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Metabolisierung von Arzneimitteln in Pflanzen
Methodenentwicklung zur Detektion im umweltrelevanten Spurenbereich
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Durch das stetige Bevolkerungswachs-
tum, zunehmende chronische Krank-
heiten, sowie die Fortschritte in der
Medizin steigt der Arzneimittelkonsum
kontinuierlich an. Allein fiir Deutschland
soll bis 2045 die Zunahme zwischen
40-65% des momentanen Bedarfs
betragen. [1]

Negative Auswirkungen sind, dass Riick-
stande von Arzneimitteln in die Umwelt
eingetragen werden. Die gréfite Konta-
minationsquelle sind Klaranlagen. Aus-
scheidung der vom Korper nicht aufge-
nommenen Pharmazeutika, Abwaschen
von auBerlich applizierten Medizinpro-
dukten (zum Beispiel Cremes) und auch
die unsachgemafBe Entsorgung von Pra-
paraten flihren dazu, dass Arzneimittel
in die kommunalen Abwasser gelangen.

Obwohl die Abwadsser in Kldranlagen
aufgereinigt werden, sind diese haufig
nicht im Stande, die verschiedenen phar-
mazeutisch aktiven Substanzen voll-
standig aus den Wassern zu entfernen.
Werden die aufbereiteten Wasser in
Oberflachengewasser riickgeleitet,
kommt es unweigerlich zu einer Konta-
mination der Umwelt. Haufig werden
dabei  Antibiotika,  nichtsteroidale
Antirheumatika und Antiepileptika nach-
gewiesen, welche sich im ng/l bis in den
niedrigen pg/l Bereich in aufgereinigten
Waissern befinden kénnen. [2]

Interaktionen von Arzneimitteln mit
Pflanzen

Durch den Klimawandel und die damit
groBer werdende Trockenheit werden
geklarte Wasser in Landern wie zum Bei-
spiel Israel mittlerweile direkt wieder-
verwendet und zur Bewadsserung in der
Landwirtschaft eingesetzt. Obwohl dies
zur Schonung der Wasserressourcen
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Abb. 1: Untersuchte Nichtsteroidale Antirheumatika

beitragt, darf nicht auller Acht gelassen
werden, dass dies zu Interaktionen der
(pharmazeutischen) Riicksténde im
Wasser mit den Pflanzen fithren kann.
Aufgereinigte Wasser sowie Klar-
schlamm als Diingemittel stellen somit
eine Gefahr fiir die Lebensmittelsicher-
heit dar. [2]

Zahlreiche Studien prasentierten Metho-
den zur Spurenanalyse von Arzneimit-
teln und zeigten, dass verschiedenste
Pflanzen (wie Salat, Tomate, Gurke,
Spinat, ...) pharmazeutisch aktive Sub-
stanzen von ihrer Umwelt aufnehmen
und auch innerhalb der Pflanze weiter
transportieren [2].

Ausgehend von diesen Erkenntnissen ist
nicht auszuschlieen, dass pharmazeu-
tisch aktive Substanzen innerhalb der
Pflanzen im Zuge der Detoxifizierung zu
neuen Verbindungen umgewandelt bzw.
metabolisiert werden. Erste Studien mit
Zellkulturen oder Hydrokulturen zeig-
ten, dass Hydroxylierungen und Konju-
gationen mit Zuckern und Aminosduren
der Arzneimittel stattfinden kénnen (in
Anlehnung an das Drei-Phasen-Modell)

[31.

Die ldentifizierung von Metaboliten ist
dabei essenziell, um die Aufnahme von

Arzneimitteln durch Pflanzen in der Um-
welt vollstandig beschreiben und aufkla-
ren zu kénnen. Denn eine ausschlieBli-
che Fokussierung auf die Wirkstoffe
selbst, konnte dazu fiihren, dass das
Ausmal der Arzneimittelaufnahme un-
terschatzt wird, lediglich weil gebildete
Metaboliten (mdglicherweise vorliegend
in hohen Konzentrationen) von den bis-
her angewandten Methoden nicht er-
fasst werden.

Identifizierung von Metaboliten

In diesem Forschungsprojekt wurde die
Aufnahme und Metabolisierung von
Pharmazeutika in der Modellpflanze
Kresse (Lepidium sativum) untersucht.
Diese wurde den vier verschiedenen
Nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR)
Diclofenac (DCF), Naproxen (NPX),
Ketoprofen (KPF) und Mefenaminsdure
(MFA) ausgesetzt (Abbildung 1).

Die Pflanzen wurden hydroponisch kulti-
viert, geerntet und schlieBlich mit einem
geeigneten Losungsmittelgemisch ex-
trahiert. Zur Identifizierung moglicher
Metaboliten wurden die Extrakte mittels
RP-HPLC getrennt und anschlieBend mit
einem hochauflésenden Massenspek-
trometer (hier Flugzeitmassenspektro-
meter) analysiert.
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Durch intensive Analyse der erhaltenen
Massenspektren und den Vergleich mit
unbehandelten Pflanzen konnten 16
Metaboliten identifiziert und Struktur-
vorschlage erbracht werden. Dabei han-
delte es sich um Hydroxylierungs-
produkte (OH) oder Konjugate mit Glu-
kose (glu), Malonsaure (mal), Glutamin
und Glutaminsdure (Abbildung2). Fiir
diese Experimente wurden die Pflanzen
mit hohen Arzneimittelkonzentrationen
(> 1 mg/l) behandelt, um die Identifizie-
rung der Metaboliten zu erleichtern. [4]

Nach dem dies gegliickt war, war der
weitere Anspruch, eine hochsensitive
und selektive Methode zu entwickeln,
die die Detektion der vier NSAR sowie
ihrer Metaboliten erlaubt, wenn Pflan-
zen sehr niedrigen umweltrelevanten
Konzentrationen ausgesetzt sind. Ein
erster Schritt war die Adaptierung der
Probenvorbereitung, sodass eine Auf-
konzentrierung der Pflanzenextrakte
mdglich war.

Des Weiteren wurde zur Erhéhung der
Sensitivitdt ein  Triple-Quadrupole-
Massenspektrometer im MRM-Modus
(multiple reaction monitoring) als
Detektor eingesetzt. Allerdings reichte
die Leistung der zur Verfiigung stehen-
den Analysengerate nicht aus, umin den
gewiinschten  Konzentrationsbereich
vorzustollen. Dies konnte schlie3lich
durch die Kopplung der HPLC mit der
neuesten Generation des Triple-Quadru-
pole-Massenspektrometers (LCMS-
8060) realisiert werden.

LCMS zur Entwicklung einer
hochsensitiven Methode

Ziel der Arbeit war es, eine hochsensitive
und selektive Methode zu entwickeln,
die die Detektion der Arzneimittel, aber
vor allem auch der identifizierten Meta-
boliten erlaubt, wenn Pflanzen sehr
niedrigen umweltrelevanten Konzentra-
tionen (< 1pg/l) ausgesetzt sind. Die
Auftrennung der Extrakte erfolgte auf
einer Atlantis T3 Saule (3pm;
150 mmx 2,1 mm) von Waters unter
Anwendung eines Wasser / Acetonitril-
Gradienten (+0,1% Ameisensdure) bei
einer Flussrate von 0,3 ml/min.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Metabolisierung von DCF mit Strukturvorschlagen der
Metaboliten
1
1 DCF-OH-glu 474 > 312
2 2 MFA-OH-glu 420 > 240
3 NPX-glutamin 359 > 185
4 KPF-glutamin 383 > 209
'\ 3 5 MFA-OH-glu-mal 506 > 240
6 NPX-glu-mal 496 > 231
4 7 NPX-glutaminsaure 360 > 185
8 KPF-glutaminsaure 384 > 209
9 DCF-glutamin 424 > 147
“ 2 10 DCF-glu-mal 544 > 296
11 DCF-0OH 312 > 231
6 12 MFA-glu-mal 490 > 224
13 DCF-glutaminsaure 425 > 148
7 14 NPX 231 > 185
\.—L 15 DCF 296 > 214
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Abb.3: HPLC-MS/MS Chromatogramme eines Wurzelextrakts nach der Behandlung

von Kresse mit 1 pg/l je NSAR
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Nach der Anpassung und intensiver Opti-
mierung der HPLC sowie der Triple-
Quadrupole-Methode zeigte sich bereits,
dass die Nachweisgrenzen der vier NSAR
um einen Faktor 25 gesenkt werden
konnten. Bei der Analyse der Pflanzen-
extrakte, bei denen Kresse 1pg/l je
NSAR ausgesetzt wurde, konnten in den
Wurzeln der Pflanzen 15 Analyten
(sprich 75% der Analyten) nachgewiesen
werden (Abbildung 3). Im oberen Teil der
Pflanze lieBen sich bei dieser Konzentra-
tion noch neun Analyten detektieren. Bei
einer Arzneimittelkonzentration von
lediglich 0,1 pg/lje NSAR wurden mit der
entwickelten Methode noch sieben
Analyten in den Kressewurzeln nachge-
wiesen.

SFC - eine alternative komplementire

Trennmethode?

Es konnte aullerdem eine alternative
Methode entwickelt werden, bei der die
Analyten mittels Uberkritischer Fliissig-
keitschromatographie (SFC) aufgetrennt
wurden. Es wurden verschiedene Saulen
getestet und die Parameter der SFC (Art
und Flussrate des Modifiers und des
Make-up Flusses) sowie des Massen-
spektrometers optimiert. SchlieBlich
wurden die Extrakte auf einer Shim-pack
UC-Diol (3 pm; 4,6 mm x 150 mm) Saule
getrennt. Als mobile Phase wurde (iber-
kritisches CO, mit Methanol (5 - 45%) als
Modifier bei einer Flussrate von 3 ml/min
verwendet und zur besseren lonisierung
wurde post-column ein Make-up Fluss
zudosiert.

Im Gegensatz zur HPLC zeigte die SFC ein
komplementdres Elutionsverhalten der
Analyten, und die apolareren NSAR elu-
ierten bei kiirzeren Retentionszeiten. In
Abbildung4 sind die SFC-MS/MS-
Chromatogramme eines Wurzelextrakts
(Kresse behandelt mit 0,1 mg/l je NSAR)
dargestellt. Interessanterweise zeigten
dabei drei Analyten (KPF-glutamin, DCF-
OH und KPF-glu-mal) in der SFC (im
Gegensatz zur HPLC) je zwei Peaks. Die-
ser Umstand stellt ein mdgliches Indiz
fiir die Prasenz zweier Strukturisomere
dar. Diese Vermutung konnte aber inner-
halb des Projekts nicht mehr aufgeklart
werden.
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INNKRE2551=209 11 KPF-glu 434 > 255
2 NPX231>185 12 NPX-glu 410 > 231
3 MFA 242 > 224 13 KPF-glu-mal 520 > 255
4 DCF 296 > 214 14 DCF-glutamin 424 > 215
5 KPF-glutaminsaure 384 > 209 15 NPX-glu-mal 496 > 231
6 NPX-glutaminsaure 360 > 185 16 MFA-glu-mal 490 > 224
7 KPF-glutamin 383 > 209 17 DCF-glu-mal 544 > 296
8 DCF-OH 312 > 231 18 MFA-OH-glu-mal 506 > 240
9 NPX-glutamin 359 > 185 19 DCF-OH-glu 474 > 312
10 DCF-glutaminsaure 425 > 148
Abb.4: Trennung eines Wurzelextrakts (Behandlung mit 0,1 mg/l je NSAR) mittels
SFC-MS/MS
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Durch den Einsatz des LCMS-8060
konnte eine hochsensitive LC-MS/MS
Methode entwickelt werden, die die
Detektion der NSAR und ihrer Metabo-
liten im Spurenbereich ermdglichte, also
wenn Pflanzen umweltrelevanten Kon-
zentrationen ausgesetzt sind. Dariiber
hinaus konnte mit der SFC auch eine
alternative Trennmethode getestet und
fir die Trennung der Analyten ange-
wandt werden.
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