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Abstract: Antibiotika werden in grofRen Mengen in der Nutz-
tierhaltung eingesetzt. Aufgrund ihrer haufig geringen Meta-
bolisierung und durch Diingung der Béden mit Gulle kénnen
sie in die Umwelt gelangen und damit die Resistenzbildung
férdern. In dieser Studie wurde gezeigt, dass Danofloxacin, ein
Fluorchinolon, durch den Ascomyceten X. longipes schnell,
regioselektiv und nahezu quantitativ zu Danofloxacin-N-oxid
umgesetzt wird. Die Identitét des Biotransformationsproduktes
wurde mittels hochauflosender Massenspektrometrie sowie
ein- und zweidimensionaler NMR-Spektroskopie aufgeklart. Im
Vergleich zur Muttersubstanz weist Danofloxacin-N-oxid eine
um 80% reduzierte antibakterielle (Rest-)Aktivitat auf. Die Bio-
transformation von Fluorchinolonen durch Pilze kann so zur
Minimierung der Wirkung von Antibiotika in der Umwelt bei-
tragen.

Einleitung

Antibiotika kbnnen das Wachstum von Bakterien hemmen oder
diese abtdten. Insofern haben antibakterielle Wirkstoffe nach
wie vor einen hohen therapeutischen Wert sowohl in der
Human- als auch in der Veterindrmedizin. In der Nutztier-
haltung werden — trotz riicklaufiger Tendenz — Antibiotika in
groRen Mengen eingesetzt. Laut Bundesamt fiir Verbraucher-
schutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) wurden im Jahr 2014
1.238 Tonnen Antibiotika von pharmazeutischen Unternehmen
an Tierarzte in Deutschland abgegeben. Dies entspricht 214
Tonnen (~15%) weniger als im Vorjahr und ca. 468 Tonnen
(~27%) weniger als im Jahr 2011, in dem die Abgabe erstmals
erfasst wurde [1]. Obwohl die abgegebene Menge an alteren
Wirkstoffen, von denen Penicilline (450 t), Tetracycline (342 t)
und Sulfonamide (121 t) den Grof3teil ausmachen, erneut ge-
sunken ist, ist im gleichen Zeitraum der Anteil an hoch-
wirksamen Fluorchinolonen um rund 50% (2011: 8 t, 2013/14:
12 t) gestiegen. Dies ist insofern bedenklich, da Fluorchinolone
zu den Reserveantibiotika in der Humanmedizin gehéren und
aufgrund ihrer noch guten Wirksamkeit von der WHO als
,Critically Important Antimicrobials® eingestuft sind [2].

Fluorchinolone (FC) stellen eine wichtige Gruppe von synthe-

tischen Antibiotika mit einem breiten antimikrobiellen Wirk-
spektrum gegen gram-positive und gram-negative Bakterien
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dar [3]. Das in dieser Arbeit untersuchte Danofloxacin (DFX,
Abbildung 1) wird ausschlie3lich in der Veterindrmedizin ein-
gesetzt.
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Abb. 1: Strukturformel von Danofloxacin

FC wirken bakterizid, indem sie das bakterielle Enzym Gyrase
hemmen, das zu den Topoisomerasen gehort und u.a. fur die
Entspiralisierung der DNA im Rahmen der Zellteilung ver-
antwortlich ist [4].

Im Gegensatz zu anderen Wirkstoffklassen, wie den Peni-
cillinen, sind FC sehr stabil und gegen Hydrolyse sowie hthere
Temperaturen unempfindlich. FC werden hauptséachlich unver-
andert oder nur teilweise metabolisiert ausgeschieden. Die
Metabolisierung von Enrofloxacin, des wichtigsten Fluor-
chinolons in der Tiermedizin, fhrt durch Deethylierung zu
Ciprofloxacin, dem potentesten Vertreter dieser Gruppe mit
ausschlief3lich  humanmedizinscher Verwendung. Geringe
Mengen von N-Desalkyl- und N-oxid-Metaboliten wurden
ebenfalls als Transformationsprodukte von Enrofloxacin be-
schrieben [5,6].

Aufgrund der schwachen Metabolisierung und ihrer Persistenz
koénnen antibiotisch wirksame Substanzen in unterschiedliche
Umweltkompartimente gelangen [7,8]. Nach Einsatz in der
Humanmedizin lassen sich die Wirkstoffe v.a. in Kommunal-
und Hospitalabwassern wiederfinden, wahrend die Verwen-
dung von Antibiotika in der Tiermedizin zum Eintrag be-
trachtlicher Mengen in Gille [9] und in Stallstaube [10] flhren
kann. Nach Gulledingung landwirtschaftlicher Felder kénnen
die Wirkstoffe in den Boden [9,11], in Nutzpflanzen [7,12] sowie
in Oberflachengewésser [13] und im Falle der Sulfonamide
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auch in das Grundwasser [11] gelangen. Eine unsachgemafe
Verwendung von Antibiotika und das Vorkommen sub-
therapeutischer Wirkstoffmengen in der Umwelt begunstigt die
Vermehrung (multi-)resistenter Bakterien. Diese lassen sich
mit dem vorhandenen Wirkstoffarsenal nur noch schwer be-
kampfen. Ein Wirksamkeitsverlust von Reserveantibiotika kann
fur Mensch und Tier lebensbedrohlich sein. Aus diesem Grund
ist es sowohl in der Human- als auch in der Tiermedizin
zwingend geboten, Antibiotika nur nach strenger Indikation ein-
zusetzen sowie die Eintrage antibiotisch wirksamer Sub-
stanzen in die Umwelt zu reduzieren.

Die zunehmende Resistenzentwicklung wurde mittlerweile als
ein weltweites Problem erkannt. Die Unterstitzung von MaR3-
nahmen zu deren Bekadmpfung durch die WHO war ein
Schwerpunktthema beim G7-Gipfel 2015 [14].

Die Behandlung antibiotikabelasteter Guille mit Mikroorga-
nismen koénnte eine Mdglichkeit zur Reduzierung der Anti-
biotikaeintrage in die Umwelt darstellen. Die Fahigkeit von
Mikroorganismen, FC abzubauen, ist wiederholt beschrieben
worden [15-17]. Insbesondere Pilze sind durch ihre hoch
komplexe Ausstattung an Enzymen in der Lage, auch
chemisch stabile Substanzen zu metabolisieren. Wahrend
ihres Abbaus durch Asco- und Basidiomyceten wurden u. a.
Hydroxylierungen, Decarboxylierungen, die Addition von
Formyl- oder Acetylgruppen, die Defluorierung, der Austausch
des Piperazin-Substituenten durch eine Aminogruppe sowie
die Bildung von Konjugaten als Abbaureaktionen beschrieben
[18-20]. Auch die Mineralisierung von FC wurde beobachtet
[19].

Das Ziel dieser Arbeit war deshalb, die Biotransformation von
Danofloxacin durch den Ascomyceten X. longipes detailliert zu
untersuchen. Neben der Isolierung und Identifizierung der
gebildeten Biotransformationsprodukte sollte auch die
antibakterielle (Rest-)Aktivitat bestimmt werden.

Material und Methoden
Ausfihrliche Informationen zu Material und Methoden sind in
[21] zu finden.

X. longipes wurde in einem Flissigmedium in Anwesenheit von
DFX (20 mg L-1) 10 Tage bei 24 °C und unter Lichtausschluss
kultiviert. Biotische (Pilzkultur ohne DFX) und abiotische
(Kulturmedium mit DFX) Kontrollen wurden mitgefuihrt. Regel-
maRig entnommene Proben wurden mittels HPLC-DAD ana-
lysiert. Fur die Metabolitproduktion wurde das Experiment in
einem grofBeren Malistab wiederholt. Nach praparativer
chromatographischer Isolierung wurde die Struktur des Meta-
boliten mittels hochauflésender Massenspektrometrie (HRMS),
MS2- und MSS3-Experimenten sowie ein- und zweidimen-
sionaler NMR-Spektroskopie aufgeklart und verifiziert. Die
antimikrobielle (Rest-)Aktivitdt des isolierten Biotransforma-
tionsproduktes wurde mittels eines Brillantschwarz-Reduk-
tionstests bestimmt.
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Abb. 2: Abbau von Danofloxacin und Bildung des Metaboliten
Danofloxacin-N-oxid durch X. longipes. (A) HPLC-DAD-
Chromatogramme (284 nm) und (B) wahrend des Kultur-
verlaufs detektierte Konzentrationen an Danofloxacin
(schwarz) und Danofloxacin-N-oxid (weil3) (Doppelbe-
stimmung + Spannweite) (modifiziert nach [21]).

In Kulturen des Ascomyceten X. longipes nahm die mittlere
Konzentration von DFX im Verlauf einer Inkubation von 10
Tagen von anfanglich 17,3 mg auf 0,6 mg L ab. Parallel zur
abnehmenden DFX-Konzentration wurde eine neue
Verbindung detektiert, die weder in den biotischen noch in den
abiotischen Kontrollen auftrat (Abbildung 2A). Der Metabolit
eluierte 0,6 min spater als DFX und wies ein sehr dhnliches
Absorptionsspektrum (Amax = 280 nm) auf. Die Abnahme der
DFX-Konzentration ging mit einem Anstieg der Meta-
bolitkonzentration mit einem Maximum an Tag 6 von 19,8 mg
L einher (Abbildung 2B).
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Tabelle 1. Massenspektrometrische Daten von Danofloxacin (DFX) und Danofloxacin-N-oxid (DFX-O) (modifiziert nach [21]).

Massen- abweichung

[M+H]* [m/z] [M+H]* [m/z] Summenformel
(exp.) (theor.) [M+H]* [mDa] [ppm]
DFX 358,15641 358,156146 Ci19H21FN3O3* 0,264 0,737
340,14596 340,145581 Ci19H10FN3O2* 0,379 1,114
338,15022 338,149918 C19H20N303* 0,302 0,893
320,13969 320,139353 C1oH18N302* 0,337 1,053
314,16660 314,166317 CisH21FN3O* 0,283 0,901
DFX-Fragmente (MS?) 294,16035 294,160089 C1sH20N3O* 0,261 0,887
283,12437 283,124118 Ci7H16FN20* 0,252 0,890
271,12434 271,124118 Ci6H16FN20* 0,222 0,819
255,05665 255,056432 C14HsFN202* 0,218 0,855
231,09305 231,092818 Ci13H12FN2O* 0,232 1,004
DFX-O 374,15139 374,151061 Ci19H21FN3O4* 0,329 0,879
356,14062 356,140496 C19H10FN3Os* 0,124 0,348
336,13436 336,134268 C1oH18N303* 0,092 0,274
330,16132 330,161232 Ci8H21FN3O2* 0,088 0,267
DEX-O-Fragmente (MS?) 327,11404 327,113947 Ci18H16FN203* 0,093 0,284
283,12416 283,124118 Ci7H16FN20* 0,042 0,148
271,12411 271,124118 Ci6H16FN20* -0,008 -0,030
255,05650 255,056432 C14HsFN202* 0,068 0,267
231,09295 231,092818 Ci13H12FN20* 0,132 0,571

Die HRMS-Analyse des isolierten Biotransformationsproduktes
zeigte ein Molekul-lon mit einer exakten Masse von [M+H]* =
374,15139. Eine Massendifferenz von 15,99498 zur
Muttersubstanz DFX ([M+H]* = 358,15641) wies auf die
Addition eines Sauerstoffatoms (theoretische Masse von
Sauerstoff: 15,99492 Da) hin (Tabelle 1). Beide Verbindungen
zeigten gleiche Fragment-lonen mit m/z 283, 271, 255 und 231.
ESI*-MS3-Fragmentierungsexperimente des Vorlaufer-lons mit
m/z 327, das nur im MS2-Spektrum des Metaboliten und nicht
des DFX detektiert wurde, zeigten ein intensives Fragment-lon
mit m/z 283, welches hingegen in MS2-Spektren beider Ver-
bindungen zu finden war und auf ein intaktes Fluorchinolon-
Grundgerust hindeutete. Die Anwesenheit des Fragment-lons
mit m/z 327 im MS2-Spektrum des Metaboliten wies somit auf
die Addition eines Sauerstoffatoms am methylierten Stick-
stoffatom des Piperazin-Substituenten von DFX hin. Fir die
endglltige Strukturaufklarung wurden ein- und zweidimensio-
nale NMR-Experimente (*H, 3C NMR, DEPT-135, H, H-
COSY, H, 13C-HSQC und H, 3C-HMBC) durchgefiihrt (aus-
fuhrliche Ergebnisse siehe [21]). Die NMR-Ergebnisse besté-
tigten die massenspektrometrischen Daten. Der Metabolit
wurde als Danofloxacin-N-oxid (DFX-O) mit einem Sauer-
stoffatom am terminalen Stickstoff des Piperazin-Substituenten
identifiziert (Abbildung 3).
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Abb. 3: Strukturformel von Danofloxacin-N-oxid (modifiziert
nach [21])

Die antibakterielle (Rest-)Aktivitdt des isolierten Biotrans-
formationsproduktes DFX-O wurde in Relation zur Mutter-
substanz DFX mittels eines modifizierten Brillantschwarz-
Reduktionstests bestimmt. Beide Substanzen fuhrten zu einer
nahezu 100%igen Hemmung ab einer Konzentration von 30
mg L, wahrend unter 2 mg L* keine Hemmung hervorgerufen
wurde. Dabei zeigte sich im direkten Vergleich von Metabolit
und Muttersubstanz, dass DFX bereits in einer Konzentration
von 4 mg L* und DFX-O erst in einer Konzentration von 20 mg
Lt zu einer Hemmung von 60% fiihren. Hieraus leitet sich eine
20%ige antibakterielle (Rest-)Aktivitdt von DFX-O ab (Ab-
bildung 4).
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Abb. 4: Antibakterielle Aktivitat von Danofloxacin (schwarz)
und Danofloxacin-N-oxid (wei3) in einem Brillantschwarz-
Reduktionstest (Dreifachbestimmung + Standardabweichung)
(modifiziert nach [21]).

Innerhalb der Fluorchinolone wurde die Bildung von Enroflo-
xacin-N-Oxid durch U. ramanniana, G. striatum und anderen
Pilzen beschrieben [19]. Chen und Mitarbeiter beschrieben die
Umsetzung von DFX zu den entsprechenden N-Desmethyl-
und N-Oxid-Metaboliten durch den Pilz R. arrhizus, wobei die
Bildung von DFX-O lediglich durch Detektion der erwarteten
Masse ([M+H]* m/z 374) in den Pilzkulturen vermutet wurde
[16]. Dass eine Oxidation des Stickstoffatoms am substituierten
Piperazinring zu einer deutlichen Reduktion der antibakteriel-
len (Rest-)Aktivitat im Vergleich zur Muttersubstanz fuhrt, wur-
de bereits anhand anderer Fluorchinolone beschrieben [22,
23].

In mikrobiellen Biotransformationsprozessen von Antibio-
tika ist es wichtig, nicht nur die Struktur der Transforma-
tionsprodukte zu untersuchen, sondern auch ihre antibakte-
rielle (Rest-)Aktivitat zu bestimmen. Auch wenn die Reduktion
der antibakteriellen Aktivitat erwiinscht ist, sollte ein beson-
deres Augenmerk auf die Biotransformationsprodukte gelegt
werden, die — wie im Falle von Tetracyclin — die Resistenzent-
wicklung férdern kdnnten [24].

Unsere aktuellen Untersuchungen und Literaturdaten zei-
gen, dass Pilze Antibiotika effizient und hochselektiv zu Meta-
boliten mit keiner oder geringerer antibakteriellen (Rest)
Aktivitat umsetzen und somit eine wichtige 6kologische Rolle
in der Umwelt spielen kdnnen.
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