Experiments absteigende Induktion der Katalase-Aktivitat
lasst auf eine funktionierende Abwehr der Pflanzen schlieffen. In den Bléttern war eine
dhnliche Situation zu beobachten, wenngleich sich hier die erhohten Aktivitaten auch noch

nach einer Woche nachweisen lie3en.
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Auftillig war die signifikante Erhohung der Glutathion-Reduktase-Aktivitat in den
Wurzeln nach drei Tagen. Diese Aktivitat korreliert dabei mit den zu diesem Zeitpunkt
ermittelten Thiol-Gehalten. Mit einem Verhéltnis GSH zu GSSG von 0,5 war dieses
ungewo6hnlich stark zu Gunsten der oxidierten Form hin verschoben, was die hohe GR-
Aktivitat zu diesem Zeitpunkt erkldren kann. In den Blattern war GSH/GSSG bis auf einen
Messpunkt bei einer Belastung mit 100 pM nach 72stiindiger Belastung kleiner eins. Auch
wenn sich zu diesem Zeitpunkt in den Bléttern ebenfalls leicht erhohte GR-Aktivitaten
nachweisen lielen, so ist die Korrelation jedenfalls nicht eindeutig. Vielmehr deuten die
Daten einen Zusammenhang mit den gleichzeitig sehr hohen Katalase-Aktivitaten an.

Betrachtet man die erhobenen Daten fiir den Gehalt an Glutathion, wird ein deutlicher
Trend erkennbar. Mit steigender Diclofenac-Konzentration sinkt das Verhéltnis von redu-
ziertem zu oxidiertem Glutathion, denn GSH kommt eine herausragende Bedeutung als
zelluldrer Redoxpuffer zu, und der angesprochene Quotient GSH/GSSG gibt den Redox-
Status an. Sinkt dieser Quotient unter einen bestimmten Wert, kann es zu einer akuten
Schddigung der Zelle durch oxidativen Stress kommen (SCHRODER et al., [2003; [N O C+
TOR/ [2006). GSH kann in seiner reduzierten Form tiber die nucleophile Sulthydryl-Gruppe
direkt mit ROS wie mit dem Superoxid-Anion O?" reagieren und wird dabei selbst zu
GSSG oxidiert. Das Potential zur Entgiftung von ROS iiber das GSH-Redox-System ist
dabei abhingig von der Menge des vorhandenen Glutathions, dem oben beschriebenen
Redox-Status sowie der Aktivitat der Glutathion-Reduktase (FOYER et al., 2005).

Eine weitere wichtige Funktion nimmt GSH bei der Regeneration des Ascorbats im
bereits erwihnten Ascorbat-Glutathion-Zyklus ein, wo es als Reduktionsdquivalent bei
der durch das Enzym Didehydroascorbat-Reduktase (DHAR, EC 1.8.5.1) katalysierten
Reaktion ebenfalls zu GSSG oxidiert wird, welches dann durch die GR unter dem Verbrauch
von NADPH wieder in seine reduzierte Form tberfithrt wird (vgl. Abbildung .

Der Verbrauch an reduziertem GSH kann also entweder durch eine direkt ablaufende
Entgiftungsreaktion mit ROS oder aber eben indirekt iiber den Ascorbat-GSH-Zyklus
erklart werden. Beiden Verbrauchswegen geht die Bildung von ROS voraus.

Fasst man die Daten zusammen, so deuten vor allem der sinkende Redox-Status und
die unter Diclofenac-Einfluss erhohten Enzymaktivitaten von Glutathion-Reduktase und
Katalase auf eine durch Diclofenac verursachte Bildung von ROS hin.

Insgesamt muss bei dieser Art von Experimenten und der Diskussion der Ergebnisse
bedacht werden, dass es sich bei den erhobenen Daten von Enzymaktivitaten und Thiol-
Gehalten lediglich um Momentaufnahmen eines sehr dynamischen Systems handelt. Die
eigentliche Dynamik konnte mit der geringen Anzahl an Messpunkten nicht erfasst werden

und wiirde eine spezifische Betrachtung erfordern.



4 Diskussion 111

4.2.3 Glutathion S-Transferasen

Der Einfluss von Diclofenac auf die GST-Aktivitdaten in Gerste ist aufgrund der ermittelten
Daten nur sehr schwierig zu bewerten, da GSTs sowohl durch ROS als auch sehr spezifisch
in ihrer Aktivitat beeinflusst werden konnen. In der Literatur ist fiir viele Xenobiotika
eine GST-induzierende Wirkung beschrieben (SCHRODER und PFLUGMACHER), (1996}
ANDERSON und DAVIs, [2004; [YOON et al. [2007). Fir einzelne Substrate konnte
dieser Effekt auch in der vorliegenden Studie bestétigt werden, die Umsatzraten fiir andere
Substrate waren hingegen herabgesetzt. Eine deutliche Induktion konnte nach einer Woche
fiir beide Diclofenac-Konzentrationen in den Wurzeln fiir das Substrat CDNB registriert
werden. CDNB gilt in der Literatur als Standard und ist das am haufigsten verwendete
Substrat fiir die Messung von GST-Aktivitdten. Zu diesem Zeitpunkt lagen fiir CDNB
auch in den Blatter leicht erhohte Aktivitdten vor, woraus man zu diesem Zeitpunkt auf
eine generelle und stressbedingte Induktion der Enzyme schlieen kann.

Tendenziell konnte eine Induktion der GSTs in den Wurzeln und dazu im Gegensatz
ein Einbruch an Aktivtat in den Bléttern verzeichnet werden. Dies gilt besonders fiir
den Umsatz der Substrate NBC und NBoC. Anscheinend wirkt das Diclofenac spezifisch
auf einzelne GST-Isoformen, die fiir die Ubertragung von GSH auf eben diese beiden
strukturverwandten Substrate verantwortlich sind. Zu einer dhnlichen Schlussfolgerung
kommen [LYUBENOVA et al. (2007), die in ihrer Arbeit den hemmenden Einfluss von
Cadmium auf pflanzliche GSTs untersuchen. Auch NEUSTIFTER) (2007) beschreibt in
der Pilotstudie zum Abbau von Analgetika in einer naturnahen Pflanzenkldranlage einen
ahnlichen Effekt. In der Arbeit wurden Rhizomstiicke von Phragmites australis fiir 24
Stunden in 100 pM Diclofenac-Losung inkubiert und daraufhin die GST-Aktivitat in
den Geweben fiir das Substrat CDNB bestimmt. Auch hierbei kam es im Vergleich zur
Kontrolle zu einer Induktion der Umsatzraten fiir dieses Substrat. Allerdings wurden in
der Arbeit keine Enzymaktivititen fiir andere Substrate ermittelt was keinen weiteren
direkten Vergleich zulasst.

PoOPPENBERG| (2009) untersucht den Einfluss verschiedener Analgetika auf die Was-
serlinse Lemna minor. Fir den Einfluss auf die Aktivitdat der Glutathion S-Transferasen
kommt er zu sehr dhnlichen Ergebnissen. So konnte auch in dieser Studie eine Induktion
einzelner GST-Gruppen zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Experiments beobachtet

werden.
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4.2.4 Glycosyltransferasen

Aus allen Proben von Gerste und Meerrettich konnte ein Glucopyranosid des hydroxylierten
Diclofenacs extrahiert werden. Die Bestéatigung, dass die Glycosilierung tatséchlich an der
Hydroxygruppe an 4’-Position des Diclofenacs erfolgt, lieferte ein Enzymtest fiir Glycosyl-
transferasen, bei dem 4’OH-Diclofenac als Substrat verwendet wurde. Das entstandene
Glucose-Konjugat konnte dabei eindeutig massenspektrometrisch identifiziert werden und
bestatigte die Beteiligung von Glycosyltransferasen am pflanzlichen Metabolismus von
Diclofenac.

Glycosyltransferasen iibertragen ein Molekiill Glucose auf eine Vielzahl von kleinen
und lipophilen Molekiilen. Akzeptormolekiile sind dabei Phytohormone, Stoffe aus dem
pflanzlichen Sekundérstoffwechsel aber eben auch eine Reihe an Xenobiotika (BOWLES
et all 20006).

Die spezifische GT-Aktivitat fir das exogene Substrate 2,3,5-TCP sowie fiir die beiden
endogenen Substrate Quercetin und Kaempferol aus der Klasse der Flavonoide wurde in
Meerrettich-Wurzelzellen untersucht. Dabei wurden in allen mit Diclofenac inkubierten
Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen, hohere GT-Aktivitaten fiir alle
drei Substrate festgestellt. Dieser Effekt war in den ersten 48 Stunden besonders deutlich
ausgeprigt und deutet auf eine auf Diclofenac zuriickzufithrende Induktion von GTs hin.

Ein interessanter Befund in diesem Zusammenhang ist die Tatsache, dass die Behandlung
der Zellen mit Diclofenac sich stérker auf den Umsatz der Flavonoide auszuwirken scheint.
Bei beiden endogenen Substraten waren die Unterschiede in den GT-Aktivitdten zwischen
behandelten und unbehandelten Zellen deutlicher prasent.

Eine der grundlegenden Eigenschaften von Glycosyltransferasen ist ihre Regionselektivi-
téit. Viele Glycosyltransferasen akzeptieren das gleiche Akzeptormolekiil, den Zuckerrest
binden sie aber dabei spezifisch an unterschiedlichen Orten am Substrat (L1M et al.|
2003; BOWLES et al.l |2006]). Diese Tatsache konnte eine Erklarung fiir den beschriebenen
Befund liefern. Quercetin und Kaempferol zeigen im Vergleich zum 2,3,5-TCP deutlichere
Strukturanalogien zu der an 4’-Position hydroxylierten Form des Diclofenacs. Bei beiden
Flavonoiden erfolgt die Glucose-Konjugation ebenfalls an 4’-Position.

Denkbar wére also die Induktion einer oder mehrerer GTs durch die Behandlung mit

Diclofenac, die selektiv die Konjugation mit Glucose an 4’-Position katalysieren.
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4.2.5 Metabolismus von Diclofenac

Der Metabolismus von Humanarzneimitteln in Pflanzen ist ein weitgehend unbearbeitetes
Forschungsgebiet. Im Rahmen dieser Arbeit ist es erstmalig gelungen, pflanzliche Diclofenac-
Metaboliten zu extrahieren und zu identifizieren. Der Metabolismus von Diclofenac im
Saugetierorganismus ist in den Grundziigen sehr gut untersucht und dennoch nach wie vor
Gegenstand aktueller Studien.

Die Entgiftung im Saugetier erfolgt iiber mehrere Stoffwechselwege. Das System der P450-
Monooxygenasen spielt in diesem Zusammenhang eine entscheidende Rolle. Verschiedene
[soenzyme aus der Klasse der P450s oxidieren Diclofenac an dessen Ringstrukturen. Dies
geschieht an unterschiedlichen Positionen des Molekiils und resultiert in der Bildung von
4’0OH-Diclofenac, 3’OH-Diclofenac bzw. 5’OH-Diclofenac. 4’OH-Diclofenac stellt in dieser
Reihe den am wichtigsten und am héufigsten gebildeten Metaboliten dar (DAVIES und
ANDERSON| 1997). 50 Prozent der eingenommenen Diclofenac-Dosis verlasst den Kérper
tiber den Urin als 4’0OH-Diclofenac bzw. als ein Konjugat der Glucuronsiure (PEREZ
und BARCELO, 2008). In den vorliegenden Studien konnte analog zum Metabolismus
im Saugetier die Bildung des Primarmetaboliten 4’OH-Diclofenac nachgewiesen werden.
4’0OH-Diclofenac wurde sowohl aus pflanzlichen Geweben extrahiert als auch in in vitro-
Tests mit Mikrosomenpraparationen erzeugt. Die Identifizierung erfolgte dabei mit LC-MS-
bzw. LC-MS/MS-Methoden (detektierter Masseniibergang war bei positiver lonisierung
m/z 312-294) iiber den Vergleich mit einem analytischen Standard.

Ebenso wie im Séuger war 4’OH-Diclofenac der am héaufigsten detektierte Metabolit
sowohl in den Wurzelzellen von A. rusticana als auch in den Bléattern und Wurzeln der
Gerste. Die Glucuronidierung im Sauger erfolgt iiber die Carboxylgruppe des Diclofenacs
und erzeugt ein Acyl-Glucuronid. Glucuronidierungs-Reaktionen kommen in Pflanzen
offenbar nicht vor. Vielmehr findet eine Entgiftung iiber die durch Glycosyltransferasen
katalysierte Konjugation mit Glucose statt. Die Konjugation von hydroxyliertem Diclofenac
mit einem Molekiil Glucose konnte im Rahmen dieser Studie eindeutig bestatigt werden.
Massenspektrometrische Untersuchungen (detektierter Masseniibergang war bei positiver
lonisierung m/z 474->312) in Kombination mit einem enzymatischen Verdau mit f3-
Glucosidase bestétigten die chemische Struktur des gebildeten O-Glukosids, dessen Bildung
zu unserem jetzigen Wissen in noch keinem Organismus beschrieben wurde.

Ebenso wie der Phase 1-Metabolit 4’OH-Diclofenac konnte dessen Glucose-Konjugat
direkt aus pflanzlichen Zellen extrahiert und auch in einem Enzymassay fiir Glycosyl-
transferasen in vitro gebildet werden. Die Tatsache, dass reines Diclofenac nicht von
isolierten pflanzlichen Glycosyltransferasen umgesetzt wird, deckt sich mit der Beobach-

tung von TANG und M A|(2005) die, allerdings in Mikrosomen aus der menschlichen Leber,
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keine Konjugation von Diclofenac mit Glucose beobachten konnten. Die vorangehende
Hydroxylierung scheint deshalb in jedem Fall essentiell zu sein.

Ein ebenfalls bisher in Pflanzen nicht beschriebener Stoffwechselweg ist der Umsatz von
Diclofenac durch pflanzliche Peroxidasen. Diese auf die Beobachtung einer Farbreaktion
zuriickzufithrende Entdeckung konnte in weiterfithrenden Untersuchungen zweifelsfrei
bestétigt werden. Mit Hilfe von sequentieller stopped-flow Spektroskopie konnte dann auch
die Reduktion von aktiviertem HRP-CI durch Diclofenac iiber CII eindeutig belegt werden.
Die Tatsache, dass pilzliche Peroxidasen Diclofenac umsetzen kénnen ist seit langerer Zeit
bekannt (ZHANG und GEISSEN| [2010). Im Sauger ist die in aktivierten neutrophilen
Granulozyten lokalisierte Myeloperoxidase als das fiir die Reaktion verantwortliche Enzym
beschrieben (MI1YAMOTO et al, |1997; ZUURBIER et all |[1990). ZUURBIER et al.
(1990) beschreiben die Bildung eines intensiv orange gefarbten Produkts, welches aus der
Reaktion von Diclofenac mit HyO5 in Anwesenheit von Myeloperoxidase hervorgeht. Das
entstandene Produkt mit einem Absorptionsmaximum von 452 nm wurde durch FAB-MS
als Dihydroxyazobenzen identifiziert.

Trotz der orangen Farbung und einem Absorptionsmaximum bei 450 nm, konnte die
Bildung von 2,2’-Dihydroxyazobenzen experimentell im Rahmen der vorliegenden Arbeit
nicht bestéatigt werden. M1YAMOTO et al.|(1997) konnten trotz sehr dhnlicher Reakti-
onsbedingungen die Bildung des postulierten Reaktionsprodukts 2,2’-Dihydroxyazobenzen
ebenfalls nicht konfirmieren. Ausgehend von der Struktur von 2,2’-Dihydroxyazobenzen
féllt es zudem schwer, den Reaktionsmechanismus fiir dessen Bildung nachzuvollziehen.

Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchungen deuten stark auf die Bil-
dung des postulierten Diclofenac-2,5-Iminoquinon-Metaboliten hin. Im Full Scan zeigte
dieser Metabolit (M+H)* m/z 310. In anschlieBenden MS/MS-Untersuchungen trat ein
Produktion mit m/z 292 deutlich hervor, das aus der Abspaltung von einem Molekiil Was-
ser hervorgeht. Die geschilderte Art der Fragmentierung fiir Diclofenac-2,5-Iminoquinon
deckt sich mit der vorhandenen Literatur (MI1YAMOTO et al., (1997; GRONING et al.,
2007; FORREZ et al., 2010). M1YAMOTO et al| (1997) beschreiben die Bildung von
Diclofenac-2,5-Iminoquinon nach Inkubation von Diclofenac mit dem Enzym Myeloperoxi-
dase in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid und Chlorid-Ionen, sowie nach Inkubation von
Diclofenac mit aus Sdugerblut isolierten, neutrophilen Granulozyten. Aus diesem Grund
ist der in Abbildung dargestellte Unterschied im Diclofenac-Metabolismus in Tieren,

Pflanzen und Bakterien zu erkliren.
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Abbildung 4.3: Postulierter Metabolismus von Diclofenac in verschiedenen Organismen. Alle als in

Pflanzen vorkommend beschriebenen Metaboliten basieren auf den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit.

GRONING et al.|(2007) beobachten die Entstehung von Diclofenac-2,5-Iminoquinon
bei Laborversuchen unter aeroben Bedingungen in Bioreaktoren, die mit Flusssediment
mit einer aktiven mikrobiellen Gemeinschaft in der Anwesenheit von Diclofenac betrieben
wurden. Die Entstehung des Metaboliten wird dabei nur in Anwesenheit der Mikroben
beobachtet, nicht aber in den Experimenten mit autoklaviertem Sediment. Die Autoren
berichten einen schnellen und effektiven Abbau von Diclofenac durch die im Sediment
vorhandene mikrobielle Gemeinschaft. Dabei macht es keinen Unterschied, ob diese bereits
an den Wirkstoff adaptiert war. Des weiteren kommt es zu einem Einbruch der Abbauraten
bei hoheren Diclofenac-Dosen im Bereich von 70 pM, die auf eine fiir die mikrobielle
Gemeinschaft toxische Menge des Wirkstoffs bzw. dessen Abbauprodukts hinweist.

FORREZ et al| (2010) erreichen die Bildung von Diclofenac-2,5-Iminochinon durch
Oxidation von Diclofenac an einer Matrix aus biologisch hergestelltem Mangandioxid
(MnOy) in wassriger Losung. 5-10 % des durch die Behandlung mit biologischem MnO,
entfernten Diclofenac liegen demnach als Iminochinon des Diclofenacs vor. Aber auch
die Behandlung einer wassrigen Diclofenac-Losung mit Ozon kann zu einer Bildung von
Diclofenac-2,5-Iminochinon fithren (SEIN et al., 2008)).

Alle genannten Studien postulieren dabei eine Bildung von 5’OH-Diclofenac, welches als

reaktives und instabiles Intermedidrprodukt entsteht. GRONING et al.| (2007) postulieren
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eine biotische Bildung, da das Iminochinon nur in den Bioreaktoren mit dem biologisch
aktiven Sediment nachgewiesen wurde. Die Bildung von 4’0OH-Diclofenac wird im Menschen
durch CYP2C9 katalysiert (LEEMANN et al., 1993), die Oxidation zu 5’OH-Diclofenac
erfolgt durch die Cytochrome CYP3A4, CYP2C8 und CYP2C19 (NG U1 et all,2000). 5’OH-
Diclofenac kann in wassriger Losung spontan in Diclofenac-2,5-Iminochinon tibergehen
(SHEN et all) 1999). Diclofenac-2,5-Iminochinon gilt aufgrund seiner hohen Reaktivitét
und der Eigenschaft kovalent an Proteine zu binden als hepatotoxisch wirkende Substanz.

Die vorliegenden Daten deuten auf eine durch pflanzliche Peroxidasen katalysierte
Bildung von Diclofenac-2,5-Iminochinon hin. Die Frage, ob dabei zuerst 5’OH-Diclofenac
entsteht bzw. ob das Iminochinon nach einiger Zeit in 5’OH-Diclofenac iibergeht, konnte
im Rahmen dieser Dissertation nicht beantwortet werden und bleibt Teil der aktuellen
Forschung. 5’0OH-Diclofenac fragmentiert in MS/MS-Experimenten auf die gleiche Art
wie die an 4’-Position hydroxylierte Form. Unter den beschriebenen chromatographischen
Bedingungen ist fiir das 5’OH-Diclofenac eine etwas kiirzere Retentionszeit zu erwarten. Da
die Substanz nicht als analytischer Standard zur Verfiigung stand, war es nicht moglich, ihre
Existenz eindeutig zu belegen wenngleich in einzelnen Proben eine im Vergleich zum 4’OH-
Diclofenac etwas geringere Retentionszeit in Verbindung mit einem Signal von m/z 312
auf das Vorhandensein der Substanz hindeuteten. Abbildung fasst den beschriebenen
Metabolismus von Diclofenac in den verschiedenen Organismen unter Berticksichtigung

der erhobenen Daten zusammen.
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4.3 Schlussfolgerungen

Die vorliegende Arbeit bestéatigt die hervorragende Eignung der Zellkultur von A. rusticana
zur Durchfithrung von Metabolismus-Studien mit neuen Wirkstoffen innerhalb einer
pflanzlichen Matrix. Als ein kompaktes, steriles System schnell wachsender Zellen erfiillt
es wichtige Eigenschaften zum Studium der Wirkstoffaufnahme und der Evaluierung der
in Pflanzen ablaufenden metabolischen Vorgéange. Dies deckt sich mit der Einschatzung
von [ NEPOVIM et al. (2004), die in ihrer Arbeit mit dem selben System die Effekte von
Schwermetallen und Substanzen aus der Klasse der Nitroaromaten auf die Glutathion
S-Transferase- Aktivitat beschreiben.

Die hier dargelegten Ergebnisse belegen eindrucksvoll die Moglichkeiten, die heutzutage
mit Hilfe moderner LC-MS-Technik gegeben sind. Eine Identifizierung neuer Metaboliten
ohne die entsprechenden analytischen Standards ist mit dem Einsatz klassischer HPLC mit
UV /VIS-Detektoren schlichtweg nicht moglich (OL1IVEIRA und WATSON, [2000). Die
Identifizierung und Strukturaufklarung mittels NMR ist aufwendig und die entsprechende
Technik nicht immer verfiigbar. Die gezielte Durchfithrung und genaue Analyse von
MS/MS-Experimenten erlaubt es sehr detailliert, Riickschliisse auf die Art des Analyten
zu ziehen, denn ein analytischer Lauf vermittelt bereits eine Vielzahl an Informationen.
Ein geeignetes, den Analyten angepasstes System aus mobiler und stationdrer Phase
ermoglicht die effektive Auftrennung komplexer Stoffgemische. Die Retentionszeit bietet
dabei einen ersten Anhaltspunkt iiber die Polaritdt bzw. Hydrophobizitat einer Substanz.
Im normalen Modus erhalt man exakte Informationen iiber das Molekulargewicht des
Analyten, welches Hinweise auf ein Vorkommen bekannter oder unbekannter, aber zu
erwartender Substanzen in der analysierten Probe gibt. In der Arbeit von herausragender
Bedeutung war die Identifikation und Charakterisierung von in vivo oder in situ gebildeter
Phase-1 und Phase-2-Metaboliten von Paracetamol und Diclofenac. Im Falle des 4’OH-
Diclofenacs erfolgte die Identifizierung tiber den Vergleich der Retentionszeit und der
Massenspektren eines analytischen Standards. Samtliche Phase-2 Metaboliten wurden durch
die gezielte Fragmentierung in MS"-Experimenten identifiziert. Im Falle der gebildeten
O-Glucoside erfolgte eine Bestatigung der Struktur iiber einen enzymatischen Verdau mit
der substratspezifischen (3-D-Glucosidase. Die Kombination beider Methoden erscheint in
diesem Zusammenhang als ein zuverlassiger Ansatz zur Bestétigung von 3-D-O-Glucosiden
Zu sein.

Ein weiterer Aspekt der Arbeit war die Einschitzung des Potentials zum FEinsatz
von Pflanzen in der Phytoremediation von Arzneimitteln. Die dargestellten Ergebnisse
belegen eindrucksvoll die Existenz pflanzlicher Entgiftungssysteme fiir die beiden Wirkstoffe

Diclofenac und Paracetamol. Pflanzen konnen beide Stoffe aufnehmen, und es findet ein
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Metabolismus statt, der den in Sdugetieren ablaufenden Vorgédngen sehr &hnlich ist.
Die Bildung von Glutathion- und Glucose-Konjugaten deutet in jedem Falle auf eine
Elimination der Substanz aus dem Cytosol und einen Transport in die Vakuole bzw. den
apoplastischen Raum hin.

Bis zum jetzigen Zeitpunkt lagen fiir beide Substanzen nur duflerst begrenzte Infor-
mationen zum pflanzlichen Metabolismus vor, weshalb in den durchgefiithrten Studien
Konzentrationen verwendet wurden, welche die tatsachlichen Gehalte im Abwasser um ein
Vielfaches tibersteigen. Die Arbeit mit den tatséchlich auftretenden Wirkstoffmengen héatte
aller Wahrscheinlichkeit nach nicht zu einer Identifizierung der Stoffwechselwege gefiihrt.
Dennoch sollte im Hinblick auf weiterfiihrende Studien diese Tatsache nicht vernachlassigt
werden.

Die Analyse der Pigment- und Glutathiongehalte sowie die Betrachtung der Aktivitaten
zentraler Enzyme aus dem oxidativen Stress-Stoffwechsel deuten auf die durch Diclofenac
hervorgerufene Bildung reaktiver Sauerstoff-Spezies hin, wenngleich die Effekte hierbei
verstarkt bei der sehr hohen Wirkstoffkonzentration von 100 ptM auftraten. Insgesamt
scheinen Pflanzen mit ihrer vorhandenen Enzymausstattung und den ihnen zur Verfiigung
stehenden Systemen zur Pufferung von oxidativen Stress durchaus in der Lage zu sein,
die beiden untersuchten Wirkstoffe aufzunehmen, zu entgiften und damit auch fiir eine
gewisse Zeit zu tolerieren.

Weiterfithrende Studien zu diesem Thema werden folgen. Dabei erscheint es wichtig, die
in der vorliegenden Arbeit an zwei Modellsystem gewonnenen Erkenntnisse auf tatsédchlich
in der Phytoremediation eingesetzte Spezies wie Phragmites australis, Typha latifolia oder
Brassica juncea anzuwenden und zu tiberpriifen. Ziel muss es sein, unter realistischen
Bedingungen und in langfristig angelegten Experimenten die tatséchlichen Endpunkte
im Stoffwechsel zu identifizieren und die Effizienz einer pflanzlichen Reinigungsstufe
zu belegen. Die hier dargelegten Ergebnisse zur Aufnahme und zum Metabolismus der
beiden Humanarzneimittel Paracetamol und Diclofenac kénnen dazu in der Zukunft einen

wichtigen Teil beitragen.
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