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1 Einleitung

Unter den verschiedenen in der Natur auftretenden Substanzklassen der Pigmente
kommt den Carotinoiden auf Grund ihrer unterschiedlichsten Eigenschaften und
Funktionen, wie beispielsweise ihrer protektiven Wirkung gegen bestimmte
Volkskrankheiten, sowie ihrer verbreiteten Anwendung, eine besondere und wichtige

Bedeutung zu.

Schon im Jahr 1817 isolierte Braconnot einen rétlichen, lipophilen Farbstoff aus
PaprikaE.I 1831 isolierte Wackenroder "Carotine" aus der Mohm’ibeE! 1837 benannte
Berzelius die fiir die Farbung des Herbstlaubes verantwortlichen gelben Pigmente
"Xanthophylle" (von gelb, griech. xanthos, und Laub, griech. phyllonp. Es dauerte
dann aber bis 1907, bis Willstitter die korrekte Molekiilformel fiir Carotine und
Xanthophylle postulierteE! Karrer, der fiir seine Carotinoidforschung mit dem Nobel-
preis ausgezeichnet wurde, bestimmte in den zwanziger Jahren die Konstitutions-
formeln einer Reihe von CarotinoidenE. Nur ein Jahr nach der ersten Veroffentlichung
der korrekten Konstitutionsformel fiir (3,3-Carotin konnte auch die Struktur von
Vitamin A bestimmt und somit eine Beziehung von Carotinoiden als Provitamin A und

Vitamin A hergestellt WerdenE! Diese Entdeckungen stehen fiir den Anfang der

Carotinoidforschung, und seitdem sind kontinuierliche Fortschritte erreicht worden.

Carotinoide sind ein wichtiger Faktor fiir die Gesundheit. Die bedeutende Rolle von
B-Carotin und anderen Carotinoiden als wichtigste didtische Quelle fiir Vitamin A ist
seit langerem bekannt. Seit einigen Jahren werden verschiedenen Carotinoiden zudem
protektive Effekte gegen die Entstehung ernsthafter Krankheiten wie Krebs, koronare
Herzkrankheiten, und degenerative Augenkrankheiten, wie z.B. gegen die alters-

bedingte Makuladegeneration (AMD) zugeschrieben.

So wurden Carotinoide schon 1945 vom Nobelpreistriger George Wald als
farbgebende Pigmente der Makula Lutea entdecktEI. Anfang 1960 wurden diese
Pigmente von Brown und Wald Lutein und Zeaxanthin sowie deren Z-Stereoisomeren

zugeschriebenm. Diese Annahme konnte aber selbst zwanzig Jahre spéter noch nicht
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verifiziert werden, als Britton die Funktion der Pigmente mit der Absorption von
schidlichem langwelligen Licht im blauen Wellenldngenbereich beschrietl Es dauerte
bis in Anfang der 90er Jahre, als mittels Erndhrungsstudien eine Korrelation zwischen

erhohter Carotinoiddidt und gesteigerter Makulapigment-Dichte postuliert wurde.

Diese Erkenntnisse einer positiven Korrelation zwischen Carotinoiden und
verminderten Krankheitsrisiken fiihrten zu intensiven Studien {liber die Rolle der
Carotinoide als aktive Wirkstoffe in "Nutraceuticals" (von Nahrungsmittel, engl.
nutrition, und Arzneimittel, engl. pharmaceutical). Als Nutraceutical wird dabei ein
Lebensmittel oder ein Bestandteil eines Lebensmittels definiert, welches einen
medizinischen oder gesundheitlichen Nutzen besitzt, z.B. in der Vorbeugung und

Behandlung von KrankheitenETI

Die Carotinoidforschung umfasst dabei interdisziplindre Zusammenarbeiten zwischen
einer Vielzahl von Wissenschaftsbereichen wie z.B. der Pflanzenphysiologie,
Biotechnologie, Synthesechemie, Erndhrungswissenschaft, Umweltwissenschaft,
Taxonomie sowie der klinischen Forschung. Dabei arbeiten Wissenschaftler aus der
Chemie, Biochemie, Biologie, Medizin, Physik sowie aus anderen Wissenschafts-
zweigen mit dem Ziel zusammen, eine mdgliche protektive Wirkung dieser natiirlichen
sekundiren Pflanzenstoffe, zu denen neben den Carotinoiden auch z.B. Polyphenole

oder Flavonoide zdhlen, auf verschiedenste Volkskrankheiten aufzukléaren.

Diese interdisziplindren Studien verlangen in jedem Teilbereich nach einer
reproduzierbaren und artefaktfreien Analytik. Da Carotinoide extrem labil gegeniiber
Licht, Sauerstoff und Temperatur sind, und daher zu Isomerisierung und Degradation
neigen, muss bei der Analytik, und dabei vor allem bei der Extraktion darauf geachtet
werden, dass diese sowohl schnell, und dennoch selektiv, quantitativ und

zerstorungsfrei verlauft.

Dies gelingt aber nur durch Entwicklung von speziell auf das Problem zugeschnittenen
Analysemethoden. Je nach Probenart, ob mit oder ohne proteingebundenen
Carotinoiden, oder aus fester oder fliissiger Matrix, werden speziell entwickelte

Extraktionsmethoden angewandt. Entweder ist sie dabei auf einer Isolierung direkt aus
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der festen Matrix (Matrix Solid Phase Dispersion, MSPD) aufbaut oder auf einer
Kopplung zwischen Extraktions- und Trennsystem (on-line Kopplung aus Festphasen-

extraktion SPE mit der Hochleistungsfliissigchromatographie HPLC).

Die Trennung und Identifizierung der Vielzahl an Carotinoiden sowie deren
Z/E-Stereoisomeren gelingt mit gekoppelten analytischen Trenn- und Identifizierungs-
verfahren. Dabei wird zur Bestimmung von Carotinoiden die HPLC mit der
UV-Spektroskopie sowie der Massenspektrometrie gekoppelt. Zur Identifizierung
bestimmter Z/E-Stereoisomere wird die Kopplung der HPLC mit der
NMR-Spektroskopie durchgefiihrt, da diese als einzige Methode einen eindeutigen

Strukturbeweis liefern kann.
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2 Problemstellung

Ziel der durchgefiihrten Arbeiten war es, die verschiedenen Z/E-Stereoisomere der
Carotinoide von der Nahrungsquelle, den Pflanzen, iiber das Serum, wo die Aufnahme
und der Transport im Organismus stattfindet, bis zum Wirkungsort fiir die AMD, dem

retinalen Gewebe quantitativ zu erforschen.

Dabei wurde als Quelle fiir Carotinoide die Gemiisesorten Spinat und Tomate
ausgewdhlt, da sie hohe Mengen der wichtigsten Carotinoide Lutein und B-Carotin
(Spinat) sowie Lycopin (Tomate) enthalten. Die in diesen Gemiisesorten enthaltenen

Carotinoid-Stereoisomere sollten identifiziert und quantitativ analysiert werden.

Die Extraktion der Carotinoide sollte dabei schonend und quantitativ erfolgen. Zur
Identifizierung sollten die Methoden der HPLC-UV-, HPLC-MS- sowie der HPLC-
NMR-Kopplung angewandt werden. Diese Techniken sollten auch zur Identifizierung
von (-Carotin-Stereoisomeren aus molekulargenetischer und enzymologischer
Produktion von Escherichia coli-Bakterien eingesetzt werden. Zusitzlich sollte
untersucht werden, ob mit der HR-MAS-NMR-Spektroskopie Carotinoide direkt aus

dem Pflanzenmaterial identifiziert werden konnen.

Die Bioverfiigbarkeit von Carotinoiden ist fiir den Menschen wichtig, da diese zu den
sekundiren Pflanzenstoffen gehdren und demnach nicht vom Organismus produziert
werden. Wéhrend eines Forschungsaufenthaltes an der Tufts University in Boston,
USA wurde die Aufnahme und Anreicherung von Lutein aus hydroponisch, in
Deuteriumoxid angebautem, partiell deuteriertem Gemiise (Spinat und Kohl) mittels
HPLC-APCI-MS-Kopplung untersucht. Hierbei wurden Serumproben der Probanden
vor und nach Applikation von mit Deuterium markiertem Gemiise analysiert. Mit
dieser Pilotstudie mit je zwei Probanden sollte erstmalig eine genaue Anreicherung des
applizierten partiell deuterierten Luteins nachgewiesen werden, da dieses vom im
Organismus gespeicherten Lutein mittels Massenspektrometrie unterschieden werden

kann.
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Die Analyse von Blutproben erfordert bislang einen enormen Aufwand in der
Probenvorbereitung. Seit Einfithrung der Restricted Access Materialien (RAM-Phase),
die auf dem GroBenausschlussprinzip aufbauen, konnen Makromolekiile aus den
fliissigen Matrices abgetrennt und Analyten selektiv angereichert werden. Mit Hilfe
einer RAM-HPLC-Kopplung sollte eine Methode entwickelt werden, um Carotinoide

aus Blutplasma, ohne jegliche Probenvorbereitung direkt zu analysieren.

Die Bestimmung der Carotinoid-Stereoisomere am Wirkungsort der altersbedingten
Makuladegeneration (AMD), der Retina, stellte eine weitere Herausforderung dar.
Anhand verschiedener Modelle (Mensch, Affe, Huhn, Schwein, Ratte) sollte das
Carotinoid-Stereoisomerenpattern verglichen werden, um so eine Aussage zur
Metabolisierung der Carotinoide in der Retina treffen zu konnen. Zu diesem Zweck
sollte eine universell anwendbare Extraktionsmethode fiir alle Spezies entwickelt
werden. Die Bestimmung der Carotinoid-Stereoisomere sollte dabei in unterschied-
lichen retinalen Gewebeabschnitten erfolgen, so zum Beispiel direkt in der Makula
Lutea, in der temporalen und nasalen Hilfte, sowie in Randabschnitten wie dem
Choroid oder Pigmentepithel. Zur Untersuchung der Metabolisierung sollten am
Tiermodell Huhn Injektionsversuche in den Glaskorper des Auges durchgefiihrt

werden.

Da fiir Ratten ein Degenerationsmodell besteht, sollte die Analytik von Carotinoid-
Steeoisomeren in gesunden sowie degenerierten Rattenretinen etabliert und verglichen
werden. Ziel war es dabei, eine Aussage zu treffen, ob Unterschiede zwischen dem

gesunden und degenerierten retinalen Carotinidmuster bestehen.
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3 Carotinoide in Nutraceuticals: Nahrungserginzungs-

stoff und priventiver Wirkstoff

3.1 Allgemeineslr_rﬂ;|

Der Begriff Carotinoide fasst eine grofle Gruppe von natiirlichen Farbstoffen
zusammen, die den ,,sekundiren Pflanzenstoffen* zugerechnet werden. Sekundire
Pflanzenstoffe sind dabei Mikronéhrstoffe, die in kleinen Mengen in pflanzlichen
Nahrungsmitteln vorkommen. Zu ihnen gehdren neben den Carotinoiden auch z.B.
Polyphenole, Flavonoide, Alkylsulfide oder Isothiocyanate. Sie tragen zu Farbe und
Geschmack dieser Nahrungsmittel bei. Zusitzlich haben viele von ihnen eine positive

Wirkung auf die menschliche Gesundheit.

Man unterscheidet bei den Carotinoiden (Oberbegriff der Gruppe) zwischen den
Carotinen (reine Kohlenwasserstoffe) und den sauerstoffhaltigen Xanthophyllen.
Carotinoide sind in der Regel pflanzlichen Ursprungs und im Tier- und Pflanzenreich

weit verbreitet, werden aber auch von einigen Bakterien und Pilzen gebildet.

Carotinoide sind gelbe, orangefarbene, rote oder purpurfarbene lipophile Pigmente.
Ihre Farbigkeit beruht auf ihrer Polyen-Struktur, einem System mehrerer konjugierter
Doppelbindungen, durch die je nach Anzahl und Lage der Doppelbindungen Licht der
Wellenldngen bis {iber 500 nm absorbiert wird. Es sind durchweg Tetraterpene, also
C4o-Einheiten, die aus acht Isopren-Einheiten zusammengesetzt sind. Sie lassen sich
formal von einer nicht-cyclischen CyyHss-Verbindung, dem Lycopin, durch
Hydrierung, Dehydrierung, Zyklisierung, Verschiebung von Doppelbindungen
und/oder Methylgruppen, Kettenverldngerung oder Kettenverkiirzung, sowie durch

Einbau von Hydroxyl-, Carbonyl- oder Epoxygruppen herleiten.

abelle 1| zeigt das Strukturprinzip der C4y-Carotinoide. Alle Carotinoide bestehen aus
einer olefinischen Kette der Formel Cy,H,¢ (entspricht einem Dimer R-R), an das an

beiden Enden je eine Carotinoid-Endgruppe angebaut is!m. Entsprechen beide
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Endgruppen einem acyclischen y-Rest, so kommt man zur Struktur des Lycopin.

Lutein setzt sich aus je einem - und e-Iononring zusammen.

Typ Prifix Formel Struktur
17 18
Acyclisch U} CoHi5 )\/\)\/R
16 1 > 3 ) 5 5
17 16
Cyclohexen B CoHs 2 iﬁg
3 ) 5 M8
17 16
Cyclohexen € CoHi5 2 ﬁi{i
3
2 5 ™18

Methylencyclohexan Y CoH;s 2 Eﬁ
3
5
4

CH,R
Cyclopentan K CoHy7 17@/18
2 4
3

17 R
Aryl (1) C9H11 2 6
3 2 5 18

17 R
Aryl X CoHyy 2 6
18773 . °

mitR = 19 20
NP A e
7 9 117713

8 10 12 14

Tabelle I: Strukturprinzip der Carotinoide, Arten von Carotinoid-Endgruppen

In JAbbildung 1|sind die wichtigsten Carotinoide dargestellt. Neben der Unterscheidung
in Carotine und Xanthophylle gibt es auch weitere Moglichkeiten zur Klassifizierung.
So gibt es symmetrische (z.B. Lycopin, B-Carotin, Zeaxanthin, Astaxanthin) und

asymmetrische Carotinoide (z.B. o-Carotin, Lutein, o- und B-Cryptoxanthin).
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X AN S TN all-E ¢-Carotin
e A A (7,8,7',8'-Tetrahydro-y,y-Carotin)
N SN T S NN N N all-E Lycopin

(y,y-Carotin)

all-E B-Carotin
N N N
~ = ~ D i 4 (B,B-Carotin)

g “« “ all-E (6'R) a-Carotin
WM (6'R-B &-Carotin)
“ all-E (3R) B-Cryptoxanthin
WWPQ (3R-B,B-Carotin-3-ol)
HO'

all-E (3R,6'R) a-Cryptoxanthin
N (3R,6'R-B,e-Carotin-3-ol)

\\\\\\\\\\\

HO

OH
all-E (3R,3'R) Zeaxanthin
A X N
WN\‘N\M@/ (3R,3'R—B,[3-Carotin-3,3'-dio|)
HO
~OH
PPN all-E (3R,3'R,6'R) Lutein
WM (3R,3'R,6'R-B,e-Carotin-3,3"-diol)
HO

o]
N N all-E Canthaxanthin
i (B, B-Carotin-4,4'-dion)
o)
o]
OH
P N all-E (3S,3'S) Astaxanthin
i (3,3-Dihydroxy-3S,3'S-,-Carotin-4,4"-dion)
HO
o)
. OH
NP NG PP PP all-E (35,5R,65,3'S,5'R,6'S) Violaxanthin
o) - - (5,6:5',6'-Diepoxy-5,6,5',6'-tetrahydro-f,3-Carotin-3,3'-diol)
HO

Abbildung 1: Strukturen einiger wichtiger Carotinoide

Bei Carotinoiden mit stereogenen Zentren (z.B. asymmetrische Carotinoide,
Carotinoide mit Hydroxyl- oder Epoxygruppen) muss dabei zur zweifelsfreien
Benennung die R,S-Nomenklatur nach Cahn, Ingold und Prelog (CIP-System) beachtet
WerdenE".I So ist a-Carotin nur eine ungenaue Bezeichnung, da die absolute

Konfiguration am stereogenen Zentrum Cg nicht eindeutig bestimmt ist.

Auf Grund ihrer Polyenstruktur mit konjugierten Doppelbindungen konnen
Carotinoide gut als Antioxidans und Radikalfanger wirken. Dadurch lésst sich auch die

grole Empfindlichkeit der Carotinoide gegeniiber Licht, Wérme und Sauerstoff
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begriinden. Die Carotinoide sind demnach duBerst instabile Substanzen, die leicht zu
Oxidation (z.B. zu Epoxiden) oder Isomerisierung neigen. Selbst in ihrer natiirlichen
Umgebung, beispielsweise in den Zellen der Pflanzen, treten Carotinoide meist in
mehreren Z/E- bzw. cis/trans-Stereoisomeren auf, wobei die all-E Anordnung der
natiirlichen entspricht™ Deshalb muss zur eindeutigen Bezeichnung der Carotinoide
zusdtzlich zur R,S-Nomenklatur auch die Z/E-Nomenklatur gemi3 dem CIP-System
angewandt werden. Das in der Natur vorherrschende o-Carotin wird folglich zur

eindeutigen Benennung als all-E (6'R) a-Carotin bezeichnet.

OH
e 43\ \9 o
13
HO HO -
all-E R,R-Zeaxanthin HO
WOH
- NN —_—
. HO . .
9-Z Zeaxanthin all-E Meso-Zeaxanthin 13-Z Zeaxanthin
WOH OH
OH W\M
\
HO all-E S,S-Zeaxanthin
HO
HO
9-Z Lutein 13-Z Lutein
WOH OH

OH 1

S AA ALY
9 13

all-E (3R,3'R,6'R) Lutein

HO

9'-Z Lutein

13'-Z Lutein
OH

OH

Abbildung 2: geometrische (Z/E-) sowie optische (R,S-) Isomere von Zeaxanthin

(oben), sowie Z/E-Isomere von Lutein (unten)

In |Abbildung 2| ist diese Unterscheidung optischer R,S- und geometrischer Z/E-
Isomere am Beispiel fiir das symmetrische Zeaxanthin (oben) und das asymmetrische

Lutein (unten) nochmals erldutert. Zeaxanthin hat zwei stereogene Zentren und somit,
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auf Grund der Symmetrie, drei optische Isomere (3R,3‘R; Meso und 3S,3°S) fiir die
natiirliche all-E Anordnung. In Pflanzen sowie in Gewebeproben kann man auch
verschiedene Z/E-Stereoisomere identifizieren, am hédufigsten die sterisch bevorzugten

Z-Isomere in 9- und 13-Stellung.

Lutein besitzt eine asymmetrische Struktur mit drei stereogenen Zentren und hat somit
acht optische Isomere. Das natiirliche Isomer ist das all-E (3R,3'R,6'R) Lutein. Mit der
nicht vorhandenen Symmetrie ergeben sich auch die doppelte Anzahl Mdoglichkeiten
fiir Z-Isomere. So kann man in Pflanzen bzw. in Gewebeproben vier Z-Isomere

1dentifizieren, das 9-Z, 13-Z, 13'-Z sowie 9'-Z-Lutein.

=

P4

3.2 Verwendunéﬂ

Carotinoide werden auf Grund ihrer vielfaltigen Eigenschaften kommerziell vertrieben
» als direkter Farbstoff, z.B. in Lebensmitteln,
» als indirekter Farbstoff, z.B. in der Tierfiitterung,

» als lipophiles Antioxidans, z.B. in sog. Antioxidantiencocktails zusammen mit den

Vitaminen C und E, sowie
» als Zusatz in Lebensmitteln und Tabletten in ihrer Eigenschaft als Provitamin A.

Verschiedene Carotinoide sind als Lebensmittel-Farbstoffe zugelassen. Als
oxidationsempfindliche und wasserunlosliche Stoffe werden sie v.a. in fetthaltigen
Produkten (z.B. Butter) eingesetzt. Diese Eigenschaften sind aber hinderlich fiir eine
kommerzielle Anwendung als Nahrungsergidnzungsstoff (,,Nutraceutical®) fiir
Lebensmittel bzw. als naturidentischer Farbstoff. Synthetisch hergestellte Carotinoide
konnen so nicht direkt Lebensmitteln, Tierfutter oder Tabletten beigemischt werden, da
sie in ihrer grobkristallinen Form weder Stabilitdt noch Farbekraft besitzen. Auch ist
die Bioverfiigbarkeit meist nicht ausreichend gewéhrleistet. Durch spezielle

Formulierungsverfahren werden deshalb sog. Carotinoid-Mikronisate hergestellt, die
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wasserloslich und gegen Sauerstoff geschiitzt sind und somit in der Férbung

wasserloslicher Produkte, wie z.B. Fruchtséfte oder Eis, eingesetzt werden konnen.

Zugelassene Carotinoid-Farbstoffe sind: B-Carotin (E160a; z.B. in Butter, Teigwaren,
Limonaden), Annatto oder Bixin (E160b), Capsanthin oder Capsorubin (E160c),
Lycopin (E160d), Lutein (E161b), Canthaxanthin (E161 g@. Die Farbpalette der

Carotinoide reicht von gelb iiber orange bis zu einem dunklen rot.

Neben dem Einsatz als direkter Lebensmittelfarbstoff werden Carotinoide auch zur
indirekten Lebensmittelfarbung iiber das Tierfutter (s. Kap. 5.6.4) eingesetztﬂ. Den
Hiihnern werden beispielsweise Carotinoide im Futter zugemischt, um dem Eigelb die
charakteristische gelbe Farbe zu geben. Ebenso wird in der Aquakultur sowohl
Astaxanthin in der kommerziellen Lachs- und Shrimpszucht als auch Canthaxanthin

fiir den Hummer zur Pigmentierung eingesetzt.

Ein weiteres Einsatzgebiet, speziell von B-Carotin, ist die Supplementierung als
Provitamin A in Lebensmitteln und Tabletten, sowohl in der kosmetischen als auch
medizinischen Anwendung. Als einziges lipophiles Antioxidans neben den
Tocopherolen (Vitamin E) werden Carotinoide zudem in formulierter Form in ver-
schiedensten Antioxidatiencocktails beigemischt, z.B. in den sog. ACE-Fruchtséften,

welche die Antioxidantien und Vitamine A (meist als B-Carotin), C und E enthalten.

3.3 Carotinoide in der Natur

3.3.1 Vorkommenll'TLI

In der Natur sind tiber 600 verschiedene Carotinoide bekannt. Die gesamte Carotinoid-

Produktion durch die Natur wird auf etwa 100 Millionen Tonnen pro Jahr geschitzt.

Carotinoide treten dabei in allen drei urspriinglichen Formen von Lebewesen auf, den
Eubakterien, Archaebakterien und Eukaryoten. Eine groBe Quelle fiir mehr als 100

Carotinoide sind Algen und Pilze. Pflanzen stellen die wichtigste Quelle an
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Carotinoiden fiir den Menschen dar, da der humane wie auch der tierische Organismus

Carotinoide selbst nicht synthetisieren kann (essentieller Pflanzenstoff).

Die carotinoid-typische Farbe wird bei Pflanzen hdufig vom Griin der Chlorophylle
tiberdeckt. In Laubblittern sind die Carotinoide in den Pigmentsystemen (Lichtfallen)
der Chloroplasten enthalten, die unter dem Einfluss von UV-Licht wachsen und
Chlorophyll unter photosynthetischen Bedingungen bilden. Sie wirken am Prozess der
primdren Lichtabsorption und Photonenkanalisation der Photosynthese mit und
besitzen dariiber hinaus oftmals eine wichtige chemische bzw. biomedizinische

Relevanz (s. Kap. 3.3.3 und 3.4).

Auch in vielen Friichten, Pollen und Samen von Obst und Gemiise sind Carotinoide
enthalten und fiir die Farbe verantwortlich. So beruht die rote Farbe der reifen Tomate
(Lycopersicon esculentum) auf Anwesenheit des Carotins Lycopin. B-Carotin ist u.a.
der Farbstoff der Mohrenwurzeln (Daucus carota). Es liegt in der Zelle zu einem
groflen Teil kristallin vor. Das weitverbreitete Xanthophyll der Blétter griiner Pflanzen,
das Lutein, tritt in hohen Mengen in dunkelgriinem Blattgemiise, wie z.B. in Spinat
oder Kohlsorten, auf. Zeaxanthin ist meist in geringer Konzentration neben Lutein
enthalten, aber z.B. fiir die gelbe Farbe der Maiskorner (Zea mays convar. saccharata)

verantwortlich.

Neben der Fiarbung einer Vielzahl von Friichten sind die Carotinoide zudem fiir die
Farben von Blumen (Narzisse, Eschscholtzia), Vogeln (Flamingo, Kanarienvogel),

Insekten (Marienkéifer) und Meerestieren (Lachs, Krebs) verantwortlich.

3.3.2 Biosynthese’wEEI

Die Biosynthese der Carotinoide ist in Abbildung 3]wiedergegeben. Sie findet zunichst
analog der Synthese anderer Isoprenoide statt. In Pilzen werden die Carotinoide iiber
den Mevalonat Weg aus Acetyl-CoA gebildet. In hoheren Pflanzen dagegen findet die
Biosynthese in den Chloroplasten bzw. Chromoplasten iiber den 1-Deoxyxylulose-5-

phosphat-Weg zu Isopentenylpyrophosphat (IPP, aktives Isopren) statt.
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Durch sukzessive Addition dreier Molekiile IPP an einem Molekiil des Isomeren
Dimethylallyl-Pyrophosphat DMAPP entsteht Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP),
die Vorstufe fiir die Carotinoidsynthese. GGPP ist dariiber hinaus auch die Vorstufe

fiir die Synthese von Chlorophyllen, Gibberellinen und Tocopherolen.
J\WOPP )WOPP

DMAPP IPP
(Dimethylallylpyrophospat) (Isopentenylpyrophospat)

1'-4 Kondensation
T(o\;‘;:)apnl;ller:'cé)e TCHE (GGPP Synthase)
Chlorophylle N N N SNopp

i f GGPP
Gibberelline (Geranylgeranylpyrophospat)

CrtB (bakterielle Phytoen Synthase)
Psy (eukaryotische Phytoen Synthase)

x x . N SN S SN N

Phytoen

Crtl (bakterielle Phytoen Desaturase)
CrtP (cyanobakterielle Phytoen Desaturase)
Pds (eukaryotische Phytoen Desaturase)

x . ) e Y N S S e DN N

all-E ¢-Carotin

N N SN CrtQ (Crtl verwandte {-Carotin Desaturase)
CrtQb (CrtP verwandte {-Carotin Desaturase)

Zwischenstufe all-E Neurosporin Zds (eukaryotische {-Carotin Desaturase)

NN X

= \\\\\\\\\\\ BN

all-E Lycopin (y,y-Carotin)

Ley-B (eukaryotische Lycopin Cyclase-b)
CrtL-b (eubakterielle Lycopin Cyclase) CrtL-b, CrtL-e (eubakterielle Lycopin Cyclase)
CrtY (bakterielle Lycopin Cyclase)

EN

\\\\\\\\\\\ \\\\\\\\\\\
all-E B-Carotin (B,B) all-E a-Carotin (B,¢)
CrtZ (bakterielle B-Carotin Hydroxylase) CrtR-b
Bhy (eukaryotische B-Carotin Hydroxylase) (eukaryotische a-Carotin Hydroxylase)
N NN X NP S T T N
HO all-E B-Cryptoxanthin HO all-E a-Cryptoxanthin
CrtZ (bakterielle -Carotin Hydroxylase) ‘ CrtR-e
Bhy (eukariotische 3-Carotin Hydroxylase) Y (eukaryotische a-Carotin Hydroxylase)
OH OH
SN N N S NN SN2 Y S N
HO all-E Zeaxanthin HO all-E Lutein

Zep (Zeaxanthin EpoxV wcnw (B-Carotin C(4)-Oxygenase)
S

OH

D

(0]
HO all-E Violaxanthin HO

TR

all-E Astaxanthin

Abbildung 3: Schema der Carotinoid-Biosynthese




14 3 Carotinoide in Nutraceuticals: Nahrungsergidnzungsstoff und praventiver Wirkstoff

Durch eine vom Enzym Phytoen-Synthase katalysierte Schwanz-Schwanz-Addition
zweier Molekiile GGPP wird die C4-Verbindung Phytoen erhalten. Interessant hierbei
ist, dass bei dieser und den folgenden Reaktionen nicht nur all-E Isomere gebildet
werden, bei der Phytoen Synthase entsteht beispielsweise als Hauptisomer 15-Z
Phytoen. Durch Desaturasen werden nun 1im Phytoengeriist sukzessive
Doppelbindungen eingebaut. Dabei entsteht {-Carotin als Zwischenstufe, dessen
Stereoisomere aus der Biosynthese von Escherichia coli in Kapitel 5.2.5 mittels
HPLC-NMR Kopplung untersucht werden. Uber weitere Zwischenstufen
(Neurosporin) entsteht dann das rote Lycopin (y,y-Carotin) mit 13 Doppelbindungen,
wovon 11 konjugiert sind. Lycopin ist Ausgangsstoff fiir die Synthese weiterer
Carotinoide. So wird durch Zyklisierungsreaktionen Lycopin u.a. in o~Carotin (J,e-
Carotin) bzw. B-Carotin (3,B-Carotin) umgewandelt, aus denen dann durch zweifache

Hydroxylierung Lutein bzw. Zeaxanthin gebildet wird.

3.3.3 Funktion

Carotinoide nehmen in der Pflanze die Funktion von Lichtrezeptoren bei einer Reihe
lichtinduzierter Prozesse wahr. Die photosynthetischen Vorginge laufen dabei in
membrangebundenen hochorganisierten Proteinkomplexen ab. Man unterscheidet drei
Arten von Komplexen: die Lichtsammelkomplexe (LHC), die in unterschiedlichen
Formen auftreten und auch als Antennensystem bezeichnet werden, sowie die beiden
Reaktionszentren von Photosystem I (PS I) und II (PS II). Die Carotinoide nehmen

=s

dabei innerhalb des Photosynthesegeschehens mehrere Aufgaben wahr

» Als Lichtsammelpigmente in den LHCs erh6hen sie die Energieausbeute bei der
Photosynthese. Die Struktur des LHC-II in Chloroplasten ist nachfolgend in
dargestell%zl. Jedes LHC enthilt ein Polypeptid aus 232 Aminoséuren
mit drei Transmembran-o-Helices. Am Peptid sind zwei Luteinmolekiile und 12
Chlorophyllmolekiile (sieben Chlorophyll a, fiinf Chlorophyll b) gebunden. Der

Energietransfer des durch Licht angeregten Carotinoids zu anderen Pigmenten, wie
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Chlorophyll, ist der Initialprozess der Photosynthese und verlduft iiber einen

Singulett-Singulett-Transfer.

Thylakoidlumen

Abbildung 4: Struktur des Lichtsammelkomplexes LHC-11

» Bei hoher Lichtintensitdt kann besonders das Chlorophylldimer im PS II aus dem
angeregten Singulettzustand in den Triplettzustand libergehen. Carotinoide haben
photoprotektive Wirkung, indem sie den Triplettzustand des Chlorophylls
quenchen, wobei die iibernommene Energie als Warme frei wird. Carotinoide sind
dafiir bekannt, dass sie Anregungsenergie schnell als Wiarme verlieren und dabei in

den Grundzustand zuriickkehren.

» Triplett-Chlorophyll reagiert mit Sauerstoff, dabei entsteht Singulett-Sauerstoff, der
das Reaktionszentrum schadigen kann. Carotinoide, die in jedem Reaktionszentrum
vorkommen, reagieren als Radikalfanger mit Singulett-Sauerstoff und fiihren ihn in

den Triplettzustand zuriick.

> Uberschiissige Energie kann durch Carotinoide von angeregtem Chlorophyll im
Singulettzustand tibernommen und wieder als Warme freigesetzt werden. Diese
Photoprotektion der Zellen ist thermodynamisch aber nur moglich, wenn das
Carotinoid zehn oder mehr konjugierte Doppelbindungen enthilt. Zeaxanthin mit

elf konjugierten Doppelbindungen ist das wirkungsvollste photoprotektive Caro-
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tinoid in hoheren Pflanzen. Pflanzen besitzen die Moglichkeit, ihre photoprotektive

Wirkung mit Hilfe des Xanthophyllzyklus (s. Prb‘b‘rl‘dmrg—S? zu regulierenf]

Zeaxanthin ist unter Normalbedingungen nur in geringer Konzentration in
Chloroplasten enthalten. Bei starker Beleuchtung wird das Thylakoidlumen stirker
angesduert, was zur Aktivierung einer im Lumen l6slichen Violaxanthin-
Deepoxydase fiihrt, die liber Antheraxanthin Zeaxanthin bildet. Bei Schwachlicht
sorgt eine Epoxidase flir die Riickreaktion. In vollem Sonnenlicht werden bis zu

50% der Energie absorbierter Photonen durch Zeaxanthin unschédlich gemacht.

Violaxanthin

Deepoxidase

{ Epoxidase

\ OH

0,

\\\\\\\\\\\’

HO Antheraxanthin
Deepoxidase { Epoxidase
\J
OH
M
HO

Zeaxanthin

Abbildung 5: Xanthophyllzyklus zur Regulierung der photoprotektiven Wirkung

» Die Thylakoidmembran in Chloroplasten griiner Laubblédtter enthilt stets die vier
Carotinoide PB-Carotin, Lutein, Violaxanthin und Neoxanthin. Thre Farbe tritt im
Herbstlaub hervor (Herbstfiarbung), wenn im Verlauf der Seneszenz der Laubblatter
das Chlorophyll abgebaut wird und die Chloroplasten in Chromoplasten
umgewandelt werden. Ahnliches geschieht bei der Fruchtreifung, bei der die
Umwandlung von Chloroplasten mit einer Synthese und Akkumulation von
Carotinoiden einher geht. Die Carotinoide der Chromoplasten konnen
membrangebunden, in Lipidtropfen oder als Kristalle vorliegen, wobei letztere
schlieBlich als Kristalle ins Cytoplasma ausgestolen werden (z.B. die Carotin-

Kristalle im Speichergewebe der Karotte).

In Bliitenbléttern und Friichten haben Carotinoide zusétzlich eine wichtige Bedeutung

als Lockfarben fiir Tiere.
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3.4 Carotinoide in der Pravention

3.4.1 Carotinoide im Organismus

Tierische Organismen kdnnen Carotinoide selbst nicht synthetisieren, daher stammen
deren Carotinoide vollstindig aus pflanzlicher Nahrung. Sie konnen die
aufgenommenen Carotinoide jedoch umwandeln, beispielsweise Zeaxanthin in
Astaxanthin. In der Nahrungskette konnen 50 Carotinoide nachgewiesen werden, die

im Organismus absorbiert und metabolisiert werden.

Carotinoide finden sich im Organismus u.a. in der Haut bzw. im Panzer, in Schnabel
und Gefieder von Vogeln, in der Muttermilch, im Blutplasma, in den Keimdriisen (z.B.
Gelbkorper), in vielen Organen, sowie in den Augenpigmenten. Im menschlichen

Serum sind bislang 15 Carotinoide sowie weitere 8 Metaboliten identifiziert.

ko]

3.4.2 Bioverfiigbarkeit von Carotinoiden

Fir Menschen und Tiere, die Vitamin A zum normalen Wachstum und zur
Entwicklung des Korpers bendtigen, ist die ausreichende Aufnahme und Metaboli-
sierung von Carotinoiden von entscheidender Bedeutung. Das weit verbreitete Vor-
kommen von Carotinoiden in Obst und Gemiise in Verbindung mit ihrer protektiven
Wirkung im Organismus unterstreicht zusétzlich die Notwendigkeit der Untersuchung
von Aufnahme, Transport und Metabolismus der Carotinoide im menschlichen Korper
(s. Kap. 5.5). Besonders im Hinblick auf die selektive Wirkung einzelner Carotinoide
an bestimmten Zielorganen muss eine differenzierte Betrachtung der Bioverfligbarkeit

von Carotinoiden fiir den Menschen in Betracht gezogen werden.

Die Bioverfiigbarkeit der Carotinoide ist sehr eng an die Fettresorption gekoppelt.
Daraus ergibt sich, dass die Anwesenheit von Fett die Bioverfiigbarkeit von
Carotinoiden entscheidend verbessert. Auch andere Faktoren spielen eine

entscheidende Rolle. So beeinflusst die Art der Zubereitung, die mechanische
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Zerkleinerung im oberen Verdauungstrakt, sowie der pH-Wert im Magen die
Freisetzung von Carotinoiden aus ihrer pflanzlichen Zellmatri®F’] Verarbeitete
Carotinoide, wie z.B. pilrierte oder gekochte Karotten sind mit einer deutlich

gesteigerten Carotinioid-Aufnahme im Kérper korrelierbarf 1]

Die Bioverfiigbarkeit verschiedener Carotinoide oder sogar Stereoisomere ist nicht
zwingend gleichEE.| Fiir Lycopin konnte bei Frettchen festgestellt werden, dass die Z-
Isomere in Serum (52%), Leber (58%) und besonders Lymphe (77,4%) im Vergleich

zum natiirlichen all-E Lycopin stark angereichert Wurdeng.|

Die Aufnahme der Carotinoide im Diinndarm findet dabei wie folgt statt. Die in
Fettemulsion vorliegenden Carotinoide werden mit Gallensduremizellen als
Transportstoff durch die Membran der Diinndarmzellen passiv aufgenommen, was die
Aufnahme von Carotinoiden Ilimitiert. In den Enterozyten werde sie dann in
Chylomikronen verpackt und gelangen iiber die Lymphbahnen ins Blut und schlieflich
zur Leber. Carotinoide werden ausschlieBlich in den Fett-Transportpartikeln, den
Lipoproteinen VLDL (very low density lipoprotein), LDL (low density lipoprotein)
und HDL (high density lipoprotein) transportiert, die von der Leber sezerniert
WerdenE.I Dabei sind in den VLDL und LDL hauptsdchlich Carotine vorhanden,
wihrend Xanthophylle in LDL und HDL gleichermallen vorkommen. Die Carotinoide

verweilen nach einmaliger Gabe etwa 1-2 Wochen im Korper.

3.4.3 Protektive Eigenschaften von Carotinoiden

Wie anderen sekundiren Pflanzenstoffen wird auch den Carotinoiden eine
gesundheitsfordernde  Wirkung zugesprochenlz.| Sie beeinflussen die menschliche

Gesundheit in verschiedenen Bereichen. So kdnnen sie einen Beitrag dazu leisten,
» einen ausreichenden Vitamin A-Spiegel im Kdrper zu gewihrleisten,

» in ihrer Funktion als Antioxidantien den Organismus vor Schadigungen durch freie

Radikale zu schiitzen und so oxidativen Stress verhindern,
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» das Risiko, an bestimmten Krebsarten zu erkranken, zu minimieren,
» das Auftreten von Herzkranzgefa3krankheiten zu verringern, sowie
» die Entstehung von Katarakten zu vermeiden.

Etwa 50 Carotinoide besitzen Provitamin A-Aktivitit, d.h. sie sind zur Bildung von
Retinol (Vitamin A) feihigE! Dabei ist die Struktur der Carotinoide von entscheidender
Bedeutung. Voraussetzung ist ein unsubstituierter 3-Iononring, weshalb B-Carotin die
groffte Vitamin A-Aktivitidt zugesprochen wird. Etwa ein Drittel der durch Nahrung
aufgenommenen Carotinoide wird im Diinndarm resorbiert und zu Retinol
umgewandelt. Wichtig dabei ist, dass die Carotinoide, die in der Leber und
tiberwiegend im Fettgewebe gespeichert werden, unverdndert resorbiert und bei Bedarf
zu Vitamin A gespalten werden kann, entweder an ihrer zentralen Doppelbindung oder
aber an einer oder mehreren exzentrischen Doppelbindungen@. Vitamin A-Mangel
kann erndhrungsbedingt auftreten, v.a. in Léindern der dritten Welt. Die
Weltgesundheitsorganisation WHO schitzt, dass bis zu 500.000 Kinder der dritten

Welt pro Jahr an den Folgen einer Hypovitaminose A erblindena.

Schliellich belegen =zahlreiche medizinische Studien die Wirkung zahlreicher
Carotinoide als Radikalfzingelj'd‘_aﬁ.| Als Antioxidantien hemmen oder verzogern sie
natiirliche Oxidationsprozesse. Derartige Oxidationen werden durch Sauerstoff oder
»freie Radikale* ausgelost, die durch das Einwirken der UV-Strahlen des Sonnenlichts
entstehen. Inzwischen gibt es Hinweise dafiir, dass freie Radikale an der Progression
der wichtigsten Volkskrankheiten, wie z.B. koronare Herzkrankheiten, Arteriosklerose
oder Krebs beteiligt sind. Carotinoide quenchen, chemisch und physikalisch, Singulett-
sauerstoff und fangen freie Radikale ab und verhindern so oxidativen Stress. Deshalb

wird ihnen eine protektive Wirkung gegen diese Krankheiten zugeschrieben.

Fir die protektive Wirkung von Carotinoiden gegen z.B. Herzkrankheiten,
Arteriosklerose, verschiedene Arten von Krebs oder bestimmte Augenkrankheiten,
sowie als Hautschutz, wird meist eine inverse Korrelation zwischen Carotinoid-
Serumkonzentration und einem bestimmten Marker als epidemiologischen Beweis

angefilhrt. Um die Zusammenhidnge zwischen Erndhrung und Krankheiten zu
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erforschen, werden verschiedene epidemiologische Studientypen angewandtf*]

» Bei sogenannten Fall-Kontroll-Studien werden Daten von Patienten mit denen

gesunder Menschen verglichen.

» Bei prospektiven Kohortenstudien begleitet man verschiedenste Menschen iiber
Jahre hinweg und vergleicht dann ihren etwaigen Krankheitsverlauf mit z.B.

Lebens- oder Essgewohnheiten.

» In Interventionsstudien werden mogliche protektive oder therapeutische Substanzen

direkt am Menschen, mit gezielter kontrollierter Supplementierung getestet.

Bei iiber 200 Carotinoid-Studien weltweit zu verschiedensten Krankheiten sind
positive Korrelationen zwischen Plasmaspiegel und vermindertem Krankheitsrisiko
gegeben. Sie sind jedoch oft nicht statistisch signifikant und daher wissenschaftlich
nicht eindeutig. Anfang der 90er Jahre erschiitterten drei Interventionsstudien die

euphorische Stimmung fiir Carotinoide als protektiver Wirkstoff gegen Krebs.

» In der sogenannten ATBC- oder Finnlandstudielz| stieg die Lungenkrebsrate sowie
die Sterblichkeit bei 30.000 untersuchten Rauchern, die eine tégliche Dosis von 20

mg B-Carotin einnahmen, signifikant an.

» Die CARET-Studieﬁlwurde vorzeitig abgebrochen, als die Lungenkrebsrate sowie
die Sterblichkeit bei 18.000 untersuchten Rauchern sowie Asbestarbeitern

signifikant anstieg. Die verabreichte Dosis betrug hier 30 mg [-Carotin téglich.

» Die auf 12 Jahre angelegte Physicians Health Study (PHS;E erbrachte bei 22.000
Arzten (davon 11% Raucher) und einer Dosis von 50 mg B-Carotin bitéiglich keine

Korrelation, weder positiv noch negativ.

Die Interventionsstudien zeigten deutlich, dass eine Supplementierung mit 3-Carotin
bei Risikogruppen schadet und sogar einen procarcinogenen Effekt bewirkt. Diese
Ergebnisse an vorbelasteten Probanden diirfen aber keinesfalls als grundsitzliches
Argument gegen die priaventiven Eigenschaften der Carotinoide verallgemeinert
werden, da sie wissenschaftlich begriindet sind, u.a. auf die extrem hohen Dosen, weit

tiber dem physiologischen WertE.|
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Als Fazit kann man sagen, dass bei der Erforschung einer mdglichen protektiven
Wirkung von Carotinoiden gegen bestimmte Krankheiten Studien mit jedem
moglichen Ergebnis bekannt sind. Infolge der Interventionsstudien von 1994 und dem
zusdtzlichen Fortschritt in der Analytik von Carotinoiden sind die Studien der letzten
fiinf Jahre weitaus verldsslicher. Sie sind besser konzipiert und betrachten die
Korrelationen mit einem kritischen Hintergrund. Aullerdem wird nun auch zunehmend
die Wirkung einzelner Carotinoide untersucht, nicht nur -Carotin, sondern z.B. auch
Lycopin oder Lutein. Eine positive Korrelation von Carotinoiden gilt fiir nachfolgende
Krankheiten, aufgelistet in , als gesichert. Als Basis liegen weit iiber 100

Studien der letzten 10 Jahre zugrunde.

Krankheit Effekt

Arteriosklerosemund koronare préaventive Wirkung von -Carotin, sowie vermehrt

Herzkrankheiten (KHK) : auch Lycopin, gilt als sicher

Herz-, Kreislauferkrankungen  Infolge der antioxidativen Wirkung der Carotinoide

(CVD)EI gegen oxidativen Stress unbestritten

KrebserkrankungenEEE, v.a. Neben meist nicht signifikanten Korrelationen von

EE,I Haut-flz,|

Prostata- Carotinoiden im Allgemeinen zeigen B-Carotin
Kolon-E,| aber aucl} Blrust-EIZI (Haut), Lycopin (Prostata) und Lutein (Kolon)
und Lungenkrebsh,m A Vermentt stgntkante ﬁorrelationen

Kataraktm Lutein und Zeaxanthin zeigen in mehreren Studien

eine signifikante Korrelation

altersbedingte Makula- Supplementierung von Lutein und Zeaxanthin

||
degeneration (AMD)* PA e simeErismE=der Makulapigment-Dichte

Tabelle 2: Effekte von Carotinoiden auf bestimmte Krankheitsverldufe




22 3 Carotinoide in Nutraceuticals: Nahrungsergidnzungsstoff und praventiver Wirkstoff

Weiterhin ist aber nicht geklért, wie Carotinoide oder Antioxidantien, die iiber die
Nahrung oder Lebensmittel mit aufgenommen werden, interagieren und die
protektiven Wirkungen beeinflussen. Aullerdem ist bei keiner Studie bisher geklért
worden, welche Konfiguration, d.h. welches geometrische oder optische Isomer fiir die

Protektion verantwortlich ist.

3.4.4 Carotinoide in der Retina - Lutein und Zeaxanthin

Vor mehr als flinfzig Jahren wurden Carotinoide als farbgebende Pigmente in der
menschlichen Retina (Netzhaut) identiﬁziertEI. Die hochste Konzentration an
Carotinoiden wurde in dem Bereich der Retina detektiert, wo die Sehachse auf die

Retina fillt (s. [Abbildung 6)). Dieser Bereich des schirfsten Sehens wird als Makula

Lutea bzw. auf Grund ihrer gelben Pigmentierung als gelber Fleck bezeichnet.

Das Makulapigment setzt sich dabei aus den Xanthophyllen Lutein und Zeaxanthin
zusammen. Die Verteilung von Lutein und Zeaxanthin {iber die gesamte Retina
korreliert nicht miteinander und variiert betrachtlich (s. Kap. 5.6.2).

Cornea

Iris o
_ /Konjunktlva

Ziliarmuskel

Pigmentepithel
Sclera
Choroid

Lamina Cribrosa

I Makula Lutea
optischer Nerv

Abbildung 6: Schnitt durch das menschliche Auge (schematisch)
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Uber die gesamte menschliche Retina sind ungefihr 126 Millionen Photorezeptoren
zur Reizaufnahme auf einer Flache von ca. 1,1 cm? verteilt, davon etwa 120 Millionen
hell-dunkel-empfindliche Stidbchenrezeptoren und sechs Millionen farbempfindliche
ZapfenrezeptorenE.| Die langen und schlanken Stidbchen sind vorwiegend in der
Peripherie der Netzhaut angesiedelt und verantwortlich zur Wahrnehmung von Hell-
Dunkel-Kontrasten. Die fiir das Farbsehen und die scharfe Bildwahrnehmung
verantwortlichen kurzen und dickbduchigen Zapfen haben ihre grofite Konzentration in
der Fovea. Die Fovea, die nur bei Primaten bekannt ist, ist eine grubenartige
Vertiefung von etwa 1,1 mm Lénge an der Stelle der Retina, wo die Sehachse auf die
Retina fallt. Sie ist etwa 11,8° oder 3,4 mm temporal vom Blinden Fleck entfemt@. Die
Fovea enthélt keine Stidbchen, sondern ausnahmslos Zapfen, und auf Grund ihrer
Vertiefung ist die Retina dort stark verdiinnt. Dadurch kann einfallendes Licht

unmittelbar die Sinneszellen erreichen.

Die Region um die Fovea, mit der hochsten Konzentration an Zapfen, wird als Makula
Lutea bezeichnet. Sie hat einen Durchmesser von etwa 2-3 mm und in ihr sind auch die
Makulapigmente Lutein und Zeaxanthin am stérksten angereichert, wie in|Abbildung 7

(links) am Beispiel einer gesunden Humanretina aufgezeigt.

Makula Lutea Fovea Centralis

Abbildung 7: Aufsicht auf eine gesunde Humanretina (links), eine Humanretina mit

AMD (mitte), sowie eine vollstindig degenerierte Humanretina (rechts)

Das wissenschaftliche Interesse an den Makulapigmenten Lutein und Zeaxanthin
beruht auf ihrer postulierten protektiven Wirkung gegen bestimmten Formen von

retinalen Degenerationen, und hier insbesondere gegen die altersbedingte
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Makuladegeneration (AMD, bzw. ARMD, engl. fiir age-related macular degeneration).

Die AMD gilt in den industrialisierten Lindern als eine der hdufigsten Ursachen fiir
Erblindung. Die fortschreitende Zerstorung der Netzhautmitte fiithrt bei den
Betroffenen zu einer Abnahme der zentralen Sehschirfe mit verzerrtem Sehen, Verlust
des Lesevermdgens und schlieBlich einem ausgedehnten Ausfall im zentralen
Gesichtsfeld. Die Degenerationen finden vorwiegend in den Randbezirken der Retina
statt (s. auch mitte und rechts), da dort die Pigmentierung wesentlich
schwicher ist als in der Makula Lutea@. In Deutschland leiden 25 Prozent aller
Menschen iiber 65 Jahren an einer Makuladegeneration. Bei etwa sieben Prozent der
tiber 75-Jdhrigen ist der Verlust der zentralen Sehschirfe gegeben. Von der AMD sind
aber nicht nur éltere Menschen betroffen. Es gibt auch die sog. juvenile AMD, bei der

die selben Symptome schon im Kindesalter auftreten kénnen.

Als Ursache fiir die AMD werden Sonnenlichtexposition, Autoimmunreaktionen sowie
insbesondere Stoffwechselstorungen diskutiert. Charakteristisch ist die vermehrte
Ablagerung von verbrauchtem Material aus dem physiologischen Abbau

(Phagozytierung) von Photorezeptoren in der Retina, die mit einer Unterversorgung der

Sinneszellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen einher gehﬁ—B&e%M—B—is-t—aber—a—&eh—

erheblich von Erndhrungs- und Umweltfaktoren abhidngig und kann auch eine
genetische Disposition besitzen. Eine wirksame Therapie zur kausalen Behandlung der

Degeneration existiert bisher nicht.

Die schiitzende Wirkung von Lutein und Zeaxanthin in der Retina beruht auf
folgenden Effekten. Die Pigmentierung dient einerseits der Protektion des Gewebes
vor lichtinduzierter Bildung von Lipidperoxiden. Andererseits konnen Carotinoide
freie Radikale quenchen, und damit den oxidativen Stress vermindern. Zudem
absorbieren sie energiereiche Wellenldngen im blauen Spektralbereich und bieten
somit Schutz vor phototoxischen Schiden. Da die Aktivitit der endogenen
antioxidativen Mechanismen im Alter sukzessive abnimmt, kommt der ausreichenden
Konzentration an absorbierenden und antioxidativen Pigmenten in der Makula eine

vermehrte protektive Bedeutung zu.
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Die enge Beziehung zwischen den Makulapigmenten Lutein und Zeaxanthin und
wahrscheinlich lichtinduzierten oxidativen und photochemischen Vorgéngen in der
Retina kann dadurch verdeutlicht werden, dass nicht nur die natiirlichen all-E
Konfigurationen in der Retina identifizierbar sind, sondern auch verschiedene

Z-Stereoisomere sowie oxidative Metaboliten (s. Kap. 5.6)70[|

Erste epidemiologische Studien zu diesem Thema zeigten eine Korrelation zwischen
hohem Antioxidationsstatus, dargereicht als Cocktail bestehend aus den Vitaminen C
und E, Selen sowie B-Carotin, und signifikant verringertem Risiko einer Entwicklung

der AMDE.|

Den Beweis einer Korrelation zwischen dem erhdhten Konsum von carotinoidreicher
Nahrung und vermindertem Auftreten der AMD erbrachte 1993 eine Fall-Kontroll-
StudieEET| Hier hatten Personen, die eine carotinoidreiche, aus Friichten und Gemiise
bestehende Nahrung aufnahmen, ein um 57% geringeres Risiko, an AMD zu
erkranken, als Vergleichpersonen ohne carotinoidreiche Nahrung. Die Korrelation war

dabei bei denjenigen Personen signifikant am stédrksten, die dunkelgriines Blattgemiise

mit einem hohen Anteil an Lutein und Zeaxanthin zu sich nahmen.

Andere Erndhrungsstudien mit einer an Luteirlﬂul_fLI oder ZeaxanthinEI reichen Diit
fiihrte bei Probanden nach einigen Wochen zu einer erhohten Dichte des
Makulapigments. Dieser Effekt war auch noch mehrere Monate nach Beendigung der
Diédt detektierbar. Wie bei den meisten Erndhrungsstudien, und v.a. wie bei den
meisten Carotinoidstudien gibt es aber auch Untersuchungen, bei denen keine
Korrelation festgestellt wurde, was aber auch an der bei weitem geringeren Anzahl

Probanden liegen kénn‘[eﬁ.|

Auch bei anderen Degenerationen konnen die Makulapigmente in ihrer Eigenschaft als
Provitamin A protektiv wirken. So verlangsamt das als Antioxidans wirkende
Vitamin A den progressiven Verlauf der genetisch bedingten retinalen Degeneration

vom Retinitis pigmentosa (RP)-TypIL(_}'.|
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4 Analytik von Carotinoiden in biologischen Geweben

4.1 Schonende Extraktion von instabilen Analyten

In der Analytik von komplexen Proben haben sich die Chromatographie, die
Elektrophorese sowie die Spektroskopie einen festen Platz gesichert. Fiir die
Bestimmung von Analyten, die in komplexen Matrizes gebunden sind, wie z.B. in
Plasma, Serum, Urin oder Gewebe, bendtigt man aber auch eine genau auf den
Analyten und die Matrix zugeschnittene Probenvorbereitung. Die Probenvorbereitung

umfasst dabei die Schritte der
» Probenvorbehandlung,

» Extraktion,

» Aufreinigung, sowie

» Aufkonzentrierung

des Analyten. Dabei ist fiir die quantitative Bestimmung des Analyten eine
vollstidndige, reproduzierbare und artefaktfreie Extraktion unabdingbar. Gerade die
schonende Extraktion von instabilen Analyten, wie beispielsweise von Carotinoiden,
stellt eine fortwahrende Herausforderung fiir den Analytiker dar. Da es auf Grund
dieser Voraussetzungen keine universelle Methode zur Extraktion von Analyten aus
unterschiedlichsten biologischen Proben gibt, ist die Probenaufbereitung oft der
zeitaufwendigste und arbeitsintensivste Arbeitsschritt einer Analyse, sowie die

Hauptursache fiir Ungenauigkeiten und Fehler.

In den letzten zwei Jahrzehnten wurden gro3e Fortschritte in den Extraktionsmethoden
erzielt. Neben der Fliissig-Fliissig-Extraktion werden zunehmend verschiedene
schonende Festphasenextraktionsmethoden fiir die Isolierung von biomedizinischen
Substanzen  eingesetzt. Die  Entwicklung der Kopplungsverfahren  von
Extraktionsmethoden mit der HPLC und diversen Spektroskopiearten erleichtert

zudem die simultane Isolierung, Aufkonzentrierung, Trennung sowie eindeutige
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Identifizierung von licht- und sauerstoffempfindlichen Verbindungen aus biologischen
Geweben. Dariliber hinaus ist die Anwendung von Kopplungstechniken mit einer
drastischen Reduzierung der Analysenzeit verbunden, was fiir ein effizientes Screnning

von pharmakologischen Proben essentiell ist.

4.1.1 Fliissig-Fliissig-Extraktion

Das Prinzip der Flissig-Fliissig-Extraktion beruht auf der Verteilung der
Analytmolekiile zwischen einer fliissigen Phase und einem damit nicht mischbaren
Losungsmittel. Der Stoffaustausch zwischen den beiden Phasen erfolgt bis zur Gleich-

gewichtseinstellung. Die Fliissig-Fliissig-Extraktion hat einige gravierende Nachteile:
» Der Verbrauch an organischen Losungsmitteln ist sehr hoch,

» sie ist limitiert auf miteinander nicht mischbare Losungsmittel,

» schwer automatisierbar,

» sehr zeitaufwendig, sowie

» mit vielen potentiellen Fehlerquellen behaftet.

Infolge der schlechten Aufkonzentrierung ist ein Einengen der hohen
Losungsmittelmenge unter erhohter Temperatur erforderlich. Deswegen und durch die
lange Zeitdauer werden instabile Analytmolekiile, wie z.B. Carotinoide iiber einen
langen Zeitraum Licht, Luftsauerstoff und Hitze ausgesetzt und neigen somit zu

Isomerisierung und Zerstérung.

Die Flissig-Fliissig-Extraktion ist also nicht die Methode der Wahl zur schonenden
Anreicherung. Dennoch kann sie unter gewissen Bedingungen schonend verlaufen, wie
die Analyse von Carotinoiden aus humanen Serumproben zeigt (s. Kap. 5.2.4). Dieses
vom U.S. Landwirtschaftsministerium (USDA) gepriifte Verfahren der Tufts
University Boston setzt u.a. die Arbeit unter Ausschluss von Sonnenlicht sowie das

Einengen der Losungsmittel im Stickstoffstrom bei Raumtemperatur Vorausﬁ.|




28 4 Analytik von Carotinoiden in biologischen Geweben

4.1.2 SPE-HPLC-Kopplung (on-line SPE)

Die Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction, SPE) hat sich im Verlauf der letzten
20 Jahre zur leistungsstarksten Methode der selektiven Anreicherung von Analyten mit

T

einer groBen Anwendungsbreite entwickelt™ -

Das Prinzip der SPE beruht auf der Abtrennung eines oder mehrerer Analyten aus einer
fliissigen Probe durch selektive Verteilung zwischen einer festen Phase (Sorbens) und
einer fliissigen Phase, genau wie bei der Fliissigchromatographie. Zur Durchfithrung
der SPE muss die Probe fliissig sein oder gelost vorliegen. Zwischen den
verschiedenen Komponenten der Probe muss ein Polarititsunterschied bestehen,

ansonsten kann keine (Ab-) Trennung erfolgen.

Die zunehmende Probenanzahl und die erhohten Anforderungen an deren Analyse
erfordern die Entwicklung vollstindig automatisierter Analyseverfahren mit hohem
Probendurchsatz. Bei der HPLC-Analyse von komplexen biologischen Proben, speziell
Fliissigkeiten, kann dieses Ziel dadurch erreicht werden, dass die selektive und
extraktive Probenaufarbeitung in das konventionelle HPLC-System integriert wird,
wobei eine Sdulenschaltung verwendet wird. Damit ist die SPE-HPLC-Kopplung eine
ideale Methode zur Anreicherung von licht- und sauerstoffempfindlichen

Substanzena.I Ihre Vorteile sind
eine einfache Automation,
eine vollstindige Probeninjektion auf die SPE-Kartusche,

ein direkter Transfer auf die HPLC-Trennsaule unter Lichtausschluss,

>
>
>
» eine Minimierung des Probenhandlings und des Losungsmittelverbrauchs,
» eine hohe Ausbeuterate,

» eine gute Reproduzierbarkeit, sowie

>

eine hohe Aufkonzentrierung und Aufreinigung.

Als Sorbentien werden meist revesed-phase (RP-) Materialien eingesetzt. So sind viele

oberflaichenmodifizierte Kieselgele (u.a. mit Alkyl-, Hydroxyl-, Amino- oder
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Phenylresten) applizierbar. AuBerdem stehen verschiedene nichtquellbare Polymere als
Sorbentien zur Verfiigung. Infolge dieser hohen Bandbreite an Sorbentien kann die

SPE auf fast alle Analyten angewandt werdenf™]

a) Anreicherung des Analyten

Helium Waste

C30-Séule

Waste HPLC Pumpe 2

Probenaufgabe (Pumpe 1) SPE-Kartusche

b) Trocknungsschritt

Helium Waste

C;o-Séule

Waste HPLC Pumpe 2

Pumpe 1

b) Transfer in die HPLC

Helium Waste

C30-Séule

Waste HPLC Pumpe 2

Pumpe 1

Abbildung 8: Durchfiihrung der SPE-HPLC-Kopplung
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Die Durchfiihrung der SPE-HPLC-Kopplung ist in [Abbildung 8| schematisch
dargestellt. Die SPE-Kartusche ist dabei in die Injektionsschleife (Loop) der HPLC-

Anlage eingebaut und kann, je nach Ventilschaltung, in zwei voneinander unabhingige

Kreislaufe geschaltet werden.

Wihrend die HPLC-Anlage konditioniert wird, ist die SPE-Kartusche an eine externe
Pumpe 1 geschaltet (Abb. 8a). Zuerst wird dabei das Sorbensmaterial mit einem
geeigneten Losungsmittel benetzt (solvatisiert), um eine reproduzierbare Wechsel-
wirkung zwischen Sorbens und Probe zu gewihrleisten. Danach wird die SPE-
Kartusche mit einem der Probenmatrix dhnlichen Losungsmittel dquilibriert. Erst im
Anschluss folgt die Probenaufgabe. Danach kann die SPE-Kartusche sofort mit einem
Losungsmittel gewaschen werden, in dem sich der Analyt nur schlecht oder gar nicht
16st. Die Analytmolekiile retadieren vollstindig, wahrend etwaige Interferenzen eluiert
werden. Im Anschluss wird durch einfaches Drehen des Ventils Helium durch die
Kartusche geleitet. (Abb. 8b) Dadurch werden Losungsmittelmolekiile zwischen den
Partikeln und Poren des Sorbens entfernt, die die Trennung in der HPLC storen
konnten, sowie das SPE-Sorbens mitsamt Analyt getrocknet. Eine weitere Ventil-
schaltung bringt die SPE-Kartusche zwischen die HPLC-Pumpe und die Trennsdule
(Abb. 8c). Durch die in der HPLC verwendete mobile Phase anderer Polaritéit kann der

Analyt nun von der SPE-Kartusche eluiert und auf der HPLC-Siule getrennt werden.

4.1.3 RAM-HPLC-Kopplung

Als RAM-SPE-Kopplung wird eine der SPE-HPLC-Kopplung verwandte Methode der
Extraktion und Anreicherung von Analyten aus biologischen Fliissigkeiten bezeichnet,
bei der eine Fraktionierung der Probe in Analyt und Matrix wihrend der
Probenaufbereitung im Vordergrund steht. Dies geschieht durch Verwendung

neuartiger, ma3geschneiderter Adsorbentien, die in die SPE-Kartusche gepackt sindg.I

Die Aufbereitung (Fraktionierung) der Probe in Analyt und Matrix mit Hilfe dieser

pordser Adsorbentien beruht auf der simultanen Durchfithrung zweier
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unterschiedlicher ~ chromatographischer = Trennprinzipien.  Einerseits  werden
niedermolekulare Analytmolekiile selektiv mittels Adsorptions- oder Affinitéts-
chromatographie von den Sorbenmaterialien zuriickgehalten. Andererseits erfolgt eine

sterische Ausschlusschromatographie von makromolekularen Probenkomponenten.

Diese sogenannten ,,Restricted Access* Materialien (RAM) bestehen aus sphérischen
Partikeln mit einer Grofle von 25 um, was eine hohe Flussrate ermdglicht. Sie besitzen
unterschiedliche Eigenschaften auf ihrer Oberfliche und in ihren Poren, welche eine
genau definierte Zugénglichkeit durch die Porengrof3e von etwa 6 nm aufweisen@. Die
Zuginglichkeit beschreibt eine physikalische oder chemische Ausschlussbarriere. Die
Struktur eines RAM-Partikels einer LiChrospher” RP-C18 ADS-Séule (von alkyl diol
silica) der Firma Merck KGaA ist in schematisch dargestellt.

Partikel-
oberflache

Abbildung 9:  Schematische Darstellung eines RAM-Partikels einer LiChrospher”™
RP-C18 ADS-Sdule

Die spezielle Aullenoberfliche der RAMs ist biokompatibel, d.h. sie ist hydrophil und
elektroneutral und besteht aus oberflaichengebundenen Diolgruppen. Dadurch werden

Wechselwirkungen der Sorbentien mit Makromolekiilen (z.B. Proteine)
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ausgeschlossen. Makromolekiile ab einer ungefiahren GroB3e von 15000 Dalton werden
sofort und effizient abgetrennt. Die innere Oberfliche der 6 nm groBBen Poren ist
dagegen mit Adsorptionszentren belegt (z.B. Cg-Alkylgruppen bei RP-C18 ADS). Nur
niedermolekulare Komponenten konnen in die Poren hinein diffundieren und mit den
Adsorptionszentren wechselwirken. Es findet eine selektive Anreicherung der

Analytmolekiile statt.

Proteinhaltige Fliissigkeiten, wie z.B. Plasma oder Zellkulturen, kénnen daher im
nativen Zustand, d.h. ohne Vorbehandlung, analysiert Werden@. In Kap. 5.3 wird die
Anreicherung von Carotinoiden aus Humanplasma mittels RAM-HPLC dargestellt.
Die auf der RAM-Vorsiule retardierten Analytmolekiile werden dabei durch Sdulen-
schaltung (s. Kap. 4.1.2) auf eine HPLC-Trennsédule transferiert. Vorteile gegeniiber
der konventionellen SPE-HPLC-Kopplung mit Einmal-Kartuschen sind die hohe
Lebensdauer dieser speziellen Vorsdulen, das kontaminationsfreie Verfahren an sich,

sowie die erhohte Prazision, Wiederfindung und Zuverléissigkeita.

4.1.4 Matrix Solid Phase Dispersion (MSPD)

Die Matrix Solid Phase Dispersion (MSPD) ist eine Extraktionsmethode, die 1989 von
Barker speziell fiir die Aufarbeitung von tierischem und pflanzlichen Gewebe
entwickelt wurde@. Ihr entscheidender Vorteil gegeniiber anderen Methoden ist die
direkte Anwendbarkeit auf feste oder viskose Proben ohne vorheriges Herauslosen des
AnalytsE.I Auf Grund ihrer einfachen Handhabung und des geringen Zeitaufwands hat
sich diese Technik seit ihrer Entwicklung besonders auf dem Gebiet der Lebensmittel-,

Naturstoff- und klinischen Analytik etabliert und findet dort vermehrt Applikationenﬁ.|

Die MSPD beinhaltet die mechanische Homogenisierung der Probe mit einem
abrasiven Unterstiitzungsmaterial, z.B. einem alkylierten Kieselgel, zu einem
rieselfdhigen Pulver. Dadurch wird die Struktur der Probenmatrix zerstort und die
Probe homogen iiber die Oberfliche des Unterstiitzungsmaterials verteilt. Es entstehen

chemische Matrix-Sorbens-Analyt Wechselwirkungen.
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Die rieselfdhige Probe wird so fiir eine SPE zugénglich, deshalb kann nun durch

entsprechende Wahl der Losungsmittel der Analyt selektiv extrahiert werden. Die

Durchfiihrung der MSPD ist in Fﬂrb‘le'd'u'[Tg—l'q skizziert.

Morser

» Bei Bedarf filtrieren
oder zentrifugieren 7

» Losungsmittel ¢

einengen bzw.
vollstandig

10 ml SPE
Spritze

1-1.5g MSPD C,q
Sorbensmaterial Mischung

Probe/Sorbens- Fritte

<— Spritzen-
stempel

verdampfen Fritte
» Analyt in Aufgereinigter

Lésungsmittel nach aufkonzentrierter ! Probengefall —>

Wahl aufnehmen Analyt \

» In HPLC einspritzen

Abbildung 10: Durchfiihrung der MSPD

Sie beinhaltet folgende Arbeitsschritte:

1.

Zugabe der biologischen Probe zum Sorbensmaterial. Eventuelle Zugabe einer

definierten Menge eines internen Standards

. Verreiben der Mischung zu einem homogenen und rieselfdhigen Pulver
. Fiillen des Homogenisats in eine SPE-Saule, auflegen einer PE-Fritte

. Zusammenpressen des Homogenisats zu einem kompakten Sdulenbett

. Konditionieren der Sdule

. Elution des Analyts

. Eventuelles Einengen des Losungsmittels, Injektion in die HPLC
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Die MSPD bietet den Vorteil, dass man feste Proben direkt extrahieren kann, auf diese
Weise sind die Analyten vor Oxidationen geschiitzt. Selbst extrem instabile Analyten
aus schwer zuginglichen Proben, wie Pflanzen oder tierischem Gewebe, werden
reproduzierbar und quantifizierbar extrahiert, ohne Bildung von Artefakten. Zudem ist
die MSPD sehr schnell durchzufiihren und sie liefert konzentrierte Analytmengen, die
meist ohne weitere Aufarbeitung in die HPLC injiziert werden konnen. Ein
entscheidender Nachteil fiir die industrielle Anwendung dieser Methode ist aber, dass

sie nur schwer automatisierbar ist.

4.2 Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC)

4.2.1 GrundlagenEI

Die HPLC beruht auf einem physikalisch-chemischen Trennprozess. Dabei wird das zu
trennende Probengemisch in der mobilen Phase gelost und unter hohem Druck bei
konstanter Fliegeschwindigkeit durch eine mit der stationdren Phase gefiillte
Trennsdule gepumpt. Durch unterschiedlich starke Wechselwirkungen der
Probenmolekiile mit der stationdren Phase ergeben sich verschieden lange
Verweilzeiten an der stationdren Phase, wodurch ihre Auftrennung ermoglicht wird.
Man unterscheidet die sogenannte Normal Phase (NP)-Chromatographie und die
Reversed Phase (RP)-Chromatographie. Bei der NP-Chromatographie ist die stationdre
Phase, z.B. Kieselgel oder Aluminiumoxid, im Vergleich zur mobilen Phase polarer,
wihrend bei der RP-Chromatographie die stationdre Phase aus mit organischen
Molekiilen, z.B. mit Alkylketten, modifiziertem Kieselgel besteht und somit unpolarer

ist als die mobile Phase.

Zur Trennung von geometrischen Carotinoid-Stereoisomeren wurden frither, auf

[o2ps ]

Grund ihrer besseren Selektivitit, Normalphasen eingesetzt, sowie Nitﬁlphaseng.I

Da herkémmliche RP-Trennsdulen wie polymere Clg—PhasenEI die Carotinoid-
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Stereoisomeren nur unzureichend zu trennen vermogen, wurde 1994 von Sander und
Albert eine C;p-Trennphase entwickelt und optimiert, die fiir Carotinoid-Stereoisomere
eine erhdhte Selektivitiat aufweist] Eine Variation der Alkylkettenldnge, von C;g bis
Cs4 erbrachte fiir die C;(-Phase die beste Selektivitit zur Trennung von Carotinoiden]
Seither wird fast ausschlieBlich diese Phase zur Trennung von Carotinoiden und deren
Stereoisomeren in der HPLC und Kapillartrenntechniken eingesetztlI™ Die
besondere Formerkennung beruht auf dem Auftreten von geordneten starren n-Alkyl-
kettenbereichen mit frans-Anordnung neben weiteren ungeordneten mobilen Doménen
mit gauche-Konformatiol ™ 12] Die Temperaturabhingigkeit dieser Formerkennung
konnte mittels Festkorper- und Suspensions-NMR-Messungen erforschf™ I lund mit
den chromatographischen Ergebnissen korreliert werden™17"]

Die Wahl des Losungsmittels ist fiir die instabilen Carotinoide sehr wichtig. So ergibt
das in der HPLC gebrduchliche Acetonitril beispielsweise sehr schlechte
Wiederfindungsraten. Als Losungsmittelgemische werden deshalb meist terndre
Gemische aus Methanol, tert.-Butylmethylether und Wasser sowie bindre

Aceton/Wasser-Gemische zur Trennung von Carotinoid-Stereoisomeren eingesetzt.

Zur Trennung von Enantiomeren miissen in der HPLC spezielle Trennsdulen eingesetzt
Werdenlﬁ.| Die erste Trennung von optischen Zeaxanthin-Isomeren aus biologischen
Proben auf speziellen chiralen Trennsdulen wurde 1986 von Maoka beschrieben@
wobei eine chemische Derivatisierung der Carotinoide als Dibenzoate erfolgte. Seither
[Lolii]

werden verschiedenste Carotinoide meist als BenzoateIE oder Carbamate chiral

getrennt.

112]

4.2.2 HPLC-UV-Kopplung von Carotinoidenl‘—f

Die UV-Spektroskopie ist eine einfache, aber selektive und vor allem empfindliche
Methode zur Detektion von in der HPLC getrennten Carotinoiden aus biologischen
Matrizes. In der Kopplung mit der HPLC werden meist Dioden Array Detektoren
(DAD) zur Aufnahme von UV-Spektren verwendet.
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Durch die besondere Struktur von bis zu elf konjugierten Doppelbindungen zeigen die
Carotinoide charakteristische Absorptionsbanden im nah-UV bis visuellen Bereich
(300-500 nm). Dieser spezifische Absorptionsbereich verdeutlicht den Vorteil der UV-
Spektroskopie gegeniiber anderen Detektoren bei der Analyse von Carotinoiden, da
fast alle in der Probenmatrix vorhandenen stérenden Bestandteile in diesem Bereich

nicht absorbieren.

Die charakteristische Hauptabsorptionsbande von Carotinoiden zeigt ein sogenanntes

3-Finger-Spektrum, d.h. eine Bande mit aufgeloster Feinstruktur, wie fiir all-E Lycopin

in [Abbildung 11| dargestellt. Sie besteht aus einem Hauptmaximum (Bande II) sowie

aus je einem Nebenmaximum bei hoherer (Bande III) und kleinerer Wellenlédnge
(Bande I), welches auch nur als Schulter auftreten kann. Die spektrale Feinstruktur gibt
Aufschluss liber die Struktur des Carotinoids und wird als Verhéltnis der Peakhdhen

ITI/IT in Prozent angegeben.
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Abbildung 11: UV-Spektrum von all-E Lycopin in Aceton

Fiir die Lage der Absorptionsbanden und die Feinstruktur gibt es folgende Regelungen:

» Je mehr konjugierte Doppelbindungen ein Carotinoid enthélt, desto mehr verschiebt
sich die Hauptabsorptionsbande hin zu hoheren Wellenldngen (Phytoen: 286 nm, 3
konjugierte Doppelbindungen; {-Carotin: 400 nm, 7; Lycopin: 470 nm, 11).
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» Cyclische Carotinoide haben eine reduzierte Feinstruktur im Vergleich zu
acyclischen Carotinoiden. Zusitzlich zeigen B-Iononringe eine hypsochrome

Verschiebung von etwa 10 nm im Gegensatz zu -, €- oder y-Endgruppen.

» Z-Stereoisomere ergeben eine schwach hypsochrome Verschiebung von 2-6 nm
sowie einen stark hypochromen Effekt. Die Feinstruktur wird reduziert und eine

neue, sogenannte cis-Bande tritt auf mit Aoy cis = Ao - 140 nn‘E—Bicsc—Bm&c—

entsteht durch die Anderung der Molekiilsymmetrie von E nach Z. Auf Grund des
symmetrischen Grundzustands des all-E-Isomers ist der Ubergang in einen g-
Zustand verboten. Z-Isomere haben keine Symmetrie, deshalb ist der Ubergang in

einen angeregten g-Zustand symmetrieerlaubt.

» Die cis-Bande ist um so intensiver, je ndher die Z-Bindung in die Mitte des
Molekiils riickt. Symmetrische Di-Z-Carotinoide zeigen keine cis-Bande. Eine

Doppel-cis-Bande deutet auf acyclische oder monocyclische Carotinoide.

» Eine Hydroxylgruppe hat keinen Einfluss auf das Chromophor, deshalb sind die

Spektren z.B. von Zeaxanthin und -Carotin nahezu identisch.

» Die Energie des 11Ag — 1'B,-Uberganges (Hauptabsorptionsbande bei B-Carotin)
ist abhidngig vom Brechungsindex des Losungsmittels. Dabei ist die Polarisierbar-
keit wichtiger als die Polaritdt. Wéahrend sich die UV-Spektren von Carotinoiden in
Hexan, Acetonitril, Methanol oder Diethylether nur im Absorptionskoeffizienten
unterscheiden, dort aber zum Teil stark, ist fiir Aceton (2-6 nm) oder

Dichlormethan (10-20 nm) eine bathochrome Verschiebung erkennbaI]E.|

» Bei hohen Wassermengen in der HPLC (groBer 30%, wie z.B. bei Verwendung von
1,5 um Partikeln in der HPLC nétig) kann die Hauptabsorptionsbande in ihrer
Intensitdt abnehmen oder sogar verschwinden. Sie wird ersetzt durch eine scharfe
Absorption ohne Feinstruktur im Nah-UV-Bereich (Lutein 370 nm, Lycopin 354
nm) sowie einer schwachen Bande oder Schulter bei etwa 520 nm (Lutein). Dieser
Effekt ist auf Aggregationen der Carotinoide zuriickzufiihren, sowie auf Exciton-

Wechselwirkungen angrenzender Chromophore.
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Der Einfluss des Losungsmittels auf die Lage und Form der Absorptionsbanden ist
demnach gravierend. Der Einsatz von Gradiententrennungen in der HPLC macht einen
Vergleich der UV-Spektren noch schwieriger. Daher ist eine Identifizierung

unbekannter Carotinoid-Isomere allein mittels UV-Spektroskopie nicht sinnvoll.
4.3 Grundlagen moderner Kopplungsmethoden

4.3.1 HPLC-APCI-MS-Kopplung

Die HPLC-APCI-MS-Kopplung verbindet die leistungsstarke, selektive Trennmethode
der HPLC mit der hoch empfindlichen, massenspezifischen Detektionsmethode der
Massenspektrometrie (MS)MDie Schwierigkeit bei der Analyse von Carotinoiden
besteht in ihrer Labilitét, ihrer geringen Polaritdt und Fliichtigkeit und damit in ihrer
schlechten lonisierbarkeit. Deshalb mussten geeignete Ionisierungstechniken
entwickelt werden, die einerseits die hohe Menge an Eluat (Flussraten von bis zu
I ml/min) verdampfen und andererseits die unpolaren Analyten ohne grof3e

Fragmentierung schonend ionisieren konnen.

Die Charakterisierung von Carotinoiden mittels HPLC-MS wird daher entweder mit
der Electrospray Ionisierung (ESI) oder mit der Chemischen Ionisierung bei
Atmosphéarendruck (APCI) durchgefl’ihrth‘]'_ﬁ’lz.| Beide Methoden benétigen aber dabei
polare Molekiile zur Ionisierung der Carotinoide. Die ESI-Technik, die bevorzugt fiir
eher polare Analyten, wie Tocopherol@, Catechinelmoder Flavonoideh'z_‘l,I angewandt
wird, ist fiir die Analytik von Carotinoiden nur beschriankt anwendbar. Sie erfordert
den Zusatz von polaren Additiven wie halogenhaltige LéisungsmitteiEI oder
Silbersalzell'l_zTI Die APCI benétigt keine Hilfsreagenzien. Bei der HPLC-APCI-MS-
Kopplung reicht die polare mobile Phase der HPLC mit Wasser oder Methanol im
loalbs |

Eluat aus, ein gutes Spray und damit eine lonisierung zu erhalten .
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Sowohl das ESI- als auch das APCI-Verfahren ist im positiven und negativen
Ionenmodus einsetzbar. Durch die schonende Ionisierung entsteht meist ein
protoniertes oder deprotoniertes Molekiil-Ion, sowie schwache Fragmentierungen.
Unter Verwendung von Ionenfallen kann mit Hilfe von MS™-Detektion aber eine
exakte und sukzessive Fragmentierung durchgefiihrt und damit Riickschliisse auf die

Struktur gewonnen werden.

Die HPLC-APCI-MS-Kopplung besitzt eine hohe Empfindlichkeit, fiir Carotinoide
liegt sie im Picogramm-Bereichlzl"'z_l.| Innerhalb eines chromatographischen Laufes
kann eine schnelle und eindeutige Strukturaufklérung aller Peaks mit unterschiedlichen
Molekiilmassen und Fragmentierungsmustern erfolgen@ Ihre Grenze liegt in der
Unterscheidung von massengleichen Carotinoiden. Hier kann manchmal, wie z.B. bei
Lutein und Zeaxanthin, liber die unterschiedliche Fragmentierung eine Unterscheidung
getroffen Werde6. Die verschiedenen Z/E-Stereoisomere eines Carotinoids verhalten

sich aber so dhnlich, dass sie mit der MS nicht unterschieden werden konnen.

4.3.2 HPLC-NMR-Kopplung
[zl

Mehr als 30 Jahre nach Veroffentlichung der ersten NMR-Experimente , und
[l

zwoOlf Jahre nach der Entwicklung der Puls-Fourier-Transform-(PFT)-Methode

wurde die NMR-Spektroskopie erstmals mit der HPLC gekoppel@@

Weiterentwicklungen im Setup sowie die Einfiihrung von Kryomagneten fiihrten dazu,

dass die on-line HPLC-NMR-Kopplung heute eine der wichtigsten Routinemethoden

in der Nattulrstofflzj'u']‘q'_'q',I Wilrkstoff-h‘A‘_Q’L""_jI und UmweltanalytikLA‘_LI sowie in der
s

Metabolismusforschung

geworden ist.

Die NMR-Spektroskopie ist zwar eine relativ unempfindliche Technik, jedoch liefert
sie, im Gegensatz zu allen anderen Detektionsmethoden, als einzige eine detaillierte
Strukturinformation der untersuchten Analytmo1ek1'jleh‘7imﬁI Sie kann demnach zur

Unterscheidung und eindeutigen Strukturbestimmung von Carotinoid Z/E-

=

: 136 [Laz
Stereoisomeren verwendet werde
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Lao]

4.3.2.1 Experimenteller Aufbau

Fiir die Kopplung wird ein im wesentlichen unveridndertes chromatographisches
System zur Trennung der Analyten verwendet. Die Trennung wird mittels eines
geeigneten Detektors (z.B. UV) iiberpriift. Dies erleichtert die genaue Positionierung
eines Peaks in der NMR-Messzelle, z.B. bei stopped-flow Experimenten. Zur
Kopplung benétigt man ein Interface, ein Schaltventil-Modul, die sogenannte Bruker
Peak Sampling Unit (BPSU). Die computergesteuerte BPSU steuert sowohl die HPLC

als auch die NMR, und dient dariiber hinaus zur Speicherung von Peaks.

Die HPLC-Anlage und die BPSU stehen etwa 1.5 m vom NMR-Magneten entfernt, um
einerseits fehlerfrei funktionieren zu konnen und andererseits um die Magnetfeld-
homogenitit des NMR-Magneten nicht zu beeintrachtigen. Der NMR-Magnet
beinhaltet einen Durchflussprobenkopf mit einem Zellvolumen von 120 pl. Die

Durchflusszelle ist dabei fest installiert, eine Rotation ist nicht mehr moglich. Das

Setup ist in Abbildung 12|dargestellt:

PC zur Kontrolle

der Chromatographie L o o
und Datenaufnahme ‘ L . NMR-Signal
NMR Spektrometer
i ‘ Konsole ‘
b= ‘ ‘ Ve
- - - - - S, 1 /\ Durchflusszelle
L : : Bruker genc:e/ |
R 1HPLC-Pumpe ‘ ‘ AMX mpfangsspule
‘ ‘ ‘ 600 MHz
: Bypass ' ‘
" Injektions-
. ventil } \
lI
v A
Cy-Saule — Bpsu [ | - Eluent
. —

- 1 UV-Detektor

— : Kapillar-Verbindungen

Abfall

- : elektronische Verbindungen

Abbildung 12: Experimentelles Setup der HPLC-NMR-Kopplung
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Bei einer Flussrate von 1 ml/min ergibt sich eine Aufenthaltsdauer T der Kerne in der
NMR-Zelle von etwa 7 s. Die Aufenthaltsdauer hat einen Effekt auf die effektive
Lebensdauer der Spinzustinde in der Zelle und kann so als Relaxationsphdnomen
beschrieben werden. Nach Heisenberg fiihrt eine verringerte Aufenthaltsdauer zu einer

Linienverbreiterung.

4.3.2.2 Anforderungen an die HPLC und NMR

Die Chromatographie muss im Hinblick auf die on-line HPLC-NMR-Kopplung in
mehrerer Hinsicht an die Bedingungen der NMR angepasst werden. Zum Einen ist der
Gebrauch von voll deuterierten Losungsmitteln aus wirtschaftlichen Gesichtspunkten
praktisch nicht méglich. Nur das im Vergleich zu sdmtlichen deuterierten organischen

Losungsmitteln billige D,O wird an Stelle von H,O verwendet.

Zudem ist die Wahl der mobilen Phase beschrinkt auf wenige Losungsmittelgemische.
Jedes protonierte Losungsmittel zeigt entsprechende Resonanzsignale im NMR-
Spektrum, die einen gewissen Resonanzbereich iiberdecken und fiir eine Detektion der
Analytmolekiile unbrauchbar machen. Bei der Wahl der mobilen Phase muss also der
Resonanzbereich der zu analysierenden Analytmolekiile mit einbezogen werden. Ein
Beispiel dafiir ist die Analyse von Steroiden, welche normalerweise mit
Acetonitril/Wasser in der HPLC getrennt werden. Da Acetonitril im NMR-Spektrum
einen Teil des Steroid-Grundgertists iiberdeckt, musste die Trennung fiir eine HPLC-

NMR-Kopplung auf ein Methanol/Deuteriumoxid-Gemisch gedndert Werdenll's_!’]T|

Die mobile Phase sollte demnach aus einem bindren Gemisch bestehen, mit moglichst
ein bis zwei nicht aufgespaltenen Resonanzsignalen im NMR-Spektrum. Beispiele
dafiir sind Mischungen von Deuteriumoxid mit Aceton, Acetonitril oder Methanol.
Isokratische Trennungen sind Gradientenelutionen zu bevorzugen, da die chemische

Verschiebung & von der Zusammensetzung des Losungsmittels abhéangt.

Die NMR-Spektroskopie ist im Vergleich zur HPLC eine relativ unempfindliche
Methode. Die Nachweisgrenze liegt ungefahr bei 500 ng Substanzmenge. Damit diese




42 4 Analytik von Carotinoiden in biologischen Geweben

grofle Analytmenge in der NMR-Zelle zugénglich wird, muss die Chromatographie auf
Trennsdulen mit einer hohen Kapazitit durchgefiihrt werden. Die zur Analytik von
Carotinoiden entwickelten C;o-Trennsdulen zeigen eine hohe Beladbarkeit und
Selektivitit, so dass selbst bei einer extremen Uberladung der Siule noch eine gute
Trennleistung vorhanden ist. Sie wird deshalb vermehrt auch bei der HPLC-NMR-
Analytik von anderen Naturstoffen= "= bder Substanzklassen' =T cingesetzt.

Die grofite Schwierigkeit im praktischen Umgang bei der HPLC-NMR-Kopplung sind
die storenden Resonanzsignale der protonierten Ldsungsmittel, die zu
Dynamikproblemen im D-A-Wandler des NMR-Spektrometers fithren. Diese Signale
miissen mittels einer Lysungsmittelunterdriickung auf etwa die Hohe der '*C-Satelliten
verringert Werdenﬂg. Nur wenn der dynamische Bereich des Empfiangers an die
Intensitdt des Analytsignals angepasst wird, kann eine Digitalisierung dieser Signale
erfolgen und somit eine Detektion. Die Losungsmittelunterdriickung kann auf mehrere
Arten erfolgen. Wegen ihrer einfachen Handhabung, ihrer leichten Implementierung in
verschiedenste Pulsprogramme sowie ihrer grolen Effizienz selbst zur Unterdriickung
mehrerer NMR-Signale wird meist eine Vorséttigungmethode mit Shaped-Pulsen
eingesetzt. Dabei wird wéhrend des Relaxationsdelays etwa 1 s mit einem selektiven
low-power Shaped-Puls, meist in Rechtecksform, auf die Resonanzfrequenzen der

Losungsmittel eingestrahlt.

Die HPLC-NMR-Kopplung kann hauptsidchlich in drei verschiedenen Betriebsarten
durchgefiihrt Werdenh's_j'.| Bei continuous-flow Messungen wird das NMR-Spektrometer
als Detektor der chromatographischen Trennung verwendet. Durch die begrenzte
Aufenthaltsdauer der Kerne ist die Aufnahmezeit pro Transienten begrenzt und damit
die Empfindlichkeit herabgesetzt. Die Flussrate wird deshalb auf etwa 0.3 ml/min
vermindert. Das NMR-Chromatogramm wird in einem Konturplot dargestellt. Bei
stopped-flow-Experimenten wird die Chromatographie gestoppt, wenn das
Peakmaximum eines Analyts in der NMR-Zelle ist. Damit konnen fiir eine unbegrenzte
Zeitdauer sowohl 1D- als auch 2D-NMR-Experimente durchgefiihrt werden. Eine
weitere Moglichkeit ist die Speicherung aller chromatographischer Peaks in

sogenannten Loops mit nachfolgender sukzessiver Messung aller Peaks.
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5 Ergebnisse

5.1 Trennung und Identifizierung von Carotinoid-

Stereoisomeren

Seit der Einfiihrung der C;(-Phase speziell zur Trennung von Carotinoiden wird diese
Trennsdule vermehrt zur Analytik von unpolaren, strukturell dhnlichen Substanzen
angewandt. Sie eignet sich dabei nicht nur Unterscheidung verschiedener Carotinoide,
sie vermag auch geometrische Isomere einzelner Carotinoide aufzutrennen. Auf Grund
der Labilitit der Carotinoide gibt es in allen biologischen Proben unzihlige unbekannte
Carotinoid-Stereoisomere, deren Trennnung und Identifizierung nur mit Hilfe dieser

Trennphasen in Verbindung mit gekoppelten Identifizierungsmethoden moglich ist.

Die Identifizierung der Stereoisomere erfolgt in der Regel zuerst in Standard-
gemischen. Dabei wird ein reines all-E Isomer eines Carotinoids mittels Iod-
Katalysation und UV-Licht isomerisierﬁ! Es entstehen verschiedene Z/E-Stereo-
isomere in hoher Konzentration, welche mittels HPLC-NMR-Kopplung eindeutig
identifiziert werden konnen. Eine Identifizierung aller Stereoisomere direkt aus den
biologischen Proben ist mittels HPLC-NMR-Kopplung meist nicht moglich, da die
Konzentrationen einiger Stereoisomere oft zu niedrig ist. Daher muss auf eine Identifi-
zierung mittels UV und Retentionszeit, im Vergleich zum bekannten Standardgemisch,
zuriickgegriffen werden. Hierbei ist es von Vorteil, wenn mehrere Trennsdulen mit

unterschiedlichen Retentionseigenschaften eingesetzt werden konnen.

lAbbildung 13| zeigt die HPLC-Trennung eines Gemisches aus Lutein- und Zeaxanthin-

Stereoisomeren auf zwei unterschiedlichen Csy-Sédulen. Die Trennung auf einer nicht
endgecappten Sdule (Abb. oben, mit Rest-Hydroxylgruppen auf der Kieselgelober-
fliche) ergibt eine Basislinientrennung fast aller Stereoisomere. Nur 13-Z Zeaxanthin
wird von all-E Lutein {iberlagert. Beim Endcapping der C;(-Sdule (unten) sind die

Rest-Hydroxylgruppen auf der Kieselgeloberflache durch Methylgruppen abgesittigt.
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Auf Grund der durch das Endcapping erniedrigten Oberflaichenbeladung an Cs-
Alkylketten ergibt sich eine Retentionsumkehr. Die all-E Isomere von Lutein (4) und
Zeaxanthin (5) konnen nicht mehr so gut mit den C;o-Alkylketten wechselwirken, sie

werden nicht mehr getrennt und co-eluieren zuerst.

[mAU] 1 13-Z Lutein
250 2 13‘-Z Lutein
3 13-Z Zeaxanthin
200 4 4 all-E Lutein
5 all-E Zeaxanthin
6 9-Z Lutein
150 7 9‘-Z Lutein
8 9-Z Zeaxanthin
100 C;,-Trennséiule
nicht endgecapped
50 250*4.6 mm, 5 ym, 100 A
Eluent: Aceton/Wasser
0 - isokratisch 84/16 (v/v)
0 5 10 15 20 25 30 min

[MAU] 4/5

C;,-Trennsaule
endgecapped
250*4.6 mm, 5 um, 100 A

Eluent: Aceton/Wasser
Gradientenelution

00-10 min: 70/30 (v/v)
10-30 min: linearer Gradient
30-35 min: 100/0 (v/v)

UV-Detektion bei 450 nm

T T T T T T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 min

Abbildung 13: Trennung von Lutein und Zeaxanthin-Stereoisomeren auf einer

endgecappten (unten) und nicht endgecappten (oben) Csy-Trennsdule

Trotzdem ist die endgecappte Trennsdule niitzlich, da sie fiir eine Trennung der

verschiedenen Z-Stereoisomere eine erhohte Selektivitit zeigt. Mit Hilfe der

Retentionszeiten sowie der UV-Spektren aus den Trennldufen (wie in [Abbildung 14|

dargestellt), konnen die verschiedenen Stereoisomere auch aus unterschiedlichsten

Geweben (Pflanze, Serum, Retina) eindeutig identifiziert werden.

Alle Zeaxanthin-Isomere unterscheiden sich im UV-Spektrum von denen von Lutein

durch ihr im Vergleich niedrigeres Verhiltnis der Banden III/II. Dies ist auf die
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symmetrische Grundstruktur mit zwei B-Iononringen zuriickzufiihren. Die Einfiihrung
einer Z-Bindung ergibt einen hypsochromen Shift der Hauptbande II von 3-7 nm. Die
Lutein-Stereoisomerenpaare, wie 13-Z und 13'-Z, konnen nur liber das Verhéltnis IT1/11

unterschieden werden, nicht {iber die nahezu identischen Absorptionsmaxima.

[AU] - ——all-E Zeaxanthin [AU] 7 9-Z Lutein
0,22 —— 9-Z Zeaxanthin 9'-Z Lutein
0201 - - - 13-Z Zeaxanthin 0,141 — all-E Lutein
’ T - - - 13-Z Lutein
0,18 1 0,12 1 - —-13-Z Lutein
0,16 1
0,14 0,107
0121 0,08
0,10 1
0,08 - 0,06
0,06 Y/

0,04 T~
0,04 N\
0.2+—T——7T—T1T—7T 7T T T T T T 0,02|'|'|'|'|'|'|'|':|'~|\%"

360 380 400 420 440 460 480 500 520 [nm] 360 380 400 420 440 460 480 500 520 [nm]

Abbildung 14: UV-Spektren der identifizierten Stereoisomere von Zeaxanthin (links)

und Lutein (rechts)

Stereoisomer Absorptionsmaxima [nm] Verhéltnis
Bande I Bande II Bande III /1T [%]

13-Z Zeaxanthin 426 447 474 12,4
9-7 Zeaxanthin 427 450 477 333
all-E Zeaxanthin 430 454 481 23,9
13-Z Lutein 422 441 468 30,2
13'-Z Lutein 422 442 469 34,8
9-Z Lutein 421 443 471 65,1
9'-Z Lutein 421 444 472 56,9
all-E Lutein 426 447 476 60,6
Tabelle 3: UV-Absorptionsmaxima sowie Bandenverhdltnisse der Lutein- und

Zeaxanthin-Stereoisomere
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5.2 Bestimmung von Carotinoid-Stereoisomeren in biologischen

Proben

5.2.1 Lutein-, Zeaxanthin- sowie B-Carotin-Stereoisomere aus Spinat

Abbildung 15|zeigt Carotinoid-Stereoisomeren-Trennungen von verschiedenen Spinat-

extrakten auf einer C;(-Sdule (nicht endgecappt). Die Extraktion mittels MSPD erweist
sich hierbei als quantitativ, reproduzierbar und schonend, da die Carotinoide in ihrer

gewohnten Zellmatrix gebunden sind, bis sie in konzentrierter Form eluiert werden. Da

Spinat Xanthophylle und Carotine enthélt, wurde eine Gradientenelution entwickelt.

mAU Eluent: Aceton/Wasser 8 1 13-Z Lutein
1 00-21 min: 86:14 (v/v) 15 2 13“Z Lutein
21-25 min: linearer Gradient 3 all-E Lutein
300 { 25-40 min: 97:03 (v/v) 4  all-E Zeaxanthin
5 9-Z Lutein
6 9-Z Lutein
250 3 7 interner Standard
9 B-Apo-8‘-carotenal
200 1 8  Chlorophyll b
9 Chlorophyll a
150 1 10 Pheophytin b
10 13 11 Pheophytin a
100 ! ' 12 13,15-ZZ B-Carotin
13 13-Z B-Carotin
14 9,13-ZZ B-Carotin
50 15 all-E -Carotin
16 9-Z B-Carotin

0 i

mAU ]

150 H

125

100

75 1

50 1

25 1

5

15

4° 6 7
‘K\MJ

5 10 15 20 25

30

35 min

Abbildung 15: HPLC-Trennung eines Anbauspinats (8 Wochen alt, gekocht, oben) und

kommerziellen Spinatprodukts (gekocht; unten) auf einer C;)-Sdule
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Die Identifizierung der einzelnen Carotinoide erfolgte mit Hilfe der HPLC-APCI-MS-

Kopplung. Dabei kénnen sogar alle Lutein-Stereoisomere von denen von Zeaxanthin

unterschieden werden, trotz ihrer gleichen Masse (siehe [Abbildung 16). Im positiven

Tonenmodus wird Zeaxanthin, wie auch B-Carotin, als ein protoniertes Molekiilion und
ohne groBere Fragmente detektiert. Im Gegensatz dazu spaltet sich fiir Lutein ein
Molekiil Wasser am e-lIononring ab. Mit Hilfe von Selected-lon Chromatogrammen
(SIC), wie fiur m/z 537, 551 und 569 dargestellt, konnen alle Stereoisomere den

. . 6
einzelnen Carotinoiden zugeordnet Werdenﬁ .

Peak 1 Abund Peak 1: all-E Lutein
una. _ +
ot 551.5 [M+H-18]
80
60
40
20 533.3‘569-5
0 RN W S —
Peak 3 450850 650 m/z
Abund Peak 2: all-E Zeaxanthin
und. +
Peak 2 e 569.5 [M+H]
K 80
MUL 0
40
BPC 20 5513 585.5
0 oy, ”\ \‘\ | , . ‘\
450 550 650 m/z
m/z 551.5 Abund Peak 2: all-E B-Carotin
und. T
i 537.5 [M+H]
m/z 569.5 80
60
40
m/z 537.5 WM 20 553.5
L e e e e Y B I O O | O‘ A M‘\‘l“ ,
0 5 10 15 20 25 30 35 [min] 450 550 650 m/z

Abbildung 16: HPLC-APCI-MS-Untersuchung eines Spinatextraktes. Links: Base Peak
Chromatogramm (BPC) sowie extrahierte Selected-lon Chromato-

gramme (SIC); rechts: extrahierte Massenspektren der Peaks -3

Eine eindeutige Strukturzuordnung ist aber nur mittels NMR-Spektroskopie moglich.

Das stopped-flow COSY-NMR-Spektrum von |[Abbildung 17| identifiziert den

untersuchten Analyten aus einem Spinatextrakt als all-E LuteirllE . Am e-Iononring

sind zwei olefinische Protonen H-4' und H-7', die auf Grund ihrer aliphatischen
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Nachbarschaft im NMR-Spektrum hochfeldverschoben sind. Die Kopplung eines
dieser Protonen (H-7', & = 5.43 ppm) mit dem benachbarten olefinischen Proton H-8'
(0= 6.13 ppm) ist ein Marker fiir alle Lutein-Isomere. Die Einfachheit des Spektrums
im olefinischen Bereich mit nur wenigen Korrelationen kann nur mit einer all-E-
Struktur erklart werden. Die gestrichenen und ungestrichenen Protonenpaare fallen im

NMR-Spektrum mit Ausnahme von Proton H-7 und H-7' zusammen.

OH
10/10° T 151412 107 &
111" 7 8 10 12 14 15 11" 7
' HO
1515 12112 S/8

14114

- (ppm)

O(O 777777777777777 - 5.40
gy i
‘ - 5.60
- 5.80
@ - 6.00
@ @ - 6.20
e ,
W - 6.40
. 15/14 & 15/14' :
\ / - 6.60
\‘ , i L
| 11/12 8 11712 1 .80

——
6.20 6.00 5.80 5.60 5.40

Abbildung 17: Stopped-flow COSY-NMR-Spektrum (olefinischer Bereich) von

all-E Lutein aus Spinat

Es wurden unterschiedliche Spinatproben (Spinacia oleracea L.) auf ihren Gehalt an
Carotinoid-Stereoisomeren untersucht. Zum Einen wurde ein selbst angebauter Spinat
nach 5 Wochen ("junger Spinat") sowie nach 8 Wochen ("alter Spinat") geerntet.
Andererseits wurde ein tiefgefrorenes Spinatprodukt aus einem Supermarkt analysiert.
Alle drei Spinatsorten wurden in rohem und gekochten Zustand untersucht und

Verglichen@.
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8
a) 14
| O Anbauspinat,
7 roh, nach 5
T Wochen
61 - P geerntet
E
e 51l
o U Anbauspinat,
=4 44 - L gekocht, nach
5 5 Wochen
€ | L geerntet
3
o

b)
B Anbauspinat,

roh, nach 8
Wochen
geerntet

®

£

Q.

(7]

o U Anbauspinat,

=4 gekocht, nach

= 8 Wochen

=)

£ geerntet

B kommerzielles
Spinatprodukt,
roh

Ukommerzielles
Spinatprodukt,
gekocht

mg/100 g Spinat

Abbildung 18: Quantitative Auswertung der untersuchten Spinatprodukte
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Carotinoid- Anbauspinat Anbauspinat kommerzielles
Stereoisomer 5 Wochen 8 Wochen Spinatprodukt
roh” gar roh” gar roh” gar
13-Z Lutein 0.17 0.25 0.21 0.28 0.12 0.13
13’-Z Lutein 0.17 0.31 0.24 0.25 0.13 0.14
all-E Lutein 7.45 7.59 9.33 9.81 5.71 4.85
9-Z Lutein 0.36 0.38 0.71 0.74 0.28 0.22
9’-Z Lutein 0.52 0.63 1.02 1.04 0.20 0.24
Lutein (gesamt) 8.67 9.16 11.51 12.12 6.44 5.71
all-E Zeaxanthin 0.39 0.36 0.63 0.65 0.11 0.13
13,15-ZZ B-Carotin 0.14 0.16 0.17 0.16 0.12 0.10
13-Z B-Carotin 0.31 0.33 0.33 0.37 0.15 0.12
9,13-ZZ B-Carotin 0.36 0.31 0.55 0.39 0.48 0.43
all-E B-Carotin 6.15 6.35 7.05 7.40 3.75 3.40
9-Z B-Carotin 0.92 1.02 1.02 1.12 0.51 0.47
B-Carotin (gesamt) 7.88 8.17 9.17 9.44 5.01 4.52
Carotinoide (gesamt) 16.94 17.69 21.31 22.21 11.56 10.36

Tabelle 4:

Gehalt an Carotinoid-Stereoisomeren in verschiedenen Spinatproben in

rohem und gekochten Zustand ( “in mg/100 g Spinat; n = 5)

Die quantitative Auswertung ist in [Abbildung 1§ sowie [Tabelle 4 wiedergegebenh':'_'q'.I

Dabei steigt mit der Anbauzeit des aus eigenem Anbau geernteten Spinats auch der
Gehalt an Carotinoiden. So enthdlt der nach 8 Wochen geerntete rohe Spinat etwa
24 % mehr Carotinoide als der nach 5 Wochen geerntete rohe Spinat. Beim Kochen
des Anbauspinates (5-miniitige Garung in der Mikrowelle) tritt kein nennenswerter
Effekt auf. Die leicht hoheren Werte ergeben sich infolge der besseren Zugénglichkeit
der Carotinoide. Die harte Zellstruktur der Pflanze wird durch den Kochvorgang
aufgebrochen. Dagegen enthélt das kommerzielle Spinatprodukt im rohen Zustand nur
etwa 54 % im Vergleich zum Carotinoidgehalt des nach 8 Wochen geernteten
Anbauspinats. Durch den Kochprozess werden zudem weitere 10 % an Carotinoiden

Lso]

des zur besseren Haltbarkeit mehrfach vorbehandelten Spinatprodukts zerstort™ .
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5.2.2 Lycopin-Stereoisomere aus der Tomate

Das vorherrschende Carotinoid in der Tomate ist Lycopin (Lycopersicon esculentum).
Der groBite Gehalt an Lycopin findet sich in der Schale der Tomate wieder, wo es als
Lichtschutz dient. Das HPLC-Chromatogramm von Tomatenschalen nach Extraktion

mit MSPD ist in [Abbildung 19 wiedergegeben. Neben all-E Lycopin, das iiber 85 %

des Carotinoidgehalts ausmacht, werden auch geringe Mengen an all-E Lutein und all-
E B-Carotin in der Tomate identifiziert. Anhand der UV-Spektren sowie der HPLC-
NMR-Kopplung konnten neben all-E Lycopin weitere vier Z-Lycopin-Stereoisomere,

darunter sogar zwei di-Z-Isomere identifiziert werden.

all-E Lutein

all-E B-Carotin
9,13‘-ZZ Lycopin
13-Z Lycopin
9,13-ZZ Lycopin
9-Z Lycopin
all-E Lycopin

[mAU] 7 7
25 -

20

NOOORhWN-=-

15 Bischoff ProntoSIL
Cyo-Trennsaule

150*4.6 mm, 3 ym, 200 A
Eluent: Aceton/Wasser

00-03 min: 75/25 (v/v)

03-27 min: linearer Gradient
27-45 min: 100/0 (v/v)
UV-Detektion bei 469 nm

Abbildung 19: HPLC-Trennung eines Tomatenextrakts (Schale) auf einer Csy-Sdule

Die UV-Spektren in|Abbildung 2() untermauern die Annahme von je zwei Z- und ZZ-

Isomeren. Im Vergleich zu all-E Lycopin mit einem Hauptabsorptionsmaximum von
473 nm zeigen zwei [somere (Peak 4 und 6) einem hypsochromen Shift von 5-6 nm
und zwei weitere einen von 10 nm (Peak 3) respektive 13 nm (Peak 5). Das grofere
Bandenverhéltnis cis/Il von Peak 4 gegeniiber Peak 6 (s. deutet auf eine
Z-Bindung weiter in der Mitte des Molekiils hin, was mittels HPLC-NMR-Kopplung
belegt werden konnte. Der olefinische Bereich der 'H-NMR-Spektren aller

identifizierten Lycopin-Stereoisomere ist in [Abbildung 21 |dargestellt|E'.|




52

5 Ergebnisse

Absorption [AU]

1,1

1.0 _ ,,,,,, 13-Z Lycopin
1 —— 9-Z Lycopin
00 ] ycop
all-E Lycopin
0,8 +

9,13'-ZZ Lycopin

0,7 ------9,13-ZZ Lycopin

0,6
0,5-
0,4 4
034
0.2

0,0

01

I T
360 380

™1
400

1
420 440

460 480 500

Wellenlange [nm]

L—
520 540

Abbildung 20: UV-Spektren der im Tomatenextrakt enthaltenen Lycopin-Stereoisomere

Peak |Stereoisomer Absorptionsmaxima [nm] Bandenverhiltnis
cis-Bande; Bande I | Bande II {Bande II1; cis/IT {III/IT [%]

7 all-E Lycopin 364 447 473 505 6,2 71,7

6 9-Z Lycopin 362 442 468 499 13,2 67,8

4 13-Z Lycopin 362 441 467 498 40,8 53,8

3 9,13'-ZZ Lycopin; 361 441 463 493 29,5 38,6

5 9,13-ZZ Lycopin | 361 436 460 490 22,7 45,0

Tabelle 5:

schalen identifizierten Lycopin-Stereoisomere

UV-Absorptionsmaxima sowie Bandenverhdltnisse der in Tomaten-

Die totalsymmetrische Struktur von all-E Lycopin lésst sich sehr leicht identifizieren.

Das COSY-NMR-Spektrum in [Abbildung 22| zeigt alle Korrelationen benachbarter

Protonen. Mit der Einfiihrung einer Z-Bindung wird die Symmetrie aufgehoben. Die

"inneren" Protonen der Z-Bindung verschieben sich zu tieferem Feld, die "duBeren" zu

héherem Feld. So ergeben sich fiir 9-Z Lycopin (Abbildung 21pb) Tieffeldshifts fiir die

Protonen H-6, H-8 und H-11, beziehungsweise bei 13-Z Lycopin fiir die Protonen
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H-10, H-12 und H-15. Betrachtet man das Spektrum d) genauer, so sieht man, dass es
wie die Summe der Spektren b) und c) aussieht. Es zeigt das Spektrum von 9,13'-ZZ
Lycopin. Die beiden Z-Bindungen sind so weit entfernt, dass die Shifts der Protonen
nicht interferieren. Bei 9,13-ZZ Lycopin in Spektrum e) sind die beiden Z-Bindungen
dagegen nah beieinander. Hier erfihrt z.B. Proton H-12 einen Tieffeldshift auf Grund
der Z-Bindung in 13-Stellung, es wird aber auch zu hoheren Feld hin verschoben

wegen der Z-Bindung in 9-Stellung.

15/15’
1111’
12112 8/8 _
14/14° 10/10° a) all-E Lycopin, Peak 7
17 18 19 20
3 7 11 1514'12'10' 8' 6' 4' 2'
16/1\,\)vvk/vk,\/\r\/\r\,m/16
246810121415, 117 .3
1?{15‘ 1 14114 b) 9-Z Lycopin, Peak 6
17 3 18 7 19
16
8/8' c) 13-Z Lycopin, Peak 4 .
10' 17 318 . 19 20 2

11 r Y

15'

T T T T T T 1 1 1 T 1
70 69 6.8 67 66 65 64 63 6.2 6.1 6.0 ppm

Abbildung 21: Stacked-Plot (olefinischer Bereich) der stopped-flow ' H-NMR-Spektren

der im Tomatenextrakt identifizierten Lycopin-Stereoisomeren
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11/15 20 19' 18' 1

11/15° 12 8
12' 14 8‘18‘ 6
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2
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@@ L 6.0
(it -
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Y) 1112, ) -6.4
A 11712 U
@@i MWB f 7/6
V%Y

)7 7o [Fee
@ @/ -—6.8

. . . , .
6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 ppm

Abbildung 22: Olefinischer Bereich des COSY-Spektrums von all-E Lycopin aus einem

Tomatenextrakt

5.2.3 HR-MAS-NMR-Untersuchungen von carotinoidhaltigem Gemiise

Es sollte untersucht werden, ob mit Hilfe der Suspensions-NMR-Spektroskopie
Carotinoide direkt aus der Zellmatrix identifiziert werden kénnen. Deshalb wurde eine
Tomate geschilt und getrocknet, um den hohen Wassergehalt von tiber 92 % in Toma-

ten zu reduzieren. Nach Zugabe weniger Tropfen Chloroform wurde ein 'H-HR-MAS-

NMR-Spektrum in Suspension aufgenommen, welches in |Abbildung 23|dargestellt ist.

Das Gesamtspektrum zeigt grofle Resonanzsignale im aliphatischen Bereich, aber auch
gut aufgeldste Signale im olefinischen Bereich, die Carotinoiden zugeordnet werden
konnen. Vergleicht man den vergroflerten Ausschnitt der HR-MAS-NMR-Spektrums
mit den Spektren aus der HPLC-NMR-Kopplung, so wird deutlich, dass das HR-MAS-
NMR-Spektum ausschlieflich das Hauptisomer in der Tomate, all-E Lycopin, zeigt.
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Abbildung 23: 'H-HR-MAS-NMR-Spektren einer getrockneten Tomatenschale.

Oben: Gesamtspektrum; unten: olefinischer Bereich

Da die Carotinoide in der Tomatenschale in hoher Konzentration vorhanden sowie nur
schwach in die Zellmatrix eingebunden sind, wurde versucht, eine schwierigere
Pflanzenmatrix zu untersuchen. Als Beispiel hierfiir diente eine Karotte (Daucus

carota). Sie enthdlt auch ein vorherrschendes Hauptstereoisomer, all-E [B-Carotin,

welches extrem fest in die Zellmatrix eingebunden ist. Anhand [Abbildung 24| kann
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man erkennen, dass die Carotinoid-Signale dennoch deutlich sichtbar und gut aufgelost

sind, und aus Vergleichen konnen sie all-E B-Carotin zugeordnet Werdenﬁ7.

7 1
N N S S X 2N
8

farbgebendes Pigment der Karotte:

Carotinoide

|- [
e = =0

1 15 14' 12" 10' &'

10 12 14 15 11 7

all-E p-Carotin

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
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<t C~en—<t o0 o0 on <t N n\or~
SO —O N 0~ 00 AltTO\en O
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Abbildung 24: 'H-HR-MAS-NMR-Spektren einer getrockneten Karotte.

Oben: Gesamtspektrum,; unten: olefinischer Bereich
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5.2.4 Carotinoid-Stereoisomere aus humanem Serum

Die Carotinoide, welche aus der Nahrung aufgenommen werden, werden im Korper
iber die Blutbahn transportiert und dann in den verschiedenen Organen angereichert
und gespeichert. In der Blutbahn sind etwa 15 verschiedene Carotinoide identifiziert,
die meisten davon ausschlieBlich in ihrer all-E-Form. Besonders die Carotine Lycopin
und B-Carotin metabolisieren aber bereits in der Blutbahn zu mehreren Z-Isomeren.
Damit alle Carotinoide, von den Dihydroxy- {iber die Monohydroxycarotinoide bis hin
zu den verschiedenen Carotinen, in einem chromatographischen Lauf getrennt werden
konnen, muss ein mehrstufiger Gradient gefahren werden. Die Serumanalysen wurden
wihrend eines Auslandsaufenthaltes am Human Nutrition Research Center (HNRC) on
Aging der Tufts University in Boston, MA, USA gemacht. Sie stellten die Grundlage

fiir die Pilotstudie zur Bioverfiigbarkeit von Lutein in Kap. 5.5 dar.

IAbbildung 25 zeigt eine humane Serumprobe (Gemisch aus Seren mehrerer

Probanden), um einen Uberblick iiber die Anzahl und relative Konzentration der
einzelnen Carotinoide zu geben. Als interner Standard zur Quantifizierung wurde
Echinenon zugegeben; ein Carotinoid, welches nicht vom Kd&rper aufgenommen wird.
Die Extraktion der Carotinoide aus den Serumproben wurde mittels Fliissig-Fliissig-
Extraktion unter Lichtausschluss (Rotlicht) mit einem standardisierten Priifverfahren

des U.S. Landwirtschaftsministeriums (USDA) durchgefijhrth"?z'.I

mv YMC C,,-Trennséule
180 % 150*4.6 mm, 3 um, 200 A
160 c g Eluent: Methanol/TBME/Wasser
< - A Lésungsmittel A: 83/15/2 (viviv)
140 g2 L Losungsmittel B: - 8/90/2 (v/viv)
FE T c Flussrate 1 mi/min
120 SU-C;J < § Temperatur: 16 °C
100/ £ SE 2 Gradientenelution:
= - c L
801 3% S2 3¢ = < 1) 00-01 min: 100 % A
m o o< 8 g -% § £ = 2) 01-08 min: linearer Gradient auf
60 =8 20 | & 3 g - 3) 08-13 min: 70 % A
401 :E N3 i g > 4) 13-22 min: linearer Gradient auf
=(; Qo N - N 5) 22-24 min: 45 % A
201 I~ ) =3 o el 6) 24-34 min: linearer Gradient auf
o Qe 7)34-38 min: 5 % A
0 L‘FJ 8) 38-40 min: linearer Gradient
- ‘ ‘ . zuriick zu 100 % A

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36

min

Abbildung 25: HPLC-Trennung von Humanserum auf einer Csy-Trennsdule
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Die Trennung zeigt, dass Lycopin und B-Carotin die beiden Carotine mit der hochsten
Konzentration im Serum darstellen. Zudem sind sie die Einzigsten, die im Serum
bereits metabolisiert sind, und deshalb neben der all-E-Form auch in der 9-Z und 13-Z-
Form auftreten. Das Serum enthilt weiter grolere Mengen an o-Carotin und Lutein
sowie etwas weniger Zeaxanthin. Diese insgesamt fliinf Carotinoide sind auch die in
den meisten Lebensmitteln am hiufigsten enthaltenen Carotinoide. Etwas
tiberraschend ist die hohe Konzentration an Cryptoxanthin, welches in der Nahrung

eher eine unbedeutende Rolle spielt.

5.2.5 {-Carotin-Stereoisomere aus molekulargenetischer und

enzymologischer Produktion

C-Carotin spielt eine wesentliche Rolle bei der Biosynthese der Carotinoide. Es stellt
eine Zwischenstufe bei der Umwandlung von Phytoen zu Lycopin dar, aus dem die
meisten Cy-Carotinoide abgeleitet werden@ In das Phytoengeriist werden dabei
durch Desaturasen sukzessive Dopelbindungen eingebaut. Interessant hierbei ist, dass
bei der enzymologischen Produktion schon auf der Stufe des Phytoens verschiedene
Z/E-Stereoisomere entstehenll'é_‘lT| In Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. Sandmann
in Frankfurt sollte ein {-Carotin Reaktionsgemisch aus der enzymologischen

Produktion von Escherichia coli mittels HPLC-NMR-Kopplung untersucht werden.

Die Trennung der Isomere wurde auf einer C;p-Sdule mit einem terniren

Eluentengemisch bei 28 °C durchgefiihrt und ist in Abbildung 26| (links) dargestellt.

Das terndre Gemisch, die Temperatur sowie die breiten Banden im Chromatogramm
machen eine HPLC-NMR-Kopplung unméglich. Deshalb wurde die Trennung
modifiziert. Mit einer isokratischen Trennung unter Verwendung von Aceton/Wasser
als Eluent konnten bei Raumtemperatur alle sechs {-Carotin-Stereoisomere innerhalb
20 Minuten und damit in der Halfte der Zeit basisliniengetrennt werden, mit einer

hoheren Selektivitit (s. [Abbildung 26| rechts). Die UV-Spektren (Abbildung 27)) geben

erste Aufschliisse tiber die Art der Isomere.
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ImV]1 YMC C,,-Trennsaule 5 [MAU]]
1 250*4.6 mm, 3 pm, 200 A 5

250*4.6 mm, 3 um, 200 A ‘
141 Flussrate 0.9 ml/min

Temperatur 28 °C 4
121 UV-Detektion bei 400 nm
101 Eluent:

Methanol/TBME/Wasser
8- isokratisch 56/30/4 (v/viv)

{
61 2 | 6
13

4 1I§

3,51

3,0+

Bischoff ProntoSIL C,-S4ule

Flussrate 1 ml/min

1 Raumtemperatur

UV-Detektion bei 400 nm

25_- Eluent:
™| Aceton/Wasser

isokratisch 95/5 (v/v) 4 6

T T T T T T T y 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45min

T T T T T T T 1
2,5 5 75 10 125 15 17,5 min

Abbildung 26: Vergleich der HPLC-Trennungen von {-Carotin-Stereoisomeren aus

enzymologischer Produktion mit Methanol/TBME (links) und Aceton/
Wasser (rechts) als Eluent fiir die HPLC-NMR-Kopplung

Die sechs Isomere lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Peak 1-3 entsprechen

Z-Isomeren mit mindestens einer Z-Bindung im konjugierten System. Dies kann aus

den intensiven Doppel-cis-Banden bei 290 nm geschlossen werden (siehe [[abelle 6).

3

/11 0.907

m/110.917

¢6

1/m1.00

/1 1.00

/1 1.01

Abbildung 27: UV-Spektren der {-Carotin-Stereoisomeren aus der HPLC-Trennung
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Peak Nr. Absorptionsmaxima [nm] Verhiltnis Verhiltnis
I, II, IO, cis /1T [%] cis/II [%]
1 377,399,424,287+296 87 24
2 375,395,420,285+295 92 19
3 375,395,420,285+295 91 23
4 380,401,426,295 101 3,5
5 380,401,426,295 100 3,5
6 380,401,426,295 100 3,5
Tabelle 6: UV-Absorptionsmaxima und Bandenverhdltnisse der {-Carotin-Isomere

Im Gegensatz dazu haben die intensiveren Peaks 4-6 keine nennenswerte cis-Bande.
Alle drei Isomere zeigen ein nahezu identisches UV-Spektrum. Das Verhiltnis der
Banden III/II von iiber 100 % deutet fiir alle drei Isomere auf eine all-E-Struktur hin.

Die Strukturen der Peaks 4-6 konnten mittels HPLC-NMR-Kopplung eindeutig

bestimmt werden. Die stopped-flow 'H-NMR-Spektren sind in Abbildung 28| als

Stacked-plot wiedergegeben.

Der Bereich der konjugierten Doppelbindungen im NMR-Spektrum sieht fiir alle drei
Isomere identisch aus. Es existieren vier verschiedene Resonanzsignal-Gruppen, die
jeweils Paaren von Protonen zugeordnet werden konnen. Das Dublett bei 6.64 ppm
(J =10 Hz) gehort zu den Protonen H-15 und H-15'. Diese koppeln mit dem Multiplett
bei 6.21 ppm. Das Multiplett erscheint auf Grund der Uberlagerung der Protonen H-14
und H-14' mit zwei weiteren Protonen H-12 und H-12'. Diese koppeln wiederum mit
dem Signal bei 6.53 ppm (J = 15 Hz), das den Protonen H-11 und H-11" zuzuordnen
ist. Die Aufspaltung zum Dublett von Dublett begriindet sich in einer weiteren

Kopplung mit den Protonen H-10 und H-10' bei 5.93 ppm (J = 11 Hz).

Die Unterschiede in den drei Spektren beziehen sich einzig auf die Lage der vier
Protonen an den beiden isolierten Doppelbindungen, die zu Triplettsignalen aufspalten.
Im Spektrum von Peak 4, welches als all-E {-Carotin identifiziert wurde, erscheinen
zwei Tripletts bei 5.15 ppm (H-6 und H-6") und 5.05 ppm (H-2 und H-2'). Die
Aufspaltung in drei Tripletts fiir Peak 5 kann nur durch eine Einfiihrung einer

Z-Bindung in Position 5 erklirt werden. Daraus ergibt sich auch eine Anderung der
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chemischen Verschiebung & fiir bestimmte Triplettsignale. Fiir 5-Z (-Carotin ergibt
sich ein Hochfeldshift fir H-6, sowie ein etwas schwicherer Tieffeldshift fir H-2.
Dies ist bei Peak 5 der Fall. Proton H-6 iiberlagert sich mit dem unverdnderten Proton

H-2', wahrend sich Proton H-2 leicht, um 0.04 ppm, zu tieferem Feld hin verschiebt.

Bei Peak 6 tritt nun der Fall ein, dass wiederum nur zwei Tripletts zu sehen sind. Dies
kann dadurch erklart werden, dass mit Einflihrung einer zweiten Z-Bindung in Position
5 ein symmetrisches 5,5'-ZZ {-Carotin entsteht. Die Protonen H-6 und H-6' erfahren
identische Hochfeldshifts, wie auch H-2 und H-2' gleich stark zu tieferem Feld hin

verchoben werden, im Vergleich zum all-E Isomer (Peak 4).

Peak 4: all-E {-Carotin

12’12‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
14,14¢ 6 A SR I & 7
‘ 2 ‘ c
15 44 10 6 o 2 6 10 12 14 15 11

6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 58 56 54 52 5.0 4.8 46 4.4 ppm

Peak 5: 5-Z {-Carotin

12,12°
5 1 14,14 6
15 41« :g‘ egif

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr

6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 58 56 54 52 5.0 4.8 46 4.4 ppm

Peak 6: 5,5-ZZ {-Carotin

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr

6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 58 56 54 52 5.0 4.8 46 4.4 ppm

Abbildung 28: Stacked-Plot (olefinischer Bereich) der stopped-flow ' H-NMR-Spektren

der Hauptstereoisomere 4-6 von {-Carotin
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5.3 Anreicherung von Carotinoiden aus humanen Plasma-

Proben

Die Aufarbeitung von Blutproben zur Analyse von labilen Substanzen stellt den
Analytiker vor immer neue Herausforderungen. Besonders bei licht- und sauerstoff-
empfindlichen Analyten wie Carotinoiden ist es besonders schwer einzuordnen, ob
eine Detektion eines Z-Stereoisomers Ergebnis der realen Zusammensetzung der Probe
ist oder das Artefakt einer mangelhaften Extraktion. Die Entwicklung der sogenannten
Restricted Access Materialien (RAM-Phasen, LiChrospher® RP-C18 ADS-Siule, Fa.
Merck KgaA) zur selektiven Anreicherung bietet eine effiziente Moglichkeit, schnelle

und reproduzierbare Analysen ohne grof3e Probenvorbereitung zu gewihrleisten.

Es sollte versucht werden, eine Methode zu entwickeln, die die Aufkonzentrierung von
Carotinoiden direkt aus dem Blutplasma mit diesen RAM-Materialien ermdglicht,
ohne vorherige zusétzliche Aufarbeitung. Eine Saulenschaltung, wie fiir die SPE-
HPLC-Kopplung gezeigt, bietet dabei die Mdglichkeit des vollstindigen Proben-

transfers iiber die Anreicherungskartusche zum HPLC-System. Die Chromatogramme

zur Anreicherung sind in IAbbildung 29|dargestellt.

[mAU] 7] 1/2 13-2/13'-Z Lutein — 10 pl Plasma
3 all-E Lutein Direktinjektion
90 4 all-E Zeaxanthin auf C30-Séaule
5 9-Z Lutein (Detektion bei 450 nm)
80 6 9'-ZLutein
7 9-Z Zeaxanthin 250 pl Plasma
70 Injektion auf RAM-Saule
Schritt 1: Anreicherung
60 der Carotinoide
(Detektion bei 254 nm)
50 3
— 250 pl Plasma
40 Injektion auf RAM-Séule
Schritt 2: HPLC
30 4 (Detektion bei 450 nm)
20
10
0
| ' | T T | T |

5 10

15 20 [min]

Abbildung 29: Anreicherung von Carotinoiden mittels RAM-HPLC-Kopplung
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Die Plasma-Probe kann auch ohne RAM-HPLC-Koplung direkt auf die HPLC-Saule
injiziert werden. Das Chromatogramm ist gestrichelt dargestellt, all-E Lutein und all-E
Zeaxanthin werden voneinander getrennt. Die im Plasma enthaltenen Proteine werden
dabei jedoch von der HPLC-Saule nicht eluiert, sondern sie verkleben sukzessive die
Trennsdule. Dies fiihrt zu irreproduzierbaren Ergebnissen sowie zu kurzen

Lebensdauern der Trennsédulen, da der Riickdruck mit jeder Injektion steigt.

Der wichtigste Schritt bei der Verwendung von Anreicherungskartuschen ist der
Aquilibrierungsschritt der Kartusche. Erst nach Konditionierung der Kartusche mit
geeigneten Losungsmitteln (Isopropanol, Methanol) kann auf eine der Probe &hnliche,
wissrige Losung umgestellt werden. Auf die RAM-Saule konnten so bis zu 250 pl
Plasma injiziert werden. Mit einem Wasser/Acetonitril-Gemisch von 97/3 (v/v) wurde
die Plasmalosung 10 Minuten bei einer Flussrate von 1 ml/min durch die Kartusche
gepumpt und die UV-Absorption bei 254 nm gemessen. Es zeigt sich dabei, dass nach
etwa sieben Minuten die Makromolekiile von der Kartusche fast vollig eluiert sind.
Nach 10 Minuten wird die Kartusche durch Drehen eines Schaltventils in das HPLC-
System geschaltet. Jetzt konnen die Carotinoide von der Anreicherungskartusche auf

die HPLC-S4ule transferiert und dort aufgetrennt werden.

Auf Grund des komplizierten Aufbaus konnte nur eine isokratische Elution mit
Aceton/Wasser 84/16 (v/v) erfolgen. Diese Zusammensetzung wurde fiir eine

Trennung der Lutein- und Zeaxanthin-Stereoisomere ausgewéhlt. Das durchgezogene

Chromatogramm in [Abbildung 29 zeigt deutlich die erfolgreiche Anreicherung der

Carotinoide mit der RAM-Sdule. Nun kénnen sogar die Z-Stereoisomere von Lutein

und Zeaxanthin, wenn auch in niedriger Konzentration, im Plasma identifiziert werden.

Damit die RAM-Siule zur quantitativen Analyse von Plasmaproben eingesetzt werden
kann, muss die Anreicherung aber noch etwas optimiert werden, da im Vergleich zur
direkt injizierten Menge die Anreicherung nur eine ca. 20-fache Aufkonzentrierung
ergab. Wahrscheinlich wird im Anreicherungsschritt mit den Makromolekiilen auch
eine gewisse Menge an Carotinoiden eluiert. Eine Reduzierung des Anreicherungs-

schritts von 10 auf 8 Minuten konnte schon deutlich verbesserte Ergebnisse bewirken.
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5.4 Chirale Trennung von optischen Zeaxanthin-Isomeren

In der Retina werden nicht nur geometrische Stereoisomere der Carotinoide Lutein und
Zeaxanthin postuliert, sondern auch optische Isomere von Zeaxanthin. Um neben den
Stereoisomeren kiinftig auch optische Isomere in den verschiedenen biologischen
Geweben identifizieren zu konnen, wurde eine chirale Trennmethode zur Trennung der
drei optischen Zeaxanthin-Isomere entwickelt. Als geeignete Trennphase erwies sich

die sogenannte (S,S)-ULMO-Siaule, die 1994 von Uray, Lindner und Maier zur

Trennung von Racematen entwickelt wurde und deren Struktur in Abbildung 30

skizziert ileEHﬁT.‘|

H 0
HC  CHg |
I\ Ssil NS NO,

@ NO,

Abbildung 30: Struktur der (S,S)-ULMO-Trennphase

CSP: (S,S)-UImo
250*4.6 mm

Die BASF AG stellte die dre1 Enantiomere R,R-Zeaxanthin, Meso-Zeaxanthin sowie
S,S-Zeaxanthin zur Verfiigung. Die drei Enantiomere wurden zuerst einzeln getrennt,

und danach als Gemisch aller dre1 Enantiomere zusammen.

Die besten Ergebnisse erzielte ein Losungsmittelgemisch aus n-Heptan und

Isopropanol. Hier konnte mit einer isokratichen Trennung bei 95 % n-Heptan alle drei

Enantiomere innerhalb 45 Minuten eluiert werden (Abbildung 31)). Die Mischung aller

drei Enantiomere ergab eine Bestétigung, dass die Trennung funktioniert.

Bei den Untersuchungen stellte sich dabei heraus, dass das S,S-Zeaxanthin im
Gegensatz zu den beiden anderen Isomeren nur zu etwa 65 % enantiomerenrein war.
Wie aus den Chromatogrammen zu erkennen ist, ist das S,S-Zeaxanthin besonders

durch Meso-Zeaxanthin verunreinigt.
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[MAU] OH
90 - w
1 HO
80
70 - —— Meso-Zeaxanthin
1 - §,S-Zeaxanthin
€07 — — R,R-Zeaxanthin
50 7 [\\ —— (R,R-)#(S,S-)+Meso-Zeaxanthin
40
. CSP: (S,S)-Ulmo; 250*4.6 mm
307 \ 1 ml/min, 25 °C, 450 nm
20 Eluent: n-Heptan/2-Propanol
10 4 isokratisch: 95/5 (v/v)
0_- T B —_ T ==

Abbildung 31: Enantioselektive HPLC-Trennung von optischen Zeaxanthin-Isomeren
auf einer (S,S)-ULMO-Trennsdule

Auf dieser Grundlage wurde die Enantiomerentrennung fiir einen effizienten Einsatz
optimiert. Mit einem isokratischen System mit 90 % n-Heptan konnte die Trennung auf
unter 25 Minuten verkiirzt werden, ohne einen nennenswerten Verlust an Selektivitit

zu verzeichnen (s. Abbildung 32).

R,R-Zeaxanthin

[mAU] i Meso-Zeaxanthin
1207 S,S-Zeaxanthin
100 | |
1 M OH
_ - MAaE
60 -
| CSP: (S,S)-Ulmo; 250*4.6 mm
07 1 ml/min, 25 °C, 450 nm
20 Eluent: n-Heptan/2-Propanol
] isokratisch: 90/10 (v/v)
0 -

0 5 10 15 20 25 [min]

Abbildung 32: Optimierte enantioselektive HPLC-Trennung eines Gemisches von
optischen Zeaxanthin-Isomeren auf einer (S,S)-ULMO-Sdule
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5.5 Bioverfiigbarkeit von Lutein aus in Deuteriumoxid

angebauten, partiell gelabelten Gemiisesorten

5.5.1 Design der Studie

Die Bioverfiigbarkeitstudie wurde am USDA HNRC on Aging der Tufts University in
Boston unter der Anleitung von Dr. R. M. Russell durchgefiihrt. Sie ist Teil einer
Untersuchung zur Umwandlung von Carotinoiden zu Vitamin A im Organismus,
wobei das Labeling der Carotinoide durch die Spaltung an der zentralen
Doppelbindung auf das "produzierte" Vitamin A {ibergeht. In einer fritheren Studie
wurde mehreren Probanden eine definierte Menge an synthetisiertem gelabeltem
B-Carotin zugefﬁh5 . Diese Studie ist aber nur wenig aussagekriftig und nicht auf
die Nahrungsaufnahme von Carotinoiden iibertragbar, da die Resorption und

Anreicherung der synthetisierten Carotinoide deutlich vermindert ist.

Diese Studie, mit in Deuteriumoxid hydroponisch angepflanzten Gemiisesorten, wurde
deshalb als Pilotstudie entworfen, um eine genaue Anreicherung und Bioverfiligbarkeit

von Carotinoiden direkt aus den Gemiusesorten bestimmen zu konnen. Mit dieser
| 1

Studie kann im Gegensatz zu anderen Smdie%—éﬂ—%{

Carotinoidspiegel im Serum verfolgt, sondern erstmals zwischen Carotinoidspiegel
und den applizierten, gelabelten Carotinoiden unterschieden werden. Zu diesem Zweck
wurden zwei verschiedene Gemiisesorten, ein Spinat sowie eine Kohlsorte (Collard

Green), in einer speziellen Gewidchskammer hydroponisch, in D,O angebaut.

Studie Name | Geschlecht | Alter Grofle | Gewicht|{ BMI
m] | [kg] | [kg/m’]
Spinat L.B. w 53 1.67 77.5 25.1
Spinat A.B. m 47 1.58 80.0 29.3
Kohl N.G. w 59 1.70 67.5 21.2
Kohl J.H. w 66 1.63 75.7 28.7
Tabelle 7: Probanden der Pilotstudie zur Bioverfiigharkeit von Lutein aus

gelabeltem Gemiise
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Fiir die Pilotstudie standen je zwei Probanden fiir jede Gemiisesorte zur Verfiigung.
Die Daten der Probanden sind in wiedergegeben. Aus den Daten ist zu
entnehmen, dass fiir eine statistische Auswertung einerseits zu wenige Probanden zur
Verfligung standen, andererseits zu grofle Differenzen zwischen den einzelnen
Probanden bestanden. Dies gilt besonders fiir die Probanden der Kohlstudie. Das Alter

der vier Probanden, drei Frauen und ein Mann, betrug zwischen 47 und 66 Jahren.

Die Probanden wurden zwei Wochen vor und in den ersten beiden Wochen nach
Beginn der Studie einer Carotinoid-freien Diét unterworfen, da zugefiihrte Carotinoide
etwa 14 Tage in der Blutbahn zirkulieren. Am Tag 0 wurden die Probanden an der
Tufts Medical School einquartiert und sie bekamen eine carotinoidreiche Mahlzeit
verabreicht. Die Mabhlzeit bestand aus dem jeweiligen geddmpften und piirierten
Gemiise sowie einem fetthaltigen Getrdnk, um die Aufnahme der lipophilen

Carotinoide im Organismus zu verbessern.

Tag Art und Dosis der Nahrung Zeitpunkt der Entnahme von
[d] Blutproben
-14 bis -1 Carotinoid-freie Didt keine
0 bis 13 Carotinoid-freie Diét taglich
14 bis 35 frei wahlbar jeden zweiten Tag
Tabelle §: Design der Pilotstudie. Didtplan sowie Auswahl der Blutentnahmen

Um die Carotinoidaufnhahme im Korper zu registrieren, wurden Serenproben
entnommen. Am Tag der Carotinoidaufnahme (d = 0) wurden mindestens neun Proben
mit einem anfianglichen Intervall von unter zwei Stunden entnommen (s. .
An den nichsten Tagen wurde jeweils tdglich eine Probe gezogen. Nach 14 Tagen
konnten die Probanden die Klinik wieder verlassen und ihre gewohnte Nahrung

fortsetzen, wobei zusitzlich jede Woche eine Serumprobe entnommen wurde.

Die Serenproben wurden mittels HPLC-UV quantitativ auf ihren Gesamt-Luteingehalt
hin untersucht, und zusitzlich mittels HPLC-APCI-MS-Kopplung. Hier kann speziell

die Anreicherung des applizierten, gelabelten Luteins bestimmt werden.
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5.5.2 Probenvorbereitung und Analyse

Der kontrollierte Anbau von gelabelten Pflanzen erfordert eine speziell entwickelte
Gewidchskammer sowie eine liber die gesamte Wachstumszeit (etwa 5 Wochen) stabile
Konzentration an Deuteriumoxid. Das Deuteriumlabeling der Spinat- und Kohlsorte
wurde am USDA HNRC on Childrens in Houston, Texas von Prof. M.A. Grusak

entwickelth'ﬁ_g‘.| Die beiden Gemiisesorten wurden in speziellen Gewédchskammern

(s. Abbildung 33| oben) hydroponisch angepflanzt, genauer in partiell deuteriertem

Wasser. Der Gehalt an Deuteriumoxid im Nahrmedium wurde variiert und mittels
HPLC-APCI-MS-Messung kontrolliert. Als optimale Bedingung stellte sich ein
Nahrmedium mit 25 Atom-% Deuteriumoxid heraus. Die Pflanzen entwickelten sich

im Vergleich zu im Boden geziichteten Pflanzen normal, die Blétter wie auch die

Wurzeln zeigen keine Unterentwicklung (s. Abbildung 33|unten).

Der Kohl sowie der Spinat wurde nach etwa 5 Wochen geerntet. Beide Sorten wurden
vor der Applikation gewaschen und in heilem Wasserdampf fiinf Minuten lang
gedampft. Die geddmpften Gemiisesorten wurden dann piiriert und portioniert.
E zeigt die Zusammensetzung der der verabreichten piirierten Gemiisesorten mit
Angabe des Gehalts an Lutein sowie an B-Carotin, bestimmt mittels HPLC auf einer

C;p-Trennséiule.

Studie | Name Art und Menge der applizierte applizierte
Mabhlzeit Menge Menge
all-E Lutein | all-E B-Carotin
: 200 g gedampfter und
Spinat L.B. piirierter Spinat 18.80 mg 11.55 mg
Sotin || AE, | 200 @ EHEmpE e 18.80 mg 11.55 mg

plirierter Spinat
193 g geddmpfter und

Kohl N.G. ptirierter Kohl (Grand- 9.76 mg 8.96 mg
simpson Collard Green)

213.5 g gedédmpfter und
Kohl J.H. piirierter Kohl (Bluemax 15.35 mg 13.02 mg
Collard Green)

Tabelle 9: Gehalt an Carotinoiden in den verabreichten piirierten Gemiisesorten
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Abbildung 33: Design der Gewdchskammer zum kontrollierten Anbau von partiell

deuteriertem Spinat (oben), sowie Wurzeln und Bldtter der in

Deuteriumoxid angebauten Spinatpflanzen (unten)
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5.5.3 Untersuchung zur Anreicherung von Lutein aus Gemiise mittels

HPLC-UV-Kopplung

5.5.3.1 Kohl

Wie aus entnommen werden kann, wurden beiden Probanden der Pilotstudie
zur Bioverfiigbarkeit von Lutein aus Kohl unterschiedliche Collard Green Sorten
verabreicht (N.G. 193 g Grandsimpson, J.H. 213.5 g Bluemax). Beide Kohlsorten
zeigen qualitativ ein identisches HPLC-Chromatogramm, sie beinhalten die selben
Carotinoide. Unterschiede sind aber in der Quantitdt und damit in der verabreichten
Menge an Carotinoiden zwischen den beiden Kohlsorten gegeben. So wurde N.G. nur

9.76 mg Lutein appliziert, wahrend J.H. 15.35 mg Lutein zu sich nahmen.

In [Abbildung 34 ist das Chromatogramm des gelabelten Bluemax Collard Green

gezeigt. Die Kohlsorte enthdlt Lutein als Hauptbestandteil, sowie groflere Mengen an

B-Carotin. Zeaxanthin sowie Chlorophylle sind nur in geringer Menge vorhanden.

mV

all-E Lutein

600 -

450 1 all-E B-Carotin
] all-E Zeaxanthin

300 Chlorophyll
1 /

150 A
QJM\A/\,J

2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 min

Abbildung 34: HPLC-Chromatogramm von gelabeltem Kohl (Bluemax Collard Green)

Die Bestimmung des Gesamtcarotinoidgehalts im Serum (im Organismus gespeicherte
Carotinoide + zugefiihrte, gelabelte Carotinoide) wurde mit einer Gradientenelution
auf einer C;o-Trennsédule durchgefiihrt. Beispielhaft fiir ein Chromatogramm ist die
Trennung der Serumprobe von J.H. sieben Tage nach Verzehr des piirierten Bluemax

Collard Greens in Abbildung 35|dargestellt.
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Abbildung 35: HPLC-Chromatogramm von humanem Serum (J.H.) 7 Tage nach

einmaliger Applikation von in D,0 angebauten Collard Green
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Abbildung 36: Anreicherung von Lutein (oben) und Zeaxanthin (unten) im Serum nach

einmaliger Applikation von in D,0 angebautem Kohl mittels HPLC.

Links: gesamter Zeitraum der Studie; rechts: Ausschnitt Tag 0 bis 3
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Die Serumproben wurden auf den Lutein- sowie den Zeaxanthingehalt untersucht. Die

quantitative Auswertung ist sowohl graphisch (Abbildung 36) als auch tabellarisch
([Cabelle 10) aufgezeigt. Der Gehalt an Lutein korreliert dabei mit dem von Zeaxanthin,
sowohl fiir N.G. als auch fiir J.H.

Spinat Spinat Kohl Kohl
A.B. L.B. N.G. J.H.
Zeit [Tag]| Lut. [mg/l] Zea. [mg/l] Lut. [mg/l] Zea. [mg/l] Lut. [mg/l] Zea. [mg/l] Lut. [mg/l] Zea. [mg/l]
0 8,988 1,436 9,510 1,527 13,070 1,999 3,628 0,750
0d 1.5h 13,816 1,870 3,529 0,682
0d 2h 14,232 1,873
0d 2.5h | 10,224 1,464 8,785 1,522 13,475 1,882 3,652 0,723
0d 3.5h 3,592 0,712
0d 4h 15,035 2,066 3,580 0,750
0d 4.5h 3,720 0,719
0d 5h 11,152 1,344 12,575 1,738 1,657 4,138
0d 5.5h 5,132 0,690
0d 6h 16,083 2,033 5,473 0,737
0d 7h 14,082 1,654 14,232 1,671 6,129 0,794
0d 9h 14,119 1,528 16,510 1,823 7,096 0,833
0d 11h 18,287 1,919 22,173 2,342 15,647 10,031 0,774
0d 13h 17,822 2,042 1,691 10,863 0,703
1 18,188 1,733 16,790 1,411 23,456 2,556 11,548 0,859
2 15,955 1,544 14,478 1,359 24,305 2,511 9,994 0,776
3 13,381 1,212 13,927 1,357 19,825 2,067 7,955 0,745

3d 6h 14,040 1,242 13,027 1,251
3d 12h 13,735 1,198 13,994 1,262

4 12,794 1,136 12,420 1,274 16,405 1,739 7,468 0,735
5 12,200 1,107 12,437 0,963 17,854 1,810 6,345 0,724
6 12,475 1,188 12,913 1,038 13,423 1,446 6,371 0,730
7 12,326 1,221 11,627 1,101 14,239 1,411 5,967 0,703
7d 6h 13,696 1,314 5,628 0,687
8 11,151 0,873 11,980 1,056 14,619 1,192 5,252 0,708
9 10,130 0,898 12,287 1,015 10,654 1,168 5,439 0,625
10 11,928 1,318 3,851 0,448
11 13,319 1,372 4,419 0,581
12 13,262 1,448 4,597 0,600
13 11,143 1,224 4,725 0,599
16 13,931 2,136 15,900 1,615
20 6,452 1,180

23 19,956 3,734 17,671 2,321 25,114 2,824
30 17,220 3,550 19,879 2,703
35 25,670 3,151 5,889 1,177

Tabelle 10:  Quantitative Auswertung der Serumproben. Gehalt an Lutein und

Zeaxanthin im Serum nach einmaliger Applikation zur Zeit t = 0
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Da die Zeaxanthin-Level im Blut generell niedrig sind, und auch wenig Zeaxanthin
appliziert wurde, ist die Anreicherung von Zeaxanthin weniger stark ausgepragt als fiir
Lutein. Zeaxanthin durchlduft sein Maximum fiir beide Probanden nach 24 Stunden.
Lutein zeigt bei J.H. ebenso nach 24 Stunden eine maximale Anreicherung, wihrend es

bei N.G nach 48 Stunden maximal ist.

N.G. hat einen etwa 3-fach hoheren Carotinoid-Grundlevel als J.H. (Luteinlevel zum
Zeitpunkt t = 0d Oh: N.G. 13.1 mg/l; J.H. 3.6 mg/l Serum). Der hochste Anreicherungs-
faktor fiir Lutein bei N.G. ist nach 48 Stunden mit 1.9 gegeben. Zeaxanthin ist an
seinem Maximum nach 24 Stunden 1.3-fach im Vergleich zum Anfangspunkt erhoht.
Da J.H. zum niedrigeren Carotinoid-Grundspiegel zudem eine hohere Dosis an
Carotinoiden als N.G. appliziert bekam, ist auch der hohere Anreicherungsfaktor fiir
J.H. erklarbar. Bei J.H. betrdgt der Faktor 3.2 nach 24 Stunden fiir die maximale

Anreicherung von Lutein sowie 1.2 fiir Zeaxanthin.

5.5.3.2 Spinat

Der gelabelte Spinat enthdlt wie auch der Anbauspinat aus eigener Ziichtung (s. Kap.

5.2.1) Lutein als Hauptcarotinoid, wie im HPLC-Chromatogramm des gelabelten

Spinats in [Abbildung 37|verdeutlicht wird.

mV

all-E Lutein
1601

Chlorophyll
120: all-E B-Carotin
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40

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 min

Abbildung 37: HPLC-Chromatogramm von in D,0 angebauten, gelabeltem Spinat
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Im quantitativen Vergleich enthélt der gelabelte, prozessierte Spinat ungefahr die selbe
Menge an Lutein (9.4 mg/100 g) wie der 5 Wochen alte eigene Anbauspinat (9.2 mg
Lutein gesamt/100 g Spinat, s. , aber nur etwa 70 % an B-Carotin (5.8 zu 8.2
mg/100g). Beiden Probanden wurde die gleiche Menge an gelabeltem Spinat
appliziert. Da auch beide Probanden nahezu identische Carotinoid-Grundlevel besitzen
sowie dhnliche physische Eigenschaften (Alter, BMI), sollte die Anreicherung von

Lutein im Serum dhnliche Ergebnisse erbringen.
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Abbildung 38: Anreicherung von Lutein (oben) und Zeaxanthin (unten) im Serum nach
einmaliger Applikation von in D,0 angebautem Spinat mittels HPLC.

Links: gesamter Zeitraum der Studie; rechts: Ausschnitt Tag 0 bis 3

Die graphische Auswertung ist in |Abbildung 38| dargestellt. Die maximale
Anreicherung ist bei beiden Probanden fiir Lutein wie auch fiir Zeaxanthin nach 11

Stunden gegeben. Fiir die Studie mit Lutein ergeben sich damit Anreicherungsfaktoren
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von 2.1 (A.B.) und 2.3 (L.B.), fiir Zeaxanthin von 1.3 (A.B.) und 1.5 (L.B.). Sowohl
die Anreicherungsfaktoren als auch die Anreicherungskurven korrelieren demnach fiir

beide Probanden gut miteinander.

Generell ist zu sagen, dass die Levels flir Lutein nach 14 Tagen fiir alle Probanden
noch iiber den Anfangswerten liegen, wihrend die Zeaxanthinwerte meist nach drei
Tagen schon unter die Anfangswerte fallen. Dies zeigt, dass die leicht erhéhten
Zeaxanthinwerte nicht mit der Lutein-Anreicherung aus dem gelabelten Gemiise zu
vergleichen sind, sondern als statistisch nicht signifikant betrachtet werden kdnnen.
Nach 14 Tagen steigt der Luteinlevel im Serum wieder deutlich an, da die Probanden

wieder eine carotinoidhaltige Nahrung zu sich nehmen konnten.

5.5.4 Untersuchung zur Anreicherung von Lutein aus partiell deuteriertem

Gemiise mittels HPLC-APCI-MS-Kopplung

5.5.4.1 Kohl

Die Luteinpeaks beider gelabelten Kohlsorten zeigen ein dhnliches Massenspektrum.

Das im positiven APCI-Modus aufgenommene Spektrum von Bluemax Collard Green

(Abbildung 39) zeigt eine Gauss-formige Verteilung mit einem Maximum bei m/z 557,

welches einem im Durchschnitt 6-fach deuterierten Luteinmolekiil entspricht.

Abundance 556,3
500000 1
450000 1 555.3
400000 1 558,3
350000 1
300000 1
250000 | 554.3
200000 559.4
150000 1
100000 1

50000 1

‘ \ \
O T T T T T
540 545 550 555 560 565 m/z

557,4

Abbildung 39: Massenspektrum von gelabeltem Kohl (Bluemax Collard Green)
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Abbildung 40: HPLC-APCI-MS-Untersuchung von humanem Serum (N.G.) zum

Zeitpunkt der Applikation von gelabeltem Kohl (t = 0 d, 0 h; oben)

sowie elf Stunden spdter (t = 0d, 11 h; unten). Dargestellt ist jeweils
sowohl der HPLC-MS-Lauf mit UV-Spur, den SIC m/z 551-553 und m/z

554-559 sowie das Massenspektrum des Lutein-Peaks bei 8 Minuten
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Bei der Untersuchung der Serumproben mittels HPLC-APCI-MS-Kopplung wurde das
gleiche Eluentengemisch wie bei der HPLC-UV-Analytik verwendet. Die Flussrate
betrug 1 ml/min. Die Ionisierung sowie das Spray wurde vorab mit einem in der

mobilen Phase geldsten Standard aus all-E Lutein optimiert.

Die Durchfiihrung der quantitativen Auswertung mittels Massenspektrometrie zeigt

[Abbildung 40| Der obere Teilabschnitt zeigt die Serumprobe zum Startpunkt der Studie

fir N.G., dem Zeitpunkt der Applikation von Grandsimpson Kohl. Dargestellt ist
neben dem UV-Lauf auch die summierten SIC's des nicht gelabelten Luteins (m/z 551-
553) sowie des gelabelten Luteins (m/z 554-559). Unter dem HPLC-MS-
Chromatogramm ist das Massenspektrum des Lutein-Peaks bei acht Minuten
dargestellt. Der untere Teilabschnitt der Abbildung stellt die Serumprobe von N.G. elf

Stunden nach der Applikation von Kohl dar.

Aus dem Spektrum zur Zeit der Applikation kann man ersehen, dass kein Gauss-Profil
im Serum detektierbar ist, welches dem partiell deuterierten Lutein zuzuordnen wiére.

Nach elf Stunden ist dieses Gauss-formige Profil fiir m/z 554-559 deutlich vorhanden.

Zur quantitativen Auswertung der Anreicherung des applizierten, gelabelten Luteins ist
eine saubere Matrix von hochster Wichtigkeit. Bei etwaigen storenden Matrixeffekten
wurde deshalb in den Analysen eine Basislinienkorrektur mittels Subtraktion
durchgefiihrt. Die Quantifizierung erfolgte dann durch Summation der Massensignale
fiir das gelabelte Lutein und anschlieBende prozentuale Umrechnung auf den Gesamt-

Luteingehalt. Dabei gilt:
% Anreicherung = (Sgelavere * 100) / (Sgetabelt T Snicht gelabelt)
mit  Sgeiaberr = Summe der Massensignale m/z 554-559
und  Syicht getabeie = Summe der Massensignale m/z 551-553

Die graphische Auswertung der HPLC-MS-Untersuchung der Studie mit gelabeltem

Collard Green zeigt |[Abbildung 41| Die Anreicherung von gelabeltem Lutein (in %)

zum Gesamt-Luteingehalt ist dabei gegen die Zeitachse aufgetragen.
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Abbildung 41: Anreicherung von gelabeltem Lutein im Serum nach einmaliger Appli-

kation von in D,0 angebauten Kohl mittels HPLC-APCI-MS-Kopplung

Proband J.H. zeigt eine deutlich hohere Anreicherung als Proband N.G., was mit der
HPLC-UV-Auswertung korreliert. Das Maximum der Anreicherung ist bei beiden
Personen 13 Stunden nach Verabreichung des piirierten Kohls gegeben. Die
Anreicherung des applizierten Luteins zum Gesamtgehalt betrdgt fiir J.H. 48 %, was
mit dem niedrigen Grund-Luteinspiegel sowie der hohen verabreichten Dosis erklirt
werden kann. Fiir N.G. ergibt sich auf Grund der niedrigeren applizierten Luteindosis

eine Anreicherung von 26 %.

Die Werte fiir die Anreicherung sind nach dem maximalen Wert noch etwa bis zum
fiinften Tag weitgehendst stabil. Danach fallen sie stirker ab. Dennoch kann man
selbst nach 14 Tagen noch deuteriertes Lutein mit Anreicherungswerten von tiber 10 %

nachweisen.

5.5.4.2 Spinat

Das Massenspektrum des mit 25 Atom-% D,0 geziichteten Spinates ist in Abbildung

42 dargestellt und zeigt ein schoneres Gauss-Profil als das vergleichbare Spektrum der

Kohlsorte (Abbildung 39). Es kénnen alle Massen vom undeuterieten [M+H-18]"-Peak

bei m/z 551.5 bis hin zum 18-fach deuterierten Lutein (m/z 569.5) detektiert werden.

Das Maximum der Gauss-formigen Verteilung liegt bei Lutein-D8 mit m/z 559.5.
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Abbildung 42: Massenspektrum von gelabeltem Spinat aus hydroponischem Anbau

Diese Gaussverteilung ist wie erwartet nicht bei der Serumprobe zu detektieren, die

zum Zeitpunkt der Applikation des piirierten Spinats von L.B. entnommen wurde

(Abbildung 43). Dagegen zeigt die Serumprobe von L.B. 48 Stunden nach der Appli-

kation in |Abbildung 44| ein deutliches Gaussprofil fiir das verabreichte deuterierte

Lutein im Bereich von m/z 555.5 bis m/z 563.5 mit einem Maximum bei m/z 559.6.

Intens. ] — UV Spur
x1057 — m/z 551-554
] (Summe)
3 : —-——- m/z 556-563
. (Summe)
21
11
0 I\_I——r—l LI L N T T /lﬂl\jﬂl”l\-: |\/| LI L L L L L L L l‘\f‘l__l“rrl LI B B

6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5 [min]

Abund. 9100 4= =
1 6] 551.3 7] MS: 100% = 281380 arb
20% 9 ]
1 60
159 2] |%®* 549.3 553.5
10 3 205 553.5
1 ol L 11,
] 547.0 554.5
51 %1 o | ‘ | 557.7 559.5
0 - T T T lllll T T T T T T T T lll Illllllllllllll
540 545 550 555 560 m/z

Abbildung 43: HPLC-APCI-MS-Untersuchung von humanem Serum (L.B.) zum Zeit-
punkt der einmaligen Applikation von gelabeltem Spinat (t = 0d, 0 h)
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Abbildung 44: HPLC-APCI-MS-Untersuchung von humanem Serum (L.B.) 48 Stunden
nach Applikation von gelabeltem Spinat (t = 2 d, 0 h). Dargestellt ist
der HPLC-MS-Lauf mit UV-Spur, den SIC m/z 551-554 und m/z 555.5-

563.5 sowie das Massenspektrum des Lutein-Peaks bei 8§ Minuten
Die Quantifizierung erfolgte nach der bekannten Formel mit leicht verdnderten
Werten, auf Grund der Unterschiede aus dem Spektrum des gelabelten Spinats.
% Anreicherung = (Sgeiavere * 100) / (Sgetabelt T Snicht gelabelt)
mit  Sgepaberr = Summe der Massensignale m/z 555.5-563.5
und  Spicht gelabert = Summe der Massensignale m/z 551-554

Wiederum sollten fiir die beide Probanden dhnliche Ergebnisse zu erwarten sein. Die

graphische Auswertung in |Abbildung 45| zeigt Unterschiede im Zeitpunkt fiir die
maximale Anreicherung von gelabeltem Lutein. Wahrend L.B. einen maximalen Wert
nach 13 Stunden aufweist, ist das Maximum der Anreicherung fiir A.B. erst nach 24
Stunden gegeben. Die maximale Anreicherung des applizierten deuterierten Luteins
zum Lutein-Gesamtgehalt ist bei beiden Probanden nahezu identisch. Sie betrédgt fiir

A.B. 31 %, sowie fiir L.B. 27.5 %.
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Abbildung 45: Anreicherung von gelabeltem Lutein im Serum nach Applikation von in

D50 angebauten Spinat mittels HPLC-APCI-MS-Kopplung

Wihrend in den ersten Tagen nach der Applikation die Werte fiir die Anreicherung
von partiell deuteriertem Lutein im Serum nur leicht fallen, ist ab dem sechsten Tag ein
starkerer Abfall zu beobachten. Es kann aber iiber die gesamte Dauer der
Probenentnahme deuteriertes Lutein im Serum nachgewiesen werden. Beide

Probanden zeigen selbst nach 30 Tagen noch einen Anreicherungswert von iiber 7 %

an deuteriertem Lutein.

5.5.5 Vergleich der Ergebnisse zwischen HPLC-UV- und HPLC-APCI-
MS-Kopplung

Die Pilotstudie zur Bioverfligbarkeit von Lutein aus in Deuteriumoxid angebauten,

partiell gelabelten Gemiisesorten konnte folgende Ergebnisse erbringen.

Anhand der Quantifizierung der Serumproben mittels HPLC-UV konnte der Lutein-
Gehalt liber den Zeitraum der Studie hinweg verfolgt werden. Dabei konnte bestimmt
werden, wieviel Lutein im Blutkreislauf aufgenommen wird und wann es sein
Maximum erreicht. Ob die Zunahme des Luteinlevels allein auf die einmalige
Applikation von Carotinoiden zuriickzufiihren ist, oder ob dieser Anstieg zusétzlich in
einer Freisetzung von Lutein aus Gewebe (Organen) oder in einer Metabolisierung

begriindet ist, kann nicht mit HPLC-UV bestimmt werden.
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Mittels HPLC-APCI-MS-Kopplung im positiven Ionen-Modus kann erstmals exakt
bestimmt werden, wieviel des applizierten, partiell deuterierten Luteins wirklich im

Serum aufgenommen wird, und wann es wieder abgebaut wird.

Die Ergebnisse der Pilotstudie aus partiell gelabeltem Spinat und Kohl (Collard Green)
sind in [[abelle 11| zusammengefasst. Aus den Studien mit partiell deuteriertem Kohl

sowie Spinat konnen zudem folgende Riickschliisse gezogen werden.

Spinat | Spinat Kohl Kohl
A.B. L.B. N.G. J.H.

Lutein-Grundlevel zum Zeitpunkt

t = 0d, Oh [in mg/l Serum] 8.99 9.51 13.07 3.63

verabreichte Menge an Lutein

: 18.80 18.80 9.76 15.35
[in mg]

maximale Anreicherung von Lutein

mittels HPLC; Anreicherungsfaktor 2.1 2.3 1.9 3.2

Zeitpunkt der maximalen Anreicherung

von Lutein mittels HPLC ITh 1Th 48 h 24 h

maximale Anreicherung von gelabeltem
Lutein aus HPLC-MS; Anreicherung in %

Zeitpunkt der maximalen Anreicherung
von gelabeltem Lutein mittels HPLC-MS

31 27.5 26 48

24 h 13h 13h 13h

Tabelle 11:  Vergleich der Ergebnisse zur Pilotstudie zur Bioverfiigharkeit von

Lutein aus in Deuteriumoxid angebauten, partiell gelabeltem Gemiise

» Das in den Gemiisesorten enthaltene deuterierte Lutein wird im Serum angereichert
und zeigt dort nach 11 bis 24 Stunden einen maximalen Anreicherungswert. Dies
korreliert bei beiden Detektionsmethoden und Studien, denn bei der MS-Detektion
sind alle vier Werte innerhalb dieser Zeitspanne, bei der HPLC-Detektion sind es

drei von vier.

» Wihrend die HPLC-Detektion schon ab dem dritten Tag einen deutlichen Abfall
des Luteinlevels aufzeigt, kann mittels MS-Detektion gezeigt werden, dass das
applizierte deuterierte Lutein erst nach etwa sechs Tagen stirker abfillt. Dies deutet

darauf hin, dass zuerst schon vorhandenes Lutein metabolisiert wird.
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» Anhand der HPLC-Detektion wurde festgestellt, dass der Gehalt an Lutein nach
etwa 10-14 Tagen wieder unter den Anfangswert der Studie fillt. Die MS-
Detektion, besonders bei der Spinatstudie, zeigt aber, dass selbst nach iiber vier

Wochen noch deuteriertes Lutein im Serum nachgewiesen werden kann.

» Die Anreicherungswerte stimmen v.a. bei der Spinatstudie gut iiberein. Hier
wurden beiden Probanden von einer Spinatsorte die selbe Menge an Lutein
appliziert. Im Serum wird maximal ein 2.1- respektive 2.3-facher Lutein-Gesamt-
wert nachgewiesen. Die Anreicherung von deuteriertem Lutein betrdgt 27.5 %
respektive 31 %. Mit diesen Werten stimmen auch die Werte von N.G. aus der
Kohlstudie gut liberein. Im Gegensatz zu J.H. hat N.G. auch einen vergleichbaren
Grund-Carotinoidspiegel im Serum. Fiir N.G. ergibt sich ein maximal 1.9-facher

Luteinwert im Serum sowie eine Anreicherung von deuteriertem Lutein von 26 %.

5.6 Bestimmung des Carotinoid-Stereoisomerenpatterns in

retinalem Gewebe

5.6.1 Grundlagen, Vergleich der Tiermodelle

Seit etwa zehn Jahren sind Verdffentlichungen iiber den Carotinoidgehalt in retinalem
Gewebe publiziert. Dabei sind drei unterschiedliche Detektionsverfahren gebréuchlich.
Einerseits kann mittels der optischen Flickertechnik der Gesamt-Carotinoidgehalt in
vivo untersucht werdenl']?)‘lj‘.I Der Nachteil dieser Methode ist, dass sie nicht zwischen
den Carotinoiden unterscheiden kann, im Gegensatz z.B. zur Raman—Spektroskopielﬂ.
Dagegen vermag die HPLC-UV-Kopplungl,rﬁu‘l'z_s‘| sowohl geometrische als auch

optische Stereoisomere einzelner Carotinoide zu unterscheiden.

Das Carotinoid-Pattern in retinalem Gewebe ist bisher in Menscheni éiéi,

/
Rhesusaffen SO

sucht worden. Die Auswahl des Tiermodells

hat dabei folgende Bewandnis.
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Die wertvollsten Aussagen kdnnen aus dem humanen Gewebe entnommen werden, da
hier alle wesentlichen Faktoren (Gesundheitszustand, Erndhrung) geklart werden
konnen. AuBlerdem ist in der Retina eine grole Menge an Carotinoiden vorhanden.
Humanretinen sind aber schwierig und daher auch nur selten zu bekommen. Nachteilig
wirkt sich auch die meist lange Postmortemzeit auf die Zuverldssigkeit der Ergebnisse
aus. Es kann oft nicht mit Sicherheit gesagt werden, dass wéhrend der Zeit vor der

Analyse keine Metabolisierung oder Isomerisierung stattgefunden hat.

AuBler dem Menschen besitzen nur noch nicht-humane Primaten eine Makula Lutea.
Diese Primatenretinen sind der des Menschen sehr dhnlich. Deshalb werden Primaten
in der ophthalmologischen Forschung gern als Modell eingesetzt, auch wenn kein

Degenerationsmodell bekannt ist.

Die Hiihnerretina ist ein ophthalmologisches Standardmodell in der Myopieforschung.
Die einfache Tierhaltung sowie leichte Zuginglichkeit des Auges, u.a. fiir Injektionen
in den Glaskdrper, sind Vorteile zur Verwendung dieses Tiermodells. Aullerdem ist ein
Modell mit Photorezeptordegeneration (rd Hiihner) bekannt. Zudem ist eine
Anreicherung von Carotinoiden im Auge von Vogeln bewiesen, da diese in ihren
Photorezeptor-Innensegmenten Oltropfchen besitzen, die durch Carotinoide gelb
angefarbt sind und als Lichtfilter dienen. Ein Nachteil ist, dass Hiihner keine Makula
Lutea besitzen. Zudem wird die Analytik erschwert, da die in vielfach hoherer

Konzentration vorhandenen Oltrépfchen mit analysiert werden miissen.

Schweineaugen sind ein Standardmodell in der Augenheilkunde, da sie in Physiologie
und GroBe den Menschen am dhnlichsten sind. Schweine haben keine Makula Lutea

und es gibt kein Degenerationsmodell.

Das Problem bei der Analyse von Rattenretinen ist die geringe Menge der Retina und
damit auch der Carotinoide. Es miissen mehrere Retinen gepoolt werden, was aber auf
Grund der einfachen Tierhaltung von Ratten moglich ist. Ratten haben keine Makula
Lutea, es gibt aber ein Degenerationsmodell, die sogenannte RCS- (Royal College of
Surgeons-) Ratte, dessen zeitlicher Verlauf erforscht ist. Mit der Etablierung der
Analyseverfahrens in Rattenretinen kann somit eine direkte Korrelation zwischen

Degenerationsverlauf und Carotinoidmuster in der Retina bestimmt werden.
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5.6.2 Humanretina

Die Aufsicht auf die menschliche Retina ist in |Abbildung 46| skizziert. In der

temporalen Hélfte befindet sich die Makula Lutea, mit einem Durchmesser von ca. drei
mm. Der Sehnerv befindet sich in der nasalen Hélfte. Die untersuchten Proben der
Humanretina sind aus verschiedenen retinalen Bereichen entnommen. Zum Einen
wurde der gesamte Bereich der Makula Lutea mit einer 6 mm Stanze entnommen. Des
weiteren wurden die temporale Hélfte mit und ohne Makula Lutea, sowie der
Abschnitt nasal superior untersucht. Dazu wurden Gewebeproben des vascularen

Choroids mitsamt Pigmentepithel (RPE) sowie des Glaskorpers (Vitreus) entnommen.

Nasal Temporal

Superior

Optischer Nerv | Makula Lutea

el

N

Inferior

Abbildung 46: Aufsicht auf die Retina: Unterteilung der verschiedenen Abschnitte

Zur Untersuchung des Carotinoid-Stereoisomeren-Patterns in den retinalen Geweben
wurde eine nicht endgecappte Cso-Trennsdule (3 um Partikeldurchmmesser, 200 A
Porengrofle) mit einer Séulendimension von 150*4.6 mm verwendet. Die Carotinoid-
Stereoisomere wurden dabei mit einen mehrstufigen Losungsmittelgradienten aus dem
bindren Eluentengemisch Aceton/Wasser getrennt. Vom Start der Trennung wurde drei
Minuten lang isokratisch mit 75 % Aceton gefahren, danach folgte ein 17-mintitiger
linearer Gradient auf 90 % Aceton, sowie anschlieBend ein 7-miniitiger linearer
Gradient auf 100 % Aceton. Von diesem Zeitpunkt an (nach 27 Minuten) wurde

isokratisch mit 100 % Aceton eluiert.
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[mAU]- MS von Peak 3 MS von Peak 4
] all-E Lutein all-E Zeaxanthin
0.81 Abund. 551.5 [M+H-18]* | ~\Pund: 569.5 [M+H]*
1 100% 100%
0’6: 80 80
0,4- 60 60
021 40 40 %513 555
’ 20 533.3| 569.5 20 k
0,0+— 0 5 !/ 0 Lt by ‘\W‘»m wuu il Md\iwWM\M“M iy
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Abbildung 47: HPLC-APCI-MS-Untersuchung einer Humanretina (temporale Hilfte)

In [Abbildung 47 ist die Identifizierung der Carotinoide mittels HPLC-APCI-MS-

Kopplung exemplarisch fiir all-E Lutein und all-E Zeaxanthin gezeigt. Anhand des SIC
mit m/z 551.5 konnen alle Lutein-Isomere detektiert werden. Das in der temporalen
Retina vorherrschende all-E Lutein (Peak 3) zeigt keine weiteren nennenswerten
Fragmente. Die Zeaxanthin-Isomere zeigen einen Basepeak bei m/z 569.5, wie fiir
all-E Zeaxanthin demonstriert. Die Zuordnung und Beschriftung der Carotinoid-

Stereoisomere ist in allen Chromatogrammen der Kapitel 5.6 und 5.7 wie folgt:

1 13-Z Lutein 4 all-E Zeaxanthin 8 all-E B-Carotin

2 13'-Z Lutein 5 9-Z Lutein 8a 13-Z B-Carotin

3 all-E Lutein 6 9'-Z Lutein 8b 9,13-ZZ B-Carotin
7 9-Z Zeaxanthin 8¢ 9-Z B-Carotin

Die folgende Abbildung 48| zeigt Chromatogramme aus unterschiedlichen humanen,

retinalen Gewebeproben auf einer C;o-Sédule. Die Stanze iiber der Makula Lutea ergibt
ein Chromatogramm (a), bei dem all-E Lutein gegeniiber all-E Zeaxanthin etwas
starker ausgeprdgt ist. Das Verhéltnis der beiden Peaks betrdgt ca. 1.5:1. Die Stanze
mit 6 mm Durchmesser ist fiir die Makula, die einen Durchmesser von ca. 3 mm hat,
etwas grof. Wiirde die Makula mit einer kleineren Stanze ausgestanzt werden, wire
all-E Zeaxanthin das vorherrschende Carotinoid. In der nur etwa 28 mm® grofien

Flache der Retina sind etwa 93 ng an Carotinoiden detektierbar.
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Abbildung 48: Chromatogramme der HPLC-Trennungen von Carotinoid-Stereo-

isomeren aus verschiedenen Bereichen der humanen Retina auf einer

Csp-Sdule (150*4.6 mm). Postmortemzeit 22 h. a) 6 mm Stanze zentriert

tiber Makula Lutea; b) % Retina temporal ohne M.L.; c¢) RPE/Choroid

(durchblutet); d) Y Retina superior nasal; e) Vitreus, f) Standard

Geht man vom zentralen Gewebe zur Peripherie, kann man zwischen temporaler (b)

und nasaler (c¢) Retina unterscheiden. In beiden Gewebeproben ist das Verhéltnis von

all-E Lutein zu all-E Zeaxanthin mit etwa 2.7:1 dhnlich und viel groBer als in der

Makula Lutea (s. [[abelle 12]). Dieses Phidnomen ist bekannt und mehrfach
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LI

beschriebenﬂé':jL'Aﬂ;E_Zeax_a.n.thm_LsLm der Fovea das dominierende Carotinoid und

wird mit zunehmendem Abstand von der Fovea schwicher. Die Z-Stereoisomere von

Lutein und Zeaxanthin sind in der Makula nur schwach erkennbar. Sie machen in der

Stanze, d.h. in der Makula Lutea, nur etwa 10 % aus. In der Peripherie sind sie schon

mit etwa 20 % vertreten. Im Vitreus (e) ist dann nicht mehr all-E Lutein vorherrschend,

sondern 9-7

Lutein, mit tiber 63 % am Gesamtgehalt. Das Chromatogramm des

RPE/Choroids muss gesondert betrachtet werden. Da es stark durchblutet wird, wird

oft ein dem Serum dhnliches Pattern enthalten.

6 mm Stanze | )5 temporal Y4 superior Vitreus
uber M.L. ohne M.L. nasal
(17 mg) (145 mg) (88 mg)
13-Z Lutein 35425 3.0+0.8 21408 4
(1) [3.7 %] [3.5 %] [3.4 %] -a
13'-Z Lutein 45+0.8 62+1.1 39+04 0.5+0.3
) [4.7 %] [7.2 %] [6.2 %] [2.7 %]
all-E Lutein 50.3+9.0 50.1+7.4 355445 32408
3) [52.7 %] [58.0 %] [55.9 %] [17.0 %]
all-E Zeaxanthin | 342+ 4.6 18.5+9.0 13.8+5.0 1.0+0.7
4) [35.8 %] [21.4 %] [22.0 %] [5.3 %]
9-7 Lutein 0.6 £0.4 2.6+08 274023 11.9+35
(5) [0.6 %] [3.0 %] [4.3 %] [63.3 %]
9'-Z Lutein 1.8+1.0 48+2.4 33425 03+02
(6) [1.9 %] [5.6 %] [5.3 %] [1.5 %]
9-7 Zeaxanthin 05+£04 nd nd 04+0.2
(7) [0.5 %] ¢ G [2.1 %]
all-E B-Carotin d 12402 13+03 15+09
(8) ¢ [1.4 %] [2.1 %] [7.9 %]
Gg:"r‘gtlfrrf(‘)elgge 954+ 187 | 864+100 | 62.6+12.0 188+ 48
au‘i&iﬁfhﬂl'E 59.5/405% | 73.0/27.0% | 71.8/282% | 76.2/23.8%
Z;‘;f;?hgﬁeé)e/s ) 63.7/363% | 783/21.7% | 77.5/22.5% | 92.0/08.0 %
alg:jﬁgﬁggzy 88.6/11.4% | 80.8/192% | 80.0/20.0% | 30.2/69.8 %

Tabelle 12:

Quantitative Auswertung der retinalen Gewebeschnitte beim Menschen.

n.d. = nicht detektierbar, Angaben der Werte in ng/Gewebe sowie als

Prozentwert zum Carotinoid-Gesamtlevel; n = 4
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5.6.3 Nicht-humane Primatenretina

Es wurde retinales Gewebe von zwei nicht-humanen Primaten untersucht (Calytrix
jacchus, Macaca mulatta). Die Trennung der Carotinoid-Stereoisomere erfolgte auf
einer 250%4.6 mm C;¢-Sdule mit einem zur Untersuchung der Humanretinen leicht
abgewandelten Gradienten. Vom Start der Trennung wurde drei Minuten lang
isokratisch mit 78 % Aceton eluiert, danach folgte ein 22-miniitiger linearer Gradient

auf 98 % Aceton. Diese Eluentenzusammensetzung wurde bis zum Ende der Trennung

beibehalten. [Abbildung 49| zeigt Chromatogramme von verschiedenen Abschnitten der

im Durchschnitt ca. 1.2 cm gro3en Retina des Primaten Calytrix jacchus.

[mAU] 4 [MAU] T 4
J b)
0,35 ]
1,2
0,301 |
0,25 1.0
0,201 087 3
0,6 1
0,15 ;
) 6 8
21157 8a
0,10 1 04‘@ il v
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O T T T T T T T T T T T T T 1 0,0 T T T T T T T T T T T T T 1
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Abbildung 49: HPLC-Trennungen von Carotinoid-Stereoisomeren aus einer nicht
humanen Primatennetzhaut (Calytrix jacchus) auf einer Csy-Sdule
(250%4.6 mm). a) %> Retina temporal mit M.L.; b) RPE/Choroid (mit
Blut); ¢) %> Retina nasal ohne M.L.; d) RPE/Choroid (ohne Blut).
Beschriftung s. Kap. 5.6.2
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Die Retinen wurden, wie auch beim anderen Primaten Macaca mulatta, in eine
temporale Halfte mit Makula Lutea (a) sowie eine nasale Hélfte ohne Makula Lutea (c)
unterteilt. Dazu wurden zusétzlich Proben des Choroids mitsamt RPE untersucht (b
und d). Bei diesen Proben ist bei der Analyse darauf zu achten, ob die Gewebeprobe
viel, wie bei Abbildung b), oder wenig Blut, wie bei Abbildung d), enthilt, da dies auf

das Chromatogramm einen grof3en Einfluss hat.

Aus dem Vergleich wird deutlich, dass das Carotinoid-Pattern von Calytrix jacchus gut
mit dem des Menschen in den jeweiligen Sektoren korreliert. Auffallend ist aber das
markante Auftreten des Peaks bei 28 min. bei allen Chromatogrammen des Calytrix
jacchus, der keinem Lutein- oder Zeaxanthin-Isomer zugeordnet werden kann. Bei
diesem Peak 8 handelt es sich um all-E B-Carotin, das bisher in keiner Retina
identifiziert wurde. Da es sich bei B-Carotin um das wichtigste Carotinoid der
Nahrungskette handelt, ist es wahrscheinlich, dass man es vor allen in den Sektoren der
Retina detektieren kann, die gut durchblutet werden. Dennoch kann B-Carotin, sowohl
in der all-E-Form wie auch in den drei Z-Isomeren 8a-8c, in allen Geweben detektiert
werden, auch in den weniger stark durchbluteten Abschnitten der nasalen (mit 19.4 %)

und temporalen Retina (mit 12.8 %).

Die temporale Retina mit Makula Lutea zeigt wie erwartet ein Verhiltnis von all-E
Lutein zu all-E Zeaxanthin von 1.3:1. Wihrend in der Peripherie beziehungsweise in
der nasalen Hilfte all-E Lutein das dominierende Carotinoid ist (Verhiltnis hier 7.4:1),
ist in der Makula Lutea all-E Zeaxanthin stirker angereichert. Der Anteil an Z-
Isomeren in der temporalen Retina mit M.L. entspricht etwa 24 %, wihrend er in der
nasalen Retina auf 36 % weiter zunimmt. Das am stirksten hervorgehobene Z-
Stereoisomer ist dabei das 9'-Z Lutein, das auch bei der nasalen und temporalen

Humanretina eines der intensivsten Z-Stereoisomere entspricht.

Die Probe des stark durchbluteten Choroids/RPE zeigt ein Chromatogramm wie bei
den analysierten Serumproben. Beide all-E Carotinoide machen iiber 92 % des
Carotinoid-Gehalts aus. In der wenig durchbluteten Probe sind die Carotinoide nur
schwach ausgeprigt. Hier gibt es vier fast gleich intensive Isomere, all-E Lutein, 9'-Z

Lutein, all-E B-Carotin sowie 13-Z B-Carotin.
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Abbildung 50: HPLC-Trennungen von Carotinoid-Stereoisomeren aus einer nicht
humanen Primatennetzhaut (Macaca mulatta) auf einer C;-Sdule
(250%4.6 mm). a) %> Retina temporal mit M.L.; b) RPE/Choroid (mit
Blut); ¢) %> Retina nasal ohne M.L.; d) RPE/Choroid (ohne Blut).
Beschriftung s. Kap. 5.6.2

Die Retina des Primaten Macaca mulatta ist mit 2.1 cm Durchschnitt groer als die des
Calytrix jacchus. Trotzdem sind die Carotinoidwerte etwas kleiner im Vergleich. Der
Calytrix jacchus ist also der bessere Carotinoid-Absorber. Die temporale Retina mit
der Makula Lutea (Teilabb. a) zeigt ein all-E Lutein zu all-E Zeaxanthin Verhiltnis
von 49:51. In der nasalen Hélfte (¢) ist dieses Verhaltnis dann aber 4.5:1. Der Anteil an
Z-Isomeren ist in beiden Retinahédlften gering (temporal 6.8 %, nasal 4.3 %). Beim
Macaca mulatta kann B-Carotin auch in allen Gewebeproben detektiert werden, jedoch
meist nur all-E B-Carotin. Die Choroids/RPE-Gewebeproben #hneln denen von

Calytrix jacchus. Die quantitative Auswertung aller Gewebeschnitte fiir beide nicht-

humanen Primaten ist in [Tabelle 13|dargestellt.
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" temporal mit 2 nasal RPE/Choroid | RPE/Choroid,
M.L. ohne M.L. durchblutet wenig Blut
(Cj. 18 mg (Cj.21 mg (Cj.9mg (Cj.9mg
M.m. 25 mg) | M.m. 47 mg) | M.m. 74 mg) | M.m. 91 mg)

(1) 13-Z Lutein 0.3 0.5 n.d. n.d.
0.7 n.d. n.d. n.d.
(2) 13'-Z Lutein 1.9 0.4 1.9 0.2
0.4 0.4 0.7 0.6
(3) all-E Lutein 13.2 4.6 17.6 1.1
7.6 4.0 11.9 2.5
(4) all-E Zeaxanthin 10.0 0.6 52.2 0.3
7.9 0.9 145.8 0.9
(5) 9-Z Lutein 1.0 0.6 0.3 0.2
n.d. n.d. n.d. 0.5
(6) 9'-Z Lutein 2.2 1.7 1.0 0.6
n.d. n.d. n.d. 1.3
(7) 9-Z Zeaxanthin 0.4 n.d. 0.9 n.d.
n.d. n.d. 0.5 n.d.
(8) all-E B-Carotin 2.4 1.6 1.0 0.9
1.0 2.7 6.1 24
(8a) 13-Z B-Carotin 0.6 0.2 0.8 0.8
n.d. n.d. n.d. n.d.
(8b) 9,13-ZZ B-Carotin 0.8 n.d. n.d. n.d.
n.d. n.d. n.d. n.d.
(8¢) 9-Z B-Carotin 1.1 0.3 n.d. n.d.
n.d. n.d. n.d. n.d.
Carotinoide (Gesamt) 33.9 10.4 75.7 4.1
17.6 8.0 165.0 82

all-E Lut/all-E Zea 56.9/43.1 88.1/11.9 25.2/74.8 78.7/21.3

49.1/50.9 81.9/18.3 07.5/92.5 72.5/27.5

Lut (ges.)/Zea (ges.) 64.1/35.9 92.7/07.3 28.1/71.9 87.5/12.5

52.6/47.4 83.1/16.9 07.9/92.1 83.8/16.2

all-E (ges.)/Z (ges.) 75.5/24.5 63.8/36.2 93.5/06.5 57.0/43.0

93.2/06.8 95.7/04.3 99.3/00.7 70.7/29.3

Tabelle 13:

Quantitative Auswertung der nicht humanen Primatenretina. Weif3 un-

terlegt: Calytrix jacchus; kursiv sowie grau unterlegt: Macaca mulatta;

n.d. = nicht detektierbar, Werte in ng/Gewebe,; Verhdltnis in %, n = 5
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5.6.4 Hithnerretina

Die Hiihnerretina ist ein gutes Modell fiir den Ophthalmologen, da sie iiber einen gut
zugdnglichen Glaskorper verfiigt. So konnen Substanzen direkt in das Auge injiziert
werden, um zum Beispiel eine Anreicherung oder einen Metabolismus in Geweben des
Hiihnerauges nachzuweisen, wie in Kap. 5.7 mit reinen all-E Carotinoiden dargestellt.
Dariiber hinaus ist die Retina avaskular, d.h. sie enthélt keine Blutgefa3e. Damit kann
eine Kontamination durch Serum-Carotinoide aus intraretinalen Gefdllen ausge-
schlossen werden. Auflerdem gilt das Huhn als guter Carotinoid-Absorber, da es in
seinen Photorezeptor-Innensegmenten Oltrdpfchen besitzt, die als Lichtfilter dienen
und durch Carotinoide gelb angefarbt sind. Dies Analyse der Lutein- und Zeaxanthin-
Isomere wird dadurch aber erschwert, da die in den Oltrdpfchen gebundenen
Carotinoide in weitaus groferer Konzentration enthalten sind und direkt im Anschluss

an die Lutein und Zeaxanthin-Isomere eluieren.

Das Auge des Huhnes (s. [Abbildung 51)) hat, wie alle Vogel, gegeniiber den anderen

untersuchten Tiermodellen eine Besonderheit. Sie enthdlt im Glaskorper den

sogenannten Pekten, der wegen seines Aussehens auch als Kamm bezeichnet wird.

Glaskoérper X \

(Vitreous) Retina

Pigmentepithel
Choroid

Sclera

optischer Nerv

Abbildung 51: Schnitt durch das Auge eines Huhn (schematisch)h&_‘z'l

Die Chromatogramme aus den retinalen Geweben Retina (komplett), Pekten, Vitreus

und Choroid sind zusammen mit den Chromatogrammen des Serums sowie der

Standard-Futtermischung fiir Hithner in |Abbildung 52|dargestellt.
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Abbildung 52: Chromatogramme der Carotinoid-Stereoisomeren-Trennungen von ver-
schiedenen Geweben eines Huhnes auf einer Csp-Sdule (150*4.6 mm).
a) ganze Retina; b) Vergrofferung von a); c) Serum; d) Standard;
e) Pekten, f) Choroid; g) Vitreus, h) Hiihner-Futtermischung.
Beschriftung s. Kap. 5.6.2, Postnatales Alter P =24 d
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Das Hiihnerfutter (h) zeigt hohe Mengen an Lutein, B-Carotin, sowie kleinere Mengen
Zeaxanthin. Die Lebensmittelindustrie setzt diese Carotinoide zur Férbung des

Eidotters ein. Die Hiihner erhalten also geregelt hohe Dosen an Carotinoiden.

Die Retina zeigt eine extrem hohe Konzentration an carotinoidhaltigen Oltrdpchen (a).
Inmitten dieser Absorptionen konnen die -Carotin-Isomere nur schwer identifiziert
werden. Dennoch konnen die Lutein- und Zeaxanthin-Isomere sauber abgetrennt und
identifiziert werden (b). Die Konzentration an Lutein und Zeaxanthin variiert stark, ist

aber mit iiber 200 ng pro Retina sogar hoher als beim Menschen.

Die beiden all-E Isomere sind in der Retina etwa im Verhiltnis 1:1 enthalten. Neben
diesen beiden Isomeren finden sich aber auch alle 9-Z und 13-Z-Isomere in zum Teil
hohen Konzentrationen (zusammen etwa 30 % am Gesamtanteil) in der Retina wieder.
Das Serum zeigt fast keine Z-Isomere (nur etwa 10 %). Das Verhiltnis all-E Lutein zu
all-E Zeaxanthin betrdgt ca. 2:1. Im Pekten und im Choroid sind nur wenig, im
Glaskorper keine Carotinoide vorhanden. Sowohl im Pekten als auch im Choroid ist
all-E Lutein vorherrschend. Der Anteil an Z-Isomeren ist bei beiden Geweben mit ca.

20 % ghnlich. Die genauen Carotinoidwerte der untersuchten Gewebeschnitte sind in

nachfolgender [Cabelle 14|zusammengefasst.

Retina Serum Pekten Choroid
[ng/Retina] | 25 ulInj. [%] | [ng/Gewebe] | [ng/Gewebe]
(1) 13-Z Lutein 10.7£5.2 1.0£0.3 n.d. n.d.
(2) 13'-Z Lutein 33.3+15.5 52+1.5 0.3+0.1 04+0.2
(3) all-E Lutein 70.4 +35.9 63.1+11.8 39+14 1.5+0.5
(4) all-E Zeaxanthin | 77.5 +36.6 303+6.7 04+0.2 0.5+0.2
(5) 9-Z Lutein 04+0.2 0.8+0.3 0.6+0.2 0.1+ 0.1
(6) 9'-Z Lutein 6.3+3.3 0.6+0.2 n.d. n.d.
(7) 9-Z Zeaxanthin 11.9+£93 26=+1.1 n.d. n.d.
Lut + Zea (Gesamt) | 210.0 £120.0 | 103.6 +20.5 52+2.0 2.5+0.6
all-E Lut/all-E Zea | 47.6/52.4% | 67.6/32.4% | 90.6/09.4% | 75.6/24.4%
Lut (ges.)/Zea (ges.)| 58.4/41.6% | 68.2/31.8% | 92.3/07.7% | 80.3/19.7 %
all-E (ges.)/Z (ges.) | 70.4/29.6 % | 89.4/10.6% | 82.7/173% | 783 /21.7%
Tabelle 14:  Quantitative Auswertung der retinalen Gewebeschnitte beim Huhn.

n.d. = nicht detektierbar; n = 10
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5.6.5 Schweineretina

Die untersuchten Schweine wurden mit einer Futtermischung erndhrt, die an
Carotinoiden fast ausnahmslos Carotine enthilt, dabei hauptsdchlich [B-Carotin-

Isomere. Lutein und Zeaxanthin sind nur in geringer Konzentration im Futter

vorhanden (s. [Abbildung 53| d). Vielleicht enthilt die Retina eines Schweines auch

deshalb all-E B-Carotin als Hauptcarotinoid neben all-E Lutein (a). Beide Carotinoide
machen jeweils etwa 40 % der Gesamtmenge aus. Dariiber hinaus sind die vier
identifizierbaren Z-Lutein-Isomere in z.T. hoheren Konzentrationen als all-E
Zeaxanthin in der Retina enthalten (s. auch ). Im Pigmentepithel und
Choroid ist all-E B-Carotin mit 80 % vorherrschend (b). Lutein und Zeaxanthinisomere

sind dort nur in geringen Mengen detektierbar.

[mAU] 7] [MAU] 7 8
1751 @) 1751 b)
1,50 1 1,50 7
1,25 ] 1,25 ]
1,00 7 1,00 T
0,75 1 0,75 1
0,50 0,50 3"1 58
0,25 0,25 7 V!
0,00 T 0,00 T
_0’25 T T T T T T T T T 1 -0’25 T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 min 0 5 10 15 20 25 30 min
[mAU] ] 8 [mAU] 8 all-E B-Carotin
175 ©C) o] d) /
150 1 " all-E Lycopin
’ 1,0
1,25 7 |
- 0,81 4all-E
1,00 Zeaxanthin
0,75 1 0,6
] 3 all-E Lutein
0,50 0.4 /
0,25 1
0,00 7 0,21
0,25 0,0 T T T T T T
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Abbildung 53: Carotinoid-Stereoisomeren-Trennungen aus retinalen Geweben von
Schweinen auf einer C;p-Sdule (150*4.6 mm). a) ganze Retina; b) RPE/
Choroid; c) Standard; d) Schweinefutter. Beschriftung s. Kap. 5.6.2

Die Schweineretina ist zwar ein vasculares Gewebe. Dies kann aber nicht allein die

Ursache fiir die hohen Mengen an 3-Carotin in der Retina darstellen.
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Vielmehr deutet die hohe Futterdosis darauf hin, dass die Schweine das B-Carotin aus

dem Futter aufnhehmen und in der Retina akkumulieren.

Retina RPE/Choroid
(1) 13-Z Lutein 0.6+0.2 02+0.1
(2) 13'-Z Lutein 0.7+0.2 0.2+0.1
(3) all-E Lutein 159+49 24+09
(4) all-E Zeaxanthin 1.4£0.7 1.0+0.4
(5) 9-Z Lutein 1.7+0.8 0.6+£0.2
(6) 9'-Z Lutein 2.3+0.8 1.1+0.6
(7) 9-Z Zeaxanthin n.d. n.d.
(8) all-E B-Carotin 14.9+4.5 20.8+4.0
Carotinoide (Gesamt) 37.5+4.2 26.3+£5.2
all-E Lutein / all-E Zeaxanthin 92.0/08.0 % 69.9/30.1 %
Lutein (ges.) / Zeaxanthin (ges.) 98.2/01.8 % 81.8/18.2%
all-E Isomere (ges.) / Z-Isomere (ges.) 85.9/14.1 % 92.0/08.0 %

Tabelle 15:  Quantitative Auswertung der Schweineretinen. n.d. = nicht detektier-

bar; Angaben der Werte in ng/Retina; n = 5

5.6.6 Rattenretina

Eine genaue Korrelation zwischen Carotinoiden in der Retina und dem Verlauf von
Augenkrankheiten mit retinaler Degeneration, wie z.B. AMD, kann nur mit Hilfe von
Studien an degenerierten Tieren durchgefiihrt werden. Zu diesem Zweck sollte die
Bestimmung des Carotinoid-Stereoisomerenpatterns von RCS-Ratten etabliert werden.
Ziel war es dabei festzustellen, ob in gesunden und degenerierten Rattenretinen das

gleiche Carotinoid-Muster auftritt oder sich Unterschiede ergeben.

RCS-Ratten sind Albinoratten und wurden 1938 erstmals vom Royal College of
Surgeons (RCS) als natiirliches, d.h. kein genetisch manipuliertes Modell beschrieben.
Die Degeneration bezieht sich auf die Photorezeptorenschicht. Dabei wird die
Phagozytose der verbrauchten Photorezeptoren durch Zellen des Pigmentepithel
gestort, weshalb sich Membranfragmente im subretinalen Raum anhéufen, was zu

einer irreversiblen Degeneration der gesamten Photorezeptorschicht fiihrt.
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Ein Gewebeschnitt durch die Retinen zweier RCS-Ratten zeigt [Abbildung 54. Knapp

drei Wochen nach der Geburt ist die Retina noch ohne histopathologischen Befund (a).
Beinahe die Hélfte der Retina wird von der Schicht der Photorezeptoren gebildet, und
alle Teilsegmente sind normal entwickelt. Nach etwa einem Jahr ist die gesamte
Photorezeptorenschicht degeneriert und vollstandig verschwunden (b). An die innere

Zellkernschicht schlieBt sich nun unmittelbar das Pigmentepithel an. Da RCS-Ratten

ein Albinostamm sind, ist das Pigmentepithel frei von Pigmentgranula.

A

Abbildung 54: Degeneration der Photorezeptoren bei RCS-Ratten; Querschnitt durch
die Retina im Alter von 20 (A) und 330 (B) Tt agenLLTi,| Beschriftung:
PhR: Photorezeptorenschicht; OS: Auflensegmente, 1S: Innensegmente,
ONL: duflere Zellkernschicht; OPL: dufere plexiforme Schicht; INL:
innere Zellkernschicht; IPL: innere plexiforme Schicht; GCL:
Ganglienzellenschicht; S: Sclera; C: Choroid; P: Pigmentepithel. Ein
Stern markiert ein epiretinales Gefdfs, Pfeilspitzen die Bruchsche

Membran; Balken 50 um

Der Zeitverlauf der Degeneration bei RCS-Ratten ist vollstindig erforscht. Nach 16
Tagen Offnen die Ratten als Nesthocker erstmals die Augen. Nach 28 Tagen ist der
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Sehapparat und die Retina vollstindig entwickelt. Die Degeneration wird ab dem 40.
Tag registriert, nach etwa 60 Tagen ist die Blindheit der Tiere stark fortgeschritten.

Nach 180 Tagen degenerieren auch die inneren Schichten der Photorezeptormembran.

Die Analyse von Carotinoiden aus Rattenretinen, mit oder ohne Degeneration, konnte
bisher noch nicht durchgefiihrt werden. Das Problem hierfiir bestand in der zu geringen
Konzentration von Carotinoiden in Rattenretinen flir eine Analyse. Durch Optimierung
der Extraktion und Analyse konnten nun erste stichprobenhafte Versuche mit
degenerierten Rattenretinen durchgefiihrt werden. Bei diesen Untersuchungen wurden
allerdings zehn Retinen gepoolt, was mit einem immens groBen Aufwand in der

Tierhaltung sowie in der Préparation der Retinen verbunden war.

Die ersten HPLC-Trennungen von RCS-Ratten mit und ohne Degeneration zeigt

IAbbildung 55 Dabei bezeichnet P das postnatale Alter in Tagen. Aus den Chromato-

grammen der Rattenretinen ist folgendes zu entnehmen. Alle Ratten besitzen die
gleichen Carotinoid-Isomere. Auffallend gegeniiber den Primatenretinen, aber
korrelierend mit den Schweine- und Hiihnerretinen, sind zwei signifikant hohe Peaks
in allen Rattenproben, die all-E B-Carotin sowie seinem Isomer 13-Z B-Carotin (Peak

8a) zugeordnet werden konnen.

Es gibt klare Unterschiede im Carotinoidmuster der Retina zwischen den
Kontrollratten und den RCS-Ratten mit Degeneration. Die Kontrollratten haben einen
deutlich hoheren Gehalt an B-Carotin als die degenerierten Ratten, beide B-Carotin
Isomere sind die dominanten Peaks der Kontrollratten. Dagegen haben sie einen
niedrigeren Lutein- und Zeaxanthin-Gehalt als die degenerierten Ratten. Die
degenerierten Retinen zeigen neben B-Carotin die hochsten Werte fiir beide all-E
Formen von Lutein und Zeaxanthin. Aber auch verschiedene Z-Isomere von Lutein,

v.a. 9'-Z und 13'-Z konnen in den Retinen identifiziert werden.

Auf Grund der qualitativen Ahnlichkeit zu den Chromatogrammen der

Schweineretinen wurde auch das Rattenfutter untersucht. [Abbildung 56) zeigt, dass

auch die Ratten eine groBe Menge an Lutein und 3-Carotin, aber auch Zeaxanthin tiber

die Nahrung zugefiihrt bekommen.
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Abbildung 55: Carotinoid-Trennungen von RCS-Rattenretinen auf einer C;y-Sdule
(250%4.6 mm). a) und b) Kontroll-Ratten (ohne Degeneration);
¢) und d) RCS-Ratten (mit Degeneration). Beschriftung s. Kap. 5.6.2.

P98 P225 P250 P355
Kontrolle Kontrolle
(1) 13-Z Lutein 0.1 n.d. n.d. 0.3
(2) 13'-Z Lutein 0.5 0.8 0.2 0.8
(3) all-E Lutein n.d. 0.1 1.0 1.9
(4) all-E Zeaxanthin 0.1 1.6 3.7 1.9
(5) 9-Z Lutein n.d. n.d. n.d. n.d.
(6) 9'-Z Lutein 0.3 <0.1 n.d. 1.5
(7) 9-Z Zeaxanthin n.d. 0.2 n.d. n.d.
(8) all-E B-Carotin 2.7 2.7 1.5 1.3
(8a) 13-Z B-Carotin 8.6 7.2 3.6 2.6
Carotinoide (Gesamt) 12.3 12.6 10.0 10.3
all-E Lut/all-E Zea 0/100 % 55/945% | 21.2/78.8% | 50.0/50.0 %
Lut (ges.)/Zea (ges.) | 87.6/12.4% { 357/64.3 % | 25.3/74.7% | 70.3/29.7 %
all-E (ges.)/Z (ges.) |23.0/77.0% | 38.0/62.0% | 61.3/38.7% | 49.5/50.5%
Tabelle 16:  Quantitative Auswertung der Rattenretinen, jeweils wurden 10 Retinen

gepoolt. n.d. = nicht detektierbar; Angaben der Werte in ng/10 Retinen
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Abbildung 56: Trennung von Carotinoid-Stereoisomeren aus der Standard-

Futtermischung von RCS-Ratten. Beschriftung s. Kap. 5.6.2

Dass die degenerierten Retinen generell hohere Werte an Lutein und Zeaxanthin
aufweisen, war so nicht zu erwarten. Es wird in der Literatur eher eine Abnahme der
Carotinoid-Werte mit zunehmender Degeneration (z.B. bei AMD) postulie 34 Da
alle untersuchten Ratten bereits in einem weit fortgeschrittenen Degenerationsstadium
waren, missen demnach weitere Erwdgungen, wie z.B. der Zeitverlauf der
Degeneration, mit in Betracht gezogen werden. Eine Erklarung fiir die hohen Lutein-
und Zeaxanthinwerte bei den vollstindig degenerierten Retinen konnte so in der

Zerstorung der Blut-Hirn-Schranke infolge der Degeneration begriindet sein.

5.7 Metabolismus von Carotinoiden am Tiermodell Huhn mittels

Injektion in den Glaskorper

Die Untersuchungen zur Bestimmung des Carotinoid-Stereoisomerenpatterns in
Retinen verschiedener Spezies zeigten, dass bei allen untersuchten Futtermischungen
hohe Konzentrationen aller retinalen Carotinoide detektierbar sind. Dies bestirkt die
Vermutung, dass sich die Carotinoide gezielt in der Retina anreichern lassen. Anhand
des Tiermodells Huhn sollte mittels Injektion von reinen Carotinoid-Stereoisomeren in
den Glaskorper untersucht werden, in wie weit eine Anreicherung beziehungsweise ein

Metabolismus von Carotinoiden in der Retina nachgewiesen werden kann.
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Es wurde eine Injektionsstudie mit all-E Lutein durchgefiihrt sowie eine mit all-E
Zeaxanthin. Die Untersuchung war dabei so strukturiert, dass 250 pl einer 0.1 %-igen
reinen Carotinoidlosung in DMF in den Glaskorper von Hithnern gespritzt wurde. Die
Retinen wurden nach einer halben Stunde, nach einer Stunde sowie nach zwei Stunden
analysiert. Zusédtzlich wurde eine Retina nach 16 Stunden analysiert, bei der nach acht

Stunden eine zweite Injektion der gleichen Menge Carotinoid erfolgte.

Die Chromatogramme der Retinen sind in [Abbildung 57 dargestellt. Die obere Reihe

(a-c) zeigt die Injektion von all-E Zeaxanthin, die untere Reihe (d-f) die Injektion von
all-E Lutein. Zur Erleichterung des Vergleichs wurden Hilfslinien in die Chromato-
gramme eingefiigt. Anhand der Hilfslinien kann bei beiden Studien festgestellt werden,
dass eine Anreicherung stattfindet. Dies wird auch durch die Gesamtwerte an Lutein
und Zeaxanthin bestétigt (s. ). Generell lasst sich auch sagen, dass nicht nur
der Peak der jeweiligen injizierten Substanz ansteigt, sondern eher das gesamte

Carotinoid-Stereoisomerenpattern.
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Abbildung 57: Metabolismus von Carotinoiden in Retinen von Hiihnern. a), d) Retina
Kontrolle (ohne Injektion); b), c) nach Injektion von all-E Zeaxanthin,
e), f) nach Injektion von all-E Lutein. Beschriftung s. Kap. 5.6.2
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ohne Injektion von Injektion von
Inj. all-E Lutein all-E Zeaxanthin
t=0h t=1h t=16h t=2h t=16h
(1) 13-Z Lutein 8.5 8.1 8.6 9.4 12.6
(2) 13'-Z Lutein 14.1 14.6 18.6 20.1 14.3
(3) all-E Lutein 27.1 21.0 25.3 23.1 22.4
(4) all-E Zeaxanthin 27.5 25.8 29.3 35.5 37.0
(5) 9-Z Lutein 4.2 6.5 4.4 3.4 3.7
(6) 9'-Z Lutein n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
(7) 9-Z Zeaxanthin 18.6 24.0 13.8 8.5 10.0
all-E Lut/all-E Zea |49.6/50.4 %|44.9/55.1 %{46.3/53.7 %|39.4/60.6 %{37.7/62.3 %
Lut (ges.)/Zea (ges.)|53.9/46.1 %|50.2/49.8 %{56.9/43.1 %|56.0/44.0 %53.0/47.0 %
all-E (ges.)/Z (ges.) |54.6/45.4 %|46.8/53.2 %{54.6/45.4 9%|58.5/41.4 %59.4/40.6 %
Lut+Zea (ges.) in ng 171.7 206.2 211.2 235.6 261.1

Tabelle 17:  Metabolisierung von Carotinoiden in der Retina von Hiihnern durch

Injektion reiner all-E Isomere in den Glaskérper. Angaben in Prozent

Zeaxanthin ist gegeniiber Lutein das stabilere Carotinoid. Lutein neigt eher zu
Isomerisierung und es wird auch leichter in Zeaxanthin umgewandelt als umgekehrt.
Dies zeigt sich auch bei diesen Studien. Nach Injektion von all-E Zeaxanthin ist dieses
schon nach zwei Stunden signifikant angereichert. Anders sieht es bei der Injektion
von all-E Lutein aus. Hier dndert sich das Verhiltnis von Lutein zu Zeaxanthin nicht
signifikant. All-E Lutein scheint schon innerhalb einer Stunde in der Retina zu isome-
risieren (erhohte Level von z.B. 13'-Z Lutein) und sich in Zeaxanthin umzuwandeln.

Der Transfer muss dabei durch die Blut-Hirnschranke stattfinden.

Ahnliche Ergebnisse liefern auch die Serumanalysen, die in |[Abbildung 58| abgebildet

sind. Nach Injektion von all-E Zeaxanthin (a-d) steigt dieses im Verhéltnis zu all-E
Lutein signifikant an, von anfangs 32:68 {iber 37:63 nach einer halben Stunde auf
49:51 nach 16 Stunden (s. [Tabelle 18). Wird dagegen all-E Lutein injiziert (e-h), dndert
sich das Verhéltnis nur minimal. So ist nach zwei und vier Stunden das Verhéltnis
all-E Lutein zu all-E Zeaxanthin 69:31 und damit nur um etwa ein Prozentpunkt
gegeniiber dem Anfangswert erhoht. Nach 16 Stunden und zweimaliger Injektion ist
das Verhiltnis bei 71:29. Auch dieses Ergebnis spricht dafiir, dass ein Transfer durch

die Blut-Hirnschranke stattfindet und Lutein sich in Zeaxanthin umwandelt.
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Abbildung 58: Metabolismus von Carotinoiden bei Hiihnern, Analyse der Seren.

a), e) Kontrolle (ohne Injektion), b)-d) nach Injektion von all-E Zeaxan-

thin, f)-h) nach Injektion von all-E Lutein. Beschriftung s. Kap. 5.6.2

ohne Injektion von Injektion von
In;. all-E Lutein all-E Zeaxanthin
t=0h | t=2h | t=4h | t=16h [t=0.5h| t=2h | t=16h
(1) 13-Z Lutein 1.0 1.0 0.6 0.4 0.3 0.2 0.5
(2) 13'-Z Lutein 5.1 4.4 4.7 2.8 4.0 3.7 4.7
(3) all-E Lutein 60.8 62.3 63.2 66.7 58.2 53.4 47.0
(4) all-E Zeaxanthin | 29.2 27.2 28.1 26.8 34.6 40.6 45.5
(5) 9-Z Lutein 0.8 0.8 0.6 0.2 0.2 0.1 0.1
(6) 9'-Z Lutein 0.6 0.6 0.4 0.5 0.3 0.4 0.4
(7) 9-Z Zeaxanthin 2.5 3.7 2.2 2.6 2.4 1.6 1.8
67.6/ | 69.6/ i 69.2/ { 7T1.3/ | 62.6/ | 56.8/ i 50.9/
allELut/allEZea | “5) 4 | 304 | 308 | 287 | 374 | 432 49.
683/ | 69.1/ { 69.7/ { 70.6/ | 63.0/ | 57.8/ | 52.7/
Lut(ges.)/Zea(ges) "3y 7| 309 | 303 | 294 | 37.0 | 422 473
89.4/ | 89.5/ {1 913/ { 93.5/ | 928/ | 94.0/ | 92.5/
all Bges)/Z(ees)| 196 | 105 087 065| 072 060 075
Lutt+Zea (Ges.) inng| 104.5 | 115.3 | 108.1 | 102.5 | 113.0 | 105.0 | 120.0
Tabelle 18:  Metabolisierung von Carotinoiden im Serum von Hiihnern durch

Injektion reiner all-E Isomere in den Glaskérper. Angaben in Prozent
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6 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Dissertation wurde gezeigt, dass die Csy-Trennsdule zur
Auftrennung von Carotinoid-Stereoisomeren in allen biologischen Matrices geeignet
ist. Zudem kann dieses Phasenmaterial in der Extraktion von Carotinoiden aus festem
biologischen Gewebe mittels MSPD eingesetzt werden, so zum Beispiel sowohl in der

Analytik von Pflanzengewebe als auch von retinalem Gewebe.

Die MSPD ist zur Extraktion von festen Proben den anderen Extraktionstechniken
vorzuziehen, da sie die Analyten direkt aus dem festen Material isoliert. Zusitzlich
sind instabile Analyten, wie die Carotinoide, in ihrer natlirlichen Matrix bis zum
Elutionsschritt eingebunden und damit vor Isomerisierung und Degradation geschiitzt.

Die MSPD erfolgt dabei quantitativ und duflerst redroduzierbar.

Bei der Extraktion von Carotinoiden aus Blutproben wurde eine Methode entwickelt,
die zusétzlich zum Prinzip der Umkehrphase auch auf dem GroéBenausschlussprinzip
basiert. Mit Hilfe dieser sogenannten RAM-Phase als Vorsdule konnen Plasmaproben
direkt ohne Vorbehandlung auf das Extraktions-Trennungs-System injiziert werden.
Die Proteine werden dabei von den Carotinoiden abgetrennt, welche selektiv mit den

in den Poren enthaltenen C,g-Alkylketten wechselwirken und so angereichert werden.

Die Trennung der verschiedenen Z/E-Stereoisomere erfolgt auf C;y-Trennphasen.
Einerseits wurden die Z/E-Stereoisomere qualitativ in der Tomatenschale analysiert.
Andererseits wurde das Carotinoid-Stereoisomerenmuster quantitativ. sowohl im
Pflanzengewebe (Spinat) als auch am Wirkungsort der altersbedingten Makula-

degeneration (AMD), der Retina, anhand verschiedener Spezies untersucht.

Die quantitativen Untersuchungen der verschiedenen Spinatproben zeigten, dass die
Art und Zubereitung einen Effekt auf die Zusammensetzung der Carotinoide im Spinat
haben kann. Der Spinat aus eigenem Anbau zeigte nach dem Kochvorgang eine
bessere Zuginglichkeit der Carotinoide, da die harte Zellstruktur durch das Kochen
aufgebrochen wurde. Eine nennenswerte Isomerisierung durch den Kochvorgang

konnte nicht analysiert werden. Eine lidngere Anbauzeit korreliert hingegen mit
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hoheren Werten aller Carotinoid-Stereoisomere. Das Fertigspinatprodukt enthilt nur
etwa halb so viel Carotinoide wie der Anbauspinat. Der Kochprozess zerstort

zusatzlich weitere 10 % an Carotinoiden.

Die Identifizierung der Z/E-Stereoisomere aus den untersuchten Proben (Tomate,
Spinat, enzymologische Biosynthese, retinales Gewebe) gelang mittels gekoppelter
Trenn-Analyse-Methoden. Einerseits kann mit Hilfe der HPLC-UV-Kopplung
Riickschliisse auf die Art des Carotinoids sowie die Anzahl und Position einer
etwaigen Z-Bande geschlossen werden. Hierfiir ist neben der Lage der Absorptions-

maxima besonders das Verhéltnis der Absorptionsbanden III/II sowie cis/II relevant.

Die HPLC-APCI-MS-Kopplung ermoglicht auch eine Unterscheidung verschiedener
Carotinoide, so z.B. der massengleichen Carotinoide Lutein und Zeaxanthin. Anhand
der selected-ion Chromatogramme (SIC) konnen alle den einzelnen Carotinoiden

zugeordneten Stereoisomere graphisch identifiziert werden.

Die HPLC-NMR-Kopplung ist aber die einzige Methode, die eine zweifelsfreie
Strukturidentifizierung der einzelnen Stereoisomere ermoglicht. Dies ist zum Einen an
den aus der Tomatenschale identifizierbaren Lycopin-Stereoisomere gezeigt, zum
Anderen an den (-Carotin-Stereoisomeren aus enzymologischer Produktion von
E. coli. Die HPLC-NMR-Kopplung erbrachte hier den Beweis, dass bei der
durchgefiihrten Biosynthese neben dem all-E Isomer hauptsdchlich die beiden

Stereoisomere 5-Z sowie 5,5°-ZZ {-Carotin entstehen.

Eine Methode zur Identifizierung von Carotinoiden direkt aus dem biologischen
Gewebe ist die HR-MAS-NMR-Spektroskopie in Suspension. Die farbgebenden
Hauptpigmente (all-E Lycopin in der Tomate, all-E B-Carotin in der Karotte) konnten
direkt aus dem getrockneten Pflanzenmaterial, und damit ohne jegliche Extraktion,
NMR-spektroskopisch nachgewiesen werden. Dabei gelang es nicht nur, Carotinoide
aus einer leicht zugédnglichen Matrix (Tomatenschale) sondern auch aus einer

komplexen Matrix (Karotte) zu identifizieren.
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Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode zur chiralen Trennung von
optischen Carotinoid-Isomeren zu entwickeln. Mit Hilfe der sogenannten (S,S5)-
ULMO-Trennphase konnte ein Gemisch der drei optischen Zeaxanthinisomere
innerhalb von 20 Minuten getrennt werden. Diese Trennsdule soll nun in zukiinftigen
Studien auch auf einen Einsatz in biologischen Systemen angewandt werden. So soll
untersucht werden, ob in retinalen Geweben neben geometrischen auch optische

Isomere auftreten.

Neben den rein analytischen Aufgabestellungen zur Trennung und Identifizierung von
Stereoisomeren wurden auch zwei Studien zur Bioverfiligbarkeit und Metabolisierung

von Carotinoiden im Organismus durchgefiihrt.

Die Bioverfiigbarkeitsstudie von Lutein aus partiell deuterierten Gemiisesorten (Kohl,
Spinat) stellte dabei eine Pilotstudie dar, da erstmals eine Methode angewandt wurde,
bei der zwischen vorhandenem Carotinoidspiegel im Serum und appliziertem
gelabeltem Lutein exakt unterschieden werden konnte. Die gelabelten Gemiisesorten
wurden in einem mit 25 Atom-% Deuteriumoxid angereicherten Ndhrmedium in einer
speziellen Gewéchskammer hydroponisch angebaut und mittels HPLC-APCI-MS-
Kopplung analysiert.

Die Studie wurde mit je zwei Probanden fiir Kohl und Spinat durchgefiihrt. Die
Serenanalysen in Folge einmaliger Applikation von gelabeltem Lutein erbrachte
nahezu identische Ergebnisse fiir die Spinatstudie. Beide Probanden hatten nach elf
Stunden ihren hochsten Anreicherungswert an Carotinoiden im Serum mit einer 2.2-
fachen Anreicherung. Das applizierte, mit Deuterium markierte, Lutein konnte vom im
Serum vorhandenen nicht gelabelten Lutein mittels APCI-MS-Analyse unterschieden
werden und zeigte zwischen 13 und 24 Stunden bei beiden Probanden einen Wert von
etwa 30 % im Vergleich zum Gesamt-Luteinwert. Die Ergebnisse der Kohlstudie
waren auf Grund der unterschiedlichen Carotinoid-Grundlevel der beiden Probanden
nicht identisch. Der Proband (N.G.), der einen dhnlichen Grundlevel im Vergleich zu
den Probanden der Spinatstudie aufwies, zeigte auch dhnliche Werte fiir die
Anreicherung. Der andere Proband (J.H.) zeigte, v.a. wegen seinem extrem niedrigen

Carotinoidspiegel, eine Anreicherung von gelabeltem Lutein von iiber 50 %.
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Die Pilotstudie zeigte, dass die APCI-MS-Analyse geeignet ist, das Isomerenprofil im
Serum zu detektieren, sowie um sie quantitativ auszuwerten. Die nahezu identischen
Ergebnisse der Spinatstudie ndhren die Hoffnung, dass sich diese Methode fiir
Bioverfiigbarkeitsstudien durchsetzt. So wurde im Laufe dieses Jahres auch eine
weiterfithrende Studie vom National Institute of Health (NIH) genehmigt, bei der eine
grofBere Anzahl von Probanden mit Deuterium markierten Spinat appliziert bekommen,

um die Anreicherung und Bioverfiigbarkeit auch statistisch auswerten zu konnen.

Eine weitere Aufgabe bestand in der methodischen Entwicklung einer Standard-
Extraktionsmethode zur artefaktfreien Identifizierung von Carotinoid-Stereoisomeren
aus retinalem Gewebe. Dabei konnte eine universell anwendbare MSPD-Methode
entwickelt werden, die zur artefaktfreien Carotinoidanalytik aller retinalen Gewebe-
proben (Retina, Choroid, Vitreus) von Mensch, nicht-humanen Primaten (Calytrix

jacchus, Macaca mulatta), Ratte, Schwein und Huhn angewandt werden kann.

Die Carotinoid-Stereoisomeren-Patterns in den verschiedenen Spezies wurden
analysiert und verglichen. Am Beispiel der Humanretina sowie eines nicht-humanen
Primaten (Calytrix jacchus) wurde dabei die Retina in verschiedene Sektoren unter-
gliedert. In der Retina von Primaten werden die selben Lutein- und Zeaxanthin-Stereo-
isomere identifiziert. Der Anteil der Z-Stereoisomere betrdgt dabei in der Peripherie

Retina zwischen 20 % beim Menschen und iiber 40 % beim Calytrix jacchus.

In den Retinen aller Spezies auller den Menschen konnten zudem zum Teil
betréchtliche Konzentrationen an B-Carotin-Stereoisomeren identifiziert werden. Es ist
das erste Mal, dass B-Carotin als retinales Carotinoid identifiziert wird. Vor allem beim
Schwein (als all-E-Form) und bei der Ratte (in der 13-Z-Form) ist B-Carotin das
vorherrschende Carotinoid. Es muss demnach eine Aufnahme sowie eine
Metabolisierung im Organismus stattfinden. Die Identifizierung hoher Mengen an
Carotinoiden, und insbesondere von [-Carotin in den jeweiligen Standard-

Futtergemischen der Tiere belegen diese Annahme.
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Die Anreicherung von Carotinoid-Stereoisomeren in der Retina sowie die Metaboli-
sierung konnte durch Injektionsversuche am Tiermodell Huhn belegt werden. Es
scheint einen Transfer durch die Blut-Hirnschranke stattzufinden. Injiziertes all-E
Zeaxanthin wird dabei in der Retina auch als all-E Zeaxanthin signifikant angereichert
und nur wenig metabolisiert. All-E Lutein ist viel instabiler und metabolisiert demnach
leichter. Nach Injektion finden sich so erh6hte Werte sowohl von allen Luteinisomeren
als auch von Zeaxanthin in der Retina wieder. In Zukunft sollten Erndhrungsstudien
mit speziellen Futtermischungen aus nur einzelnen Carotinoiden diese Aufnahme

sowie Metabolisierung von Carotinoiden in der Retina belegen.

Die Erfahrungen aus den anderen Tiermodellen wurden auf die Analytik der
Rattenretinen angewandt. Hier ist ein gut erforschtes Degenerationsmodell (RCS-
Ratten) vorhanden. Durch die Optimierung der Methodik sowie Standardisierung der
Extraktion und Analyse konnte der Bedarf an Retinen auf ca. sechs Retinen pro
Analyse minimiert werden. Zwischen gesunden und degenerierten Retinen von RCS-
Ratten konnten deutliche Unterschiede im Carotinoid-Stereoisomeren-Muster
festgestellt werden. Die unerwartet hohen Werte an Lutein- und Zeaxanthin-Isomeren
bei den vollstindig degenerierten Retinen im Vergleich zu den gesunden Ratten

konnten infolge der Zerstorung der Blut-Hirnschranke zustande kommen.

Diese Unterschiede miissen nun in einer genau definierten Zeitstudie analysiert und
verifiziert werden. Danach soll mittels Fiitterungsexperimenten an den Ratten eine
Anreicherung der Carotinoide in der Retina nachgewiesen werden. Hiermit konnte eine
direkte Korrelation zwischen Nahrungsaufnahme von Carotinoiden, Anreicherung und
Metabolisierung in der Retina sowie Auswirkung auf die retinale Degeneration

bestimmt werden.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Gerite

7.1.1 HPLC-Anlagen

Zwei Agilent HPLC-Systeme der Serie HP 1100
mit der Bindren Pumpe G 1312A (Agilent Technologies, Waldbronn).

Als UV-Detektoren wurden eingesetzt:

Agilent UV-Detektor G1314A der Serie HP 1100 (Agilent Technology, Waldbronn),
UV-Detektor Lambda 1010 (Bischoff Analysentechnik und -gerdte GmbH, Leonberg),
Waters 990 Photodiode Array Detector (Waters GmbH, Eschborn)

Shimadzu UV-2102 PC UV-Vis Spektralphotometer (Shimadzu GmbH, Duisburg)

Steuersoftware: HyStar NT 2.0 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen)

Fiir die HPLC-NMR-Kopplungsexperimente wurde eine Bruker Peak Sampling Unit
BPSU-12 (Bruker Analytik GmbH, Rheinstetten) als Interface verwendet.

7.1.2 Massenspektrometer

» Bruker Esquire-LC Ion Trap LC/MS™-System G1980AA (Bruker Daltonik GmbH,
Bremen) mit APCI Interface.

» Bruker Esquire3000 Ion Trap LC/MS™-System (Bruker Daltonik, Bremen) mit
APCI Interface.

Die HPLC-APCI-MS-Kopplung erfolgte mit einem Agilent HPLC-System der Serie
HP 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn) unter Verwendung der Bruker Daltonics
Esquire NT 4.0 Steuersoftware und Data Analysis 2.0 Software (Bruker Daltonik,

Bremen).
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7.1.3 NMR-Spektrometer

Die HPLC-NMR-Kopplungsexperimente wurden an einem Bruker AMX600
Spektrometer (Magnetfeldstirke 13.1 Tesla, Protonenresonanzfrequenz 600.13 MHz)
mit einem inversen 120 pl-Durchflussprobenkopf (Bruker Analytik GmbH,
Rheinstetten) durchgefiihrt.

Die 'H-HR-MAS-NMR-Experimente wurden an einem Bruker ARX400 Spektrometer
(Magnetfeldstirke 9.4 Tesla, Protonenresonanzfrequenz 400.13 MHz) durchgefiihrt.

Die Gerdte wurden iiber eine O2-Workstation (Silicon Graphics) mit XWINNMR-
Software (Bruker Daltonik GmbH, Bremen) gesteuert. Die Datenauswertung erfolgte
sowohl an einer INDY-Workstation (Silicon Graphics) mit XWINNMR-Software als
auch am PC mit 1D und 2D WINNMR-Software (Bruker Daltonik GmbH, Bremen).

7.2 Chemikalien

Extraktion und Chromatographie:

HPLC-reine Losungsmittel: Aceton, Chloroform, Dichlormethan, Diethylether,
N,N-Dimethylformamid, Ethanol, n-Heptan, n-Hexan, Isopropanol, Methanol,
t.-Butylmethylether, Tetrahydrofuran (alle LiChrosolv, Fa. Merck KGaA, Darmstadt)

Carotinoid-Standards: all-E B-Carotin, all-E Lycopin, all-E Meso-Zeaxanthin, all-E
(R,R)-Zeaxanthin, all-E (S,S)-Zeaxanthin, Echichenon (alle BASF AQG), all-E Lutein
(Hoffmann LaRoche AG, Basel sowie Kemin Ind., Des Moines, IA, USA), B-Apo-8'-
carotenal (Fa. Fluka, Neu-Ulm).

Als Stabilisator: BHT (2,6-Di-t.-butyl-p-kresol; Fa. Sigma-Aldich GmbH, Steinheim)

Als MSPD-Sorbensmaterial: Isolute MSPD CI18 sowie Isolute MSPD C18(EC)
(Separtis GmbH, Grenzach-Wyhlen)

HPLC-NMR-Kopplung:

Deuteriumoxid (Deutero GmbH, Kastellaun)
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7.3 Probenvorbereitung und Extraktion

7.3.1 Carotinoid-Standards

1 mg der reinen all-E Carotinoid-Standards wurde in 1 ml Aceton gelost. Nach Zugabe
eines Tropfens einer lodlosung (in n-Hexan) wurde die Carotinoid-Standardlosung

eine Stunde unter UV-Licht isomerisieﬂﬂ6.

7.3.2 Pflanzen und Gemiiseproben

Anaylse von Tomatenschalen und Karotten mittels HR-MAS-NMR-Spektroskopie:

Die Tomaten wurden geschélt und in kleine Stiicke geschnitten. Die Karotte wurde in
kleine Stiicke gerieben und diese weiter zerkleinert. Die Proben wurden jeweils in
einen Morser gegeben, mit fliissigem Stickstoff iibergossen und fein gemorsert und

danach lyophilisiert.
Quantitative Analyse von Spinatproben:

Nach der Ernte wurden die Spinatblétter gewaschen, danach mit fliissigem Stickstoff
kurz abgeschreckt und im Morser fein zerkleinert. Fiir die Untersuchung von
gekochtem Spinat wurde dieser wie vorgeschrieben mit Wasser versetzt und in einer
Mikrowelle bei 600 W sechs Minuten erhitzt. Die MSPD-Analyse wurde mit je 0.5 g
an Spinatprobe durchgefiihrt. Hierbei wurde die Probe zusammen mit 1.5g
Sorbensmaterial, 8.0 pg an internem Standard (B-Apo-8’-carotenal) sowie einigen
Kornchen BHT als Stabilisator in einem Morser vermischt und zu einem homogenen
Pulver verrieben. Das resultierende glatte, trockene Pulver wurde in ein Leerreservoir
mit eingelegter Fritte eingefiillt. Nach Auflegen einer zweiten Fritte wurde das
Sorbensbett so dicht wie moglich zusammengepresst. Polare Verunreinigungen
konnten mit 15 ml bidestilliertem Wasser eluiert werden, bevor die Carotinoide in

reiner und aufkonzentrierter Form mit etwa 400 pl Aceton eluiert werden konnte.

Die Analyse der Tomatenprobe (Schale) wurde ohne Zusatz des internen Standards auf

die selbe Weise durchgefiihrt.
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Préaparation und Zubereitung von gelabeltem Gemiise fiir die Bioverfligbarkeitsstudie:

Die beiden Gemiisesorten (Spinat sowie Collard Green Kohl) wurden am USDA
HNRC on Childrens in Houston, Texas von Prof. M.A. Grusak in einer Nahrlosung mit
25 Atom-% Deuteriumoxid hydroponisch angebaut. Die spezielle Gewédchskammer
wurde einem moglichst naturgetreuen Anbau nachempfunden, also mit kiinstlich
erzeugtem Tagesablauf mit Sonnenaufgang und -untergang. Nach etwa fiinf Wochen
wurde das gelabelte Gemiise gerntet und bei -80 °C tiefgefroren. In Boston am USDA
HNRC on Aging der Tufts University wurden die Gemiisesorten zur Nahrung
prapariert und portioniert. Dabei wurden die Gemiisesorten gewogen, klein
geschnitten, und anschliefend fiinf Minuten geddmpft. Danach wurden die Pfanzen in

pliriert und portioniert.

7.3.3 Serumproben

Die gesamte Analyse von Serumproben fand unter Rotlicht statt und damit unter
Ausschluss von Sonnenlicht. Die Blutplasmaproben wurden mit einem Serum-Plasma-
Separator Sure-Sep”II in Serum umgewandelt. Dabei wurde die Proben mit dem Sure-
Sep”“II-Deckel fiir zehn Minuten bei 6 °C und 3000 rpm zentrifugiert (Sorvall RT6000
kiihlbare Zentrifuge, Kendro Laboratory Products, Newtown, CT, USA). Und dann das

Serum abdekantiert.

0.5 ml Serum wurde mit 5 ml Chloroform/Methanol (2:1, v/v), 375 ul des internen
Standards Echichenon sowie 1.25 ml einer 0.85 % Kochalzlosung versetzt und die
Mischung zehn Minuten bei 6 °C und 3000 rpm zentrifugiert. Die Chloroformphase
wurde abgetrennt. Dann wurde 5 ml n-Hexan zugegeben und nochmals 10 Minuten
zentrifugiert. Die Hexanphase wurde zur Chloroformphase zugegeben und im
Stickstoffstrom bei 25 °C zur Trockne eingeengt. Die extrahierten Carotinoide wurden

in 300 pl Ethanol aufgenommen.
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7.3.4 Retinen

Alle Retinen wurden am Institut fiir Experimentelle Ophthalmologie der Universitéts-

Augenklinik Tiibingen von Prof. Dr. K. Kohler prépariert.

Die Hiithner und RCS-Ratten stammten dabei aus Instituseigener Tierhaltung. Die
Humanretinen wurden von der Universitdtsklinik Tiibingen von Organspendern
erhalten. Die nicht-humanen Primatenretinen wurden vom Deutschen Primatenzentrum
in Gottingen in tiefgefrorenen Zustand (bei -80 °C mit Trockeneis) zur Verfiigung
gestellt. Die Augen der Schweine wurden an der Universitut Hohenheim im Labor von

Prof. Dr. Carle seziert und vor Ort pripariert.

Die gekiihlten Augen wurden den getdteten Tieren in der Dunkelheit entnommen und
unter Eiskiihlung vorsichtig aufgeschnitten. Der Fiillkérper wurde entfernt, danach
wurde das Auge kurzfristig in einen Phosphatpuffer getaucht. Dadurch lésst sich die
Netzhaut leicht vom Rest des Auges abtrennen und in die verschiedenen Teilabschnitte
aufteilen. Die weiteren retinalen Gewebe (Choroid, Vitreus, Pekten) wurden auf diese
Weise auch vom Auge abgetrennt. Bis zur Analyse wurden die Retinen bei -40 °C
tiefgefroren gelagert. Die Extraktion der Carotinoide aus retinalem Gewebe erfolgte
mit der gleichen MSPD-Methode wie zur Analyse von Spinat. Die Extraktion dauert

nur etwa 20 Minuten.

7.4 Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC)

7.4.1 Trennsiulen

» LiChrospher® RP-18 ADS-Siule (25*4 mm, 25 um PartikelgroBe) zur Anreiche-

rung von Carotinoiden aus humanen Plasmaproben (Fa. Merck KgaA, Darmstadt)

> Bischoff ProntoSIL 200-3-C30-Siulen mit 3 um PartikelgroBe, 200 A Porenweite
(150*4.6 mm sowie 250*4.6 mm, Bischoff Analysentechnik und -gerdte GmbH,
Leonberg) zur Trennung, HPLC-MS- sowie HPLC-NMR-Kopplung von

Carotinioid-Steeoisomeren aus biologischen Geweben
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» Stability C30-Saule (nicht endgecappt) sowie Stability C30-PG-Saule (endgecappt)
mit 5 pm PartikelgroBe, 100 A Porenweite (250*4.6 mm, Dr. A. Maisch,

Ammerbuch) zur Carotinoid-Stereoisomerentrennung

» YMC C30-Siule mit 3 um PartikelgroBe, 200 A Porenweite (150%4.6 mm, YMC

Inc., Milford, MA, USA) zur Trennung von Carotinoiden aus humanem Serum

7.4.2 Chromatographische Bedingungen

Die Trennungen wurden mit 1 ml/min Flussrate bei Raumtemperatur aufgenommen

und die Carotinoide bei 450 nm detektiert, soweit nicht anders beschrieben.

a) Identifizerung von Carotinoid-Stereisomeren mittels C;yp-Sdulen unterschiedlicher
Retentionseigenschaften: Injektion von 10 pl eines isomerisierten Carotinoidstandards

(Lutein und Zeaxanthin); bindres Eluentengemisch aus Aceton und Wasser
Stability C30-Séule: isokratische Trennung mit Aceton/Wasser 84/16 (v/v)

Stability C30-PG-Saule: Gradientenelution mit Aceton/Wasser: 0-10 min. 70/30 (v/v);
10-30 min. linearer Gradient auf; 30-35 min. 100/0 (v/v)

b) Carotinoid-Stereoisomere aus Spinat: Injektionen von je 25 pl

Bischoff ProntoSIL 200-3-C30-Séule (250*4.6 mm): Gradientenelution mit Aceton/
Wasser: 0-21 min. 86/14 (v/v); 21-25 min. linearer Gradient auf; 25-40 min. 97/3 (v/v)

¢) Trennung von Carotinoid-Stereoisomeren aus retinalem Gewebe:
Auf die Trennsdulen wurden zwischen 10 und 50 pl der Extrakte injiziert.

Retinales Gewebe von Mensch, Huhn, und Schwein: ProntoSIL C30-Saule (150*4.6
mm): Gradientenelution mit Aceton/ Wasser: 0-3 min. 75/25 (v/v); 3-20 min. linearer

Gradient auf 75/25 (v/v); 20-27 min. linearer Gradient auf; 27-40 min. 100/0 (v/v)

Retinales Gewebe von Primaten und Ratten: ProntoSIL C30-Saule (250*4.6 mm):
Gradientenelution mit Aceton/ Wasser: 0-3 min. 78/22 (v/v); 3-25 min. linearer

Gradient auf; 25-40 min. 98/2 (v/v)
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d) Carotinoid-Stereoisomere aus der Tomatenschale: UV-Detektion bei 469 nm

Bischoftf ProntoSIL 200-3-C30-Sdule (150*4.6 mm): Injektion von 20 ul des Extrakts.
Gradientenelution mit Aceton/Wasser: 0-3 min. 75/25 (v/v); 3-27 min. linearer

Gradient; 27-45 min. 100/0 (v/v)
e) Carotinoide aus humanem Serum: Trennung bei 16 °C, Injektion von je 50 pl

YMC C30-Sdule: Gradientenelution mit zwei Gemischen aus Methanol/TBME/
Wasser: A mit 83/15/2 (v/v/v) und B mit 8/90/2 (v/v/v). 0-1 min. 100 % A; 1-8 min.
lin. Gradient; 8-13 min. 70 % A; 13-22 min. lin. Gradient; 22-24 min. 45 % A; 24-34
min. lin. Gradient; 34-38 min. 5 % A; 38-40 min. lin. Gradient; 40-50 min. 100 % A.

f) Trennung von {-Carotin-Stereoisomeren: UV-Detektion bei 400 nm

YMC C30-Saule: isokratische Trennung mit Methanol/TBME/Wasser 56/30/4 (v/v/v)
bei 28 °C und 0.9 ml/min Flussrate

Optimierte Methode auf Bischoff ProntoSIL C30-Siule (250*4.6 mm): isokratische

Trennung mit Aceton/Wasser 95/5 (v/v) bei 1 ml/min Flussrate und Raumtemperatur
g) Anreicherung von Carotinoiden aus humanem Plasma:

Konditionieren mit Isopropanol, Methanol und Wasser; Injektion von 250 pl Plasma;
Isokratische Anreicherung mit Acetonitril/Wasser 3/97 (v/v) fiir 10 Minuten und UV-
Detektion bei 254 nm; isokratische Trennung der Carotinoide mit Aceton/Wasser

84/16 (v/v) und UV-Detektion bei 450 nm.

7.5 HPLC-MS-Experimente

Die Massenspektren der Carotinoide aus Spinatproben und retinalem Gewebe wurden
in einem Massenbereich von m/z 200 - 800 aufgenommen. Die Corona-Spannung
wurde auf 3 kV optimiert, so dass der resultierende Strom 8 - 10 pA betrug. Stickstoff
wurde sowohl als Trocknungsgas und Trigergas bei 300 °C verwendet. Die
Ionisierungskammer war auf 300 °C thermostatisiert. Die Spektren wurden im

positiven lonenmodus durchgefiihrt mit Injektionen von 10 und 20 pl.
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Die Massenspektren der Carotinoide aus Serumproben fiir die Biovefiigbarkeitsstudie
wurden in einem Massenbereich von m/z 540 - 570 aufgenommen. Die Corona-
Spannung wurde auf 2.5 kV optimiert, der daraus resultierende Strom betrug zwischen
4 und 8 pA. Stickstoff wurde sowohl als Trocknungsgas und Trigergas (4 1/min bei
250 °C) verwendet. Die APCl-lonisierungskammer war auf 300 °C thermostatisiert. Es
wurden generell 50 pl der Serenextrakte auf die Trennséule injiziert und im positiven

Ionenmodus aufgenommen.

7.6 NMR-Spektroskopie

7.6.1 'H-HR-MAS-NMR-Experimente

Die Spektren wurden bei 300 K in 4 mm Rotoren durchgefiihrt. Die Spektren wurden
mit 32 k Datenpunkten in einem spektralen Bereich von 8064.5 Hz aufgenommen. 4 k
Scans wurden mit einer Delayzeit von 1.6 s akkumuliert. Vor der Fourier-
Transformation wurde der FID mit einer Exponentialfunktion mit einer Linien-

verbreiterung von 1 Hz multipliziert.

7.6.2 Kopplungsexperimente

Die 1D-Experimente der {-Carotin-Stercoisomere wurden mit je 4 k Transienten bei
32 k Datenpunkten in einem spektralen Fenster von 12195 Hz aufgenommen. Die
Lycopin-Stereoisomere wurden mit 2 - 6 k Transienten bei 16 k Datenpunkten in
einem spektralen Fenster von 8400 Hz aufgenommen. Die Temperatur betrug generell

300 K. Die Injektinsvolumina betrugen zwischen 25 und 50 pl.

Das Losungsmittelsignal von Aceton bei 2.04 ppm sowie das Restsignal von Wasser
bei 4.7 ppm wurde dabei mittels einer Vorsdtigungsmethode unterdriickt. Die
Vorsittigung wurde dabei wihrend der 1.6 s Delayzeit mit Shaped-Pulsen
(Rechteckpulse mit 100 ms Lénge) durchgefiihrt.
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Vor der Fourier-Transformation wurden die FIDs jeweils mit einer Exponential-
funktion mit einer Linienverbreiterung von 0.3 Hz multipliziert sowie ein Zero-Filling

auf 32 k Datenpunkte durchgefiihrt.

Die 2D-Experimente wurden mit einer COSY Pulssequenz durchgefiihrt. Fiir das
Lutein Spektrum wurde 40 ul auf die Trennsédule injiziert, fiir Lycopin 30 ul. Beide
Spektren wurden mit 2 k Datenpunkten in einem spektralen Bereich von 13513 Hz bei
300 K aufgenommen. Die Anzahl der Experimente in F1-Dimension lag bei 280, die
Anzahl der akkumulierten Transienten bei 256. Vor der Fourier-Transformation mit
2 k Datenpunkten in beiden Dimensionen wurden die Spektren mit einer Sinusfunktion

multipliziert und basislinienkorrigiert.
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