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2  Einleitung 

Weit über die Hälfte der Alternaria Stämme bildet mehr als ein Mykotoxin (Stinson, 

1985). A. Alternata ist der am verbreitetsten vorkommende Vertreter der Gattung 

Alternaria. Als Haupttoxine bildet A. Alternata neben AOH und AME die Toxine 

Altenuen, Tenuazonsäure und Altertoxin I. (Schrader et al. (2001), Abb. 2). Insgesamt sind 

mehr als 30 Alternaria-Toxine bekannt. 

AOH und AME gehören wie die Aflatoxine zur Gruppe der Polyketide, d.h. die 

Biosynthese erfolgt aus Acetyl-Coenzym-A- bzw. Malonyl-Coenzym-A-Einheiten. Dabei 

wird Alternariol aus einer Acetyl-Coenzym A- und sechs Malonyl-Coenzym A-Einheiten 

synthetisiert (Abb.3). AOH stellt die Vorstufe vieler anderer Alternaria-Toxine dar - neben 

Altenuen auch für AME, welches durch Methylierung von AOH gebildet wird (Stinson, 

1985). 
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Abb.3 Biosynthese von Alternariol aus dem Polyketid 3,5,7,9,11,13- Hexaoxotetradecansäure 
 
 
Die in Flechten vorkommenden Graphislactone (Tanahashi et al., 1997) sind AOH und 

AME sehr ähnlich. Insbesondere Graphislacton A (Abb.4) entspricht von seiner Struktur 

einem hydroxylierten und methylierten AOH. Untersuchungen der Biosynthese mit 

isotopen-markierten Substraten legen nahe, dass AOH und AME Vorstufen in der 

Biosynthese der Graphislactone sind. Dementsprechend wird Alternariol auch in der 

Flechte Graphis Prunicola gefunden (Tanahashi et al. (2003). 
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Abb.4 Struktur einiger Graphislactone: Graphislacton A (links), Graphislacton B (Mitte) und  

Graphislacton C (rechts) 

 
 





4  Einleitung 

Alternaria befallenen Äpfeln und Delgado und Gomez-Cordoves (1998) von 

kontaminierten Apfelsäften. 

 

Die gefundenen Gehalte an AME und AOH schwanken stark, bewegen sich aber für AOH 

und AME – sofern die Toxine gefunden werden – in der Größenordnung µg/kg (ppb). 

Einige Berichte zeigen deutlich höhere Werte, so wurden bspw. in Weizenproben aus 

China im Mittel jeweils 0,4 mg/kg AOH bzw. AME gefunden (Li und Yoshizawa, 2000). 

 

Die Belastung mit Mykotoxinen von Lebensmitteln bei Befall mit Alternaria ssp. ist nicht 

auf die befallene Stelle begrenzt und auch nach Entfernen des Mycels nachweisbar 

(Schrader et al., 2001).  

Bei der Fermentation von Lebensmitteln können die Gehalte an AOH und AME im 

Vergleich zu den Ausgangsprodukten sinken (Karlovsky, 1999). Ebenso kann der 

Verarbeitungsprozess zu einer Verringerung des Gehaltes an AOH und AME führen. 

Solfrizzo et al. (2005) berichten, dass weniger als zwei Prozent der in Karotten enthaltenen 

Mykotoxine nach Saftherstellung im Labormaßstab im Karottensaft nachweisbar sind. 

 

Zur Bestimmung der Alternaria Toxine – v.a. AOH und AME – in Lebensmitteln gibt es 

eine Vielzahl von veröffentlichten Methoden. Dabei finden v.a. GC-MS (Kellert et al., 

1984; Scott, 1997), HPLC-UV (Solfrizzo et al., 2004), HPLC-Fluoreszenz (Staak et al., 

1985) und HPLC-MS (Lau et al., 2003; Nielsen und Smedsgaard, 2003) Anwendung. 

 

 

1.3 Toxizität von AOH und AME 

 

Interesse an der biologischen Wirkung der Alternaria-Toxine ist in den 80er Jahren 

entstanden als man in einer Region Chinas eine hohe Inzidenz an Speiseröhrenkrebs 

feststellte. In der gleichen Region wurde auch ein hoher Anteil von mit Schimmelpilzen 

kontaminiertem Getreide gefunden, wobei A. Alternata den Hauptkontaminaten darstellte. 

Die Alternaria- Toxine wurden so mit der Ätiologie von Speiseröhrenkrebs in Verbindung 

gebracht (Liu et al., 1991; 1992). Li und Li (1980) berichten, dass in der betroffenen 

Region (Linxian) 161 Bewohner pro 100.000 Einwohner jährlich an Speiseröhrenkrebs 

sterben, während es im restlichen China nur 16 Tote waren. 
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Daneben werden die Aternaria-Toxine mit einem Geflügelsterben in den 50er Jahren in 

Verbindung gebracht (Griffin und Chu, 1983). 

 

Untersuchungen des Extraktes von Alternaria ssp. zeigen eine mutagene Wirkung in vitro. 

So berichten Dong et al. (1987) und Liu et al. (1991) von einer mutagenen Wirkung auf 

V79 Zellen (Hamsterlungenfibroblastenzelllinie). Dabei zeigt der Alternaria Stamm 261 im 

Gegensatz zum Stamm 261-B2-3 erst nach metabolischer Aktivierung der Substanzen 

(Inkubation mit S-9-Mix) eine Wirkung. Die Autoren entdeckten zudem morphologische 

Veränderungen von Maus-Fibroblasten (NIH/3T3) nach Inkubation mit dem Extrakt. 

Werden diese Zellen Nacktmäusen gespritzt, entwickeln diese im subkutanen Gewebe 

Tumore. 

Ebenso zeigt der Extrakt eine mutagene Wirkung auf Prokaryonten, so konnten Schrader et 

al. (2001) positive Ergebnisse im Ames-Test (Salmonella TA97 und TA100) ohne 

vorherige metabolische Aktivierung beobachten. 

Über die akute Toxizität des Extraktes von Alternaria ssp. ist wenig bekannt. Sauer et al. 

(1978) beschreiben eine akuttoxische Wirkung von kontaminiertem Getreide auf Hühner 

und Ratten. Dabei haben nur die Alternaria ssp. negative Wirkung auf die Tiere, die neben 

AOH, AME und Altenuen auch Tenuaonsäure und Altertoxin I bilden. Pero et al. (1973) 

berichten von eine akutletale Wirkung des Alternaria-Extraktes auf Mäuse ab 300 mg/kg 

KG. 

 

Die biologische Wirkung des Extraktes ist in vielen Testsystemen höher als die der 

getesteten Einzelsubstanzen, daher ist unklar, welche Mykotoxine die genannten Effekte 

hervorrufen (Pero et al., 1973; Schrader et al., 2001). Die bekannten Wirkungen von AOH 

bzw. AME in Kombination oder als Einzelsubstanzen werden im Folgenden dargestellt. 

 

Die akute Toxizität von AOH und AME ist als gering einzustufen. Erst eine 

intraperitoneale Dosis von 400 mg/kg KG AOH führt bei drei von zehn Mäusen zum Tode, 

bei AME stirbt nur eine. Werden AOH und AME zusammen (je 100 mg/kg KG) 

verabreicht führt dies wiederum bei drei von zehn Mäusen zum Tode (Pero et al., 1973). 

Sauer et al. (1978) finden ebenso keine toxischen Effekte auf Ratten und Hühner, nachdem 

sie 21 Tage Futter bekamen, das bis zu 39 mg/kg AOH und bis zu 24 mg/kg AME enthielt. 

Auch nach dreiwöchiger oraler Gabe von AME (3,75 mg/kg KG pro Tag) wurden keine 

toxischen Effekte auf Ratten festgestellt (Pollock und Sabatino, 1982).  
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Fetotoxische Effekte werden erst bei relativ hohen Konzentrationen beobachtet: AOH zeigt 

bei einer subkutanen Dosis von 100 mg/kg KG fetotoxische Wirkung in Mäusen, während 

die gleiche Menge AME keinen signifikanten Effekt zeigt. Es werden allerdings 

synergistische Effekte zwischen AOH und AME angenommen (Pero et al., 1973). Pollock 

und Sabatino (1982) fanden eine deutlich fetotoxische Wirkung bei intraperitonealer Gabe 

von 200 mg/kg KG AME an syrischen Goldhamstern. Keine Effekte werden dagegen bei 

Dosen von 50 und 100 mg/kg KG beobachtet. Griffin et al. (1983) haben veröffentlicht, 

dass eine fetotoxische Wirkung von AOH bzw. AME auf Hühnerembryos bei einer Gabe 

von maximal 1 mg/Ei nicht nachgewiesen werden kann. 

 

AOH und AME werden als zytotoxisch eingestuft, so wird der ID50Wert für HeLA Zellen 

(Gebärmutterhalskrebszelllinie) mit 23 µM für AOH und mit 30-51 µM für AME 

angegeben. Ebenso zeigen sie eine zytotoxische Wirkung auf Bakterien (Bacillus 

mycoides), wobei starke synergistische Effekte zwischen AOH und AME beobachtet 

werden. (Pero et al., 1973). Zytotoxische Wirkung auf Krebszelllinien wurden auch 

kürzlich an unserem Institut beobachtet. Bruger (2005) beobachtet einen Rückgang 

lebender MOLY-(Mauslymphom)-Zellen um 30 % durch 24 h Inkubation mit 20 µM 

Alternariol. Bei V79-Zellen führen 24 h Inkubation mit 30 µM AOH zu einem Rückgang 

der lebenden Zellen auf 30 % im Vergleich zur Kontrolle. 

 

AOH und AME zeigen eine mutagene Wirkung in vitro, wobei die Ergebnisse auf 

Prokaryonten nicht ganz einheitlich sind: 

Davis und Stack (1994) beschreiben für AOH und AME keine Wirkung im Ames-Test in 

den Salmonella-Stämmen TA98 und TA100 mit und ohne metabolische Aktivierung. 

Hingegen beschreiben Schrader et al. (2001) eine leicht mutagene Wirkung beider 

Mykotoxine auf TA100 nach metabolischer Aktivierung. Auch Scott und Stoltz (1980) 

haben eine schwach mutagene Wirkung von AME allerdings auf TA98 und ohne 

metabolische Aktivierung beobachtet, während AOH keine Wirkung gezeigt hat. Im 

Gegensatz dazu wirken AME und AOH auf E.Coli (ND-160) ohne metabolische 

Aktivierung deutlich mutagen (Zhen et al., 1991). 

Auf eukaryontische Zelllinien wirken AOH und AME unwidersprochen mutagen: Im 

HPRT-Test zeigt AOH (Bruger, 2005) und AME (Liu et al., 1992) in V79-Zellen ohne 

metabolische Aktivierung ein positives Ergebnis. AOH wirkt ebenso auf V79-Zellen ohne 
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metabolische Aktivierung mutagen, wie neueste – bisher unveröffentlichte – 

Untersuchungen an unserem Institut zeigen (Burger, 2005). Die mutagene Wirkung von 

AOH konnte Bruger (2005) auch im TK-Test mit MOLY-Zellen bestätigen. 

 

Liu et al. (1992) zeigen, dass AOH und AME die Profilation von humanfetalem 

Speiseröhreneptithel auslöst. Neben dieser Hyperplasie werden auch morphologische 

Veränderungen der Zellen beobachtet. Werden die mit AOH behandelten Epithelzellen 

Nacktmäusen subkutan injiziert, bilden diese Tumore aus. In diesem Zusammenhang wird 

eine Aktivierung des Onkogenes c-H-ras diskutiert (Liu et al., 1992). Dagegen gehen Dong 

et al. (1987) von einer Punktmutation im c-H-ras Gen aus und spekulieren, dass dies ein 

früher Schritt in der Entstehung des Speisröhrenkarzinoms sein könnte. 

 

Als molekulare Wirkmechanismen für die Mutagenität werden v.a. genotoxische Effekte 

beschrieben: Liu et al. (1992) zeigen, dass sich AOH und AME an isolierte DNA aus 

humanfetalen Speiseröhreneptithel binden und dabei ein Bindungsverhältnis von fünf 

AOH bzw. AME Molekülen pro 1000 Basenpaare auftritt. Die Autoren schlagen aufgrund 

der Hitzestabilität und des geringen Umfangs der Reaktion bei höheren 

Salzkonzentrationen eine ionische Bindung vor. Aufgrund der planaren Struktur der 

Moleküle (s. Kap.1.1) kann zunächst eine Interkalation der Mykotoxine in die DNA 

angenommen werden. Dieses wird von DiCosmo and Straus (1985) vorgeschlagen. Des 

Weiteren beschreiben sie, dass AOH – jedoch nicht AME – phototoxisch (320-400 nm) ist, 

wobei die DNA das Zielmolekül darstellt. 

 

DNA-Schäden durch AOH und AME werden von mehreren Autoren beschrieben. So 

berichten Liu et al. (1992) über die Induktion von Mikrokernen in Ratten-Erythrocyten in 

vivo durch AME (ab 54 mg/kg KG). Lehmann et al. (2005) zeigen, dass AOH Mikrokerne 

in vitro auslöst. Sie beschreiben eine klastogene Wirkung auf V79- und Ishikawa 

(Gebärmutterkrebszelllinie)-Zellen nach Inkubation mit mehr als 10 µM AOH. Liu et al. 

(1992) zeigen ebenso in vitro eine strangbrechende Wirkung von AOH (10-30 µM) mittels 

der alkalischen Filterelution nach Inkubation von primären Rattenhepatozyten. Dabei ist 

die Wirkung von AOH zehnmal stärker als die von AME (90-350 µM). 

 

Die biologische Wirkung der Graphislactone ist so gut wie nicht beschrieben. Für 

Graphislacton A (GLA) haben Hormazabal et al. (2005) eine geringe Zytoxizität (>1 mM) 
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2 Fragestellung 
 

Das Vorkommen der Mykotoxine AOH und AME wird in einer Vielzahl von 

Lebensmitteln insbesondere in Getreide und in Gemüse beschrieben. Es muss also 

befürchtet werden, dass durch Lebensmittel nennenswerte Mengen an AOH und AME 

aufgenommen werden. Obwohl AOH und AME schon lange bekannt sind und Raistrick et 

al. bereits 1953 ihre Struktur aufklärten, ist ihr Metabolismus nur wenig untersucht. Um 

die Toxizität von Xenobiotika wie Mykotoxinen beurteilen zu können, ist aber das Wissen 

über die metabolischen Veränderungen denen sie nach der Aufnahme in den menschlichen 

Körper unterworfen sind essentiell. Nur mit diesem Wissen kann das Gesundheitsrisiko 

durch belastete Lebensmittel beurteilt (risk assessment) und erforderliche Maßnahmen wie 

die Festlegung einer Höchstmenge eingeleitet werden (risk management). 

 

Deshalb ist das Ziel dieser Arbeit, einen Teil des Metabolismus von AOH und AME 

aufzuklären. Der erste Schritt besteht in der Untersuchung des oxidativen Metabolismus  

sowie der Konjugation mit Glucuronsäure. Zu diesem Zweck sollen die Mykotoxine mit 

Lebermikrosomen von Ratte, Schwein und Mensch umgesetzt werden. Als weiteres in 

vitro Modellsystem werden Umsetzungen mit Gewebeschnitten aus Rattenlebern 

durchgeführt. 

Die Charakterisierung und wenn möglich die Identifizierung der Metabolite durch 

chromatographische, spektroskopische und spektrometrische Methoden soll den zweiten 

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit bilden. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Oxidativer Metabolismus mit Lebermikrosomen 

3.1.1 Qualitative Betrachtung 
 
Der in vitro Metabolismus der Mykotoxine Alternariolmonomethylether (AME) und 

Alternariol (AOH) wird durch Inkubation mit Lebermikrosomen von männlichen Sprague-

Dawley Ratten untersucht. 

Nach oxidativer Umsetzung von AME zeigen die Chromatogramme fünf Peaks polarerer 

Verbindungen, welche im Kontrollansatz nicht zu finden sind. Diese Metabolite werden 

nach ihrer Retentionszeit als M1-M5 bezeichnet. 

Neben der Bildung dieser Produkte wird AME zu AOH demethyliert. Zusätzlich entstehen 

eine Vielzahl an Verbindungen deren Peaks eine höhere Retentionszeit aufweisen (Abb.5). 
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Abb.5 HPLC-DAD (254 nm) Chromatogramm der oxidativen mikrosomalen Umsetzung von AME mit 

Rattenlebermikrosomen (RLM). Da das eingesetzte AME mit AOH verunreinigt ist, erscheint die Fläche des 

entstehenden AOH größer. 
 

Vier polarere Metabolite (O1-O4) lassen sich nach oxidativem Umsatz und HPLC 

Trennung von AOH detektieren. Auch hier finden sich eine Vielzahl von Peaks mit einer 

höheren Retentionszeit als die Ausgangsverbindung (Abb.6). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.6 HPLC-DAD (254 nm) Chromatogramm der oxidativen mikrosomalen Umsetzung von AOH mit 
RLM.  
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Abb. 8 AOH (links) und AME (rechts); Pfeile markieren mögliche Positionen für Hydroxylierungen durch 
CYPs 
 
Vier verschiedene Metabolite können dabei durch Hydroxylierung am aromatischen Ring 

und eine durch aliphatische Hydroxylierung gebildet werden. Zusätzlich ist die Bildung 

mehrfach hydroxylierter Metabolite möglich. 

 

Dass es sich bei den gefundenen polaren, oxidativen Metaboliten tatsächlich um die 

hydroxylierten Verbindungen handelt, zeigen HPLC-MS-Untersuchungen. Mit 

Elektronsprayionisierung (ESI) wird im positiven Modus gearbeitet. Das heißt, es werden 

positive Ionen detektiert, die durch Anlagerung eines Protons ([M+1]+) oder von Kationen 

(Natrium [M+23]+, Kalium [M+39]+ etc.) gebildet werden. 

 

Für die vier AOH Metabolite O1-O4 zeigen die erhaltenen Spektren die Massen von 

monohydroxylierten AOH [M+1]+ (m/z = 275). Dabei ist der Peak des Metaboliten O1 

durch eine Verunreinigung (m/z = 279) überlagert, so dass sich die Masse nur erahnen 

lässt. Da O1 im GC-MS die entsprechenden Massen deutlich zeigt (s. Kap.3.2.3), wird 

trotzdem von einer Monohydroxylierung ausgegangen. 

Aussagen über die Position der Hydroxylierung lassen sich aus den erhaltenen Spektren 

nicht treffen. Eine Erhöhung der Fragmentorspannung führt zwar zu einer deutlichen 

Fragmentierung der Metabolite (Spektren s. Anhang), jedoch lässt sich kein Muster 

ableiten.  

Da es sich bei den möglichen Hydroxylierungsprodukten um bisher nicht beschriebene 

Verbindungen handelt und folglich keine Vergleichssubstanzen bzw. Spektren zur 

Verfügung stehen, lässt sich so keine Aussage über die Molekülstruktur treffen. 

 

Das für den AME Metaboliten M1 erhaltene Spektrum zeigt die Massen [M+1]+ und 

[M+23]+ (m/z = 305; 327) der dihydroxylierten Ausgangsverbindung. Es handelt sich 
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hierbei also um zweifach hydroxyliertes AME. Hierfür spricht auch die deutlich kürzere 

Retentionszeit von M1 im Vergleich zu anderen AME bzw. AOH Metaboliten. 

 

Für die Metabolite M2-M5 werden die Massen [M+1]+ (m/z = 289) von 

monohydroxylierten AME gefunden. Eine Aussage über die Position der Hydroxylierung 

auf Grundlage der Fragmentierung ist wie für die hydroxylierten AOH Metabolite nicht 

möglich. 

 

Eine Hydroxylierung der Methoxygruppe des AME führt zu einem instabilen Halbacetal. 

Es folgt die Abspaltung von Formaldehyd und so die Demethylierung zu AOH. Diese 

oxidative Demethylierung von AME zu AOH konnte durch Cochromatographie 

nachgewiesen werden und wird von Pollock et al. (1982) sowie von Olsen und Visconti 

(1987) als Metabolisierungsroute von AME beschrieben. 

 

 

Die bei beiden Mykotoxinen gebildeten Verbindungen mit höheren Retentionszeiten 

zeigen jeweils das gleiche charakteristische UV-VIS Spektrum wie die Alternaria- Toxine. 

Damit ist es nahezu sicher, dass es sich um Produkte aus AOH bzw. AME handelt. Eine 

direkte Bildung über die Oxidation durch die CYPs ist wenig wahrscheinlich, da keine 

Produkte oder Folgeprodukte denkbar sind, die eine geringere Polarität als die 

Ausgangsverbindungen aufweisen. Vermutlich handelt es sich hierbei um Polymere aus 

AOH bzw. AME. Folgende Überlegungen führen zu dieser Vermutung: 

 

Es ist aus vielen Bereichen bekannt, dass Polyphenole zu Polymerisationsreaktionen 

neigen. So kommt es durch diese Reaktionen z.B. in Lebensmitteln insbesondere in Obst 

und Tee zu Farbveränderungen. Auch wenn hierbei enzymatische Reaktionen im 

Vordergrund stehen, treten diese Reaktionen auch ohne Katalyse auf. Für die 

Polymerisation sind hauptsächlich zwei Mechanismen in Betracht zu ziehen: 

Erstens eine Reaktion, die über die Oxidation der Catechole zum entsprechenden o-Chinon 

verläuft, welches dann ein weiteres Molekül addiert (Abb. 9). Zweitens ein radikalischer 

Mechanismus: In einer Nebenreaktion könnten in Anwesenheit von NADPH die CYPs 

oder andere in der Mikrosomenfraktion enthaltene Enzyme, AOH und AME in die 

entsprechenden Phenoxyradikale überführen. Diese können dann in einer Kettenreaktion 
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weiterreagieren und Dimere bilden. Ebenso können die entstehenden hydroxylierten 

Produkte in die Kettenreaktion involviert werden (Abb. 10). 
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Abb. 9 Mögliche Dimerisierung von AOH-Metaboliten: Oxidation des Catechols zum o-Chinon und 

nucleophiler Angriff eines weiteren Moleküls AOH. 
 
Sowohl bei der radialkalischen Reaktion als auch bei der Polymerisation über das o-

Chinon sind aufgrund verschiedener Positionen für die Verknüpfung eine Vielzahl von 

Produkten möglich. Des Weiteren können auch die Dimere weiterreagieren und Trimere, 

etc. bilden. Beide vorgeschlagenen Reaktionsmechanismen können so die Vielzahl der 

gefundenen Produkte nach oxidativem Umsatz von AOH und AME erklären. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 10 Mögliche Dimerisierung von AOH: Reaktion zweier AOH-Radikale. 
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Die durch radikalische Reaktion aus AOH und AME gebildeten Dimere (Abb.10) weisen 

die doppelte Masse der Ausgangsverbindungen abzüglich zweier Wasserstoffatome (AOH 

= 514 g/mol; AME = 542 g/mol) auf. Würden sie unter Beteiligung der hydroxylierten 

Metabolite entstehen, läge ihre Masse durch ein bzw. zwei zusätzliche Sauerstoffatome um 

16 g/mol bzw 32 g/mol höher. Bei Reaktion über das o-Chinon muß zumindest eines der 

Edukte hydroxyliertes AOH bzw. AME sein. In den LC-ESI-MS Spektren werden nur 

Ionen [M+1]+ mit der Masse der Dimere der Ausgangsverbindung (514 g/mol für AOH; 

542 g/mol für AME) gefunden (Spektren s. Anhang). Da diese Ionen aus den 

Ausgangsverbindungen gebildet werden können, wird ein radikalische Mechanismus 

angenommen. Für eine Kondensationsreaktion, wobei unter Wasserabspaltung aus einem 

hydroxylierten Produkt und AOH bzw. AME die gleiche Masse resultieren würde, kann 

keine sinnvolle chemische Reaktion vorgeschlagen werden. Da die Polymere teilweise im 

Spülschritt des LC-MS Gradienten von der Säule kommen, coeluieren sie mit einer 

Vielzahl von anderen Verbindungen, wie der Totalionenstrom zeigt. Deshalb konnten zwar 

anhand der LC-MS Daten die vorherrschenden (vermuteten) Polymere als Dimere aus den 

Ausgangsverbindungen charakterisiert werden, jedoch weitere Produkte – und damit die 

Beteiligung der hydroxylierten Metabolite an der Reaktion - keinesfalls ausgeschlossen 

werden. Zwei weitere Befunde sprechen für eine radikalische Bildung aus den 

Ausgangsverbindungen: 

Setzt man AOH in Anwesenheit von H2O2 mit Meerrettich-Peroxidase um, erhält man ein 

ähnliches Peakmuster der unpolareren Metabolite wie bei oxidativem Umsatz von AOH 

mit CYPs (Chromatogramm s. Anhang). Die Peroxidase katalysiert keine aromatischen 

Hydroxylierungen, so dass keine Catechole und o-Chinone entstehen können. Phenole 

werden jedoch von der Peroxidase zu Radikalen umgesetzt. So spricht das ähnliche 

Peakmuster dafür, dass auch bei der Umsetzung mit Mikrosomen ein radikalischer 

Mechanismus für die Polymerisation im Vordergrund steht. 

Setzt man AOH bzw. AME oxidativ in Anwesenheit von Catechol-O-Methyltransferase 

(COMT) und S-Adenosylmethionin (SAM) um (s. Kap.3.3), bleibt der Anteil der Polymere 

unverändert, unabhängig davon, ob SAM zu Beginn der Inkubation oder erst später 

zugesetzt wird. Dies unterstützt die Annahme, dass diese Produkte aus den Mykotoxinen 

selbst und nicht aus ihren hydroxylierten Metaboliten gebildet werden. Wäre letzteres der 

Fall, müsste der Anteil der Polymere bei späterer Zugabe von SAM größer werden, da die 

hydroxylierten Metabolite länger frei im Ansatz vorliegen und dabei als Reaktionspartner 

zur Verfügung stehen. 
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Säure) wirksame Glutathion und die als Radikalfänger wirksamen 

Lebensmittelzusatzstoffe tert.-Butylhydroxyanisol (BHA), tert.-Butylhydroxytoluol (BHT) 

und tert.-Butylhydrochinon (TBHQ). 

 

BHA, BHT und TBHQ werden dem zur Extraktion verwendeten Ethylacetat in einer 

Konzentration von 10 mM zugesetzt. Ein direkter Zusatz in den Reaktionsansatz erfolgt 

nicht, da BHA und BHT zum einen keine ausreichende Löslichkeit im Wässrigen 

aufweisen und zum anderen diese phenolischen Antioxidantien von den CYPs umgesetzt 

werden würden. 

Glutathion und Ascorbinsäure werden direkt dem Reaktionsansatz zugesetzt. Zusätzlich 

wird Ascorbinsäure dem Methanol zugesetzt, in dem der einrotierte Ethylacetatrückstand 

zur HPLC wieder aufgenommen wird. 

 

Im Vergleich zu Ansätzen ohne Antioxidantien werden weder der Umsatz noch der Anteil 

der Polymere von AOH und AME durch den Zusatz von BHA, BHT signifikant 

beeinflusst. Die AME Umsetzung unter Zusatz von TBHQ kann nicht ausgewertet werden, 

da die Retentionszeit von TBHQ mit der von AME Metaboliten zusammenfällt. 

TBHQ hat auf die Umsetzung von AOH ebenso wenig einen Einfluss wie BHA und BHT. 

 

Auch der Zusatz von Glutathion (10 mM) zum Ansatz beeinflusst die Bildung der 

Polymere nur marginal. Der Umsatz verringert sich durch eine Konzentration von 10 mM 

Glutathion nur geringfügig. Höhere Konzentrationen an Glutathion verkleinern den 

Umsatz stärker. Bei einer Konzentration von 100 mM Glutathion im Ansatz kann kein 

Umsatz zu oxidativen Metaboliten detektiert werden. 

 

Der Zusatz von Ascorbinsäure (10 mM) zeigt bei beiden Mykotoxinen eine marginale 

Wirkung auf die Bildung der Polymere. Der Anteil der Polymere wird geringfügig 

zugunsten der hydroxylierten Metabolite verringert. Abb. 12 zeigt exemplarisch die 

Verteilung der Produkte nach oxidativem Umsatz von AME mit und ohne Zusatz von 

Ascorbinsäure. 

Ebenso wie beim Zusatz von Glutathion wird der Umsatz durch eine Konzentration von 10 

mM Ascorbinsäure geringfügig verringert. Bei einem höheren Anteil an Ascorbinsäure ist 

diese Wirkung stärker, so kann bei einer Konzentration von 100 mM Ascorbinsäure kein 

Umsatz zu oxidativen Produkten detektiert werden. 
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Der Zusatz von Ascorbinsäure zum Methanol, in dem der Extrakt wieder aufgenommen 

wird, zeigt keinen Effekt. 
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Abb.12 Produktanteile nach oxidativer Umsetzung von AME durch RLM mit und ohne Zusatz von 

Ascorbinsäure (10 mM). Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen aus drei 

unabhängigen Experimenten. 

 
Die Ergebnisse des Antioxidantienzusatzes können wie folgt interpretiert werden: 

Das Fehlen einer Wirkung des Zusatzes von BHA, BHT und TBHQ entspricht den 

Erwartungen. Allerdings ist es fraglich, ob diese Substanzen die Polymerisation überhaupt 

beeinflussen können, da es sich bei den Ausgangssubstanzen um Phenole handelt, deren 

Radikale ähnlich mesomeriestabilisiert sind wie jene der Antioxidantien. Weiterhin werden 

die Substanzen nicht dem Ansatz, sondern dem Extraktionsmittel zugesetzt. Es ist aber 

davon auszugehen, dass die Polymerisation vermutlich durch die bzw. direkt nach der 

Reaktion mit den CYPs im Ansatz stattfindet und der spätere Zusatz hierauf keine 

Wirkung haben kann. Für eine Polymerisation direkt im Ansatz spricht auch die Tatsache, 

dass der Zusatz von Ascorbinsäure zum Methanol, in dem der Extrakt wieder 

aufgenommen wird ebenso wenig einen Einfluss auf den Anteil der Polymere hat, wie auch 

nach längerer Lagerung (mehrere Tage) des Extraktes. 

 

Glutathion würde der Polymerisation entgegenwirken, indem es als Elektronenpaardonor 

mit entstehenden Chinonen reagiert. Weder der Anteil der Polymere oder andere Produkte 

werden durch das Glutathion beeinflusst, noch werden Glutathion-Addukte mit den 

gewählten HPLC-Parametern detektiert. Der Befund, dass Glutathion keine Wirkung hat, 

bestätigt, dass die Polymerisation vermutlich nicht über Oxidation zu den Catecholen 

verläuft. 

 

Ascorbinsäure zeigt einen geringfügigen Effekt. Dieser ist wahrscheinlich auf die 

reduzierenden Eigenschaften zurückzuführen. Dies können sowohl gebildete Chinone wie 
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auch Radikale sein. Allerdings kann die Wirkung auch auf eine Änderung der 

Bedingungen (z.B. pH-Wert) im Ansatz zurückzuführen sein. (10 mM Ascorbinsäure in 

100 mM Puffer). 

 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der Zusatz von Antioxidantien 

geringfügige bis keine Effekte auf die Bildung der Polymere hat. Die Tatsache, dass der 

Zusatz von Glutathion keine Veränderung bewirkt, unterstützt die Theorie vo einem 

radikalischen Mechanismus für die Polymerisierung. 

 

Da die Polymere nicht als Produkte des oxidativen mikrosomalen Umsatzes anzusehen 

sind, werden sie in der folgenden quantitativen Betrachtung außer Acht gelassen. 
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Es wird aufgrund des erwartungsgemäßen Umsatzes von AME aber angenommen, dass die 

Minderbefunde mit der Bildung von Polymeren zusammenhängen, da deren Anteil (70 % 

Gesamtprodukte) bei den HLM deutlich höher liegt als bei RLM und HLM (jeweils 45 % 

Gesamtprodukte). Die Tatsache, dass dieser Effekt nur bei AOH zu beobachten ist kann 

mit der geringeren Stabilität der oxidativen AOH Produkte erklärt werden (s. Kap.3.3.2). 

 
AOH wird durch RLM dominierend zu O3 hydroxyliert, O4 wird zu 20 %, und O1 sowie 

O2 nur zu marginalen Anteilen gebildet. Hingegen wird der Metabolit O3 von HLM und 

SLM nicht bzw. im sehr geringen Umfang gebildet. Als Hauptmetabolit mit HLM wurde 

O4 in einer Menge gefunden, welche die Summe der Anteile aller anderen Metabolite um 

das Doppelte übertrifft. Durch SLM werden O2 und O3 zu gleichen Anteilen als 

dominierende Produkte gebildet. O1 entsteht durch die Mikrosomen aller drei Spezies nur 

zu geringfügigen Anteilen (Abb.13). 

 

AME wird durch RLM und SLM hauptsächlich zu M2 hydroxyliert. Während M2 in RLM 

etwa im gleichen Umfang gebildet wird wie alle anderen Metabolite zusammen, wird 

durch SLM der Metabolit M5 ebenfalls zu einem relativ großen Anteil von 25 % gebildet. 

In HLM ist M5 mit 41 % Anteil der Hauptmetabolit, wobei M2 mit einem Anteil von 22 % 

in gleicher Menge wie M4 gebildet wird. Die anderen monohydroxylieren Metabolite und 

AOH werden durch alle Mikrosomen zu einem Anteil von 10–20 % gebildet. Eine 

Ausnahme bildet M3, der nach Umsetzung durch HLM nur zu 5 % gefunden wird. Der 

dihydroxylierte Metabolit M1 wird nur nach Umsetzung durch RLM detektiert (Abb.14). 

Es wird angenommen, dass es sich bei M1 um den hydroxylierten Hauptmetaboliten M2 

handelt. Die Tatsache, dass er durch SLM und HLM nicht gebildet wird, kann zum einen 

an dem deutlich höheren Umsatz durch RLM insgesamt liegen (s.o.) und/oder zum anderen 

daran, dass M2 in HLM und SLM nicht in so großem Umfang gebildet wird. 

 
RLM, HLM und SLM weisen starke Unterschiede in der Produktverteilung der gebildeten 

oxidativen Metabolite auf. Dies lässt sich mit einer unterschiedlichen Expression 

verschiedener CYPs im Lebergewebe der Spezies erklären und zeigt, dass die 

Enzymaustattung der Gewebe eine unterschiedliche Spezifität bezüglich der Hydroxlierung 

aufweist. So scheint das Isoenyzm welches AOH zu O3 hydroxyliert in Mensch- und 

Schweineleber nicht oder nur im geringen Ausmaß exprimiert zu werden, während die 

Enzyme in der Rattenleber diesen Metaboliten vorherrschend bilden. Die Rattenleber stellt 

also nur bedingt ein gutes Modell für den Metabolismus von AOH und AME im Menschen 
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dar. Für den oxidativen mikrosomalen AOH Metabolismus ist die Schweineleber aufgrund 

der ähnlicheren Produktverteilung ein geeigneteres Modell. Im oxidativen AME 

Metabolismus unterscheiden sich die drei Spezies deutlich, wobei auch hier die 

Ähnlichkeiten zwischen HLM und SLM bestehen. Bei Verwendung von RLM als Ersatz 

für HLM gilt es, die Metabolite O4 und M5 bei der Beurteilung der Toxizität besonders zu 

beachten, da sie die Hauptmetabolite in HLM darstellen. 

 

Es ist anzumerken, dass die verwendeten HLM nur von einem Individuum stammen und so 

die Ergebnisse nicht generell auf den in vitro Metabolismus von Menschen verallgemeinert 

werden können. Insbesondere da es starke, individuelle Unterschiede in der Expression der 

CYP-Isoenzyme zwischen verschiedenen Menschen gibt. Auch gilt es zu beachten, dass 

die SLM von weiblichen Tieren stammen und bei den anderen Spezies die Mikrosomen 

männlicher Exemplare verwendet werden. Auch könnte ein Teil der gefundenen 

Unterschiede auf verschiedene Stabilitäten der Isoenzyme der einzelnen Spezies 

zurückzuführen sein. 

 

Die Ergebnisse über die Bildung (polarer) hydroxylierter Produkte durch SLM steht im 

Widerspruch zu den Ergebnissen von Olsen und Visconti (1987). Diese haben nach 

Inkubation von AME mit Leberzellhomogenat von Schweinen und NADPH als Cosubstrat 

keine anderen oxidativen Metabolite als AOH gefunden. Dieses ist vermutlich auf das von 

ihnen gewählte Analyseverfahren zurückzuführen. (Dünnschichtchromatographie). Des 

Weiteren kommt in Betracht, dass die CYP-Aktivität in dem von Olsen und Visconti 

(1987) verwendeten Homogenat (3 mg Protein/ml) deutlich unterhalb der hier verwendeten 

Mikrosomen gelegen haben könnte und so in ihren Untersuchungen nur sehr wenige 

oxidative Metabolite gebildet werden konnten. 
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3.1.4  Zusammenfassung der oxidativen Umsetzungen 
 

Die oxidativen Umsetzungen von AOH und AME mit Lebermikrosomen von Mensch, 

Ratte und Schwein zeigen in der Analyse mit HPLC-DAD-(MS), dass die Mykotoxine 

einem deutlichen oxidativen Metabolismus durch CYPs unterliegen. 

Aus AME werden vier monohydroxylierte Metabolite und ein dihydroxylierter Metabolit 

durch Rattenlebermikrosomen gebildet. Vier monhydroxylierte Metabolite werden durch 

Human- und Schweinelebermikrosomen gebildet. Zusätzlich wird AME durch alle 

Mikrosomen zu AOH demethyliert. 

Aus AOH werden vier monohydroxylierte Metabolite durch Mirkrosomen aller drei 

Spezies gebildet. In der Verteilung der einzelnen Metabolite zeigen sich deutliche 

Unterschiede zwischen den einzelnen Spezies. 

Andere als hydroxylierte polare Produkte, wie sie beispielsweise durch eine Öffnung des 

Lactonrings entstehen könnten, werden nicht gefunden. 

 

Ein Großteil der Produkte nach Umsetzung sowohl von AME als auch von AOH wies nach 

Umsetzung mit allen Mikrosomen eine geringere Polarität als die Ausgangsverbindungen 

auf. Diese Produkte treten in einem ähnlichen (Verteilungs-)Muster bei Mikrosomen aller 

Spezies auf. Ein Großteil von ihnen weist im LC-ESI-MS die Masse eines Dimeres aus 

AOH bzw. AME auf. Es wird angenommen, dass es sich hierbei um Polymere v.a. Dimere 

aus den Ausgangsverbindungen bzw. um oxidative Metabolite handelt. Der Einsatz von 

Antioxidantien hat auf die Bildung keinen bis marginalen Einfluss. Weder die chemische 

Natur noch der Mechanismus der Bildung dieser Substanzen kann eindeutig geklärt 

werden, es wird aber angenommen, dass diese vermutlich durch radikalische Reaktion v.a. 

aus den Ausgangsverbindungen gebildet werden. 

 

AME wird generell stärker oxidativ umgesetzt als AOH. Da die entstehenden Produkte 

zum Großteil Catechole sind, könnte dies eine metabolische Aktivierung darstellen. Von 

diesem Standpunkt her, ist der Metabolismus bei AME aufgrund des höheren Umsatzes für 

die toxikologische Beurteilung relevanter. 
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MS-MS Untersuchungen der [M-15]+ Ionen von AOH zeigen, dass es ausschließlich zu 

Fragmentierungen durch die Abspaltung von einer bzw. zwei (47% Intensität) TMS-

Gruppe(n) kommt (Abb. 17). 
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Abb.17 Fragmentierungsmuster des [M-15]+ Ions von Tris-TMS-AOH im MS-MS. %-Angaben stellen die 

rel. Intensitäten der Ionen dar. Zahlen in Klammer geben die Massen(differenzen) bei Verwendung von 

deuteriertem BSA an. 

 
Im Gegensatz dazu zeigen die MS-MS Spektren der [M-15]+ Ionen von AME das [M-15-

43]+ Ion als dominierendes Fragment (Abb.18, Spektren s. Anhang). 

Da auch bei Verwendung von deuteriertem BSA die Masse m/z = 43 abgespalten wird, 

zeigt sich, dass diese Fragmentierung ohne Beteiligung von TMS-Gruppen stattfindet. 

AME unterscheidet sich von AOH nur in der Methylierung der Hydroxygruppe in Position 

9 , so dass angenommen wird, dass diese Gruppe an der Bildung des [M-15-43]+ Ions 

beteiligt ist und es wird folgende Fragmentierungsreaktion vorgeschlagen: 
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Zunächst wird aus der Methoxygruppe in Position 7 ein Methylradikal abgespalten. Das 

resultierende Phenoxyradikal spaltet unter Verkleinerung des aromatischen Rings 

Kohlenmonoxid ab. Derartige Fragmentierungen, bei denen es zu einer Ringverkleinerung 

von einem Sechs- zu einem Fünf- Ring kommt, sind im EI-MS von Phenolen bekannt. 

Abb.18 zeigt einen möglichen Mechanismus für die Abspaltung von Kohlenmonoxid aus 

einem Phenolradikal. 

Der durch diese Fragmentierung gebildete Fünfring ist mesomeriestabilisiert. Das 

Radikalelektron und die positive Ladung sind über das gesamte Molekül delokalisiert. 

Dieser energetisch günstige Zustand führt zu hoher Stabilität des [M-15-43]+ 

Kationradikals und erklärt so den Befund, dass keine weitere Fragmentierung – mit 

Ausnahme der Abspaltung der verbliebenen TMS-Gruppe – stattfindet. 
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Abb.18 Fragmentierungsmuster des [M-15]+ Ions von Bis-TMS-AME im MS-MS. Links Bildung des [M-15-

43]+ Ions, mit vorgeschlagenem Mechanismus. %-Angaben stellen die rel. Intensitäten der Ionen dar. Zahlen 

in Klammer geben jeweils die Massen(differenz) bei Verwendung von deuteriertem BSA an.  
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Diese charakteristische Bildung der [M-15-43]+ Ionen, bei der es zu einer Verkleinerung 

des A-Rings von AME kommt, ist nach Hydroxylierungen im gleichen Ring – also an 

Position 10 und 8 – nicht denkbar. So kann diese Ringverkleinerung im Folgenden eine 

Grundlage für die Strukturaufklärung von substituierten AME Metaboliten darstellen. 

 

 

3.2.2 Fragmentierung und Strukturaufklärung von M1-M5 

 

Die GC-MS Analyse des Extraktes der oxidativen Umsetzung von AME führt zu fünf 

Peaks mit der Masse ([M-15]+) des vollständig silylierten HO-AME. Die Peaks werden 

anhand ihrer Retentionszeit als a-e bezeichnet (Abb.19). Molekülionen der HO-AME 

werden - Reaktion I entsprechend – nicht  gefunden. Auch kann bei den Massen ([M]+, 

[M-15]+, [M-15-15]+) von dihydroxylierten AME (M1) kein Peak detektiert werden. 
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Abb.19 GC-MS-MS (m/z = 489) Chromatogramm der oxidativen Umsetzung von AME. Die dargestellte 

Masse (m/z = 489) entspricht dem [M-15]+ Ion von HO-AME. 

 

Die Annahme, dass es sich bei den Peaks a-e um monohydroxyliertes AME handelt, wird 

durch entsprechende Befunde nach Einsatz von deuteriertem BSA unterstützt. Durch die 

GC-Analyse der einzelnen Metabolite können den HPLC-Peaks die entsprechenden GC-

Peaks zugeordnet werden (Tab.1). 

M2 und M3 zeigen im MS-MS der [M-15]+ Ionen ein nahezu gleiches 

Fragmentierungsmuster (Abb.20; Spektrum s. Anhang). Dabei bilden M2 und M3 

dominierend [M-15-30]+ Ionen. 
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Tab.1 Zuordnung der GC-Peaks der AME Metabolite zu den in der HPLC gefundenen HO-AME. 

 

Peak in der HPLC Peak in der GC Retentionszeit der GC [min]
M1 - - 
M2 d 22,4 
M3 a 19,1 
M4 b 20,5 
M5 e 23,5 

- c 22,1 
 
 
Dies wird der Abspaltung zweier Methylgruppen – eine aus der Methoxygruppe und eine 

aus dem TMS-Ether (Abb.20) – zugeordnet und geschlussfolgert, dass M2 und M3 eine 

mit einer Methoxygruppe benachbarte Hydroxygruppe aufweisen. Diese Fragmentierung 

wird als Reaktion III bezeichnet und in Kap.3.6.3 näher erläutert. 

Betrachtet man die möglichen Hydroxylierungspositionen (Abb.8) erkennt man, dass nur 

die im A-Ring hydroxylierten 8-HO-AME und 10-HO-AME eine Hydroxy- neben einer 

Methoxygruppe aufweisen. 

Für eine Hydroxylierung im A-Ring spricht auch das Fehlen von [M-15-43]+ Ionen, welche 

bei nicht substituierten AME durch Ringverkleinerung des A-Rings auftreten (s. 

Kap.3.2.1). Auf Grundlage dieser Fragmentierung kann also davon ausgegangen werden, 

dass es sich bei M2 und M3 um einen der im A-Ring hydroxylierten Metabolite 8-HO-

AME bzw. 10-HO-AME handelt. 

 
Tab.2 Überblick über die strukturrelevanten Fragmentierungsreaktionen der [M-15]+ Ionen der HO-AME 

 
Reaktion 
Fragment 

Strukturelement 

Reaktion II 
[M-15-88]+

Catechol 

Reaktion III 
[M-15-30]+ 

-OH neben –OCH3

A-Ringverkleinerung 
[M-15-43]+

A-Ring nicht 
substituiert 

Metabolit  
M2  X  
M3  X  
M4 X  X 
M5 X  X 

 
 
Bei den catecholischen Metaboliten wird in den MS-MS Spektren die Abspaltung von 

Tetramethylsilan (m/z = 88) unter Bildung eines cyclischen Siloxans (s. Abb.21) 

beobachtet. Diese als Reaktion II (s. Kap.3.6.2) bezeichnete Fragmentierungsreaktion kann 

aber nicht verwendet werden, um das Catechol 8-HO-AME vom Hydrochinon 10-OH-

AME abzugrenzen: Die Hydroxygruppe in Position 7 von 8-HO-AME reagiert bereits bei 
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der Bildung der [M-15]+ Ionen (Reaktion I) zum cyclischen Siloxan und steht so nicht zu 

weiteren Reaktionen zur Verfügung. 

 

Die Differenzierung von M2 und M3 erfolgt über ihre Umsetzung mit Catechol-O-

Methyltransferase (COMT, s. Kap.3.3). M3 wird durch die COMT nicht umgesetzt und 

kann so als das nicht catecholische 10-HO-AME identifiziert werden. M2 wird durch die 

COMT zu zwei Produkten methyliert und ist folglich 8-HO-AME. 
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Abb.20 Fragmentierungsmuster der [M-15]+ Ionen von M2 (8-HO-AME, links) und M3 (10-HO-AME, 

rechts) im MS-MS. Die Prozentangaben stellen die rel. Intensität der Ionen dar. Zahlen in Klammern geben 

die Massen(differenzen) bei Verwendung von deuteriertem BSA an. 

 
Die anderen HO-AME M4 und M5 zeigen ebenfalls einander sehr ähnliche 

Fragmentierungsmuster. (Abb.21; Spektrum s. Anhang). [M-15-43]+ Ionen werden unter 

Ringverkleinerung des A-Rings von beiden Metaboliten gebildet. Aufgrund der 

Ringverkleinerung ist es unwahrscheinlich, dass die Metabolite im A-Ring hydroxyliert 
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sind. Ebenso zeigen beide Metabolite [M-15-88]+ Ionen mit großen Intensitäten. Dies wird 

der Abspaltung von Tetramethylsilan (m/z = 88) aus zwei silylierten vicinalen 

Hydroxygruppen zugeordnet (Reaktion II, Abb.21) und M4 und M5 werden so als 

Catechole identifziert. 
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Abb.21 Fragmentierungsmuster der [M-15]+ Ionen von M4 (4-HO-AME, oben) und M5 (2-HO-AME, unten) 

im MS-MS. Die Prozentangaben stellen die rel. Intensität der Ionen dar. Zahlen in Klammern geben die 

Massen(differenzen) bei Verwendung von deuteriertem Silylierungsmittel an. 
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Betrachtet man die möglichen Positionen für eine Hydroxylierung (s. Abb.21), die zu 

Catecholen führt und nicht in Ring A stattfindet, wird klar, dass es sich bei M4 und M5 um 

4-HO-AME bzw. 2-HO-AME handelt. 

Die Struktur von M4 kann durch Cochromatographie mit synthetischer Vergleichsubstanz 

(s. Kap.3.3.3) in GC und HPLC eindeutig als Desmethylgraphislacton A (DGLA, 4-HO-

AME) aufgeklärt werden. M5 wird nach dem Ausschlussprinzip als 2-HO-AME 

identifiziert. 

Tab.2 und Abb.20-21 geben eine Übersicht über die gefundenen Fragmente und die ihnen 

zugeordneten Reaktionen und Strukturelemente. 

Bei der GC-MS Analyse des Extraktes nach oxidativer Umsetzung wird im Vergleich zur 

HPLC ein zusätzlicher Metabolit-Peak (Peak c in Abb.19) gefunden. Da der Peak auch bei 

der Verwendung von deuteriertem BSA Ionen die Masse von Tris-TMS-HO-AME ([M-

18]+-Ionen) zeigt, muss angenommen werden, dass es sich tatsächlich um einen weiteren 

hydroxylierten AME-Metaboliten handelt. Das Fragmentierungsmuster von Metabolit c 

weicht deutlich von den anderen Metaboliten ab (Spektrum s. Anhang). Dominierend ist 

hier die Bildung von [M-15-88]+ bzw. [M-18-96]+ Ionen nach Silylierung mit deuteriertem 

BSA. Hierbei kann es sich nicht um die Abspaltung von Tetramethylsilan handeln. 

Vielmehr legen die Massendifferenzen eine ungewöhnliche Abspaltung von O-

Si(CH3)2(CH2) nahe. Eine solche Abspaltung aus einer aromatischen Hydroxygruppe 

erscheint unwahrscheinlich.  

Aufgrund der deutlichen Abweichungen in der Fragmentierung und da keine anderen 

Position (s. Abb.8) für eine Hydroxlierung übrig ist, wird vermutet, dass es sich bei dem 

Metaboliten c um 1-Hydroxymethyl-AME handelt. 

 

 

3.2.3 Fragmentierung und Strukturaufklärung der Metabolite O1-O4 

 

Nach oxidativer Umsetzung von AOH werden im Extrakt vier Peaks der Masse ([M-15]+) 

der vollständig silylierten HO-AOH gefunden. Anhand ihrer Retentionszeit werden die 

z.T. sehr kleinen Peaks als a-d bezeichnet (Abb.22). Molekülionen können - Reaktion I 

entsprechend (s. Abb.16) – sowohl für die monohydroxylierte Metabolite als auch für 

AOH nicht gefunden werden. 
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Abb.22 GC-MS-MS (m/z = 547) Chromatogramm der oxidativen Umsetzung von AOH. Die dargestellte 

Masse entspricht dem [M-15]+ Ion von HO-AOH. 

 

Die Annahme, dass es sich bei den Peaks a-d um monohydroxyliertes AOH handelt, wird 

durch den Einsatz von deuteriertem BSA bestätigt. Durch die GC-Analyse der einzelnen 

Metabolite können den HPLC-Peaks die entsprechenden GC-Peaks zugeordnet werden 

(Tab.3). 

 
Tab.3 Zuordnung der GC-Peaks der AOH Metabolite zu den in der HPLC gefundenen HO-AOH. 

 

Peak in HPLC Peak in GC Retentionszeit GC [min] 
O1 c 21,4 
O2 b 20,3 
O3 a 19,1 
O4 d 22,6 

 
 

Die MS-MS Spektren der durch Reaktion I gebildeten [M-15]+ Ionen zeigen für alle 

Metabolite ein ähnliches Fragmentierungsmuster (Spektren s. Anhang). Dominierend ist 

die Bildung von [M-15-88]+ und [M-15-88-72]+ Ionen. Diese Fragmentierung wird der 

Bildung des cylischen Siloxans aus zwei vicinalen Hydroxygruppen in Reaktion II 

zugerechnet. Dem Modell folgend sind alle oxidativen AOH Metabolite aromatisch 

hydroxyliert und damit Catechole (Abb.23). Da die Bildung der [M-15-72]+ und [M-15-88-

72]+ Ionen durch Abspaltung der TMS-Gruppe die einzigen weiteren Fragmentierungen 

sind, denen ein Strukturelement zugeordnet werden kann, ist die Aufklärung der 

Hydroxylierungspositionen der HO-AOH mittels GC-MS-MS nicht möglich. 
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Abb.23 AOH Metabolite O1-O4: Bildung durch CYPs, Silylierung und Formierung der [M-15]+ Ionen 

(Reaktion I) sowie Weiterreaktion zu [M-15-88]+ Ionen (Reaktion II). Zahlen in Klammern geben die 

Massen(differenzen) bei Verwendung von deuteriertem Silylierungsmittel an. 

 
 
O1 und O3 erweisen sich als erheblich instabiler als O2 und O4. So wurde nach 

Fraktionierung des oxidativen Ansatzes nur ein sehr geringer Anteil an O1 und O3 

wiedergefunden. Eine Hydroxylierung im A-Ring (Position 8 oder 10) könnte diese 

Instabilität erklären, da sowohl die Pyrogallolstruktur von 8-HO-AOH als auch 10-HO-

AOH als ortho-hydroxyliertes Hydrochinon sehr oxidationsanfällig und damit instabil sind. 

Es kann also vermutet werden, dass es sich bei O3 und O1 um 8-HO-AOH bzw. 10-HO-

AOH handelt. 

Das UV-Vis Spektrum von O2 (s. Anhang) zeigt aufgrund eines zusätzlichen Maxiums bei 

230 nm eine deutliche Ähnlichkeit zu dem Spektrum des im C-Ring hydroxylierten AME 

Metaboliten M4 (4-HO-AME, dessen UV-VIS Spektrum als einziger anderer Metabolit 

dieses Maxium aufweist. Dies kann als erster Hinweis dafür gewertet werden, dass es sich 

bei O2 um 4-HO-AOH handelt. 
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3.2.4 Zusammenfassung der Strukturaufklärung 
 

Auf Grundlage der GC-MS-MS Spektren können die monohydroxylierten AME 

Metabolite identifiziert werden: Der oxidative Hauptmetabolite von AME in HLM (M5) ist 

2-HO-AME. Hierbei handelt es sich ebenso um ein Catechol wie bei dem 

Hauptmetaboliten in RLM (M2), der 8-HO-AME ist. Als das Hydrochinon 10-HO-AME 

kann M3 identifiziert werden. Die Struktur des AME Metabolit M4 kann mit einer 

synthetischen Vergleichssubstanz als 4-HO-AME aufgeklärt werden. 

Die vier hydroxylierten AOH Metabolite O1-O4 können aufgrund ihrer Fragmentierung als 

Catechole erkannt werden. Damit sind alle HO-AOH Metabolite aromatisch hydroxyliert. 

Die Hydroxylierungsposition kann jedoch nicht aus den Spektren abgeleitet werden. O1 

und O3 erweisen sich als ausgesprochen instabil. Es wird angenommen, dass es sich um 

die im A-Ring hydroxylierten 8-HO-AOH bzw. 10-HO-AOH handelt. 

 

Der Bildung von Catecholen im Rahmen des Xeno- und Endobiotika-Metabolismus 

kommt besondere Aufmerksamkeit zu, da sie durch s.g. „Redoxcycling“ zu Zellschäden 

führen können. Hierbei handelt es sich um eine Art „elektrochemischen Kurzschluss“ von 

reduzierenden und oxidierenden Enzymsystemen (s. Abb.24), wobei reaktive 

Sauerstoffspezies generiert werden. 
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Abb.24 Generierung reaktiver Sauerstoffspezies durch Redoxcycling eines Hydrochionons (Menadion). Bei 

Catecholen verläuft die Reaktion entsprechend. 

 

Die durch Oxidation aus den Catecholen entstehenden o-Chinone können überdies – sofern 

sie nicht durch Reaktion mit Glutathion entgiftet werden – mit kritischen Nucleophilen 

(DNA-Basen, Proteinen) reagieren und so auch durch Konjugatbildung Zellschäden 

hervorrufen (Bolton et al., 2000). Sollten die gebildeten Catechole nicht, oder nur 
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unzureichend durch COMT methyliert oder im Phase II Metabolismus konjugiert werden, 

kann ihre Bildung eine metabolische Aktivierung darstellen, die zu toxischen Effekten 

führt. 

 

 

3.3 Umsetzung der Metabolite mit COMT 

 
Catechole werden im Organismus durch die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) 

methyliert. Die COMT liegt hauptsächlich frei im Cytosol vor und überträgt eine 

Methylgruppe vom Cosubstrat S-Adenosyl-L-methionin (SAM) auf ein weites Spektrum an 

Substraten. Einzige strikte Vorraussetzung ist, dass die Substrate zwei vicinale 

Hydroxygruppen aufweisen müssen (Lautala et al., 2001). Da die Methylierung durch 

COMT eine der wichtigsten Reaktionen in der „Entgiftung“ von ggf. im Phase I 

Metabolismus gebildeten Catecholen ist, wird die Methylierung der hydroxylierten AME 

und AOH Metabolite untersucht. Statt des Zusatzes von (aufgereinigter) COMT wird aus 

rationellen Gründen Rattenlebercytosol (RCYT) eingesetzt, da es eine ausreichend hohe 

COMT-Aktivität aufweist. 

 

3.3.1 AME-Metabolite 
 

Die Hydroxylierungsprodukte von AME werden einzelnd mit COMT umgesetzt und 

mittels HPLC analysiert. Dabei werden alle Metabolite, denen in Kap.3.2.2 eine 

catecholische Struktur zugeordnet wurde (M1,M2,M4 und M5), methyliert. M3 stellt als 

Hydrochinon kein Substrat für die COMT dar. Tab.4 gibt eine Übersicht über die 

Umsetzung von HO-AME durch COMT. 

Die catecholischen HO-AME werden alle zu über 90 % von der COMT umgesetzt. 

Während die zwei methylierten M5 Metabolite mit 57 % M5-CH3-1 und 43 % M5-CH3-2 

in etwa gleichem Anteil gebildet werden, entsteht aus M2 und M4 jeweils ein 

dominierendes Produkt. So werden M2-CH3-2 und M4-CH3-2 um den Faktor sieben mal 

stärker gebildet als M2-CH3-1 bzw. M4-CH3-1. Die deutlich unterschiedlichen 

Konzentrationen im Ansatz zeigen dabei keinen Einfluss auf Umsatz oder Verteilung der 

Produkte. 
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Im GC-MS zeigt M2-CH3-1 vorherrschend Molekülionen ([M]+ Ionen), während alle 

anderen Methylierungsprodukte dominierend [M-15]+ Ionen bilden. Bei M2-CH3-1 kommt 

es also nicht zur Bildung des cyclischen Siloxans aus der silylierten Hydroxygruppe in 

Position 7 (Reaktion I, s. Abb.25). Deshalb wird geschlussfolgert, dass die Hydroxygruppe 

in Position 7 bei M2-CH3-1 methyliert vorliegt und die Fragmentierung nicht möglich ist. 
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Abb.25 Methylierungsprodukte von M2: M2-CH3-1 (8-HO-7-CH3O-AME) und M2-CH3-2 (7-CH3O-AME) 

 

Daher wird angenommen, dass es sich bei M2-CH3-1 um 8-HO-7-CH3-O-AME und bei 

M2-CH3-1 dementsprechend um 7-CH3O-AME handelt. Die sterisch schlecht zugängliche 

Hydroxygruppe in Position 7 wird also mit einem Anteil von 8 % erwartungsgemäß in 

deutlich geringerem Umfang methyliert als die Hydroxygruppe in Position 8. 

 

Die Methylierungsprodukte von M4 und M5 zeigen in MS-MS Untersuchungen eine 

nahezu gleiche Fragmentierung (Fragmentierungstabelle s. Anhang). Dabei werden 

dominerend [M-15-30]+ Ionen gebildet. Dies wird der Abspaltung zweier Methylgruppen 

aus einer trimethylsilylierten Methoxygruppe in ortho-Position zu einer Hydroxygruppe 

zugeordnet (Reaktion III). Dieser Befund bestätigt zwar, dass es sich bei den gefundenen 

Metaboliten um durch COMT methylierte Catechole handelt, ermöglicht aber keine 

Aussage über die Methylierungsposition. 

 

Die Struktur von M4-CH3-1 kann durch Cochromatographie in GC und HPLC mit einer 

synthetisch hergestellten Vergleichssubstanz eindeutig als Graphislacton A (GLA, 3-

CH3O-AME) identifiziert werden. Aufgrund des Ausschlussprinzips kann M4-CH3-2 die 

Struktur 3-HO-4-CH3O-AME zugeordnet werden. 

Die Methylierungsposition von M5-CH3-1 und M5-CH3-2 kann nicht bestimmt werden. 
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Nach gleichzeitiger Umsetzung von AME durch CYPs und COMT bleiben zwei der fünf 

HO-AME in messbaren Anteilen übrig. Ob das Cosubstrat zu Beginn oder in der Mitte der 

Inkubationszeit zugegeben wird, hat keinen Einfluss auf das Ergebnis. Der M3-Metabolit 

wird als Hydrochinon erwartungsgemäß in der gleichen Konzentration detektiert wie bei 

der Kontrollinkubation (ohne SAM). 

Von dem Hauptmetabliten M2 verbleiben 27 % der Kontrolle unmethyliert. Die anderen 

Metabolite (M1, M4 und M5) werden vollständig durch COMT umgesetzt und lassen sich 

nach gemischter Umsetzung mit CYPs und COMT weder mittels HPLC noch mittels GC-

MS nachweisen (Abb.26, 27).  
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Abb.26 Anteil nicht methylierter HO-AME Metabolite nach gemischter Umsetzung durch CYPs und COMT 

im Vergleich zur Kontrolle. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Fehlerbalken 

geben die Standardabweichung an. 

 

Im GC-MS-Chromatogram (Abb.27) lassen sich die Peaks der sechs methylierten HO-

AME-Metabolite erkennen. Fünf davon zeigen dabei deutliche Peaks der Masse [M-15]+ 

Ionen, nur M2-CH3-1 zeigt deutliche Molekülionen (Abb.27). Die Retentionszeiten von 

M4-CH3-2 und M2-CH3-2 fallen zusammen. Zusätzlich zu den vorgestellten aus den 

einzelnen Umsetzungen bekannten Peaks wird ein Peak (x) mit m/z = 431 bei der 

Retentionszeit von M3 gefunden. Auch wenn die Masse dieser Substanz mit der 

methylierter HO-AME ([M-15]+-Ionen) übereinstimmt – auch nach Silylierung mit 

deuteriertem BSA – wird diese Verbindung für eine Verunreinigung bzw. ein M3-

Fragment gehalten und nicht näher betrachtet. 
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Tab.4 COMT-Umsetzung der HO-AME 

rel. Anteile nach COMT- Umsetzung 
HO-AME CH3-1 CH3-2 Polare 

Verbindung 
M1 

10,8 63,2  26,1 
19,2 53,8  27,0 
10,94 59,0  30,0 

M2 
5,5 69,8 5,7 18,9 
3,5 72,1 6,0 18,4 
4,0 65,9 8,1 22,0 

M4 
0 11,8 88,2 
0 11,7 88,3 

4,4 15,7 79,8 
M5 

0 54,0 46,0 
3,39 55,4 41,2 

 
 
Tab.5 COMT-Umsetzung der HO-AME 

rel. Anteile (%) nach COMT- Umsetzung 
HO-AOH CH3-1 CH3-2 

O2 
13,1 7,0 79,8 
6,4 9,2 84,3 

O4 
0 87,8 12,2 
0 82,1 17,9 
0 81,2 18,8 
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11.2 Chromatogramme 
 
Chromatogramme nach Umsetzung von AOH mit Meerrettich Peroxidase: 
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11.3 Retentionszeiten der methylierten oxidativen Metabolite 
 
AOH-Metabolite 
 
HPLC- Retentionszeiten der methylierten HO-AME: 
 

Retentionszeit bei HPLC-DAD Trennung [min] 
 

Metabolit 
 

 
HO-AME 

 
M-1 

 

 
M-2 

 
Polares Produkt 

M1 
(HO)2AME 11,7 14,7 - 10,4 

M2 
8-HO-AME 13,6 15,4 18,3 12,5 

M3 
10-HO-AME 17,4 - - 

M4 
4-HO-AME 18,2 22,4 22,6 

M5 
10-HO-AME 20 23,2 24,1 

 
 
HPLC-Retentionszeiten der methylierten HO-AOH: 
 

Retentionszeit bei HPLC-DAD Trennung [min] 
 

Metabolit 
 

 
HO-AOH 

 
CH3-1 

 

 
CH3-2 

O2 13,5 15,4 18,3 
O4 14,5 16,7 17,8 
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11.4 Tabellen der Intensitäten der Fragmentionen 
 
methylierte HO-AME 
 
M2 
 
MS-MS-Fragmentierung von M2-CH3-1 ([M]+ Ionen) und M2-CH3-2 ([M-15]+ Ionen). 
  
M2-CH3-1 ([M]+ Ionen): m/z = 446 (deuteriertes BSA 464) 

BSTFA deuteriertes BSA 
Fragmentmasse Massendifferenz % Anteil Fragmentmasse Massendifferenz % Anteil 

431 15 20 431 33 40 
416 30 65 365 99 100 
356 90 100 347 117 35 
341 105 70 336 128 25 
325 121 70 319 145 35 
313 133 60 304 160 15 
269 177 50 291 173 20 

275 189 20 
 
M2-CH3-2 ([M-15]+ Ionen): m/z = 431 (deuteriertes BSA 446) 

BSTFA deuteriertes BSA 
Fragmentmasse Massendifferenz % Anteil Fragmentmasse Massendifferenz % Anteil 

415 16 55 430 16 55 
387 44 100 402 44 100 
370 61 10 385 61 7 

 
 
M4 
 
MS-MS-Fragmentierung von M4-CH3-1 ([M-15]+ Ionen) und M4-CH3-2 ([M-15]+ Ionen). 
 
M4-CH3-1 (GLA) ([M-15]+ Ionen): m/z = 431 (deuteriertes BSA 446) 

BSTFA deuteriertes BSA 
Fragmentmasse Massendifferenz % Anteil Fragmentmasse Massendifferenz % Anteil 

401 30 100 413 33 100 
358 73 4 370 76 7 

 
M4-CH3-2 ([M-15]+ Ionen): m/z = 431 (deuteriertes BSA 446) 

BSTFA deuteriertes BSA 
Fragmentmasse Massendifferenz % Anteil Fragmentmasse Massendifferenz % Anteil 

401 30 100 413 33 100 
358 73 2 370 76 4 
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11.4 Spektren der oxidativen Metabolite 
 
Die UV-VIS, LC-ESI-MS und ggf. die GC-EI-MS-MS Spektren finden sich auf den 
folgenden (nicht numerierte) Seiten. 
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Spektren von AOH-Metabolit O3

GC-MS-MS (m/z =547)

UV-VIS-Spektrum aus HPLC-DAD
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Spektren von AOH-Metabolit O4

GC-MS-MS (m/z =547)
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Spektrum von AME-Metabolit M1
UV-VIS-Spektrum aus HPLC-DAD
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Spektren von AME-Metabolit M2
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Spektren von AME-Metabolit M3

GC-MS-MS (m/z =489)
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Spektren von AME-Metabolit M4

GC-MS-MS (m/z =489)

UV-VIS-Spektrum aus HPLC-DAD
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Spektren von AME-Metabolit M5

GC-MS-MS (m/z =489)

UV-VIS-Spektrum aus HPLC-DAD

nm

250 300 350 400 450

m
A

U

0

100

200

300

m
A

U

0

100

200

30018,83 Min

Nils060#1641 RT: 23.74 AV: 1 NL: 1.55E5
T: + c Full ms [ 10.00-510.00]
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Spektren von AME-Metabolit M5

LC-ESI-MS (175 V)

LC-ESI-MS (60 V)

m/z100 200 300 400 500

0

20

40

60

80

100

*MSD1 SPC, time=23.531 of C:\SOZIAL\IS\MUS\AME175.D    API-ES, Pos, Scan, 175
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Spektren von Polymeren

AME -Polymere LC-ESI-MS (70 V)

AOH-Polymere LC-ESI-MS (75 V)
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GC-Spektren synthetischen von GLA und 
DGLA

GC-EI-MS DGLA

GC-EI-MS GLA
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UV-VIS Spektrum von AME-Glucuronid-1
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UV-VIS Spektrum von AME-Glucuronid-2
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Spektren von AME-Glucuronid-1

LC-ESI-MS (50 V)
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Spektren von AME-Glucuronid-2

LC-ESI-MS (160 V)

LC-ESI-MS (50 V)

m/z100 200 300 400 500

0

20

40

60

80

100
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Spektren von AOH-Glucuronid-1

LC-ESI-MS (160 V)

LC-ESI-MS (50 V)

m/z100 200 300 400 500

0

20

40

60

80

100

*MSD1 SPC, time=12.093 of C:\SOLI\DAR\IT\ÄT\05032903.D    API-ES, Pos, Scan, 50

Max: 4938

 4
57

.0

 4
35

.0

 4
73

.0

 4
58

.0

 4
36

.0

 2
59

.0

 4
74

.0

 4
59

.0

m/z100 200 300 400 500

0

20

40

60

80

100

*MSD1 SPC, time=12.050 of C:\SOLI\DAR\IT\ÄT\05032921.D    API-ES, Pos, Scan, 160

Max: 2127

 2
59

.0

 4
57

.0

 4
79

.0
 4

73
.0

 2
81

.0

 3
03

.0

 5
01

.0

 1
85

.1

 2
60

.0

 4
80

.0

 4
58

.0

 2
13

.1

 2
41

.1

 4
59

.0

 4
95

.0

 4
74

.0

 1
99

.1

 1
61

.1

 1
29

.1

 3
03

.8

 2
82

.3

 1
09

.1

Spektren von AOH-Glucuronid-2

LC-ESI-MS (160 V)

LC-ESI-MS (50 V)
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