Unter suchungen zur
Anreicherung und Bioverflugbarkeit
von biologisch aktiven Substanzen unter Anwendung
der HPLC-NMR- und der HPL C-M S-Kopplung

DISSERTATION

der Fakultét fiir Chemie und Pharmazie
der Eberhardt-Karls-Universitét Tiibingen
zur Erlangung des Grades eines Doktors

der Naturwissenschaften

2003

vorgelegt von

Annette Lienau



Tag der miindlichen Priifung: 17. April 2003

Dekan: Professor Dr. H. Probst

1. Berichterstatter: Professor Dr. K. Albert
2. Berichterstatter: Professor Dr. T. Ziegler
3. Berichterstatter: Professor Dr. S. Berger



Die vorliegende Arbeit wurde am Institut fiir Organische Chemie der Universitét
Tiibingen unter der Anleitung von Herrn Professor Dr. Klaus Albert im Zeitraum von

Januar 2001 bis Mérz 2003 durchgefiihrt.

Herrn Professor Dr. Klaus Albert danke ich sehr herzlich fiir die spannende
Themenstellung, fiir sein Interesse an meiner Arbeit sowie fiir die Bereitstellung der
optimalen Ausstattung zur Durchfiihrung dieser Arbeit. Dariiber hinaus ermoglichte er
die Vertiefung meines Wissens durch einen Forschungsaufenthalt in den USA und die

Teilnahme an zahlreichen nationalen und internationalen Tagungen.






Mein Dank gilt allen Freunden, Kollegen und Kooperationspartnern, die durch ihre
standige Unterstiitzung erst die erfolgreiche Fertigstellung der vorliegenden Arbeit

ermoglicht haben. Besonders bedanke ich mich bei:

Manfred Krucker fiir die tolle Zusammenarbeit, die unzdhligen wissenschaftlichen und

aulleruniversitiren Diskussionen sowie fiir das Korrekturlesen dieser Arbeit.

Dr. Tobias Glaser fiir das Einarbeiten in die Thematik der Analytik bioaktiver
Substanzen und seine stetigen fachlichen Anregungen, die dankbar aufgenommen

wurden.

Meinen Kollegen Karsten Putzbach, Daniel Zeeb, Gerd Fischer, Dr. Heidi Héndel, Dr.
Urban Skogsberg und Christoph Meyer fiir die groB8e Hilfsbereitschaft bei allen Fragen
und Problemen, sowohl fachlicher als auch organisatorischer Natur, und das

freundschaftliche Arbeitsklima.

Dr. Elke Gesele, Norbert Welsch und Prof. Hong-Bin Xiao fiir die Zusammenarbeit
und das kollegiale Arbeitsklima.

Den ehemaligen Mitgliedern der Arbeitsgruppe Albert, Dr. Markus Dachtler, Dr.
Christine Hellriegel, Dr. Holger Fischer, Dr. Stefan Bachmann, Dr. Jiirgen Wegmann,
Alexandre Schefer und Christel Wolf, die mich geduldig und hilfsbereit eingearbeitet
haben.

Den Mitarbeitern der NMR-Abteilung, allen voran Paul Schuler, fiir die freundliche

Unterstiitzung bei der Durchfiihrung von NMR-Experimenten.

Prof. Konrad Kohler fiir die Pridparation unzihliger Retinen, die Durchfiihrung der

Fiitterungsexperimente und den unermiidlichen Wissenstransfer.

Dr. Guangwen Tang, Dr. Norman Krinsky, Dr. Robert Russell und Jian Qin vom
Human Nutrition Research Center der Tufts University, Boston, USA, fiir die
Gastfreundschaft, die hervorragende Betreuung und die Bereitstellung der

Serumproben im Rahmen der Bioverfiligbarkeitsstudie.

Dr. Ulrich Braumann und Dr. Li-Hong Tseng von Bruker Biospin fiir die vertiefende
Einarbeitung in die LC-NMR-Kopplung, sowie Dr. Petra Palloch von Bruker Saxonia
fiir die Bereitstellung eines Esquire LC-MS-Systems.



Den Mitarbeitern des Instituts fiir Parodontologie und Zahnerhaltung der
Universitdtsklinik fiir Zahn-, Mund- und Kieferkrankheit in Homburg fiir die
Durchfiihrung des klinischen Teils der Studie zur Anreicherung von Tocopherolen im

Zahnfleisch.

Der Pro Retina Deutschland e.V. fiir die finanzielle Forderung meiner Doktorarbeit

durch ein Stipendium.

Mein besonderer Dank gilt meinen Eltern und meinem Bruder Frank fiir ihre

uneingeschrinkte Unterstiitzung wahrend meines gesamten Studiums.



Inhaltsverzeichnis 1

I nhaltsver zeichnis
I ] ] 1= T AU Lo TSR 1
2 Problemstallung.........ccciiiiii e 5
3 Biologisch aktive Inhaltsstoffein der Pravention..........ccccoceevveennene 7
30 R oot o] 0= o] ST RSP RP 7
31T SHUKEUTCN. .ottt e et e e e ta e e eaaeeennaeas 7
3.1.2 Vorkommen und Synthese............coooimriiiriiiiiiieeeeeeee e 9
3.1.3 Tocopherole in der Pravention...........cccceeevieriieeniieeiie e 10
3.1.3.1 Antioxidative WATKUNG..........ccoooiiiiiiiicicceceeeee e 10
3.1.3.2 Rolle der Tocopherole bei der Pravention von Krankheiten............ 11
3.1.3.3 Biologische WArksamkeit...............coovevueeciieiieiieeeeeeeeeeee e 12
Exkurs:  Zahneund Zahnpflege........ccoeieiiiiiineieseseee e 14
G O o 11 010 Lo [PPSR 16
3.2.1 SHruKEUTEN....ooiiiiiecieee et 16
3.2.2 Vorkommen und Synthese..........ccccceeviiiiiiieiiiiieeie e 19
3.2.3 Carotinoide in der Pravention..........cccceeeecuviieeiiieeiiiieciee e 21
3.2.3.1 ALIQEMEINES.......c.oveieieeeee et 21
3.2.3.2 Protektive Wirkung von Carotinoiden in der Retina........................ 23
3.2.4 Bioverfiigbarkeit von Carotinoiden.............cccecveeviieenieenieesieerie e 26
4 Analytik von biologisch aktiven Inhaltsstoffen...........cccccoccvevivenne, 29
N T (=1 1o P 29
4.1.1 Flissig-Flissig-EXtraktion...........ccccoeeiiiiniiienniiiiiiie e 29
4.1.2 Matrix Solid Phase DiSpersion...........ccceeeeeveeeevreeeeiieeeeiieeeeveeeeevee e 30
4.2 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC).....ccceecvvivvveiieenee 32
4.2.1 Grundlagen.........ccccviieiiiiieiiie e et e e raeeen 32
4.2.2 HPLC-UV-Kopplung von Carotinoiden und Tocopherolen................... 32
4.3 KopplungSmMELNOUEN.........cceiiiiieieee e e e s 34
4.3.1 HPLC-MS-KOPPIUNG.......ooiiiiiiiiiiieciiie ettt e 34
4.3.2 HPLC-NMR-KOPPIUNG......eveeereeeeeeeeereseeeereseeeeeseeeesseeseesseeeeeseseeeesen. 36

4.3.2.1 Experimenteller Aufbau.............c.cooovevieiiiiiiiee e 37



Inhaltsverzeichnis 11

4.3.2.2 Anforderungen an die Chromatographie€............ccccccoeeveeereeieennennne. 39

4.4 KapillarMethOOeN........cooiiiieeece e 42

4.4.1 Kapillar-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (WHPLC).............. 42

4.4.2 Miniaturisierte Kopplungsmethoden.............cccccovvviiiiiiiiiiiiiiieeieee, 43

5 EFQEDNISSE.....eei ittt ne s 45

5.1 Untersuchung von Tocopherolen in Zahncreme und Zahnfleisch........... 45

5.1.1 Design der StUdiC.......cccueiieiiiiiiiiiieeiie et 45

5.1.2 Chromatographische Trennung der Tocopherole...........c.ccccevvvveennennnnne. 46
5.1.3 Identifizierung der Tocopherol-Homologen mittels HPLC-NMR-

KOPPIUNG....neiiieiiie e e e 47

5.1.4 Extraktion von Tocopherolen aus Zahncreme.............cooceeveenienieneennne. 51

5.1.5 Extraktion von Tocopherolen aus Zahnfleisch...........c.cccccovvviviiiinnnnnn. 53

5.1.6 Massenspektrometrische Untersuchungen von mit Tocopherol-haltiger
Zahncreme behandeltem Zahnfleisch..........cocooeiiniiiiniiiiie, 57
5.2 Bioverfugbarkeit von Carotinoiden ausintrinsisch gelabeltem Gemiuse. 60
5.2.1 Design der StUAIC.....ccuierueieiiieiieeciieeeeee et 60
5.2.2 Aufzucht, Vorbereitung und Analyse des intrinisch gelabelten Spinats. 62

5.2.3 Untersuchung der Anreicherung von Lutein aus partiell deuteriertem

Spinat mittels HPLC-UV- und HPLC-APCI-MS-Kopplung.................. 65
5.2.4 Berechnung der Anreicherung. .........ccocceeviieriiienieeniieeeeeee e 68
5.2.5 Berechnung der absoluten Bioverfiigbarkeit.................................. 70

5.3 Bestimmung der Anreicherung von Carotinoid-lsomeren in retinalem

Gewebe durch Futter ungseXperimente... ... 77
5.3.1 Design der StUdIC.......cccueiiiiiiiiiiiieeiiie e 77
5.3.2 Vergleich des Isomerpatterns in Hiihnerretinen nach Fiitterung mit

Standardfutter oder MaiSSChrot............ccoocuiiiiiiiiiiiniiiiccieeceecee, 79
5.4 Miniaturisierung der analytischen Methoden...........ccooiininiiiiiicine 86
5.4.1 pHPLC-Trennungen von Tocopherolen und Carotinoiden.................... 86

5.4.2 Identifizierung der Tocopherol-Homologen mittels on-line pHPLC-
NMR-KOPPIUNG. ..ottt 88



Inhaltsverzeichnis 11T

6 Experimenteller Tail......coo e 93
T A CT= | SRR RSTSRSSS 93
6.1.1 HPLC-ANIAZEN......cciiiiiiiiieciie et 93
6.1.2 MassenSpektrOMELET.........eeeviuieeeiiiieeiie et 93
6.1.3  NMR-SPEKtrOMELET....c.eveeieiiiieeiiie ettt e en 94
6.2 ChemiKalien.......ccooiieiecieeee e 94
6.3 Probenvorbereitung und EXtraktion.........ccoccovevienininnesiene e 95
6.3.1 TOCOPREIOIE.....cccuviiiiiiieciiie et e 95
6.3.1.1 Tocopherol-Sandards.............cc.eeeveeeiiiiiiceie e 95
6.3.1.2 Extraktion von Tocopherolen aus Zahncreme..............ccccevveveenneene. 95
6.3.1.3 Extraktion von Tocopherolen aus Zahnfleisch.............c...ccccovee. 96
6.3.2  CarotiNOIAC.......ccouviieeiiieeiiiie ettt ettt e e e eeenes 96
6.3.2.1 Carotinoid-Sandards.............cccoceeeriererieresieeseeee e 96
6.3.2.2 Zucht von intrinsisch gelabeltem Spinat und Extraktion der
CarOtiNOITE.......c..eoeieeieie ettt 96
6.3.2.3 Extraktion von Carotinoiden aus Serumproben...............ccccceeveeee. 97
6.3.2.4Extraktion von Carotinoiden aus retinalem Gewebe......................... 98
6.4 Hochleistungsflissigkeitschromatographie...........cocovereieieeniieeicnee, 99
6.4.1 Sdulen und Kapillaren........cccccoeoiiiiiiiiiiiiiiiiie e 99
6.4.2 Chromatographische Bedingungen............cccccevviieiieniieniineieeieee 99
6.4.2.1 Bedingungen flr die HPLC............cccocooieiieieeeeeeeeeeee e, 99
6.4.2.2 Bedingungen flr die JHPLC.............cooveoieiieieeeceeeee e, 100
6.5 HPLC-MS-EXPEIMENTE.......coiiiiiieeeeee e 101
6.6 HPLC-NMR-EXPErIMENte.....cccueeeciieeee e 101
6.6.1 HPLC-NMR-KOPPIUNG......c.ooieiiiiiiiieeeieeeee et 101
6.6.2 Hochauflosungs-NMR-Spektroskopie..........ccceeeeevieeeriieenniieeniieeennn. 101
6.6.3 HUHPLC-NMR-KOPPIUNG.......cccoviiiiiiieiiiiecieeeeee e 102
7 Zusammenfassung und AUSBIICK. ..o, 103

ol L (= - | (| TR U UEPUTRR PR RRRPRRIIN 107



Abkiirzungsverzeichnis

1A%

AbkUrzungsverzeichnis

1D
2D

ACN
AMD
APCI

BMI
BPC
BPSU
CI
COSY

D,COD
D,O
ESI
FID

FT

H,O

HNRC
HPLC

LLE

m/z
MHz

chemische Verschiebung

eindimensional

zweidimensional

Angstrom

Acetonitril

Altersbedingte Makuladegeneration
Atmospheric Pressure Chemical Ionization
(Chemische Ionisierung bei Atmosphérendruck)
Body Mass Index

Base Peak Chromatogram

Bruker Peak Sampling Unit

chemische lonisation

Correlated Spectroscopy

Tag

Methanol-d,4

Deuteriumoxid

Electrospray-lonisierung

Free Induction Decay (Freier Induktionsabfall)
Fourier-Transformation

Stunde

Wasser

Human Nutrition Research Center

High Performance Liquid Chromatography
(Hochleistungsfliissigkeitschromatographie)
Hertz

Kelvin

Liquid Liquid Extraction (Fliissig-Fliissig-Extraktion)

Masse
Masse-zu-Ladung-Verhiltnis

Megahertz



Abkiirzungsverzeichnis

min
MeOH
MS
MSPD
pHPLC
NMR

NP

ppm
RCS
RP

SIC
TBME
Toco

USDA

Uv

Minuten

Methanol

Massenspektrometrie

Matrix Solid Phase Dispersion
Kapillar-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
Nuclear Magnetic Resonance
(magnetische Kernresonanzspektroskopie)
Normal Phase

parts per million

Royal College of Surgeons

Reversed Phase (Umkehrphase)

Selected Ion Chromatogram

Temperatur

tert. Butyl-methyl-ether

Tocopherol

Unites States Department of Agriculture
(U.S. Landwirtschaftsministerium)

Ultraviolett



Abkiirzungsverzeichnis

VI




Einleitung 1

1 Einleitung

In den letzten Jahren wurde die Aufmerksamkeit von Medizinern und Erndhrungs-
wissenschaftlern auf die sekunddren Pflanzenwirkstoffe gelenkt. Der Grund hierfiir
liegt in der Tatsache, dass in vielen Féllen Korrelationen zwischen der vermehrten
Aufnahme dieser Substanzen und einem geringeren Risiko, Volkskrankheiten wie
Herz-Kreislauf-Erkrankungen, degenerative Augenkrankheiten und verschiedene
Arten von Krebs zu entwickeln, auftraten. Dabei riickten nicht nur die allgemein
bekannten Vitamine in den Vordergrund, sondern auch weitere Substanzgruppen wie

beispielsweise die Flavonoide und Carotinoide!'” I,

Die gesundheitsfordernde Wirkung dieser Substanzen ist durch deren antioxidative
Fahigkeiten bedingt. Dies bedeutet, dass sie die Zellen im menschlichen Korper vor
oxidativem Stref schiitzen konnen, vom dem mittlerweile bekannt ist, dass er an der
Progression von vielen Krankheiten beteiligt ist. Ausgelost wird dieser durch freie
Radikale, die durch Einwirkung der UV-Strahlung des Sonnenlichts entstehen.
Antioxidantien sind nun in der Lage, als Radikalfinger zu fungieren und die freien
Radikale zu binden und somit unschidlich zu machen. Dariiber hinaus konnen sie

durch Quenching schadlichen, sehr reaktiven Singulett-Sauerstoff deaktivieren'®”.

In zahlreichen klinischen und epidemiologischen Studien sind seither die antioxi-
dativen Wirkungen der verschiedenen sekunddren Pflanzenwirkstoffe in vitro und in
vivo untersucht worden. Gleichzeitig wurde in Tierversuchen, durch Supplemen-
tierungsstudien oder lediglich die normalen Erndhrungsgewohnheiten beobachtend

ihre Rolle in der Pravention von diversen Krankheiten untersucht.

Die stirkste antioxidative Wirkung in vitro wurde fiir die Substanzklasse der
Tocopherole gefunden, die zusammengefasst als Vitamin E bezeichnet werden.
Vitamin E wurde 1922 als der Nahrungsfaktor, der bei Ratten die Trachtigkeit aufrecht
erhilt, entdeckt. In den letzten Jahren gewannen die Tocopherole vor allem durch ihre
fiir den menschlichen Organismus glinstigen Eigenschaften an Bedeutung. Insbe-
sondere die protektiven Wirkungen beziiglich der Entstehung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, Krebs und dem AltersprozeS im Allgemeinen spielen bei der

Durchfithrung aktueller klinischer Studien eine entscheidende Rolle ™.



Einleitung 2

Eine weitere Gruppe von sekundiren Pflanzenwirkstoffen, die in der letzten Zeit
in das Licht der Offentlichkeit geriickt sind, sind die Carotinoide. Bis vor wenigen
Jahren wurden sie, insbesondere ihr bekanntester Vertreter, das schon 1826 entdeckte
B-Carotin, nur beziiglich ihrer Fdhigkeit, durch Spaltung Vitamin A zu liefern,
betrachtet. Es zeigte sich jedoch, dass auch die Carotinoide, die keinen Provitamin A-
Charakter besitzen, aufgrund ihrer antioxidativen Fihigkeiten zur Prdvention von
Krankheiten beitragen konnen, welches zu einer Ausweitung der bestehenden
Carotinoidforschung fiihrte. Zur Zeit werden besonders die Wirkungen der Carotinoide
gegen die Pathogenese von Krebs, koronaren Herzkrankheiten und degenerativen

Augenerkrankungen untersucht”® ',

Die gewonnenen Erkenntnisse iiber die gesundheitsfordernden Wirkungen der
sekundiren Pflanzenwirkstoffe haben zu einer Diskussion gefiihrt, welche Mengen an
diesen Substanzen fiir eine optimale Versorgung tiglich aufgenommen werden sollten.
Dabei werden sowohl Supplementierungen mit Nahrungsergdnzungsmitteln als auch
die gezielte Erndhrung mit sogenannten ,Nutraceuticals* (zuammengesetzt aus
Nahrungsmittel, eng. nutrition, und Arzneimittel, eng. pharmaceutical), also Lebens-
mitteln, deren Bestandteile einen weiterfilhrenden medizinischen oder gesundheit-

121 Bevor aber fiir alle sekundiren

lichen Nutzen besitzen, in Betracht gezogen
Pflanzenwirkstoffe Werte fiir den Tagesbedarf eines Menschen angegeben werden
konnen, wie es bei den Vitaminen schon der Fall ist, ist es notwendig, zu bestimmen,
in welchem MaBe die aufgenommenen Substanzen iiberhaupt vom Korper absorbiert

und am Wirkungsort angereichert werden!'!.

Neben dieser sogenannten
Bioverfiigbarkeit sind auch durch die Molekiilstruktur bedingte Unterschiede in der
biologischen Wirksamkeit zu bestimmen. Tocopherole treten beispielsweise als
mehrere Homologe mit optischen Isomeren auf, wihrend von den Carotinoiden neben

optischen auch diverse geometrische (Z-/E-) Isomere existieren!'*'],

Um die unterschiedlichen Strukturen und Isomere der jeweiligen Substanzklassen
zu identifizieren und diese quantitativ zu bestimmen, ist eine moderne, malige-
schneiderte Analytik notwendig. Diese umfasst neben der sorgfaltigen und schonenden
Extraktion der zu untersuchenden Substanzen aus ihrer Matrix, beispielsweise Serum

oder Gewebeproben, die Trennung und Strukturbestimmung aller Komponenten. Fiir



Einleitung 3

die Analytik von instabilen Substanzen wie den Tocopherolen und Carotinoiden, die
aufgrund ihrer antioxidativen Wirkung licht- und luftempfindlich sind, hat sich die
Kopplung der chromatographischen Trennmethode Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie (HPLC) mit einer spektroskopischen Technik zur Strukturaufklarung
als Methode der Wahl entwickelt. Dabei findet die Kopplung mit der Massenspektro-
metrie (LC-MS-Kopplung) aufgrund ihrer hohen Sensitivitdt vor allem Anwendung
bei limitierten Probenmengen''®'”, wihrend die HPLC-NMR-Kopplung bei der
Strukturaufkldrung unbekannter Substanzen viele wertvolle Informationen, auch

beziiglich geometrischer Isomere, liefert!'®'".

Der in biologischen Proben héufig geringen Analytmenge wird durch die
Miniaturisierung der klassischen HPLC-NMR-Kopplung Rechnung getragen. Die
Trennung erfolgt nun unter Verwendung einer Kapillar-Pumpe und gepackten Fused
Silica-Saulen, wihrend auf der Seite der NMR-Spektroskopie ein spezieller Kapillar-

Probenkopf zum Einsatz kommt™***".
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2 Problemstellung

Das Ziel dieser Arbeit war es, mit analytischen Methoden die Anreicherung und
Bioverfiigbarkeit von sekundédren Pflanzenwirkstoffen, insbesondere Tocopherolen
und Carotinoiden, in biologischen Matrices zu bestimmen. Dabei galt es, die Analyten
sowohl in der Nahrungsquelle bzw. dem Kosmetikum als auch am Wirkungsort
nachzuweisen und eine Quantifizierung durchzufiihren. Als Untersuchungsmethode
wurde hierfiir die chromatographische Trennmethode HPLC, zur Strukturaufklarung
der Analyten in Kopplung mit der NMR-Spektroskopie und der Massenspektrometrie,

verwendet.

Seit kurzem ist in Deutschland eine Zahncreme auf dem Markt, die Vitamin E
(Tocopherole) enthilt. Diese Tocopherole sollen durch ihre antioxidativen Fahigkeiten
das Zahnfleisch vor Angriffen durch Endotoxine schiitzen und praventiv oder kurativ
gegen Zahnfleischentziindungen wirken. Voraussetzung fiir die Entfaltung dieser
Wirkung ist jedoch, dass die Tocopherole im Zahnfleisch angereichert werden. Um
dies nachzuweisen, wurde in Zusammenarbeit mit der Zahnklinik der Universitit des
Saarlandes eine Studie durchgefiihrt, in der Zahnfleischproben von Probanden, welche
die Tocopherol-haltige Zahncreme verwendet hatten, auf die Anreicherung mit
Tocopherolen hin untersucht wurden. Die Identifizierung der verschiedenen

Tocopherol-Homologen erfolgte dann mit Hilfe der HPLC-NMR-Kopplung.

Das Ziel einer zweiten Studie galt der Bestimmung der absoluten Bioverfiigbarkeit
von Carotinoiden, in diesem Fall Lutein. Bisher konnte nur die Hohe der Anreicherung
der zu untersuchenden Carotinoide im menschlichen Serum nach einer Langzeit-
Supplementierung nachgewiesen werden'?”. In Kooperation mit dem Human Nutrition
Research Center (HNRC) der Tufts University in Boston, USA, sollte nun die
neuartige Methode der intrinsischen Markierung von Gemiise zur Bestimmung der
absoluten Bioverfiigbarkeit eingefiihrt werden. Dabei wurde ein Carotinoid-haltiges
Gemtise, hier Spinat zur Bestimmung der Bioverfiigbarkeit von Lutein, in
teildeuteriertem Wasser hydroponisch geziichtet. AnschlieBend wurde der gelabelte
Spinat einmalig von Probanden verzehrt, denen vor und in regelmiBigen

Zeitabstinden nach der Supplementierung Serumproben entnommen wurden. Unter
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Verwendung der HPLC-MS-Kopplung sollte es dann moglich werden, das deuterierte
Lutein aus dem gelabelten Spinat von dem endogenen Serum-Lutein zu differenzieren,

welches schlieflich die Berechnung der Bioverfiigbarkeit von Lutein erlaubt.

Ein wichtiger Wirkungsort der Carotinoide Lutein und Zeaxanthin ist die Retina
des menschlichen Auges. Dort verhindern sie aufgrund ihrer antioxidativen
Féahigkeiten Schiaden, die durch die eindringende UV-Strahlung resultieren konnen,
und sind dabei insbesondere an der Prdvention von altersbedingter Makula-
degeneration (AMD) beteiligt. Nachdem erste klinische Studien eine inverse
Korrelation zwischen der erhohten Aufnahme an Lutein und Zeaxanthin und der
Entstehung von AMD gezeigt haben, ist es nun interessant, die Anreicherung der

beiden Carotinoide in der Retina iiber Fiitterungsversuche zu verfolgen!**.

Dabei ist jedoch zu beachten, dass Lutein und Zeaxanthin sowohl in der Nahrung
als auch an ithrem Wirkungsort als mehrere geometrische Isomere vorliegen, die
moglicherweise unterschiedlich stark angereichert werden. Diese Vermutung soll nun
in einem Filitterungsexperiment genauer untersucht werden. Dazu wurden in der
experimentellen Ophthalmologie der Universitdts-Augenklinik in Tiibingen Hiihner
entweder mit Standardfutter oder mit Maisschrot gefiittert und die Isomerenpattern in

den Retinen im Anschluf3 an die Supplementierung miteinander verglichen.

Da sich bei der Analytik von Proben biologischen Ursprungs oft das Problem ergibt,
dass die zu untersuchenden Proben- und Analytmengen sehr gering sind, mufl auch
eine methodische Weiterentwicklung betriecben werden. Diese umfasst die
Implementierung der fiir die analytischen Fragestellungen verwendeten HPLC-
Trennungen auf einen miniaturisierten Maf3stab. Dariiber hinaus gilt es auch, die somit
ermdglichte Trennmethode pHPLC fiir die Strukturaufkldrung von instabilen
Substanzen mit der NMR-Spektroskopie zu koppeln. Zu diesem Zweck sollen erste
Experimente der uHPLC-NMR-Kopplung unter Verwendung eines neuen selenoiden

Kapillar-Durchflulprobenkopfes durchgefiihrt werden.
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3 Biologisch aktive Inhaltsstoffein der Pravention

3.1 Tocopherole
3.1.1 Strukturen

Die Tocopherole, auch als Vitamin E bezeichnet, wurden 1922 durch Evans und
Bishop entdeckt. Eine erste Isolierung und Strukturbestimmung von a-Tocopherol

wurde 1938 von Fernholz durchgefiihrt!****!.

Tocopherole sind Derivate von 6-Chromanol mit einer geséttigten
Phytylseitengruppe. Es existieren mehrere Homologe, die sich in der Anzahl und
Position der Methylgruppen am aromatischen Ring unterscheiden. Das wichtigste
Tocopherol ist das a-Tocopherol, welches am aromatischen Ring in 5-, 7- und 8-
Stellung Methylgruppen besitzt. Dariiber hinaus existieren - und y-Tocopherol, die
jeweils zweifach methyliert sind, ersteres in 5- und 8- Position, letzteres in 7- und 8-

Stellung. 8-Tocopherol trigt nur einen Methylsubstituenten in 8-Position!*®’.

Neben den klassischen Tocopherol-Homologen sind noch zwei weitere
Tocopherol-Derivate von Bedeutung. Dies ist zum Einen das am aromatischen Ring
vollkommen unsubstituierte Tocol, das in der Chromatographie hédufig als interner
Standard Verwendung findet. Auf der anderen Seite ist a-Tocopherolacetat als ein
weiteres wichtiges Derivat zu beachten. Aufgrund der Veresterung der
Hydroxylgruppe ist die Oxidationsanfalligkeit vermindert, welches die Stabilitit des
Molekiils erhoht und dazu fiihrt, dass a-Tocopherolacetat bevorzugt in der Industrie
Verwendung findet. Im Korper wird das a-Tocopherolacetat dann durch Hydrolyse zu
o-Tocopherol umgewandelt. Alle wichtigen Tocopherol-Homologen und deren

Derivate sind zusammenfassend in Abbildung 1 dargestellt.

Die Tocopherole besitzen jeweils drei stereogene Zentren an den
Kohlenstoffatomen C2, C4’ und C8’, woraus sich acht modgliche Stereoisomere
ergeben. In der Natur kommen dabei nur Isomere mit der Konfiguration 2R, 4’R, 8’R
vor, wihrend der Synthese (vgl. Kapitel 3.1.2) werden jedoch auch 2-epi-Tocopherole
gebildet, die die Konfiguration 2S, 4’R, 8’R haben!?..
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CH, a-Tocopherol

4

CH, [3-Tocopherol

H,C 4 CH,

CH, y-Tocopherol

4l

CH; O-Tocopherol

Tocol

CH,4 a-Tocopherolacetat

Abbildung 1: Strukturen der Tocopherole
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3.1.2 Vorkommen und Synthese

Natiirliche Quellen fiir Tocopherole sind vor allem pflanzliche Ole wie
Baumwollsaatol, Maiskeimol, Weizenkeim6l und Erdnussol. Die Anteile an den
verschiedenen Tocopherol-Homologen sind dabei unterschiedlich, Weizenkeimol
enthélt beispielsweise fast ausschlieBlich a-Tocopherol, wahrend Maiskeimol einen

hohen Anteil an y-Tocopherol besitzt.

Desweiteren sind groflere Mengen an Tocopherolen in Erdniissen, getrockneten
Sojabohnen, Weizenkeimlingen und Margarine zu finden, die meisten Obst- und
Gemiisesorten sowie Fleischprodukte sind relativ arm an Tocopherolen. Im
menschlichen Koérper sind Tocopherole iiberwiegend in Fettgewebe, Leber und

Muskeln vorhanden, wo sie nach Aufnahme und Resorption gespeichert werden'*”>*.

Die Biosynthese von Tocopherolen ist in Abbildung 2 dargestellt. Sie erfolgt in
den Chloroplasten hoherer Pflanzen und Algen {iber 4-Hydroxyphenyl-pyruvatsdure
und Homogentisinsdure, wobei zundchst &-Tocopherol entsteht. Durch zuséitzliche

Methylierungen werden daraus die a-, - und y-Homologen gebildet!*”".

HO,C C
HO COZH 2 /@/Y \@[CHzcozH
HO

H,COCO,H

OH
Shikimiséure Prephensaure 4-Hydroxyphenyl- Homogentisinsiure
pyruvatsdure
CH,
Cco,H
CHZOH n | HO
OH
Mevalonsi
cvalonsaure » Tocopherol

Homoarbutin

Abbildung 2: Vereinfachtes Schema der Tocopherol-Biosynthese

Die erste Tocopherol-Synthese wurde 1938 von Karrer vorgestellt, der eine
Kondensation von Trimethylhydrochinon mit dem Isoprenoid-Rest eines natiirlichen

Phytols durchfiihrte. Dabei entstand ein Gemisch aus RRR-0-Tocopherol und seinem
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Diastereomer 2-epi-0-Tocopherol, genannt 2-ambo-0-Tocopherol. Bei der Total-
synthese durch Kopplung von Trimethylhydrochinon mit synthetischem Isophytol
dagegen entsteht all-rac-a-Tocopherol, da in diesem Fall auch die Konfigurationen der

Seitenkette nicht festgelegt sind”>*~"".

3.1.3 Tocopherole in der Privention
3.1.3.1 Antioxidative Wirkung!’-*>%

Tocopherole konnen als wichtige Antioxidantien im menschlichen und tierischen
Organismus gefunden werden. Dort kommen sie vor allem in den fettreichen Teilen
der Zellen, wie Zellmembranen und Fettspeichern vor, wo sie die mehrfach
ungesittigten Fettsduren (poly unsaturated fatty acid, PUFA) vor Lipid-Oxidation
schiitzen. Der Mechanismus ist in Abbildung 3 dargestellt.

Bei Anwesenheit von freien Radikalen, die durch Bestrahlung, bei der anaeroben
Glycolyse oder als natiirliches Abwehrsystem gegen Pathogene gebildet werden, kann
einem Lipidmolekiil ein Proton abstrahiert werden. Das entstehende Alkylradikal ist
sehr reaktiv und reagiert sofort mit einem Sauerstoffmolekiil zu einem Peroxyradikal
weiter. Dieses kann nun im Sinne einer Kettenreaktion einem weiteren Lipidmolekiil
ein Proton entfernen oder eine Kettenabbruchreaktion unter Dimerisierung mit einem

anderen Peroxyradikal eingehen.

Tocopherole sind nun in der Lage, die Lipid-Oxidation in Lebensmitteln und
biologischen Systemen zu hemmen, indem sie ihr phenolisches Proton an entstandene
Lipidradikale abgeben. Es bildet sich ein Chromanoxyl-Radikal, welches in einem
zweiten Schritt mit einem weiteren Lipidradikal zu einem nicht-radikalischen Addukt
reagiert. Ein Tocopherol-Molekiil ist somit in der Lage, zwei Lipidradikale zu

vernichten.

In diesem Zusammenhang ist zu erwidhnen, dass synergistische Effekte beim
Zusammenwirken verschiedener Antoxidantien auftreten, das bedeutet, dass die
antioxidative Wirkung der kombinierten Antioxidantien groBer ist als die Summe der

Einzeleffekte. Hervorzuheben ist insbesondere die Kombination von Tocopherolen mit
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Vitamin C, Glutathionen oder Coenzym Q, da diese Stoffe in der Lage sind

,verbrauchtes* Tocopherol zu regenerieren.

Kettenstart
77 —— > X

freies Radikal

X e + LH — > Lo + XH

Lipid
Kettenfortpflanzung
Le + 0O, - = LOO e

LOO » + LH s LOOH + Le

Kettenabbruch

2 LOOe — LOOL + 0,

LOO » + ArOH —— LOOH + ArO e
Tocopherol

LOO + ArQe ——» nicht-radikalisches Addukt

Abbildung 3: Mechanismus der Lipid-Oxidation

3.1.3.2 Rolle der Tocopherole bel der Pravention von Krankheiten

In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass die Lipid-Oxidation eine Schliisselrolle
bei der Entwicklung von Volkskrankheiten wie Krebs, Herz-Kreislauf-Erkrankungen
und dem Alterungsprozess im Allgemeinen spielt. Aus diesem Grund sollte die
Anwesenheit von Antioxidantien wie den Tocopherolen zur Inhibition der Lipid-
Oxidation fiir die Privention oder sogar die Heilung von Krankheiten von groBer

Wichtigkeit sein*”.

Diese Schlussfolgerung war in der letzten Zeit Subjekt zahlreicher klinischer und
epidemiologischer Studien. Dabei zeigte sich, dass eine hohere Aufnahme oder sogar
Supplementierung (z.B. gezeigt in der Cambridge Heart Antioxidant Study) mit

Tocopherolen mit einem geringeren Risiko, Herzkranzgefiflerkrankungen zu
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entwickeln oder einen Herzinfarkt zu bekommen, einhergeht. Dariiber hinaus wurde
herausgefunden, dass entziindliche Prozesse, beispielsweise hervorgerufen durch

Ablagerungen bei Arthosklerose, durch Tocopherole eingeddmmt werden™®*",

Der Alpha-Tocopherol Beta-Carotene Cancer Prevention Trial (ATBC) konnte bei
der Supplementierung mit Tocopherolen im Gegensatz zur Verwendung von anderen
Antioxidantien auch positive Effekte fiir Raucher entdecken. Deren Risiko, an
HerzkranzgefaBBerkrankungen oder Tumoren, wie Lungen- oder Prostata-Krebs, zu

erkranken, wird bei Supplementierung mit Tocopherolen gesenkt!”>%*%.

Auch bei einer vorliegenden moderat ausgeprigten Alzheimer-Erkrankung hat die
erhohte Gabe von Tocopherolen positive Wirkung, da das Fortschreiten der Krankheit

deutlich verlangsamt wird™*".

3.1.3.3 Biologische Wirksamkeit!'-**

Obwohl bisher von den positiven antioxidativen Eigenschaften der Tocopherole
im Allgemeinen gesprochen wurde, ist es dennoch wichtig, eine Differenzierung
zwischen den verschiedenen Homologen und optischen Isomeren zu treffen. Der
Grund hierfiir liegt in den unterschiedlich stark ausgepridgten biologischen

Wirksamkeiten, die bei Versuchen in vitro bestimmt wurden.

Dabei zeigte sich, dass RRR-a-Tocopherol die groBte biologische Wirksamkeit
besitzt, widhrend die anderen Homologen gemdfl ihrer sinkenden Anzahl von
Methylgruppen am aromatischen Ring abnehmende biologische Aktivititen
innehaben. Aber auch die Esterfunktion an der Hydroxylgruppe des aromatischen
Rings wie auch die optischen Isomere des RRR-a-Tocopherols besitzen geringere
biologische Wirksamkeiten. Eine Zusammenstellung der wichtigsten biologischen

Wirksamkeiten ist in Tabelle 1 zu finden.

Als FErklarung fiir die verschiedenen biologischen Wirksamkeiten sind neben
moglichen Variabilititen in der biologischen Aktivitdt Unterschiede in der Aufnahme
der Tocopherole im Korper, der Kinetik des Transports durch den Korper sowie der
Aufenthaltsdauer in den Zellmembranen anzufithren. Dort ist das Tocopherol-

bindende Protein in der Lage, sowohl den Methylierungsgrad des aromatischen
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Ringes, die auch die Lipophilie des Molekiils entscheidend beeinflusst, als auch die

Konfiguration der Methylverzweigungen an der Phytyl-Seitenkette zu erkennen.

Name Aktivitat relativ zu RRR-0-
Tocopherol [%]
RRR-0-Tocopherol 100
RRR-B-Tocopherol 50
RRR-y-Tocopherol 10
RRR-0-Tocopherol 3
RRR-a-Tocopherolacetat 91
2-epi-a-Tocopherol 31
all-rac-a-Tocopherol 74

Tabelle 1: Biologische Wirksamkeiten ausgewihlter Tocopherole
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Exkurs: Zahne und Zahnpflege

Das Dauergebil3 eines Menschen besteht aus 32 Zihnen, die sich aus der Krone,

dem Hals und der Wurzel, die im Kieferknochen verankert ist, aufbauen. Die

detaillierte Struktur eines Zahnes ist in Abbildung 4 dargestellt!**!.

N

AN
Ny

8 Zahnbett mit Sharpeyschen Fasern

/ : 1 Zahnschmelz,
‘ g 2 Zahnfurche
.; g 3 Zahnbein
oy g 4 Zahnfleischfurche
'\§ 8 5 Zahnfleischsaum
L 9
:; : 6 Schmelz-Zementgrenze
. 10 7 Zahnmark

9 Wurzelzement

=
£
=
%

10 Alveolarknochen

Abbildung 4: Aufbau eines Zahnes

Die Ursache von Zahn- und Zahnbetterkrankungen liegt in der Anwesenheit von
etwa 300 verschiedenen Bakterienarten in der Mundhohle. Diese erndhren sich primér
durch die Glykoproteine im Speichel, der sich als ein diinner Film, Pellicle genannt,
auf den Zahnoberflichen und den Schleimhduten abgesetzt hat. Es bildet sich
bakterieller Zahnbelag, der als Plaque bezeichnet wird. Bei einer ungeniigenden
Reinigung kommt es zu einer starken Vermehrung der Bakterien, die nun auch in
Zahnfleischfurchen eindringen. Nach wenigen Tagen konnen sich so 200 bis 300

Schichten an Bakterien auf und zwischen den Zdhnen abgesetzt haben.

Zu Beginn ist der bakterielle Zahnbelag noch weich und abputzbar. Nach 10 bis 20
Tagen fiihrt die Ubersittigung des Zahnbelags mit anorganischen Mineralien wie
Calciumphosphat zu einer Mineralisation. Es bildet sich Zahnstein (Calculus), der

gleichzeitig auch als Triager fiir die aktive Plaque fungiert, so dass der Zyklus

fortgesetzt wird.
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Die Entstehung von Karies basiert auf der Metabolisierung von Zucker zu
organischen Séduren durch die vorhandenen Bakterien. Diese Sduren senken den pH-

Wert des Zahnbelags und l6sen den Zahnschmelz auf.

Andere Stoffwechselprodukte, die Endotoxine, dringen in das Zahnfleisch ein und
16sen dort Abwehrreaktionen aus. Diese &uBern sich in Zahnfleischentziindung,
genannt Gingivitis. Im Anfangsstadium ist die Gingivitis schmerzlos und nur durch
gerotetes, geschwollenes Zahnfleisch indiziert. Bei Nicht-Behandlung verschlimmert
sich das Krankheitsbild und &uBert sich schmerzhaft mit Endziindungen, Blutungen
und Zahnfleischschwund. Im Endstadium, der Parodontitis, kommt es zum Abbau des

kndchernen Zahnbettes und Zahnausfall™**.

Die beste Prophylaxe zum Schutz gegen Karies und Zahnfleischentziindungen
liegt in einer sorgfiltigen Entfernung des bakteriellen Plaques durch Zéhneputzen.
Zum Schutz gegen Karies werden Zahncremes mit Putzkorpern, die mechanisch den
Zahnbelag entfernen sollen, versetzt. Als wichtigster Bestandteil von modernen
Zahncremes sind jedoch fluorid-haltige Wirkstoffe zu nennen. Die vorhandenen
Fluorid-Ionen reduzieren die Saureloslichkeit des Zahnschmelzes, fordern die
Remineralisation von angegriffenem Zahnschmelz und lagern sich in den

Zahnschmelz ein ",

Zum Schutz des Zahnfleisches gegen Entziindungen werden die Zahncremes mit
entziindungshemmenden, pflanzlichen Extrakten aus Kamille, Aloe, Arnika,
Calendula, Hamamelis, Myrrhe, Rosmarin und Salbei versetzt. Seit kurzem wird einer
neuartigen Zahncreme auch Vitamin E zugegeben. Bei einer Anreicherung der
Tocopherole im Zahnfleisch konnten diese nun aufgrund ihrer antioxidativen Wirkung
die Zellen des Zahnfleisches vor Angriffen durch Bakterien und Zellgifte schiitzen.
Dadurch wére es moglich, die Entstehung von Zahnfleischentziindungen zu verhindern

bzw. vorhandene Gingivitis zu heilen.
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3.2 Carotinoide
3.2.1 Strukturen

Als Carotinoide wird eine Gruppe von natiirlichen Pflanzeninhaltsstoffen
bezeichnet, die aus acht Isopren-Einheiten bestehen und somit zur Substanzklasse der
Tetraterpene gehoren. Unterschieden werden die Carotinoide in die Carotine, die
ausschlieflich aus Kohlenwasserstoffen bestehen, sowie deren sauerstoffhaltige

Derivate, die Xanthophylle!*®.

Als erstes Carotinoid wurde B-Carotin im Jahr 1826 von Wackenroder aus Moéhren
extrahiert. Die Summenformel wurde 1907 von Willstadter ermittelt, wiahrend die
Konstitutionsformel von Karrer um 1930 aufgeklart wurde. Synthetisch wurde [3-

Carotin erstmals um 1950 hergestellt'*”’.

Formal leiten sich alle Carotinoide von einer acyclischen Verbindung der
Summenformel C4Hss, dem Lycopin, ab. Durch Hydrierung, Dehydrieung,
Cyclisierung oder Einbau von funktionellen Gruppen, wie Hydroxyl-, Carbonyl- oder
Epoxygruppen, entstehen nun zahlreiche weitere Carotinoide. Die beiden wichtigsten
cyclischen Carotinoide sind - und a-Carotin. Beide besitzen endstéindig zwei lonon-
Ringe, die durch eine olefinische Kette der Formel C,sH34 verbunden sind. Dabei ist 3-
Carotin ein zentrosymmetrisches Molekiil, das zwei -lonon-Ringe als Endgruppen
hat, wiahrend a-Carotin aus einem - und einem €-lonon-Ring besteht. Die Strukturen

der wichtigsten Carotinoide sind in Abbildung 4 dargestellt™".

Neben den in Abbildung 5 gezeigten Carotinoid-Strukturen mit all-trans- (all-E-)
Konfiguration der olefinischen Kette existieren auch mehrere geometrische Isomere
mit einer oder mehreren Z- (cis-) Anordnungen. Diese Z-Isomere werden unter dem

EinfluB von Licht, Warme und Sauerstoff gebildet™".

Als Beispiel fiir die moglichen Z-Isomere von Carotinoiden sind in Abbildung 6
die geometrischen Isomere von Zeaxanthin und Lutein dargestellt. Dabei besitzt das
zentrosymmetrisch aufgebaute Zeaxanthin zwei sterisch bevorzugte Isomere in 9- und
13-Position. Lutein dagegen ist aufgrund der verschiedenen enstindigen lonon-Ringe
unsymmetrisch, daher ergibt sich die doppelte Anzahl an Z-Isomeren. Diese werden

als 9-7Z, 13-Z, 9’-Z, 13’-Z-Lutein bezeichnet. Bei anderen Carotinoiden, die eine noch
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hohere Tendenz zur Isomerisierung besitzen, beispielsweise Lycopin, sind auch Z-

Isomere in anderen Positionen mdglich. Dariiber hinaus existieren beim Lycopin auch

diverse ZZ- bzw. ZZZ-1somere>>>],

S NV Vo YV U Ve S S e N AN all-E Lycopin
AT Ve T Y Ve 2 all-E B-Carotin
NN all-E a-Carotin
P U U U N all-E B-Cryptoxanthin

HO
L U U U U U U U N all-E a-Cryptoxanthin
HO
OH
NG T A TN all-E Zeaxanthin
HO
WOH
NG T A TN all-E Lutein
HO o
N L U U U U WU N all-E Canthaxanthin
0] (0]
OH
N A VU U U A U all-E Astaxanthin

Abbildung 5: Strukturen der wichtigsten Carotinoide

all-E Violaxanthin
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OH
X 9\ X 1 3\ NN AN all-E Zeaxanthin

HO

HO HO

9-7Z Zeaxanthin 13-Z Zeaxanthin

OH

OH

all-E Lutein

9'-Z Lutein

9-Z Lutein

HO

HO 13'-Z Lutein

) OH
13-Z Lutein

OH

OH

Abbildung 6: Geometrische (Z/E-) Isomere von Zeaxanthin und Lutein
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Neben den verschiedenen geometrischen Isomeren kommen bei den Carotinoiden
auch optische Isomere vor. Der Grund hierfiir liegt in der Tatsache, dass die meisten
Carotinoide ein oder mehrere stereogene Zentren besitzen. Zeaxanthin beispielsweise
hat, bedingt durch die beiden Hydroxylgruppen an den Iononringen, zwei asymme-
trische Kohlenstoffatome. Daraus ergeben sich aufgrund der zentrosymmetrischen
Anordnung des Molekiils drei optische Isomere (3R, 3’R; Meso und 3S, 3’S). Lutein
mit seiner unsymmetrischen Struktur dagegen besitzt drei stereogene Zentren und
somit acht optische Isomere. Das natiirlich vorkommende Isomer ist dabei das 3R,

3°R, 6’R-Lutein™¥.

3.2.2 Vorkommen und Synthese

Mehr als 600 Carotinoide kommen in der Natur vor. Dabei werden sie vor allem in
den Blittern von Pflanzen gefunden, wo sie in den Chloroplasten am Proze der
primdren Lichtabsorption und der Photonenkanalisation in der Photosynthese mit-
wirken. Die typische orange-rote Farbe der Carotinoide wird dort jedoch meist von der

griinen Farbe der Chlorophylle iiberdeckt™).

Dariiber hinaus sind Carotinoide in vielen Friichten, Pollen und Samen von Obst
und Gemiise zu finden, wo sie auch oft farbgebend sind. So sind Moéhren gute Quellen
von [3-Carotin, wihrend die rote Farbe der Tomate durch das vorhandene Lycopin zu
erkldren ist. Haufig vorkommende Xanthophylle sind Lutein und Zexanthin, die vor

allem in dunkelgriinem Blattgemiise und Mais vorkommen®®l,

Die Biosynthese von Carotinoiden ist in Abbildung 7 mit einem vereinfachten
Schema dargestellt. Zunédchst werden analog zur Synthese anderer Isoprenoide zwei
Einheiten Isopentylpyrophosphat (IPP) an ein Molekiill Dimethylallylpyrophosphat
(DMAPP) addiert. Es entsteht Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP). Nun werden
zwei Molekiile GGPP unter Bildung von Phytoen Schwanz-Schwanz verkniipft. Durch
anschlieBende Dehydrierung werden nun sukzessive Doppelbindungen in das Molekiil
eingefiihrt, so dass nacheinander all-E (-Carotin, die instabile Zwischenstufe all-E

Neurosporin und schlieBlich all-E Lycopin entstehen. Dieses bildet nun den
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Ausgangstoff fiir weitere Carotinoide, die unter Cyclisierung oder Hydroxylierung

gebildet werden"".

Dimethylallylpyrophospat Isopentenylpyrophospat
(DMAPP) )\”OPP )wOPP (IPP)

Geranylgeranylpyrophospat

I 0)) (GGPP)
\ x e N N XN N Phytoen
\J
X X AN T U N N N all-E {-Carotin
all-E Neurosporin
x N R A S S S N X
N AN T T VNN PN AN all-E Lycopin

Abbildung 7: Vereinfachtes Schema der Carotinoid-Biosynthese

Fiir die industrielle Synthese von Carotinoiden existieren zwei alternative Wege.
Die élteste industrielle Synthese beruht auf einer Grignard-Reaktion des formellen
Ausbauschemas C;o+C,+C9. Als Ausgangsstoff wird B-Ionon zunédchst zu einem C4-
und anschlieBend zu einem C,o-Aldehyd umgesetzt. Zwei Molekiile des letzteren
werden nun in einer Grignard-Reaktion mit Acetylendimagnesiumbromid und

Acetylen zu [3-Carotin umgesetzt.

Eine neuere Methode zur Herstellung von [3-Carotin liegt in der Verwendung einer

Wittig-Reaktion als Verkniipfungsbildner. Dazu wird B-Ionon zu Vinyl-B-ionol und im
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ndchsten Schritt zu einem C,s-Phosphoniumsalz umgesetzt. In der nun folgenden
Wittig-Reaktion werden dann zwei Molekiile des Cs-Phosphoniumsalzes mit einem
Cjo-Dialdehyd zu [B-Carotin verkniipft. Beide alternativen Synthesewege sind in

Abbildung 8 vereinfacht zusammengefasst!®**%.

Grignard-Reaktion: X Wittig-Reaktion:
CiotCytCyg O Ci5tCiotCys
% ™ =
iji\)\ CHO iji\/))?{/
C 1 4-Al dehyd

‘ ‘ Vinyl-3-Ionol

N CHO Np(CHS),X
C

C,9-Aldehyd s-Phosphoniumsalz

BngCECMgB\ ,/OMAO

Cy¢-Dialdehyd
N N X

[3-Carotin
Cao

Abbildung 8: Synthesewege zur Darstellung von Carotinoiden

3.2.3 Carotinoide in der Pravention
3.2.3.1 Allgemeines

Der menschliche Organismus ist nicht in der Lage, Carotinoide zu synthetisieren,
daher miissen sie mit der Nahrung zugefiihrt werden. In der Nahrungskette sind dabei
50 Carotinoide nachgewiesen, davon werden allerdings nur 15 Carotinoide (sowie 8
Metabolite) im Korper des Menschen gefunden. Die wichtigsten Speicherorte sind
Leber, Fettgewebe, Serum und, im Falle der Xanthophylle Lutein und Zeaxanthin, das

Augel®64
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Den Carotinoiden werden vielféltige, sich positiv auf die Gesundheit auswirkende
Eigenschaften zugesprochen, die in den letzten Jahren in zahlreichen klinischen und
epidemiologischen Studien untersucht wurden. Dabei wird unterschieden in
Fahigkeiten, die auf der moglichen Bildung von Vitamin A aus Carotinoiden beruhen,

sowie in Wirkungen aufgrund der antioxidativen Eigenschaften der Carotinoide'l,

Allgemein bekannt ist die Tatsache, dass etwa 50 Carotinoide Provitamin A-
Aktivitit besitzen. Das bedeutet, dass sie in der Lage sind, Vitamin A (Retinol) zu
bilden, welches bekanntermallen grole Bedeutung fiir den Sehprozel sowie fiir das
Wachstum und die normale Entwicklung des Menschen hat. Die Voraussetzung fiir
diese Féhigkeit ist das Vorhandensein eines unsubstituierten 3-lonon-Ringes, weshalb
B-Carotin mit zwei [B-Ionon-Ringen die grofite Provitamin A-Aktivitdt besitzt. Aber
auch andere Carotinoide, wie beispielsweise a-Carotin und a-Cryptoxanthin, besitzen

die Fahigkeit zur Bildung von Vitamin A%,

Ein weiterer Punkt, der die gesundheitsfordernde Wirkung untermauert, ist die
antioxidative Eigenschaft der Carotinoide. Dabei konnen sie zum einen als
Radikalfdnger wirken und die Zellen des Organismus gegen Angriffe durch freie
Radikale schiitzen. Zum anderen sind die Carotinoide in der Lage, reaktiven Singulett-
Sauerstoff physikalisch und chemisch zu quenchen, was zur Verminderung von

oxidativem StreB fiihrt!®”"",

Da es inzwischen Hinweise gibt, dass oxidativer Stre8 an der Entstehung von
Volkskrankheiten wie Krebs, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und dem Altersproze3 im
Allgemeinen beteiligt ist, war die mogliche protektive oder kurative Wirkung von

Carotinoiden in den letzten Jahren Gegenstand vieler medizinischer Studien.

Dabei wurden inverse Korrelationen zwischen der Aufnahme von [3-Carotin bzw.

Lycopin und der Entwicklung von Arteriosklerose gefunden, gleiches gilt fiir Herz-

[4,71-75

Kreislauferkrankungen bei erhéhter Einnahme von (-Carotin I, Dariiber hinaus

konnte ein vermindertes Risiko, an verschiedenen Krebsarten zu erkranken,

nachgewiesen werden. Dabei hat Lycopin besonders giinstige Effekte auf die

[76,77]

Verhinderung von Prostatakrebs , wihrend [-Carotin Wirkung gegen die

[78]

Entwicklung von Hautkrebs!™ und Lutein gegen die von Darmkrebs!” besitzt.
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Dariiber hinaus wird durch Carotinoide auch die Entstehung von Brust- und
Lungenkrebs gehemmt®™*". Lutein und Zeaxanthin besitzen zusitzlich auch
protektive Wirkungen im menschlichen Auge, wo sie die Pathogenese von Katarakt
und altersbedingter Makuladegeneration beeinflussen. Dies wird im folgenden

Abschnitt vertiefend thematisiert.

Neben den positiven Implikationen auf die menschliche Gesundheit stellte sich in
einigen Studien jedoch heraus, dass Carotinoide auch schddliche Wirkungen besitzen
konnen. Im Alpha-Tocopherol Beta-Carotene Cancer Prevention Trial (ATBC) sowie
im Beta-Carotene and Retinol Efficacy Trial (CARET) zeigte sich, dass das
Lungenkrebsrisiko bzw. die allgemeine Sterblichkeit bei Rauchern und Asbest-
Arbeitern, die eine Supplementierung mit B-Carotin erfahren hatten, signifikant hoher

war als in den Kontrollgruppen®*®.

Als Grund fiir diese gesundheitsschdadlichen Wirkungen wird eine mogliche pro-
oxidative Wirkung von Carotinoiden angefiihrt, die bei Verabreichung von sehr hohen
Dosen und in speziellen Risikogruppen entsteht. Daher wurden auch bisher durch die
World Health Organisation (WHO) oder andere Institutionen keine Empfehlungen fiir
die Supplementierung mit Carotinoiden ausgesprochen, bis konkretere Ergebnisse
beziiglich der gesundheitsféordernden oder -schddigenden Wirkungen bei den

verschiedenen Dosierungen vorliegen®**"!,

3.2.3.2 Protektive Wirkung von Carotinoiden in der Retina

Die Anwesenheit von Carotinoiden als die gelben Pigmente in der menschlichen
Retina ist seit iiber fiinfzig Jahren bekannt, spiter konnten sie dann als die

[8889] " Sje kommen iiber die

Xanthophylle Lutein und Zeaxanthin identifiziert werden
ganze Retina verteilt vor, die grofite Dichte liegt im Bereich des schérfsten Sehens, der
Makula Lutea. Dieser 2 mm” grofe Bereich befindet sich dort, wo die Sehachse und
die Retina zusammentreffen und die Retina nur mit Zapfen bedeckt ist. Aufgrund ihrer
gelblichen Farbe wird die Makula Lutea auch als gelber Fleck bezeichnet. Eine
schematische Skizze des menschlichen Auges mit der Position der Makula Lutea ist in

Abbildung 9 dargestellt!”*!],
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Die Carotinoide Lutein und Zeaxanthin haben in der Retina die Aufgabe, die
Lipid-Oxidation und somit den oxidativen Stre durch die Desaktivierung freier
Radikale zu mindern. Dariiber hinaus verhindern sie photochemische Schiden, indem
sie energiereiche Wellenlidngen im blauen Spektralbereich absorbieren®. Dabei ist
allerdings noch unbekannt, welche der verschiedenen geometrischen und optischen
Isomere der Carotinoide an den antioxidativen Effekten in welchem Ausmal} beteiligt
sind. Das verdnderte Isomerpattern in der Retina im Vergleich zum menschlichen
Serum, vor allem die verstirkte Anwesenheit von 9-Z-Isomeren, deutet jedoch

unterschiedliche Involvierungen an!®>®!,
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Abbildung 9: Schnitt durch das menschliche Auge

Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist in den westlichen Landern die
Hauptursache fiir Erblindung. In Deutschland leiden 25 Prozent aller Menschen iiber
65 Jahren an AMD. Dabei fiihrt die progressive Zerstorung des Netzhautzentrums zu
einer irreversiblen Abnahme und schlieBlich zum Verlust der zentralen Sehschérfe.
Als Ursachen fiir die AMD werden neben genetischen Dispositionen auch Erndhrungs-

und Umweltfaktoren vermutet™”.
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In Abbildung 10 sind eine gesunde Humanretina und eine Retina einer Person, die
an AMD erkrankt war, vergleichend abgebildet. Dabei konnen bei der Retina mit
AMD neben der weniger stark ausgepragten Makula Lutea auch die Ablagerungen aus

dem fortschreitenden Abbau von Photorezeptoren, vor allem in den Randbezirken der

(98]

Retina, beobachtet werden

Abbildung 10: Aufsicht auf eine gesunde Humanretina (links) und auf eine Retina mit

AMD (rechts)

Bisher existiert keine wirksame Therapie zur Behandlung von AMD, daher
konzentriert sich die Aufmerksamkeit zur Zeit auf die Verhinderung von AMD.
Diesbeziiglich zeigen epidemiologische Studien, dass zwischen der Aufnahme von
Nahrung reich an den Carotinoiden Lutein und Zeaxanthin, vor allem dunkelgriinen
Blattgemiisen, und dem verminderten Risiko, an AMD zu erkranken, eine deutliche
Korrelation besteht. Dariiber hinaus konnte auch gezeigt werden, dass eine Didt mit
Lutein- und Zeaxanthin-haltigen Lebensmitteln, in diesem Falle Spinat und Mais, die

Dichte an Makulapigmenten erhoht™*''!,

Neben den protektiven Effekten der Retina-Carotinoide beziiglich AMD konnte
auch eine inverse Korrelation zwischen dem erhdhten Konsum von Lutein und dem
Risiko, an Katarakt zu erkranken, gefunden werden!''>"'"’]. Dabei reichert sich Lutein
nicht nur in der Retina sondern auch in der Linse an, wo es durch seine antioxidativen

Féahigkeiten die Oxidation von Proteinen, die vermutlich die Triibung der Linse
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verursachen, verhindert. Dariiber hinaus existieren auch Hinweise, dass die
Progression von Retinitis Pigmentosa (RP)-Typ, einer genetisch bedingten retinalen
Degeneration, durch eine gesteigerte Aufnahme an Lutein-reichen Nahrungsmitteln

verlangsamt werden kann!''"!.

3.2.4 Bioverfiigbarkeit von Carotinoiden

Da Menschen und Tiere nicht in der Lage sind Carotinoide selbst herzustellen, ist
es notwendig, dass sie eine ausreichende Menge von auflen zu sich fithren. Doch die
Bestimmung des téglichen Bedarfs ist nicht einfach zu erreichen. Zum einen stellt sich
die Frage, welches der tatsdchliche Bedarf an Carotinoiden fiir eine optimale
Gesundheit ist, und zum anderen ist es notwendig, die Bioverfiligbarkeit der
Carotinoide zu bestimmen. Dabei ist die Bioverfiigbarkeit der Anteil der mit der
Nahrung aufgenommenen Carotinoide, der nach Absorption und Transport tatsdchlich

seine Wirkungen im Korper entfalten kann!''*'",

Nach der Aufnahme der Carotinoid-haltigen Lebensmittel werden die Carotinoide
aus ihrer Matrix herausgelost und zunéchst in Micellen, die aus Gallensduren, freien
Fettsduren, Monoglyceriden und Phospholipiden bestehen, geldst. Die Carotinoide
werden nun im Duodenum {iber passive Diffusion von der Darmschleimhaut absorbiert
und in Chylomicrons eingelagert, in denen sie liber die Lymphe in den Blutkreislauf
gelangen. Dort werden die Cylomicrons schnell durch die Lipoprotein-Lipase zersetzt
und die Uberreste zusammen mit den angebundenen Carotinoiden in der Leber
aufgenommen, wo sie an verschiedene Lipoproteine angelagert werden und
anschlieBend zuriick in den Blutkreislauf gelangen. Uber den Blutkreislauf konnen sie

nun an ihre Wirkungsorte gelagen!''®’.

Die Bioverfiigbarkeit von Carotinoiden wird durch zahlreiche Faktoren
beeinflusst. Dabei sind vor allem die Art des Carotinoids, die rdumliche Struktur
(bespielsweise Z- und E-Isomerie) und die Matrix des Lebensmittels zu beriick-
sichtigen. Aber auch die Anwesenheit von Fetten und Ballaststoffen beeinflusst die

Bioverfiigbarkeit, ebenso wie der allgemeine Erndhrungsstatus und das Alter der
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Person. Dariiber hinaus existieren auch Wechselwirkungen der Carotinoide und

anderer bioaktiver Substanzen untereinander!''’ 2!,

Im Falle der fettloslichen Carotinoide ist es nicht einfach, die Bioverfiigbarkeit zu
bestimmen. Laut der pharmakologischen Definition ist die Bioverfiigbarkeit der
Quotient der Plasmakonzentration einer Substanz nach einer oral verabreichten Dosis
und der Plasmakonzentration der Substanz nach einer gleich hohen intravendsen
Dosis. Aufgrund der mangelnden Wasserldslichkeit ist es jedoch nicht moglich,
Carotinoide intravends zu verabreichen. Aus diesem Grund wurde bisher
tiblicherweise nur die relative Bioverfiigbarkeit, also die relative Verdnderung der
Plasmakonzentration nach einer Supplementierung, bestimmt. Damit aber eine
ausreichende Verdnderung der Plasmakonzentration, im Vergleich zum vorher
bestimmten endogenen Plasmalevel, zu beobachten ist, sind im Regelfall Langzeit-

Supplementierungen (mindestens 2 Wochen) notwendig!'**"*7.
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4 Analytik von biologisch aktiven Inhaltsstoffen

4.1 Extraktion

Fiir die Analytik von komplexen biologischen Proben ist eine speziell auf die zu
untersuchenden Substanzen zugeschnittene Probenvorbereitung unabdingbar. Diese
besteht aus vier Schritten, der Probenvorbehandlung, der Extraktion, der Aufreinigung
sowie der Aufkonzentrierung. Im Rahmen dieser Schritte gilt es, eine moglichst
vollstidndige, reproduzierbare und artefaktfreie Isolierung der Analyten aus ihrer
Matrix zu erreichen, um bei der darauf folgenden chromatographischen bzw.

spektroskopischen Analytik auch eine quantitative Bestimmung zu ermdoglichen.

Besonders die Extraktion von instabilen Analyten stellt eine groBe Herausfordung
dar. Substanzgruppen wie die Tocopherole und Carotinoide werden beispielsweise
aufgrund ihrer antioxidativen Fahigkeiten an Licht und Luft leicht selbst oxidiert, so
dass eine nicht sorgfiltige Analyse leicht zu einer Verfilschung der tatsdchlichen

Ergebnisse fiihren kann.

Aus diesem Grund wurden in den letzten zwei Jahrzehnten neben der klassischen
Fliissig-Fliissig-Extraktion auch verschiedene schonende Festphasenextraktions-
methoden fiir die Isolierung von biomedizinischen Substanzen entwickelt. Dariiber
hinaus ermdglichen neuartige Kopplungstechniken die simultane Trennung und
Identifizierung, in manchen Fillen sogar mit vorangestellter Extraktion, von

empfindlichen Substanzen.

4.1.1 Flussig-Fliissig-Extraktion

Die klassische Methode der Probenvorbereitung ist die Fliissig-Fliissig-Extraktion
(liquid liquid extraction, LLE). Diese beruht auf der Verteilung von Analytmolekiilen
zwischen zwei miteinander nicht mischbaren fliissigen Phasen, bis sich ein

Gleichgewicht einstellt.

Die Fliissig-Fliissig-Extraktion ist noch heute eine geeignete Methode zur
Extraktion von Substanzen aus biologischen Fliissigkeiten wie Serum und Urin. Im

Falle der Analytik von licht- und luftempfindlichen Substanzen wie den Carotinoiden
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und Tocopherolen muf allerdings darauf geachtet werden, dass die Extraktion ziigig
und moglichst unter Rotlicht durchgefiihrt wird, um eine Isomerisierung oder

Zerstorung der Analyten zu verhindern!'**],

Neben dem hohen Zeitaufwand besitzt die Fliissig-Fliissig-Extraktion noch weitere
Nachteile in der mangelnden Automatisierbarkeit und dem hohen Verbrauch an
Losungsmitteln, die zudem noch auf miteinander nicht mischbare Fliissigkeiten
begrenzt sind. Aus diesen Griinden wird die Fliissig-Fliissig-Extraktion zunehmend
von Festphasenextraktionsmethoden abgeldst, insofern diese fiir die Extraktions-

Problematik einsetzbar sind!'*.

4.1.2 Matrix Solid Phase Dispersion

Die Matrix Solid Phase Dispersion (MSPD) wurde 1989 von Barker eingefiihrt.
Sie ermdglicht die simultane Zerkleinerung und Extraktion von hochviskosen und
festen Proben, weshalb sie vor allem bei Untersuchungen von pflanzlichem und
tierischem Gewebe, beispielsweise in der Lebensmittel-, Naturstoff- oder klinischen

Analytik, Anwendung findet!**"*?],

Vorteile der MSPD liegen im geringen Zeitaufwand und niedrigen
Losemittelverbrauch sowie in der einfachen Handhabung. Auch fiir instabile
Substanzen ist sie geeignet, da die Analytmolekiile durch die schnelle und direkte
Extraktion vor Oxidation geschiitzt werden. Die erzielten Ergebnisse sind
reproduzierbar und quantitativ. Ein Nachteil der MSPD fiir industrielle Anwendungen

besteht jedoch in der schwierigen Automatisierbarkeit.

In Abbildung 11 ist die Durchfiihrung der MSPD skizziert. Zunédchst wird die
Probe mit einem abrasiven Sorbensmaterial, wie einem alkylierten Kieselgel (z.B. Cis-
Material), verrieben (Schritt 1 bis 3). Dabei kommt es zu einer Zerstorung der
Probenmatrix und einer homogenen Verteilung der Probe iiber die Oberfliche des
Sorbensmaterials. Das entstandene Pulver wird nun in ein leeres SPE-Séaulchen gefiillt
und unter Druck zu einem stabilen Sdulenbett komprimiert (Schritt 4 und 5). Nun wird
die entstandene Sédule mit einem polaren Losungsmittel konditioniert, wobei auch

eventuell vorhandene polare Verunreinigungen entfernt werden (Schritt 6 und 7). Die
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Elution der aufkonzentrierten und gereinigten Analyten wird anschlieend durch ein
unpolares Losungsmittel ermoglicht (Schritt 8 und 9). Bei Bedarf kann der Extrakt nun
noch weiter eingeengt oder gegebenenfalls in einem anderen Losungmittel
aufgenommen werden, bevor er den durchzufiihrenden chromatographischen bzw.

spektroskopischen Untersuchungen unterworfen wird.

Abbildung 11: Durchfithrung der Matrix Solid Phase Dispersion (MSPD): 1 Einfiillen
von 1,5 g Sorbensmaterial, 2 Zugabe von 0,5 g fester/hochviskoser
Probe, 3 Homogenisieren im Morser, 4 Einfiillen in SPE-Séulchen, 5
Pressen zu stabilem Séulenbett, 6-7 Konditionieren mit polarem

Losungsmittel, 8-9 Elution der Analyten
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4.2 Hochleistungsfltssigkeitschromatographie (HPLC)
4.2.1 Grundlagen!"!

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high performance liquid chroma-
tography, HPLC) beruht auf einem physikalisch-chemischen Trennproze. Dabei
verteilt sich ein Probengemisch zwischen einer fliissigen mobilen und einer festen
stationdren Phase und trennt sich durch variierende Verweilzeiten, die durch
unterschiedlich starke Wechselwirkungen mit der stationdren Phase bedingt sind, in
seine einzelnen Bestandteile auf. Dabei wird die mobile Phase unter erhohtem Druck

durch eine gepackte Trennsédule gepumpt.

Als stationdre Trennphasen konnen neben Kieselgel oder Aluminiumoxid, den
sogenannten Normalphasen (normal phase, NP), auch mit organischen Molekiilen
modifizierte oder ummantelte Kieselgele, die Umkehrphasen (reserved phase, RP),
verwendet werden. Diese unterscheiden sich in der Polaritit und somit in den zu
bearbeitenden Trennproblemen. Als mobile Phase finden die meisten gebrduchlichen
Losungsmittel oder auch Gemische derselbigen Verwendung. Zusétzlich konnen
Losungsmittel-Gradienten konstruiert werden, um die chromatographische Trennung
zu beschleunigen. Abhingig von der Art der stationdren Phase ist fir die zu
verwendende mobile Phase ein polares (im Falle von RP-Trennphasen) oder unpolares

(bei NP-Phasen) Losungsmittel zu wiéhlen.

Die klassische Detektionsmethode nach der chromatographischen Trennung ist die
UV-Spektroskopie, die in den letzten Jahren zunehmend durch den Einsatz von
Dioden Array Detektoren (DAD) zur Aufnahme ganzer UV-Spektren ergénzt wurde.
Dariiber hinaus kommen seit einiger Zeit zur Strukturaufklirung von unbekannten
Substanzen auch on-line Kopplungen mit der Massenspektrometrie und der NMR-

Spektroskopie zum Einsatz.

4.2.2 HPLC-UV-Kopplung von Carotinoiden und Tocopherolen

Die Trennung der geometrischen Isomere von Carotinoiden wurde frither auf
Normalphasen und Nitrilphasen durchgefiihrt, da die klassischen Umkehrphasen, die

mit Cg- oder Cig-Alkylketten modifiziert waren, die Carotinoid-Isomere nur
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unzureichend auftrennen konnten!*"**). Aufgrund der besseren Reproduzierbarkeit
von RP-Trennungen sowie der grofleren Langzeitstabilitdt der Umkehrphasen gab es
dennoch Bestrebungen, eine Umkehrphase mit groBer Selektivitdt fiir Carotinoid-
Trennungen zu entwickeln*”**!. Dies konnte 1994 von Sander und Albert mit einer
C;o-Trennphase erreicht werden. Die Formerkennung (shape selectivity) der C;p-Phase
beruht hierbei auf dem kombinierten Auftreten von geordneten starren (trans-
Konfiguration) und ungeordneten mobilen (gauche-Konfiguration) Bereichen an
n-Alkylketten, den sogenannten Doménen. Als mobile Phasen werden fiir Carotinoid-
Trennungen tertidire oder bindre Ldsungsmittelgemische aus Methanol, tert.-

Butylmethylether und Wasser oder Aceton und Wasser verwendet.

Auch die Tocopherol-Homologen wurden zunéchst auf Normalphasen getrennt,
die eine Differenzierung aller vier Homologen erlauben, wihrend die kurzkettigeren
RP-Materialien, wie Cg- und C,g-Phasen, keine Auftrennung der konstitutionsisomeren
- und y-Tocopherole ermdéglichten. Doch auch in diesem Fall konnte die Entwicklung
der hochselektiven C;p-Trennphasen eine ausreichende Trennung aller Homologen
erreichen und gleichzeitig die oben genannten Vorteile der RP-Phasen einbringen. Die
klassische mobile Phase fiir die Trennung besteht aus einem Ldsungsmittelgemisch

von Methanol und Wasser! #1471,

Aufgrund der Anwesenheit von elf konjugierten Doppelbindungen in der Struktur
zeigen die Carotinoide charakteristische Absorptionsbanden im visuellen bis nahen
UV-Bereich (300 bis 500 nm). Die Hauptabsorptionsbande besitzt hierbei eine
Feinstruktur mit drei Absorptionsmaxima, von denen das zweite bei etwa 450 nm die
grofite Intensitdt hat. Die genaue Lage der Absorptionsmaxima wird neben der
bekannten Abhéngigkeit von der Art des Losungsmittels zusétzlich von der Struktur
der Carotinoide bestimmt. So zeigen bespielsweise 3-lononringe einen hypsochromen

Shift von etwa 10 nm im Vergleich zu anderen Endgruppen!'**">%.

Auch Z-Isomere besitzen ein leicht modifiziertes UV-Spektrum. Dieses
unterscheidet sich von der entsprechenden all-E-Verbindung durch einen
hypsochromen Shift von 2-6 nm, einen starken hypochromen Effekt, eine Reduktion
der Feinstruktur sowie das Entstehen einer cis-Bande durch die Aufhebung der

Molekiilsymmetrie. Diese tritt, verglichen mit dem dritten Absorptionsmaximum der
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Hauptabsorptionsbande, um 140 nm zu niedrigeren Wellenldngen verschoben auf. Die
Intensitidt der cis-Bande erhoht sich mit zunehmender Ndhe zum Zentrum des

Molekiils.

Die Detektion der Tocopherol-Homologen mittels UV-Spektroskopie wird durch
die Anwesenheit des aromatischen Rings ermoglicht. Dabei besitzt das am Aromaten
vollkommen methylierte a-Tocopherol ein Absorptionsmaximum bei 290 nm. Durch
die Abnahme der Methylgruppen am aromatischen Ring verschiebt sich das Absorp-
tionsmaximum zu gréfBeren Wellenldngen. So absorbieren die iibrigen Homologen bei

etwa 295 nm. Das Absorptionsmaximum von a-Tocopherolacetat liegt bei 283 nm!'">".

4.3 Kopplungsmethoden
4.3.1 HPLC-MS-Kopplung

Die on-line HPLC-MS-Kopplung verbindet die leistungsstarke Trenntechnik der
HPLC mit der hochempfindlichen Detektionsmethode der Massenspektrometrie.
Letztere ist eine massenselektive Analysenmethode, die eine Strukturermittlung selbst
von komplizierten Naturstoffen ermdglicht. Die zu untersuchende Substanz wird dabet
nach Injektion in einer lonenquelle ionisiert und teilweise fragmentiert. Die geladenen
Bruchstiicke werden nun beschleunigt und in einem magnetischen und/oder
elektrischen Feld ithrem Masse-zu-Ladungsverhéltnis (m/z) entsprechend getrennt und

detektiert!!>2 1%,

Im Falle der HPLC-MS-Kopplung wird das Eluat der HPLC unmittelbar nach
Durchqueren der UV-Detektors iiber Kapillaren direkt in das Einlasssystem des
Massenspektrometers Uberfiihrt. Aus diesem Grund ist diese Kopplungsmethode
insbesondere fiir die Untersuchung von licht- und luftempfindlichen Substanzen

geeignet.

Die Problematik der Kopplung besteht in dem Ubergang der Probenmolekiile aus
der fliissigen mobilen Phase in die Gasphase und darauf folgend den Vakuumbereich
des Massenspektrometers. Zu diesem Zweck wurde die Atmospheric Pressure
Ionization (API) als eine spezielle lonisierungsmethode entwickelt. Sie ermoglicht

sowohl die Uberfilhrung der Analytmolekiile in die Gasphase als auch die
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Ionenerzeugung bei Atmosphérendruck. Erst im Anschlull an die Ionisation werden
die Fragmentionen durch die spezielle Anordnung einer Kapillare und diverser
Skimmer in den Vakuumbereich des Massenspektrometers geleitet. Im Rahmen der
API sind zwei Arten der Ionisation mdglich, die Electrospray lonization (ESI) und die

Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI).

Bei Verwendung der ESI stromt das Eluat der HPLC aus einer geladenen
Kapillare in einen Gasstrom, wobei ein Aerosol aus geladenen Tropfen entsteht. Bei
erhohter Temperatur verdampfen die vorhandenen Losungsmittelmolekiile sukzessive,
so dass die geladenen Analytmolekiile auf einer sich stindig verkleinernden
Oberfliche Platz finden miissen. Zu dem Zeitpunkt, an dem die abstoBenden
Coulombkrifte groBer als die Oberflichenspannung werden, explodiert der Tropfen
und es bilden sich kleinere, neue Tropfchen. Sobald die Coulombkrifte die
GroBenordnung der Solvatationsenergie erreichen, werden die geladenen

Analytmolekiile in die Gasphase iiberfiihrt.

Die Ionisation mittels ESI wird bevorzugt fiir polare Analyten wie Flavonoide
angewendet und ist fiir die Strukturautklirung von unpolaren Substanzen wie
Carotinoiden und Tocopherolen nur wenig geeignet. In diesem Fall ist der Zusatz von
polaren Hilfsreagenzien wie halogenhaltigen Losungsmitteln oder Silbersalzen

erforderlich, um eine schonende Ionisierung zu erreichen!'>>'>%,
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Abbildung 12: Aufbau der APClI-lonisationskammer (links) und der lonenfalle (rechts)
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Bei der APCI werden die Ionen in der Gasphase gebildet. Das Eluat der HPLC
wird in einen Heizblock pneumatisch vernebelt, anschliefend erfolgt die Erzeugung
der Analytionen indirekt nach Ubertragung der Ladung durch Losungsmittelionen.
Diese werden mit einer geladenen Coronanadel gebildet. Der Aufbau der APCI-

Ionisationskammer ist in Abbildung 12 links schematisch dargestellt.

Fiir die Charakterisierung von unpolaren Substanzen wie den Carotinoiden und
Tocopherolen ist die lonisierung mittels APCI die Methode der Wahl. Es werden
keinerlei Hilfsreagenzien benotigt, da die Polaritdt des Wassers oder Methanols, das in
der mobilen Phase eingesetzt wird, bereits ausreicht, um eine ausreichende und

schonende Ionisierung zu erhalten!>”!'"].

Beide Ionisationsverfahren, die ESI und die APCI, kénnen im positiven und
negativen lonenmodus verwendet werden. Dies bedeutet, dass durch die schonende
Ionisierung entweder protonierte oder deprotonierte Analytionen entstehen, zusitzlich

werden einige Fragmentionen gebildet.

Im Anschluf3 an die Ionisation werden die Analytionen iiber eine Kapillare und
mehrere Skimmer in den Massenanalysator iiberfiihrt. Vorher kdnnen die Ionen jedoch
auch in einer Ionenfalle (vgl. Abbildung 12, rechts) festgehalten werden. Von dort aus
konnen die festgehaltenen lonen massenselektiv herausgeschleudert und anschlieend
detektiert werden. Dariiber hinaus ermdglicht die Ionenfalle im MS™-Modus eine
weitergehende Fragmentierung der Molekiilionen, welche die Strukturbestimmung

erleichtert.

4.3.2 HPLC-NMR-Kopplung

Die Kopplung der chromatographischen Trennmethode HPLC mit der NMR-
Spektroskopie (HPLC-NMR-Kopplung) stellt eine weitere, sehr wertvolle Methode
zur Strukturaufkldrung von Substanzen dar. Aufgrund der Moglichkeit, detaillierte
Strukturinformationen auch stereogenen Inhalts zu liefern, findet sie ihren Einsatz vor
allem in der Analytik von Naturstoffen, Wirkstoffen und Metaboliten'**'*". Der
Nachteil der relativen Unempfindlichkeit der NMR-Spektroskopie wird zunehmend

durch instrumentelle Weiterentwicklungen, beispielsweise die FEinfithrung von
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Kryomagneten und die Entwicklung von Kapillarprobenkdpfen zur Kopplung mit

Kapillartrennmethoden, minimiert.

Im Falle der Strukturaufkldrung von Carotinoiden ist die HPLC-NMR-Kopplung
die Methode der Wahl, da nur sie, im Gegensatz zur HPLC-MS-Kopplung, eine
eindeutige Unterscheidung der geometrischen Isomere ermdglicht. Dariiber hinaus
wird die Isomerisierung bzw. oxidative Zersetzung der licht- und luftempfindlichen
Carotinoide durch die direkte Verbindung der Trenn- und Detektionssystems iiber

Stahlkapillaren verhindert!'*'¢>'67],

4.3.2.1 Experimenteller Aufbau’'>'**

Die konventionelle NMR-Spektroskopie unter Verwendung von Probenrdhrchen
ist fiir licht- und luftempfindliche Substanzen nur schlecht geeignet, da sich die
Analyten bei den vorher durchzufithrenden Schritten wie Isolierung, Reinigung und
Aufkonzentrierung zersetzen konnen. Aus diesem Grund wurde die HPLC-NMR-
Kopplung unter Verwendung einer speziellen Durchflusszelle entwickelt. Thr Design
ist in Abbildung 13 im Vergleich mit einem konventionellen Réhrchenprobenkopf

dargestellt.

DurchfluB3-
zelle

~ 5 mm NMR- Sende-/
Rohrchen Empfangs-

Spulen
Sende-/
Empfangs-
Spulen

=

§
.

Abbildung 13: Design eines a) konventionellen und eines b) Durchfluf3-Probenkopfes
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Durch die feste Installation der Detektionszelle im Probenkopf ist es zwar nicht
mehr moglich, die Probe zu rotieren, dafiir kann die Aufbringung der Sende- und
Empfangsspulen unmittelbar auf der Zelle einen besseren Fiillfaktor und somit eine
hohere Empfindlichkeit erreichen. Die Durchflusszelle besitzt dabei ein Detektions-

volumen von 30 bis 200 pl.

Der Aufbau der HPLC-NMR-Kopplung ist in Abbildung 14 schematisch
zusammengestellt, hierbei bleibt das Setup des HPLC-Systems unverdndert. Zwischen
den UV-Detektor der HPLC-Anlage und die NMR-MeBzelle wird nun iiber
Transferkapillaren ein computergesteuertes Interface, die Bruker Peak Sampling Unit
(BPSU), geschaltet. Die BPSU ist fiir die Regelung der verschiedenen Messtechniken
zustindig, mit denen HPLC-NMR-Messungen durchgefiihrt werden konnen.
Klassische Modi sind hierbei die continuous-flow oder stopped-flow Verfahren bzw.

die Verwendung von Loops!'®..

:E_.
[ =

___INMR Spektrometer |--....___,
Konsole !

PC zur Kontrolle
von Chromatographie |
und Datenaufnahme !

NMR-Signal:
[ h |

==l ' '
i Li HPLC-Pumpe ; ! /_\ Durchfluf3-

| Bypass ' Probenkopf
! Injektions- : :

i ventil ' : Magnet

i Séule ] BPSU [ £ JT I

5 L =

UV-Detektor

— : Kapillar-Verbindungen

Abfall

------ : elektronische Verbindungen

Abbildung 14: Experimenteller Auftbau der HPLC-NMR-Kopplung
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Unter Verwendung der Loops der BPSU konnen die verschiedenen mittels HPLC
aufgetrennten Probenkomponenten wéhrend des chromatographischen Laufes separat
aufgefangen und gespeichert werden. Nach Beendigung der Chromatographie werden
dann alle Komponenten iiber eine Flow-Injektion nacheinander in das NMR-

Spektrometer tiberfiihrt und identifiziert.

Die simultane Trennung und Detektion der Probenkomponenten kann mit dem
continuous-flow Verfahren erzielt werden. Dabei erfolgt die Datenaufnahme dieser on-
line-Messung mittels eines Pseudo-2D-Experimentes, bei dem in F2-Dimension die
chemische Verschiebung und in F1-Richtung die Elutionszeit dargestellt werden.
Diese Methode ist aufgrund der begrenzten Aufnahmezeit, die fiir jedes NMR-
Spektrum pro FElutionszeitpunkt zur Verfiigung steht, jedoch nur fiir relativ

konzentrierte Probenmengen moglich.

Bei geringeren Mengen an Analyten ist das stopped-flow Verfahren besser
geeignet. Die chromatographische Trennung wird in diesem Fall genau zu dem
Zeitpunkt angehalten, an dem sich das Peakmaximum der zu identifizierenden Probe
in der Durchflusszelle befindet. Dann ist es mdglich, die gesamte Bandbreite an NMR-
Experimenten, auch C- und 2D-Messungen, zur Strukturaufklirung des Analyten

durchzufiithren.

4.3.2.2 Anforderungen an die Chromatographie und die NMR-Spekiroskopie

Fiir eine erfolgreiche Strukturaufkldrung mittels HPLC-NMR-Kopplung ist es
notwendig, dass die Anforderungen und Restriktionen der beiden Methoden
beriicksichtigt werden und eine Anpassung der Systeme erfolgt. Vor allem die Wahl
der Losungsmittel mull sowohl den Anforderungen der chromatographischen
Trennung als auch der Detektion mittels NMR-Spektroskopie gerecht werden. Da es
aus Kostengriinden unmoglich ist (abgesehen von der Verwendung von deuteriertem
Wasser), die HPLC-Trennung mit volldeuterierten Losungsmitteln durchzufiihren, gibt

es mehrere Punkte, die fiir die HPLC-NMR-Kopplung zu beachten sind.

Zundchst einmal sollte die Anzahl der Losungsmittelsignale moglichst gering

gehalten werden. Dies ist notwendig, um eine gute Qualitdt der Unterdriickung der
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Losungsmittelsignale, welche die Empfindlichkeit der Detektion der Analytsignale
entscheidend beeinflusst, zu erzielen. In den meisten Problemstellungen ist mit einer
bindren Mischung von Acetonitril, Aceton oder Methanol mit D,O eine ausreichende

RP-Trennung erreichbar.

Die Lage der Ldsungsmittelsignale sollte dariiber hinaus moglichst keine
Uberschneidungen mit den erwarteten Resonanzen der untersuchten Substanz besitzen,
da die informationstragenden Probensignale von den in weitaus hoherer Konzentration

vorliegenden Losungsmittelpeaks tiberdeckt werden.

Als problematisch sind auch Gradiententrennungen einzustufen. Die chemische
Verschiebung der Signale im NMR-Spektrum ist abhidngig von der Zusammensetzung
der mobilen Phase. Dies bedeutet zum einen eine schlechtere Vergleichbarkeit der
Resonanzsignale von Probenkomponenten aus einem Lauf. Zum anderen tritt jedoch
im Falle von continuous-flow-Messungen zusitzlich die Problematik auf, dass eine
Losungsmittelunterdriickung tiber den ganzen chromatographischen Lauf unmdoglich

wird, was wiederum die Messempfindlichkeit erheblich verschlechtert.

Eine weitere Schwierigkeit bei der Durchfiihrung der HPLC-NMR-Kopplung ist
durch die relativ niedrige Empfindlichkeit der NMR-Spektroskopie gegeben. Die
Nachweisegrenze liegt bei Substanzmengen von etwa 500 ng. Um diese Analytmenge
fiir die NMR bereitzustellen, miissen Trennsdulen mit einer hohen Beladbarkeit und
Selektivitit verwendet werden, damit selbst bei einer extremen Uberladung der Siule

noch eine ausreichend gute Trennleistung erzielt werden kann.

Auf der Seite der NMR-Spektroskopie miissen ebenfalls einige Punkte
beriicksichtigt werden. Da aufgrund des hohen Losungsmittelverbrauchs durch die
HPLC aus Kostengriinden auler deuteriertem Wasser keine volldeuterierten Losungs-
mittel verwendet werden konnen, ist es notwendig, die Losungsmittelsignale zu
unterdriicken. Dies erhoht die Empfindlichkeit der MeBmethode, und ermdglicht so bei
gleicher Anzahl von Transienten ein besseres Signal-zu-Rausch-Verhiltnis. Ein

Beispiel hierzu ist in Abbildung 15 zusammengestellt.

Zur Unterdriickung der Losungsmittelsignale stehen mehrere Pulssequenzen zur

Verfiigung. Sie lassen sich in Vorsittigungs-Methoden (im Folgenden verwendet
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mittels Shaped Pulsen), Relaxations-Methoden, sowie in Methoden unter Verwendung

von selektiver Nichtanregung oder By-Feld-Gradienten einteilen.

28 24 20 16 12 0.8 [ppm]

rrsrrrgtrrrgrsrrrr|prrrrrgprrrtrrrrrr|rrrrrrrrrryrrrryjrrrrJrrrrrrrr1.r1
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 [ppm]
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Abbildung 15: Protonenspektrum von a-Tocopherol in Methanol a) ohne und b) mit

Losungsmittelunterdriickung
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Im Falle der continuous-flow Experimente ist noch ein weiteres Phdnomen zu
beriicksichtigen. Aufgrund der begrenzten Aufenthaltsdauer des Eluenten in der
Detektionszelle, die durch den stetigen Losungsmittelflufl bedingt ist, ergibt sich eine
Verkiirzung der Lebensdauer der angeregten Spinzustinde in der Durchflusszelle und
somit der Spin-Spin-Relaxationszeit im FluB3. Dies resultiert in einer Verbreiterung der
NMR-Signale. Gleichzeitig wird jedoch auch der Gleichgewichtszustand durch den
standigen ZufluB neuer, nicht angeregter Kerne schneller erreicht, was eine schnellere
Wiederholungsrate der Spektrenaufnahme und somit einen Empfindlichkeitsgewinn

ermoglicht.

4.4 Kapillarmethoden

4.4.1 Kapillar-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (WHPLC)

Die Miniaturisierung der etablierten, hochselektiven Trennmethode HPLC ist
begriindet in der hdufig stark limitierten Analytmenge in Proben biologischen und
klinischen Ursprungs, die jedoch aufgrund mangelnder Ladung nicht mit den
elektrokinetischen Trenn- und Analysetechniken, wie CE und CEC, identifiziert

werden konnen.

Die ersten Entwicklungen beziiglich des Packens von Kapillaren und der
Miniaturisierung von HPLC-Anlagen wurden von Scott, Kucera und Ishii durch-
gefiihrt!' ", Daraus entwickelte sich die Kapillar-HPLC (uHPLC), welche die
Prinzipien der HPLC mit den reduzierten Dimensionen der gepackten Trennkapillaren
aus Fused Silica auf eine Groe von 50 bis 250 um verbindet. Zur Zeit ermoglichen
splitlose Kapillar-HPLC-Pumpen und eine limitierte Auswahl an kommerziell
erwerblichen Trennkapillaren Routineuntersuchungen. Gleichzeitig finden jedoch
laufend Weiterentwicklungen im Bereich der Erstellung neuer Trennkapillaren sowie

bei der Optimierung der Pack- und Trennvorgénge statt.

Das Packen der Fused Silica-Kapillarsdulen erfolgt hauptsdchlich analog zum
Packvorgang von reguldren HPLC-Saulen aus dem Slurry. Dies bedeutet, dass die zu
packende stationdre Phase in einem organischen Losungsmittel suspendiert wird,

bevor sie unter Druck mit Hilfe einer pneumatischen Pumpe in die Kapillare gepresst
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wird, in der die Partikel durch eine Fritte am Ende zurlickgehalten werden. Die
Technik der besten und storungsfreisten Art der Fixierung der Teilchen in der
Kapillare wird zur Zeit intensiv diskutiert. Dabei werden Methoden wie das Sintern
von Fritten, die Verwendung von Filtern und die Wirkung des Keystone-Effekts bei

Verwendung von verjiingten Kapillaren optimiert und miteinander verglichen!' "7,

4.4.2 Miniaturisierte Kopplungsmethoden

Die pHPLC kann ebenso wie die klassische HPLC on-line mit Methoden zur
Strukturbestimmung gekoppelt werden. So ist es beispielsweise mdglich, eine uHPLC-
MS-Kopplung zu etablieren, dabei ist die lonisation der Probenmolekiile im Moment

jedoch lediglich tliber die ESI verfiigbar.

Eine vielversprechende Kopplungsmethode stellt auch die pHPLC-NMR-
Kopplung dar, da ihre Ergebnisse einen groflen Informationsgehalt, auch stereogener
Art, fiir die Strukturaufkldrung unbekannter Substanzen besitzen. Der experimentelle
Aufbau der nHPLC-NMR-Kopplung ist dabei prinzipiell analog zur klassischen
Kopplung, allerdings wird statt des BPSU-Interfaces lediglich ein einfaches

Schaltventil zwischen den UV-Detektor und das NMR-Spektrometer eingebaut. Der
{[20.175-180]
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schematische Aufbau ist in Abbildung 16 zusammengestell
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Abbildung 16: Experimenteller Auftbau der tHPLC-NMR-Kopplung
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Ein weiterer Unterschied zur klassichen HPLC-NMR-Kopplung liegt im
Probenkopfdesign, da fiir die Kopplung mit der Kapillartechnik ein spezieller Kapillar-
DurchfluBBprobenkopf entwickelt werden muflte. Neben dem klassischen Aufbau mit
dem Doppelsattel-Helmholtz-Design (vgl. Abbildung 17 a)), der auch im reguldren
Durchflussprobenkopf Anwendung findet, hat sich in jiingster Zeit vor allem die
solenoide Anordnung (Abbildung 17 b)) durchgesetzt. Hierbei ist die Durchflu3zelle
mit einem Detektionsvolumen von etwa 1,5 pl nicht parallel zum B,-Feld, sondern mit
Ausrichung entlang der x-Achse angeordnet. Die Sende- und Empfangsspulen sind,
wie auch bei der klassischen Durchflusszelle, direkt um die Detektionszelle gewickelt.
Um die bei diesen kleinen Dimensionen auftretenden Suszeptibilitits-Inhomogenitaten
zu minimieren, ist die Spule von einem Container mit einem die Suszeptibilitit

ausgleichenden Fluorkohlenwasserstoff (FC-43) umgeben.

s b) N W

.
DurchfluB- Sende-/ . :
zelle Empfangs- Container mit
Sendo/ Spulen Suszeptibilitits-
ende- ausgleichender
— ‘gmrffangs- 1.5l ﬁ \\\\\ ﬁ Fliissigkeit
puien Detektions- Fused Silica-
volumen Kapillare
(o
Yaus Eluent +e1n

\] aus A ein Eluent
Abbildung 17: Design eines a) klassischen Durchflussprobenkopfes mit Doppel-
sattel-Helmholtz-Design und b) eines Kapillar-DurchfluBproben-

kopfes mit solenoider Anordnung



5 Ergebnisse 45

5 Ergebnisse

5.1 Untersuchung von Tocopherolen in Zahncreme und Zahnfleisch

5.1.1 Design der Studie

Epidemiologische Studien ergaben, da 95 % aller Menschen an Gingivitis, einer
im fortgeschrittenen Stadium schmerzhaften Entziindung des Zahnfleisches, leiden!'™",
Daher ist der Bedarf an schiitzenden und entziindungshemmenden Substanzen grof.
Vitamin E scheint durch seine antioxidativen Féhigkeiten, wie die Wirkung als
Radikalfanger zur Verminderung von oxidativem Stre3 und die Desaktivierung von

reaktivem Singulett-Sauerstoff, dazu gut geeignet. Aus diesem Grund wurde vor

kurzem eine Zahncreme auf den Markt gebracht, die Tocopherole enthélt.

Das Ziel der durchgefiihrten Untersuchungen war nachzuweisen, ob bei der
regelméBigen Verwendung der Vitamin E-haltigen Zahncreme die Tocopherole im
Zahnfleisch akkumuliert werden. Diese Anreicherung ist notwendig, damit das
Vitamin E einen positiven Effekt auf die orale Hygiene, insbesondere des
Zahnfleisches, entwickeln kann. Dabei sind sowohl priaventive, also vor Erkrankung

schiitzende, als auch heilende Wirkungen moglich.

Zur Untersuchung der Anreicherung der Tocopherole im Zahnfleisch wurde eine
Doppel-Blindstudie durchgefiihrt. Dazu wurden zunédchst Zahnfleischproben von
freiwilligen Probanden untersucht, die keine spezielle Vorbehandlung durchgefiihrt
hatten. Unterteilt war diese Kontrollgruppe in zwei Untergruppen aus gesunden und an
Gingivitis erkrankten Testpersonen. Neben den Kontrollgruppen existierten drei
Gruppen von an Gingivitis erkrankten Probanden. Diese fiihrten vor der Entnahme der
Zahnfleischproben eine Vorbehandlung ihrer Zihne mit Tocopherol-haltigen
Zahncremes durch. Dabei gab es drei Arten von Vorbehandlungen: Die erste Gruppe
von Testpersonen putze ihre Zdhne zwei Wochen lang vor der Biopsie (das letzte Mal
30 min vor Entnahme der Probe) zweimal tiglich fiir 60 bis 90 Sekunden mit 2 bis 3
cm einer Zahncreme, die 0,2 % Tocopherole enthilt, wihrend die zweite Gruppe die
Ziahne zwei Wochen lang mit einer Zahncreme, die 1,0 % Tocopherole enthilt, putzte.

Die dritte Gruppe von Probanden putzte analog zur zweiten Gruppe ihre Zdhne mit 1,0
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%iger Zahncreme und benutze zusitzlich jeden Abend 3 min lang eine Schiene, die sie

mit der 1,0 %igen Zahncreme gefiillt hatten.

5.1.2 Chromatographische Trennung der Tocopherole

Vor der Durchfiihrung der Untersuchungen an Zahncreme und Zahnfleisch war es
zundchst einmal notwendig, eine an das chromatographische System angepalite
Trennung der Tocopherol-Homologen zu erzielen. Dazu wurde ein Standard bestehend
aus O-, (-, y- und O&-Tocopherol sowie «-Tocopherolacetat hergestellt und
chromatographisch auf einer hochselektiven C;o-Trennséule aufgetrennt. Abbildung 18

zeigt ein exemplarisches Chromatogramm.
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Abbildung 18: Chromatogramm eines Standards aus O-, B-, y- und d-Tocopherol sowie

a-Tocopherolacetat in Methanol (entsprechend 1000 ng/Tocopherol)

Da im Folgenden die Tocopherole mit der Methode des externen Standards
quantifiziert werden sollten, galt es nun, eine Kalibriergerade fiir jedes Tocopherol-
Homologe zu erstellen. Dazu wurde eine Verdiinnungsreihe des Tocopherol-Standards
hergestellt und die verschiedenen Peakflichen der jeweiligen Tocopherole mittels

HPLC-UV quantifiziert.



5 Ergebnisse 47

Die Peakfldchen jedes Tocopherols wurden nun gegen die eingesetzte Menge
aufgetragen und die Kalibriergeraden mittels linearer Regression berechnet. Jedes
Tocopherol besitzt dabei eine individuelle Kalibriergerade, da die UV-Absorptionen
der verschiedenen Tocopherole bei einer gegebenen Wellenldnge (hier 280 nm) und
somit auch die Peakfldchen variieren. Tabelle 2 zeigt die erhaltenen Kalibriergeraden

der verschiedenen Tocopherole und deren Standardabweichungen.

Substanz Kalibriergerade Standardabweichung
a-Tocopherol y=0,3117 x +0,0021 (0,7 %)
B-Tocopherol y=0,3500 x +0,0038 (1,1 %)
y-Tocopherol y =0,2606 x +0,0012 (0,5 %)
0-Tocopherol y=0,2783 x +0,0024 (0,9 %)

a-Tocopherolacetat y = 10,2760 x 10,0019 (0,7 %)

Tabelle 2: Kalibriergeraden und deren Standardabweichungen, berechnet aus der

Verdiinnungsreihe des Tocopherol-Standards

5.1.3 Identifizierung der Tocopherol-Homologen mittels HPLC-NMR-Kopplung

Nachdem eine ausreichende chromatographische Trennung von a-, -, y- und &-
Tocopherol sowie a-Tocopherolacetat unter Verwendung einer Cso-Trennphase bei
isokratischen Bedingungen mit reinem Methanol als mobiler Phase erreicht werden
konnte, galt es nun, die Zuordnung der einzelnen Peaks mittels HPLC-NMR-
Spektroskopie zu validieren. Dies konnte mit Hilfe des continuous-flow Verfahrens,
bei dem das NMR-Spektrometer als simultaner Detektor fiir die Chromatographie
dient, erreicht werden. Um die Durchfiihrung dieses Kopplungsexperimentes zu
ermOglichen, musste die Flussrate der HPLC-Trennung auf 0,4 ml/min erniedrigt
werden, um eine liangere Aufenthaltszeit der Analyten in der NMR-MeBzelle zu
gewdhrleisten. Dariiber hinaus wurde auch ein hoher konzentrierter Tocopherol-
Standard (entsprechend Absolutmengen von 266,8 pg je Tocopherol) injiziert, damit
die geringere Selektivitit der NMR-Spektroskopie verglichen mit der UV-Detektion

kompensiert werden kann.
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Der Konturplot des continuous-flow HPLC-NMR-Kopplungsexperimentes, der
mit dem Chromatogramm der HPLC-Trennung des Tocopherol-Gemisches (vgl.
Abbildung 18) korreliert werden kann, ist in Abbildung 19 dargestellt. Dabei ist in F2-
Richtung die chemische Verschiebung aufgetragen, wéhrend die F1-Achse dem

zeitlichen Verlauf der Trennung entspricht.

Hierin ist entlang der F1-Richtung ein Chromatogramm aufgetragen, das durch die
Aufsummierung iber die Intensititen der Protonensignale erhalten wurde. Die
Auflosung dieses Chromatogramms ist aufgrund der zeitlichen Auflésung von ca. 38 s
pro Reihe im continuous-flow Experiment selbstverstandlich viel schlechter als die

eines entsprechenden Chromatogramms mit UV-Detektion (Auflosung 0,5 s).
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Abbildung 19: Konturplot der continuous-flow HPLC-NMR-Trennung eines

Gemisches aus Tocopherolen

Fiir die Interpretation der Protonenspektren ist die Darstellung der continuous-flow
Messung als Konturplot leider nicht gut geeignet. Deshalb werden zu diesem Zweck
jeweils einzelne Reihen am Peakmaximum jedes Tocopherols entnommen und
weitergehend analysiert. In Abbildung 20 sind die an den Peakmaxima extrahierten

'"H-Spektren vergleichend untereinander aufgetragen.
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Abbildung 20: "H-NMR-Spektren der Tocopherole, extrahiert aus dem Konturplot der

continuous-flow Messungen (Abb. 19) am jeweiligen Peakmaximum
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Die Zuordnung der Protonenspektren zu den zugehdrigen Tocopherol-Homologen
kann iiber die Auswertung der Signale der aromatischen Protonen (zwischen 6,2 und
6,3 ppm) und liber die Auswertung der Protonen der an dem aromatischen Ring
substituierten Methylgruppen (zwischen 2,0 und 2,2 ppm) vorgenommen werden. Die
zusétzliche acetatische Methylgruppe des a-Tocopherolacetats kann bei etwa 2,3 ppm

gut erkannt werden.

Fiir die exakte Interpretation der Protonensignale werden aufgrund der Komplexitét
des Spektrums weitere NMR-Experimente bendtigt. Mit zusétzlichen Aufnahmen
eines C-Spektrums, eines DEPT-135 sowie eines HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Correlation Spectroscopy) von o-Tocopherol geldst in deuteriertem
Methanol ist nun eine vollstdndige Zuordnung der Signale moglich. Die erhaltenen

Spektren samt ihrer Interpretation sind in den Abbildungen 21 und 22 dargestellt!'**.

4’-CH,

3
12’-CH,|| 8'-CH
5-CH, ’ ’
7-CH;| |8-CH,

ppm 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06

Abbildung 21: Aliphatischer Bereich des HSQC von a-Tocopherol
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Abbildung 22: *C-NMR-Spektrum von a-Tocopherol

5.1.4 Extraktion von Tocopherolen aus Zahncreme

Im Rahmen der Studie wurden zwei Tocopherol-haltige Zahncremes untersucht,
die sich in den Konzentrationen an Tocopherolen unterschieden. Dabei enthielt die
eine Zahncreme laut Herstellerangaben 0,2 % Tocopherole, wihrend die andere 1,0 %

enthalten sollte. Im Folgenden wird exemplarisch die 0,2 %ige Zahncreme untersucht.

300000 — a-Tocopherolacetat

M

T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Zeit [min]

250000

200000

150000 —

100000 —

Intensitdt [mAu]

50000

Abbildung 23: Chromatogramm eines Extraktes aus Zahncreme mit 0,2 % Toco-

pherolen in Methanol
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Zunichst einmal war es wichtig, die Tocopherole moglichst quantitativ und
schonend aus der Zahncreme zu extrahieren. Dazu wurde die Zahncreme mit Methanol
vermischt, bis das Bindemittel ausflockte. Nun wurde das Gemisch 15 min lang mit
Ultraschall behandelt. AnschlieBend wurden die ungeldsten Stoffe mit einem 45 pm-
Filter abgetrennt, um ein Verstopfen der Trennséule zu vermeiden. Eine 20 pl-Portion
des Filtrats wurde nun auf eine Cs-Trennsédule injiziert und mit einer mobilen Phase
bestehend aus reinem Methanol aufgetrennt. Das erhaltene Chromatogramm ist in

Abbildung 23 dargestellt.

Die Integration der Peaks der verschiedenen Tocopherol-Homologen erlaubt nun
eine Berechnung der prozentualen Zusammensetzung der Zahncreme. Tabelle 3 zeigt
die dabei erhaltenen Ergebnisse. Laut Herstellerangaben wurde nur a-Tocopherol-
acetat der Zahncreme zugegeben, da dieses weniger anfillig gegen Oxidation ist als
die ibrigen Tocopherole. Tatsdchlich konnten jedoch auch a-, -, y-, und 0-
Tocopherol in geringen Mengen gefunden werden. Der Grund dafiir liegt in
Verunreinigungen im o-Tocopherolacetat, welches laut Herstellerangaben nur eine

98 %ige Reinheit besitzt.

Anteil in
Name Zahncreme
[“o]
a-Tocopherol 1,8
B-Tocopherol 0,7
y-Tocopherol 0,7
0-Tocopherol 0,1
a-Tocopherolacetat 96,7

Tabelle 3: Prozentuale Zusammensetzung der Tocopherole in der 0,2 %igen Zahn-

creme
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5.1.5 Extraktion von Tocopherolen aus Zahnfleisch

Der Schwerpunkt der Studie lag auf der Untersuchung der Zahnfleischproben von
Probanden, die ihre Zdhne im Vorfeld der Studie mit Tocopherol-haltiger Zahncreme
geputzt hatten, um nachzuweisen, ob sich die Tocopherole in dem Zahnfleisch
anreichern. Diese Anreicherung ist notwendig, damit die Tocopherole aufgrund ihrer
antioxidativen Eigenschaften eine protektive oder kurative Wirkung auf das

Zahnfleisch entwickeln konnen.

Zunichst einmal wurden Zahnfleischproben von Probanden, die keine
Vorbehandlung mit Tocopherol-haltiger Zahncreme durchgefiihrt hatten, untersucht.
Diese Kontrollgruppe unterteilte sich in zwei Untergruppen, den gesunden

Testpersonen und den Probanden, die an Gingivitis leiden.

Bei der Untersuchung der beiden Kontrollgruppen ging es darum nachzuweisen,
dass nur sehr geringe Mengen an Tocopherolen im Zahnfleisch vorliegen. Die
Tocopherole wurden dazu mit Hilfe der MSPD aus den Zahnfleischproben extrahiert.
Anschlieffend wurden sie nach der in Abschnitt 5.1.2 beschriebenen Methode auf einer
hochselektiven C;p-Trennsdule mit Methanol als mobiler Phase chromatographisch

analysiert. Ein beispielhaftes Chromatogramm ist in Abbildung 24 dargestellt.

2500 \J

2000 +
%
= 1500
o]
> a-Tocopherolacetat
15
k=

1000 —

500 T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Zeit [min]
Abbildung 24: Chromatogramm eines Extraktes aus unbehandeltem Zahnfleisch nach

MSPD (gesunder Proband, keine Vorbehandlung)
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Es ist zu beobachten, dass bei den Retentionszeiten, die fiir die verschiedenen
Tocopherol-Homologe zu erwarten wiren, keine bzw. nur minimale Peaks auftreten.
Vor allem interessant sind die nur in vereinzelten Proben zu findenden Peaks von Q-
Tocopherolacetat bei ca. 21 min, da es das in der Zahncreme hauptsdchlich vor-
kommende Tocopherol-Derivat ist, auf dem der Schwerpunkt der Untersuchungen zur

Anreicherung liegen wird.

Proband Nr., Menge von a-Toco- Proband Nr., Menge von a-Toco-
gesund acetat im Zahnfleisch Gingivitis acetat im Zahnfleisch
[ng/mg] [ng/mg]
271 3,1 460 8,2
276 8,1 462 ¥
281 28,0 464 ¥
287 1,2 467 ¥
Durchschnitt 10,1 (4,1 ohne 281) 469 -
475 -k
477 ¥
*: nicht nachweisbar 478 1,1
482 -k
Durchschnitt 1,0

Tabelle 4: Ergebnisse der Untersuchung der Zahnfleischproben der Kontrollgruppen

auf a-Tocopherolacetat; links gesund, rechts an Gingivitis leidend

Die Ergebnisse der Untersuchungen der Zahnfleischproben der beiden
Kontrollgruppen beziiglich der Anwesenheit von a-Tocopherolacetat sind in Tabelle 4
zusammengestellt. Bei allen Testpersonen konnten nur sehr geringe Mengen oder kein
a-Tocopherolacetat nachgewiesen werden. Dabei ist auffallend, dass der Durchschnitt
von O-Tocopherolacetat bei an Gingivitis erkrankten Probanden mit 1 ng/mg
Zahnfleisch niedriger liegt als der von gesunden Testpersonen (10,1 ng/mg, ohne

Proband Nr. 281 4,1 ng/mg Zahnfleisch).
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Zusitzlich zu den beiden Kontrollgruppen wurden jetzt Zahnfleischproben der drei
Probandengruppen mit Gingivitis untersucht, die ihre Zéhne vor der Biopsie mit
Tocopherol-haltiger Zahncreme vorbehandelt hatten. Dabei putzte die erste Gruppe
von Testpersonen ihre Zdhne mit der Zahncreme, die 0,2 % Tocopherole enthilt,
wiahrend die zweite Gruppe von Probanden ihre Zdhne analog mit der 1,0 %igen
Zahncreme behandelte. Die dritte Gruppe putzte sich ebenfalls die Zihne mit der
Zahncreme mit 1,0 % Tocopherolen, zusitzlich benutzte sie jeden Abend eine Schiene,

die sie mit der 1,0 %igen Zahncreme gefiillt hatten.

Die Extraktion der Tocopherole aus den vorbehandelten Zahnfleischproben
erfolgte analog zu denen der Kontrollgruppe mittels MSPD, gefolgt von der
chromatographischen Analyse auf einer Csp-Trennsdule und Methanol als mobiler
Phase. Abbildung 25 zeigt ein exemplarisches Chromatogramm nach Behandlung mit

0,2 %iger Zahncreme.
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Abbildung 25: Chromatogramm eines Extraktes aus vorbehandeltem Zahnfleisch nach
MSPD (Proband mit Gingivitis, Vorbehandlung mit 0,2 %iger Zahn-

creme)

Im Chromatogramm kann nun bei ca. 21 min ein deutlicher Peak erkannt werden,
der mittels HPLC-APCI-MS-Kopplung (vgl. Abschnitt 5.1.6) als a-Tocopherolacetat

identifiziert werden kann. Somit ist nachgewiesen, dass tatsdchlich a-Tocopherol-
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acetat im Zahnfleisch angereichert wird, welches dann einen positiven Effekt auf die

orale Hygiene entfalten kann.

Proband Nr., Menge von a-Toco- Proband Nr., Menge von a-Toco-
0,2 % acetat im Zahnfleisch 1,0 % acetat im Zahnfleisch
[ng/mg] [ng/mg]
455 50,7 453 58,0
459 4,0 461 ¥
465 25,4 468 70,7
470 9,1 471 339,7
476 27,2 479 14,5
Durchschnitt 23,3 483 9,1
Durchschnitt 82,0 (30,5 ohne 471)
Proband Nr., Menge von a-Toco-
1.0 %, acetat im Zahnfleisch
Schiene
*: nicht nachweisbar ine/mel
454 52,2
463 12,7
466 1,5
481 1,9
Durchschnitt 17,1

Tabelle 5: Ergebnisse der Untersuchung der Zahnfleischproben nach Behandlung mit
Tocopherol-haltiger Zahncreme (0,2 und 1,0 %, bzw. 1,0 % und Schiene)

Vergleicht man die gefundenen Mengen an d-Tocopherolacetat aus den verschiedenen

Arten von Vorbehandlung miteinander (vgl. Tabelle 5), so kann keine erhohte

Anreicherung bei Verwendung der hoher konzentrierten Zahncreme gefunden
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werden. Das bedeutet, dass eine Konzentration von 0,2 % Tocopherolen in der
Zahncreme schon ein Maximum an Anreicherung hervorruft und die Verwendung

einer hoheren Menge an Tocopherolen keine weiteren Vorteile mit sich bringt.

5.1.6 Massenspektrometrische Untersuchungen von mit Tocopherol-haltiger Zahn-

creme behandeltem Zahnfleisch

Nachdem bei der chromatographischen Trennung eines Extrakts aus mit
Tocopherol-haltiger Zahncreme behandeltem Zahnfleisch ein Peak bei 21 min auftrat,
der aufgrund der Retentionszeit auf o-Tocopherolacetat hinweist, ist es nun
notwendig, diese Vermutung durch eine massenspektrometrische Untersuchung zu
validieren. Dazu wurde die Kopplung der HPLC mit der Massenspektrometrie
eingesetzt. Als Ionisierungsmethode dient, aufgrund der Unpolaritdt der Tocopherole,

die APCI im positiven lonen-Modus.

Intens,.
107 ]
0 338

2.0 1
1.5 1
1.0 1

0.5 -
' 282319

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [min]
Abbildung 26: Base Peak Chromatogramme (BPC) der Matrixkomponenten eines
Zahnfleischextraktes mit m/z 282, 310, 336, 338 und 411
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Zunichst war es notwendig, die Chromatographie an die Massenspektrometrie
anzupassen. Dies wurde durch den Einsatz einer diinneren Trennsdule (2 mm anstatt

4,6 mm) erreicht, wobei gleichzeitig die Retentionszeiten etwas verkiirzt wurden.

ey
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336
|
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o | ' 473
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q [ | 1 [ kS Fomg rivf

Abbildung 27: Vergroferung von Abbildung 26 mit BPC von m/z 310, 336 und 473

(a-Tocopherolacetat)

Das Spektrum des Zahnfleischextraktes wird durch die Base Peak Chromatogramme
(BPC) der Matrixkomponenten (beispielsweise BPC von m/z 338) dominiert, wie es in
Abbildung 26 gezeigt wird. Dennoch kann man bei ca. 8,2 min einen deutlichen Peak

im BPC von 473 erkennen (Abbildung 27). Das Masse-zu-Ladungsverhéltnis 473 ist

dabei der protonierten Molekiilmasse von a-Tocopherolacetat zuzuordnen.

Intens

x10°8 15 206.9
6 473.0
1.0

4
2 0.5 165.1 312

5212 413.1
0 . ‘ 0.0 el Lt

100 200 300 400 500 mv/z 100 200 300 400 500 m/z

Abbildung 28: Massenspektrum (links) und MS/MS-Spektrum (rechts) von a-
Tocopherolacetat eines Extraktes aus mit Tocopherol-haltiger

Zahncreme behandeltem Zahnfleisch
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Abbildung 28 zeigt vergleichend das Massenspektrum und das MS/MS-
Spektrum des a-Tocopherolacetat-Peaks bei 8,2 min. Dabei liegt im Massenspektrum
aufgrund der schonenden Ionisierungsmethode APCI vorwiegend der Peak der
protonierten Molekiilmasse vor. Im MS/MS-Spektrum dagegen kann das fiir

Tocopherole charakteristische Fragmentierungsmuster beobachtet werden.

Das MS/MS-Spektrum von a-Tocopherolacetat enthdlt als Hauptkomponente
einen Peak mit m/z 207. Dieses Fragment ergibt sich aus einer Retro-Diels-Alder-

Reaktion, die in Abbildung 29 schematisch dargestellt ist.

AcO AcO CH,
_) & Retro—Diels—Alder‘ .
CieHss >
N\

O [6)

C16}133

Abbildung 29: Retro-Diels-Alder-Reaktion bei der Fragmentierung von a-Tocopherol-

acetat

Dariiber hinaus ist a-Tocopherolacetat in der Lage, seine Acetatgruppe
abzuspalten, was in der Entstehung von da-Tocopherol mit m/z 431 resultiert.
Zusitzlich ist die Abspaltung der Acetatgruppe auch im Anschlufl an die Retro-Diels-
Alder-Reaktion moglich, dadurch ergibt sich das Fragment mit m/z 165.



5 Ergebnisse 60

5.2 Bioverfugbarkeit von Carotinoiden aus intrinsisch gelabeltem

Gemuse
5.2.1 Design der Studie

Wihrend der letzten Jahre haben klinische und epidemiologische Studien gezeigt,
dass die erhohte Einnahme des Carotinoids Lutein positive Auswirkungen auf die
menschliche Gesundheit haben kann. Dabei ist Lutein aufgrund seiner antioxidativen
Fahigkeiten in der Lage, Zellen und Organismen gegen photooxidative Schiaden zu
schiitzen. Vor allem die inverse Korrelation zwischen der Lutein-Einnahme und dem
Gefahr, an altersbedingter Makular-Degeneration und Katarakt zu erkranken, ist
hierbei hervorzuheben. Dariiber hinaus deuten epidemiologische Studien verminderte
Risiken beziiglich der Pathogenese von koronaren Herzkranzgefderkrankungen,
Apoplexie, sowie der Entwicklung von bdsartigen Tumoren in Brust, Lunge, Darm

und Prostata an!!,

Leider war es bisher nicht moglich, die absolute Bioverfiigbarkeit von
Carotinoiden, weder aus natiirlichen Quellen noch aus Supplementen, zu bestimmen.
Dadurch ist es auch noch zu frith, um eine Supplementierung mit Lutein zu empfehlen,
da die Carotinoide bei einer Uberdosierung aufgrund ihrer dann prooxidativen Effekte

sogar schidliche Auswirkungen auf die Gesundheit haben kénnen™”.

Im Rahmen der in Kooperation mit dem USDA Human Nutrition Research Center
(HNRC) on Aging der Tufts University in Boston, USA, durchgefiihrten Studie wurde
ein neuartiger Weg zur Bestimmung der Anreicherung von Carotinoiden, in diesem
Fall Lutein, begangen, mit dem es auch moglich wird, die absolute Bioverfiigbarkeit

zu bestimmen.

Dabei wurde Spinat in speziellen Gewadchskammern hydroponisch in 25 Atom-%
deuteriertem Wasser geziichtet. Dies fiihrt dazu, dass alle Pflanzeninhaltsstoffe, also
auch das im Spinat vorhandene Lutein, teilweise deuteriert vorliegen. Zur Bestimmung
der Bioverfiigbarkeit wurde dieser intrinisch gelabelte Spinat nun Probanden

verabreicht.

Die Probanden fiir diese Studie waren gesunde, nicht-rauchende Méanner zwischen

51 und 72 Jahren mit Body Mass Indices (BMI) zwischen 22,9 und 27,3 kg/m®. Die
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Testpersonen durften innerhalb des letzten Monats vor dem Versuch keine Vitamin-
Supplemente zu sich nehmen und wurden aufgefordert, wiahrend der zwei Wochen vor
dem Versuch groflere Mengen an dunkelgriinem Blattgemiise, Mohren und Leber zu

vermeiden. Die detaillierten Charakteristiken der Probanden sind in Tabelle 6

aufgefiihrt.
Proband | Alter | Gewicht | BMI Menge Spinat- | Menge an deut.
Suppl. / Charge Lutein suppl.

[ke] | [ke/m’] [e] [mg]
1 51 79,4 26,7 400 43,68
2 59 86,2 27,3 400 43,68
3 53 79,4 26,7 300 34,05
4 56 81,7 25,2 300 34,05
5 72 68,0 22,9 300 34,05
6 53 74,8 244 300 34,05
7 67 87,5 27,0 300 34,05

Tabelle 6: Charakteristische Daten der Probanden der Bioverfiigbarkeitsstudie mit

intrinsisch gelabeltem Spinat

Den Probanden wurde nun am ersten Tag des Experiments eine Portion von 300
bzw. 400 g gekochtem, piiriertem Spinat zusammen mit einem fliissigen Friihstiick,
das 35 % der Kalorien aus Fett beinhaltete, verabreicht. Im Anschlul an diese
Supplementierung lebten die Testpersonen zwei Wochen lang mit einer Carotinoid-
freien Didt am HNRC, bis sie dann zu ihrer iiblichen Lebensweise nach Hause

entlassen wurden.

Zur Verfolgung der Aufnahme der Carotinoide wurden den Probanden vor und in
regelméligen Zeitabstinden nach der Supplementierung Blutproben abgenommen.
Dabei erfolgte die Entnahme zunéchst in zweistiindigen Intervallen, spater wurden die
Blutproben téglich entnommen. Die wichtigsten Daten beziiglich der Lebensweise und

Entnahme der Blutproben sind zur Veranschaulichung in Tabelle 7 zusammengetalt.
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Tag Art der Nahrung Zeitpunkte der Entnahme
der Blutproben
2 Wochen vor Carotinoid-arme Erndhrung -
Supplementierung
0. Tag Supplementierung mit vorher und nach 3, 5, 7, 9,
' deuteriertem Spinat 11 und 13 Stunden
0. bis 13. Tag Carotinoid-freie Erndhrung taglich
14. bis 35. Tag frei wahlbar jeden zweiten Tag

Tabelle 7: Zeitliche Planung der Bioverfiigbarkeitsstudie

5.2.2 Aufzucht, Vorbereitung und Analyse des intrinisch gelabelten Spinats

Der intrinsisch gelabelte Spinat wurde am USDA Children’s Nutrition Research
Center in Houston, USA, von Prof. M. A. Grusak geziichtet. Dabei wurden die
Pflanzen in einer speziellen Nahrlosung, die mit 25 Atom-% deuteriertem Wasser
versetzt war, hydroponisch angebaut. Der Spinat wurde auf diese Weise 4 Wochen
lang in einer speziellen Gewdchskammer gehalten, bis er geerntet wurde. Der Aufbau

der Gewdchskammer ist in Abbildung 30 dargestellt.

Die Spinatblétter wurden dann am HNRC der Tufts University in Boston, USA,
gewogen, zerkleinert und blanchiert. AnschlieBend wurde das Gemiise piiriert,
portioniert und bis zur Analyse bzw. Verwendung in der Bioverfiigbarkeitsstudie bei -

80 °C tiefgekiihlt gelagert.

Vor der Durchfiihrung der Supplementierungsstudie war es zundchst notwendig,
eine quantitative Analyse des im Spinat vorhandenen Luteins durchzufithren. Zu
diesem Zweck wurden die Carotinoide aus 500 mg des Spinats mit Methanol und THF
extrahiert und der Carotinoid-Extrakt auf einer hochselektiven Cs;y-Trennphase unter
Verwendung eines Gradienten bestehend aus Methanol, TBME und Wasser

aufgetrennt. Das erhaltene Chromatogramm ist in Abbildung 31 a) gezeigt.

Die Quantifizierung ergibt, dass in den zwei nacheinander geziichteten Chargen an
gelabeltem Spinat 11,35 bzw. 10,24 mg an deuteriertem Lutein pro 100 g Spinat

vorlagen.




5 Ergebnisse 63

Abbildung 30: Gewichskammer zum Anbau des intrinsisch gelabelten Spinates
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Anhand des Massenspektrums des gelabelten Luteins kann erkannt werden, dass
nur eine teilweise Deuterierung vorliegt, die in der Verwendung von lediglich 25
Atom-% deuteriertem Wasser begriindet ist. Eine Verwendung von volldeuteriertem
Wasser ist nicht moglich, da die Pflanzen sonst eingehen. Die am haufigsten
vorkommende Markierung Dbesteht aus acht Deuteriumatomen, was im
Massenspektrum (vgl. Abbildung 31 b)) in einem Molekiilionenpeak von m/z 559
resultiert. Dieser entspricht der protonierten Masse des achtfach deuterierten Luteins
abziiglich eines Wassermolekiils. Aber auch andere Mengen von Deuteriumatomen
konnen im gelabeltem Lutein vorliegen, diese sind im Massenspektrum in einem

gaussformigen Isotopomerenprofil um den hédufigsten Deuterierungsgrad angeordnet.

mvV a) all-E Lutein
Chlorophyll .
120 all-E B-Carotin
80
40
0 -

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 min
Int. 559.5

400001 ©)
32000 556.5 563.5

24000
M,-H,0+H*
16000 554.5 66.5

8000 551.5||‘ \|569.5
Ou.u‘\.....\..l.\ N L,

540 545 550 555 560 565 570 m/z

Abbildung 31: a) HPLC-Chromatogramm der Carotinoide in intrinisch gelabeltem
Spinat und b) gaussformige Isotopomer-Verteilung des deuterierten

Luteins
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5.2.3 Untersuchung der Anreicherung von Lutein aus partiell deuteriertem Spinat

mittels HPLC-UV- und HPLC-APCI-MS-Kopplung

Die den Probanden vor und in regelmiBligen Zeitabstinden nach der
Supplementierung mit gelabeltem Spinat entnommenen Blutproben wurden nun auf
thren Carotinoidgehalt hin untersucht. Dazu wurden die Carotinoide unter Rotlicht mit
Hilfe von Methanol, Chloroform und Hexan aus dem Serum extrahiert. Anschlieend
wurde der Carotinoid-Extrakt auf einer Cjp-Trennphase mit einem Gradienten
bestehend aus Methanol, TBME und Wasser chromatographisch getrennt. Abbildung

32 zeigt beispielhaft eines der erhaltenen Chromatogramme.
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Abbildung 32: Chromatographische Trennung eines Carotinoid-Extraktes aus

menschlichem Serum

Das im Rahmen dieser Studie betrachtete Carotinoid Lutein eluiert nach etwa 9,5
min. Die Quantifizierung der Lutein-Peaks iiber den internen Standard Echinenon
ergibt fiir die verschiedenen Probanden die in Tabelle 8 zusammengestellten Werte der
Grundlevel vor der Supplementierung und der maximalen Anreicherungswerte am

Zeitpunkt der maximalen Anreicherung.

Dabei 1st auffillig, dass die Anfangsniveaus an Lutein, die vor der
Supplementierung gemessen wurden, mit Werten zwischen 3,85 und 15,62 pg pro

100 ml Serum sehr unterschiedlich sind. Diese Unterschiede diirften vor allem Dingen



5 Ergebnisse 66

die Erndhrungsgewohnheiten der Probanden widerspiegeln. Die Anreicherungsfak-
toren bezogen auf das Luteinlevel bei maximaler Anreicherung schwanken zwischen
1,55 und 2,83. Dabei haben die Testpersonen mit niedrigen Ausgangswerten eine
Tendenz zu hoheren Anreicherungsfaktoren, da die gegebene Dosis an gelabeltem

Spinat eine groBere Anderung des Luteinspiegels bewirkt.

Proband | Lutein-Grundlevel Level Lutein bei Zeitpunkt
max. Anreicherung | max. Anreicherung
[ng/100 ml Serum] | [ug/100 ml Serum]
1 4,64 13,12 11h
2 8,93 16,83 11h
3 7,45 21,11 1d
4 9,63 26,63 13h
5 15,62 29,21 13h
6 3,85 10,41 1d
7 7,90 12,25 2d

Tabelle 8: Zusammenstellung der Luteinlevels der Probanden vor und nach
Supplementierung mit gelabeltem Spinat nach Auswertung der HPLC-

Chromatogramme

Die Kopplung der chromatographischen Trennung mit der Detektionsmethode
Massenspektrometrie (Ionisierung via Atmospheric Pressure Chemical Ionization,
APCI) ermoglicht die Unterscheidung zwischen dem gelabelten Lutein aus der
Supplementierung und dem ungelabelten Lutein, das im Korper gespeichert ist. Dazu
werden die lonenspuren (Selected lon Chromatograms, SIC) des Masse-zu-Ladungs-
verhéltnis-Bereichs von m/z 551 bis 554 bzw. 556-563 betrachtet. Der Bereich von
m/z 551-554 ist dem undeuterierten Lutein zugeordnet, er entspricht dem Molekiilion
von Lutein abziiglich eines Molekiils Wasser (Lutein+H -H,0). Die Region mit m/z
556-563 (aufgrund von Verunreinigungen wird kein groBerer Bereich gewéhlt) ergibt
sich flir das deuterierte Lutein mit dem héufigsten Anreicherungsgrad von acht Deu-

tertumatomen und der gaussformigen Isotopomer-Verteilung um dieses Maximum.
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Abbildung 33: a) SICs von undeuteriertem (m/z 551-554) und deuteriertem (m/z 556-
563) Lutein vor der Supplementierung mit gelabeltem Spinat (Proband

#3) und b) Massenspektrum am Peakmaximum

In Abbildung 33 a) sind beispielhaft die SICs von deuteriertem und undeuteriertem
Lutein eines Carotionoid-Extraktes (Proband #3) vor der Supplementierung mit
gelabelten Lutein dargestellt. Es kann beobachtet werden, dass nur der SIC des
undeuterierten Luteins mit m/z 551-554 einen Peak bei einer Retentionszeit von 7,2
min (zeitliche Verschiebung aufgrund einer Optimierung der chromatographischen
Bedingung auf die Detektion von Lutein) zeigt. Auch das Massenspektrum am

Peakmaximum (Abbildung 33 b)) zeigt einen Hauptpeak bei m/z 551.

Intens) g #31d  m/z=551-554
x10
1.25
Abund . Time=7.13 min
100{ b) 9313
1.00
80
0.75 60
40
0.50 | 5645
20 7 561-3569.3
L eett 1 T
0.25
545 550 555 560 565 570mV/7
0.00
6 7 8 9 10 min

Abbildung 34: a) SICs von undeuteriertem (m/z 551-554) und deuteriertem (m/z 556-
563) Lutein 1 Tag nach der Supplementierung mit gelabeltem Spinat

(Proband #3) und b) Massenspektrum am Peakmaximum
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Im Gegensatz dazu kann in dem SIC von deuteriertem Lutein mit m/z 556-563 aus
einem Serum-Extrakt, der einen Tag nach der Supplementierung mit gelabeltem Spinat
entnommen wurde (Proband #3), ein deutlicher Peak bei 7,1 min beobachtet werden.
Das entsprechende Chromatogramm ist in Abbildung 34 a) gezeigt. Im Massen-
spektrum am Peakmaximum (Abbildung 34 b)) ist nun neben dem Hauptpeak von
undeuterierem Lutein bei m/z 551 auch die gaussformige Isotopomer-Verteilung des

deuterierten Luteins zu erkennen.

5.2.4 Berechnung der Anreicherung

Zur Berechnung der relativen Bioverfiigbarkeit, wie die Anreicherung in der
Literatur hdufig auch bezeichnet wird, ist zunéchst eine Quantifizierung der Peaks des
deuterierten und undeuterierten Luteins aus den LC-MS-Messungen notwendig.
Nachdem die Peaks aus den SICs von m/z 551-554, die dem undeuterierten Lutein
zugeordnet wurden, und m/z 556-563 des deuterierten Luteins integriert wurden, kann

die Anreicherung des supplementierten Luteins im Serum durch die Formel

Sstariar 100

euteriert

Anreicherung [% =
deuteriert + SUndeuteriert

berechnet werden. Dabei sind Sypgeuteriert UNA Sgeuceriersr di€ Integrale der Peaks in den

beiden SICs.

Die Berechnung der Anreicherung wird fiir jeden Zeitpunkt, an dem dem
Probanden Blut entnommen wurde, durchgefiihrt. Werden nun die berechneten Werte
gegen die Zeit aufgetragen, so ergibt sich fiir jeden Probanden eine individuelle
Absorptions-Desorptions-Kurve. Die im Rahmen der Supplementierung mit

deuteriertem Lutein erhaltenen Kurven sind in Abbildung 35 zusammengestellt.

Die grofften Anreicherungsraten werden ein bzw. zwei Tage nach der Aufnahme
des gelabelten Spinats gefunden. Die maximale Anreicherung betrdgt dabei zwischen
28 und 54 %. Hierbei sind die Unterschiede in den Anreicherungsraten durch die
verschiedenen Grundlevels an Lutein im Serum zu erkldren, da ein niedriges

Serumlevel eine stiarkere Verdnderung ermoglicht.
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Um die Absolutmenge an absorbiertem Lutein zu bestimmen, wird die
Anreicherung jetzt mit der Gesamtmenge an Lutein in der Serumprobe (Cpyein total)> di€
durch die Quantifizierung der HPLC-Chromatogramme bestimmt wurde, und das
geschitzte Volumen an Blut in dem Probanden (V) multipliziert. Das Volumen an Blut

in einem Menschen wird dabei mit der Formel
V =927[ml]+ (31.47[ml / kg] (M kg])

angendhert. Die Absolutmenge an absorbiertem Lutein pro MeBpunkt ergibt sich nun

zu

Cdeuteriertes Lutein = AnreiCherung IlLuteintotal v :

In Tabelle 9 sind die maximale Anreicherungsrate und die sich zum Zeitpunkt der
maximalen Anreicherung ergebenden Absolutmengen an absorbiertem, deuterierten

Lutein der sieben Probanden zusammengestellt.

Proband maximale Zeitpunkt max. | Menge an absorb. deut.
Anreicherungsrate | Anreicherung | Lutein bei max. Anreich.

7] [d] [ng]
1 48,4 1 1949
2 30,0 2 169,6
3 53,8 1 388,5
4 36,0 2 281,4
5 35,7 2 276,5
6 54,7 1 186,6
7 28,2 1 124,2

Tabelle 9: Maximale Anreicherungsraten und Absolutmengen an absorbiertem Lutein

5.2.5 Berechnung der absoluten Bioverfiigbarkeit

Die absolute Bioverfiigbarkeit wird nun nach der pharmakologischen Definition

AUC .
Bioverfiigbarkeit [%] = AUC absorb. orale Boss 1700 [%]

absorb. int raven. Dosis
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berechnet. Das bedeutet, das der Quotient der Integrale (area under curves, AUC) einer
absorbierten, oralen Dosis und einer absorbierten, intravendsen Dosis bestimmt

werden muB!'®¥,

Im Falle der Carotinoide kann das Integral der oralen Dosis leicht aus den
Absorptions-Desorptions-Kurven, die aus den Anreicherungsraten bestimmt wurden,
bzw. den Absolutmengen an absorbiertem Lutein berechnet werden. Leider ist es
jedoch nicht moglich, Carotinoide intravends zu verabreichen, da diese in einer
wissrigen Umgebung unloslich sind. Aus diesem Grund mufl eine theoretische
intravendse Dosis extrapoliert werden. Zur Veranschaulichung ist eine graphische

Darstellung der Berechnung der absoluten Bioverfiigbarkeit in Abbildung 36

zusammengestellt.
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Abbildung 36: Graphik zur Berechnung der absoluten Bioverfiigbarkeit

Zur Berechnung des Integrals der oralen Dosis muf3 die Absportions-Desorptions-
Kurve durch eine oder mehrere Funktionen angendhert werden. Da es nicht einfach ist,
eine einzige passende Funktion zu finden, wird die Kurve in zwei Abschnitte, einen
Absorptions- und einen Desorptionsbereich, unterteilt. Diese werden nun unabhéngig

voneinander durch Funktionen angenahrt!'®*'#7],



5 Ergebnisse 72

Fir den Anreicherungsproze3 wird hierzu eine lineare Zeitabhingigkeit

angenommen, dementsprechend wird dieser Teil der Kurve durch die Gerade

y =mlX

angendhert. Der Prozel der Desorption folgt ndherungsweise einem exponentiellen
Zerfall, dieser ist durch die Funktion

X

y=a+bE(E_E

beschrieben. Die Absorptions-Desorptions-Kurven aller Probanden mit den jeweils
gefundenen linearen bzw. exponentiellen Funktionen zur Anndherung sind in

Abbildung 37 zusammengefasst.

Das Integral der oralen Dosis wird schlieBlich als Summe der Integrale der beiden

angendherten Funktionen berechnet. Diese kreuzen sich am Schnittpunkt x;, der nach

X
t

mx=a+ble "
berechnet wird.

Das Integral der oralen Dosis ergibt sich nun zu

AUC =F +F,

orale Dosis

X

= [mikdx+ [a+ble © dx
0 X

x | %

X, -z
+lalk-be"

=‘1E|m5<2
2

0
X

Die nédchste Aufgabe ist die Extrapolation einer theoretischen intravendsen Dosis
von Lutein. Um dies zu erreichen, wird angenommen, dass in dem Moment der
Injektion (x = 0) die komplette Menge an injiziertem Lutein im Serum zur Verfligung
steht. Von diesem Moment an unterliegt das Lutein ausschlieBlich einem
DesorptionsprozeB3, der annahmegemall mit der gleichen Geschwindigkeit geschieht

wie die Desorption der oralen Dosis. Die exponentielle Zerfallsfunktion kann daher als
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Abbildung 37: Absorptions-Desorptionskurven aller Probanden mit den zugehorigen

Kurvenfittings, a) - g) entspricht Proband 1-7
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X
t

y=at (mLutei n,total a) (&

1

dargestellt werden.

Unter Anwendung dieser Zerfallsfunktion ergibt sich das Integral einer

theoretischen intravendsen Dosis mit

X

)(2 -
— tI
AU Ctheoret. intraven. Dosis — j at (mLutein, total a) [e " dx
0
x|
— t]
=lalk— (mLutein, total a) [ﬁl [e
(N

Aus dem Quotient der beiden Integrale der oralen und theoretischen intravendsen
Dosis kann schlieBlich die absolute Bioverfiigbarkeit des deuterierten Luteins aus
intrinsisch gelabeltem Spinat berechnet werden. Die sich ergebenden Werte der sieben
Probanden sind zusammen mit den maximalen Anreicherungsraten und den Integralen

der oralen und theoretischen intravendsen Dosis in Tabelle 10 zusammengetalt.

Proband maximale AUC e Dosis | AUCtheor. intrav. Dosis | Bloverfligbarkeit
Anreicherungsrate

[7o] [mgld] [mgld] [“o]
1 48,4 (nach 1d) 1,33 251,01 0,53
2 30,0 (2d) 2,00 342,74 0,58
3 53,8 (1d) 3,03 144,56 2,10
4 36,0 (2d) 1,94 158,13 1,23
5 35,7 (2d) 2,94 172,05 1,71
6 54,7 (1d) 2,56 124,40 2,06
7 28,2 (1d) 1,19 215,94 0,55

Tabelle 10: Absolute Bioverfiigbarkeit, maximale Anreicherungsraten und Integrale

der oralen und theoretischen intravendsen Dosis der sieben Probanden
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Es ergeben sich absolute Bioverfiigbarkeiten zwischen 0,53 und 2,10 %. Diese
konnen jedoch noch nicht mit Werten aus anderen Studien oder anderer Carotinoide
verglichen werden, da die verwendete Methode der Supplementierung mit intrinisch
gelabeltem Gemiise noch vollkommen neuartig ist. Zur Zeit erst finden weitere
Studien mit anderen deuterierten Carotinoiden aus gelabeltem Gemiise, beispielweise

[-Carotin aus Karotten und Lycopin aus Tomaten, statt.

Auffillig an den gefundenen absoluten Bioverfiigbarkeiten ist, dass bei drei
Probanden relativ niedrige Werte von etwa 0,55 % auftreten, wihrend bei den weiteren
Testpersonen wesentlich hohere Bioverfiigbarkeiten bis zu 2,10 % vorliegen. Dies
konnte darauf hindeuten, dass moglicherweise von Mensch zu Mensch Unterschiede in
der Carotinoidaufnahme existieren. Zur Untermauerung dieser Ergebnisse ist es jedoch

unabdingbar, dass weitere Probanden an dieser Studie teilnehmen.
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Abbildung 38: Korrelationen zwischen der absoluten Bioverfiigbarkeit und dem
Alter, dem BMI, dem Grundlevel an Lutein und der maximalen

Anreicherung an deuteriertem Lutein der Probanden
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SchlieBlich war es notwendig, mogliche Korrelationen zwischen den gefundenen
Werten der absoluten Bioverfiigbarkeit und den charakteristischen Werten der
Probanden, wie Alter, BMI, Lutein-Grundlevel und der maximalen Anreicherungsrate
an deuteriertem Lutein, zu 1dentifizieren. Dabei wurden keine Korrelationen zwischen
der Bioverfiigbarkeit und dem BMI bzw. dem Grundlevel an Lutein im Serum
gefunden. Eine méBig starke Korrelation von p = 0,51 ergab sich interessanterweise
zwischen Alter und Bioverfiigbarkeit. Ob dies ein, aufgrund der geringen Anzahl an
Probanden, zufilliger Wert ist, ist ebenfalls in weiteren Studien zu bestitigen. Weniger
tiberraschend ist die Korrelation der maximalen Anreicherung und der Bioverfiig-
barkeit (p = 0,64), da die Anreicherung auch in modifizierter Form in die Berechnung

der Bioverfiigbarkeit eingeht.
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5.3Bestimmung der Anreicherung von Carotinoid-lsomeren in

retinalem Gewebe durch Fltterungsexperimente
5.3.1 Design der Studie

In klinischen und epidemiologischen Studien konnte in den letzten Jahren eine
inverse Korrelation zwischen dem erhohten Konsum von Lebensmitteln mit einem
hohen Gehalt an Lutein und Zeaxanthin und der Pathogenese von Augenerkrankungen
wie altersbedingter Makuladegeneration (AMD) und Katarakt gefunden werden!''",
Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass die gesteigerte Aufnahme der beiden Carotinoide
die Pigmentdichte der Retina erhoht. Aus diesem Grund liegt die Vermutung nahe,
dass eine ausreichende Erndhrung oder mogliche Supplementierung mit Lutein und

Zeaxanthin die Entstehung von AMD und Katarakt verhindern oder sogar eine

bestehende Erkrankung heilen kann.

Bevor allerdings eine allgemeine Supplementierung mit den Carotinoiden Lutein
und Zeaxanthin empfohlen werden kann, ist es zundchst notwendig, die Anreicherung
und Aktivitdten der Carotinoide am Wirkungsort, der Retina, genauer zu untersuchen.
Auflerdem ist zu beachten, dass die beiden Carotinoide nicht nur in der am haufigsten
berticksichtigten all-E-Konfiguration vorkommen, sondern auch als verschiedene
geometrische und optische Isomere. Diese konnen nun aufgrund ihrer abgewinkelten
Form nicht nur vollkommen unterschiedliche Bioverfiigbarkeiten sondern auch

verdnderte biologische Wirksamkeiten besitzen.

Zu diesem Zweck ist es daher sinnvoll, das Isomerenpattern von gesunden und
erkrankten Personen in Serum und Retina zu bestimmen und die relevanten
Unterschiede herauszuarbeiten. In einem ndchsten Schritt sollten dann die
Verdnderungen der Isomerenzusammensetzung nach einer Supplementierung mit

Lutein und Zeaxanthin betrachtet werden.

Da es in Deutschland sehr schwierig und ethisch bedenklich ist, Humanretinen,
insbesondere mit AMD, zu Untersuchungszwecken zur Verfiigung gestellt zu
bekommen, ist es notwendig, geeignete Tiermodelle zu verwenden. Dabei gilt es,
einen Kompromiss zwischen einer mdglichst grofen Ahnlichkeit mit dem Menschen

und einer einfachen Tierhaltung zu finden!'**',
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Die Retinen, die denen des Menschen am dhnlichsten sind, stammen von nicht-
humanen Primaten, die als einziges Tiermodell ebenfalls eine Makula Lutea besitzen.
Aus diesem Grund werden sie in der Augenheilunde, trotz eines Mangels an natiirlich

vorkommenden Degenerationen, haufig als Modell eingesetzt.

Ein Standardmodell in der ophthalmologischen Forschung sind Schweineaugen, da
sie in GroBBe und Physiologie denen des Menschen stark gleichen. Schweineretinen
haben jedoch keine Makula Lutea, auBerdem existieren ebenfalls keine

Degenerationsmodelle.

Der AMD ihnliche Degenerationen konnen dagegen in Ratten mit genetischen
Defekten, den RCS-Ratten (Royal College of Surgeons) auftreten. Daher ist die
Untersuchung von Rattenretinen sehr vielversprechend. Problematisch sind jedoch die
kleinen Dimensionen und somit auch sehr niedrigen Probenmengen, die eine exakte
Analytik zur Zeit noch sehr schwierig machen. Erste Versuche mit gepoolten Retinen

wurden jedoch erfolgreich durchgefiihrt.

Ein weiteres gut verwendbares Tiermodell ist das Huhn. Die Augen und somit
auch die Retinen sind groB genug fiir die Analyse einer einzelnen Retina, gleichzeitig
sind die Augen fiir Injektionen in den Glaskdrper leicht zuginglich. Sogar ein Modell
einer Degeneration der Photorezeptoren ist verfiigbar. Ein Nachteil besteht jedoch in
der Abwesenheit einer Makula Lutea und in den im Auge vorkommenden Oltrépfchen,

die die Analytik erschweren.

Im Rahmen des Fiitterungsexperiments wurde aufgrund der einfachen Haltung und
Erndhrung das Huhn als Tiermodell ausgewéhlt. Dazu wurden Hiihnerretinen von
Tieren untersucht, die von Geburt an 14 Tage lang entweder mit Standardfutter oder
aber mit Maisschrot erndhrt worden waren. Dabei galt es, die Unterschiede des
Patterns der geometrischen Isomere von Lutein und Zeaxanthin in der Retina
herauszuarbeiten. AuBlerdem sollte diese Isomerzusammensetzung mit derjenigen in
den jeweiligen Futtersorten verglichen werden, um eine moglicherweise
unterschiedliche Anreicherung an den verschiedenen geometrischen Isomeren

nachzuweisen.
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5.3.2 Vergleich des Isomerpatterns in Hiihnerretinen nach Fiitterung mit Standardfutter

oder Maisschrot

Nachdem jeweils sechs Hiithner 14 Tage lang entweder mit Standardfutter und mit
Maisschrot erndahrt worden waren, wurden ihnen in der experimentellen Ophthal-
mologie der Universitits-Augenklinik in Tibingen in Dunkelheit und unter
Eiskiihlung die Retinen entnommen. Die Carotinoide wurden aus den Retinen unter
Verwendung der MSPD extrahiert, anschlieBend wurden sie auf einer C3p-Trennsédule
mit einem Gradienten aus Aceton und Wasser chromatographisch aufgetrennt. Die

Zuordnung geschah anhand eines isomerisierten Standards aus Lutein und Zeaxanthin

(vgl. Abbildung 39).
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Abbildung 39: Chromatogramm eines isomerisierten Standards der Carotinoide

Lutein (L) und Zeaxanthin (Z)

In den HPLC-Chromatogrammen der Carotinoidextrakte aus den Hiihner-Retinen
sind zunéchst einmal andere Carotinoide in weitaus hoheren Konzentrationen auffallig.
Dies ist in Abbildung 40 a) exemplarisch dargestellt. Dabei handelt es sich um
verschiedenste Carotinoide, welche sich in den Oltropfchen, die in den Hithneraugen

vorhanden sind, anreichern. Wird jedoch der vordere Bereich der Trennung, in dem die
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Abbildung 40: Pattern der geometrischen Isomere von Lutein und Zeaxanthin in einer
Hiihnerretina nach Fiitterung von a) Standardfutter [b) Vergrosserung

von a)] bzw. ¢) Maisschrot
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relativ polaren Xanthophylle extrahieren, vergrofiert, so konnen auch die klassischen

retinalen Carotinoide, Lutein und Zeaxanthin, beobachtet werden.

Werden nun die Carotinoid-Pattern in den Retinen der Hiihner, die mit Standard-
futter erndhrt wurden, mit denen der Tiere, die mit Maisschrot gefiittert wurden,
verglichen, so konnen schon bei oberflichlicher Betrachtung deutliche Unterschiede
ausgemacht werden. Beispielhafte Chromatogramme sind hierfiir in Abbildung 40 b)
und c) zusammengestellt. Auffillig sind bei den mit Maisschrot gefiitterten Tieren vor
allem die erhohten Intensititen der Isomere von 13-Z und 9- Z Zeaxanthin sowie die

verminderte Intensitit des Peaks von all-E Lutein.

Die quantitative Analyse der Spektren ergibt, dass die Gesamtmenge an Lutein
und Zeaxanthin in den Retinen der Tiere nach Maisfiitterung mit 257,8 ng pro Retina
deutlich hoher ist als in den normal gefiitterten Tieren (181,9 ng / Retina). Gleichzeitig
werden die qualitativ beobachteten Unterschiede bestétigt, wie der prozentuale
Vergleich der Anteile an den diversen geometrischen Isomeren zeigt. Diese Ergebnisse
sind in Abbildung 41 graphisch dargestellt. Dabei zeigt sich auch, dass der prozentuale
Anteil von Zeaxanthin in den Retinen nach Maisfiitterung mit 60,2 % deutlich hoher
liegt als in den Kontrollretinen, die nur 46,7 % Zeaxanthin enthalten. Dartiber hinaus
ist auch der Anteil an Z-Isomeren nach Fiitterung mit Maisschrot erhoht, er liegt dann

bei 69,4 % im Vergleich zu den 57,6 % bei Flitterung mit Standardfutter.

25
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Abbildung 41: prozentualer Vergleich der Lutein- und Zeaxanthin-Isomere in

Hiihnerretinen nach Fiitterung mit Maisschrot oder Standardfutter
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Huhn, Huhn, Standard-
Standard-Futter | Maisschrot Futter Maisschrot
[ng/Retina] [ng/Retina] [ng/100 g] [ng/100 g]
13-Z Lutein 12,2 16,9 82,3 67,7
13°-Z Lutein 25,4 34,6 24,5 47,0
13-Z Zeaxanthin 23,1 45,7 191,3 2227
all-E Lutein 39,2 22,2 46823 1487,0
all-E Zeaxanthin 37,7 56,8 2596,7 1347,8
9-Z Lutein 9,2 13,5 207,1 68,2
9’-Z Lutein 10,8 15,4 199.,0 60,7
9-Z Zeaxanthin 23,9 52,7 242.8 144,5
Caro gesamt 181,9 257.8 8226,0 3445,6
Lut/Zea 53,3%/46,7% | 39,8%/60,2% | 63,29%/36,8% | 50,2%/49,8%
Z-1so/all-E 57,6%/42,4% | 69,4%/30,6% | 11,5%/88,5% | 17,7%/82,3%
Tabelle 11: Quantitative Auswertung des Flitterungsexperimentes von Hithnern mit

Maisschrot und Standardfutter zum Vergleich der retinalen Isomere

Die Ergebnisse der quantitativen Analyse der Carotinoid-Extrakte aus den Hiihner-
retinen sind zusammenfassend noch einmal in Tabelle 11 gezeigt. Zuséitzlich sind
darin die Mengen an Lutein und Zeaxanthin, die in dem verwendeten Maisschrot bzw.
Standardfutter gefunden wurden, zusammengestellt. Die Carotinoide wurden analog
zur Extraktion der Carotinoide aus den Retinen mittels MSPD aus der Matrix isoliert,
anschlieBend wurden sie mit der identischen Trennmethode auf einer Csy-Sédule
chromatographisch untersucht. Die beiden erhaltenen Chromatogramme sind in

Abbildung 42 dargestellt.

Es zeigt sich, dass das Standardfutter eine wesentlich gro8ere Menge (Faktor 2,4)
an Lutein und Zeaxanthin enthilt als der Maisschrot. Dies ist insoweit interessant, als
dass diese Aussage einen scheinbaren Widerspruch zu der Tatsache, dass in den
Retinen der mit Standardfutter erndhrten Hiihner geringere Mengen an Carotinoiden

gefunden wurden, darstellt. Eine denkbare Begriindung fiir dieses Phdnomen kann
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jedoch darin liegen, dass die Carotinoide, die im Mais vorkommen und dort von einer
natiirlichen Matrix umgeben sind, eine bessere Bioverfiigbarkeit besitzen als die dem

Standardfutter kiinstlich zugesetzten Carotinoide.

Dartiber hinaus zeigt sich, dass dem Standardfutter prozentual weniger Zeaxanthin
zugesetzt ist, als der Maisschrot enthdlt (36,8 % im Vergleich zu 49,8 %). Bei
letzterem ist auffdllig, dass er Lutein und Zeaxanthin in fast gleichen Mengen enthilt,

was nur fiir einige speziell geziichtete Arten von Mais typisch ist!"*",
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Abbildung 42: Isomerpattern von Lutein und Zeaxanthin in a) Standardfutter und b)

Maisschrot
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Beim Vergleich der Mengen und Zusammensetzungen der Z-Isomere in den
beiden Futtersorten kann beobachtet werden, dass im Standardfutter mit einem Anteil
von 11,5 % weniger Z-Isomere vorliegen als im Maisschrot (17,7 %). Der erhohte
Prozentsatz im Maisschrot kann dabei in einer lingeren Lagerzeit begriindet sein, die
bei einem kduflich zu erwerbenden Produkt nicht nachzuvollziehen ist. Einen
Vergleich der Isomeren-Zusammensetzungen der beiden Futtersorten zeigt Abbildung

43 in graphischer Form.
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Standard-Futter

Abbildung 43: prozentualer Vergleich der Lutein- und Zeaxanthin-Isomere in

Maisschrot und Standardfutter

Auch im Maisschrot ist, analog zu den Beobachtungen in den Hiihnerretinen mit
Maisfiitterung, festzustellen, dass die Mengen an 13-Z und 9-Z Zeaxanthin verglichen
mit dem Standardfutter deutlich erhoht sind. Gleichzeitig ist der Gehalt an all-E Lutein
vermindert. Nun konnte vermutet werden, dass die verstirkte Anreicherung dieser
Isomere in den Retinen nur in den schon im Futter vorliegenden Unterschieden in der
Carotinoid-Zusammensetzung begriindet ist. Diesem Verdacht kann jedoch zumindest
teilweise widersprochen werden, da die entsprechenden Isomere nur zu einem
geringeren Maf} angereichert werden als die anderen Isomere. Einen Maf3stab fiir diese

verminderte Anreicherung stellt der Vergleich der prozentualen Verhéltnisse der



5 Ergebnisse 85

jeweiligen Isomere zwischen den Futtersorten und zwischen den unterschiedlichen
Hiihnerretinen dar. So ergibt sich beispielsweise flir 13-Z Zeaxanthin ein Faktor von
2,8 bei Betrachtung des prozentualen Verhéltnisses von 13-Z Zeaxanthin in den
Futtermitteln Maisschrot und Standardfutter (6,5 %/ 2,3 %). Der Vergleich der
prozentualen Verhidltnisse an 13-Z Zeaxanthin in den beiden Arten von Retinen
resultiert jedoch nur in einem Faktor von 1,4 (Huhn-Mais/Huhn-Standard: 17,8 %/
12,4 %).

Eine Begriindung fiir geringere Anreicherung ist, dass die Aufnahme, die
Absorption und der Transport der Carotinoide in die Retina aktive Prozesse darstellen.
Dies bedeutet, dass es aufgrund der Unterschiede in der geometrischen Form der
Isomere zur einer besseren oder schlechteren Anbindung an die entsprechenden
Carotinoidrezeptoren oder zu einem verdnderten Einbau in Lipoproteine mit
Transportfunktionen kommt. Dies fiihrt dann zur Entstehung von verschiedenen
Bioverfiigbarkeiten fiir die jeweiligen Isomere und somit zu einer unterschiedlich

hohen Anreicherung am Wirkungsort.
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5.4 Miniaturisierung der analytischen M ethoden

5.4.1 pyHPLC-Trennungen von Tocopherolen und Carotinoiden

Die Miniaturisierung der klassischen Trennmethode HPLC stellt fiir den Bereich
der Analytik von biologischen Proben, der hdufig durch sehr geringe Probenmengen
charakterisiert und limitiert ist, die Aussicht dar, die Nachweisgrenzen noch weiter zu
verringern und somit auch bisher unlosbare Trenn- und Detektionsprobleme

erfolgreich zu bearbeiten.

Der erste Schritt bei der Implementierung einer neuen Methode ist, die bestehende
Trennung von Standards auf die neuen Gegebenheiten zu iibertragen. In diesem Fall
gilt es also, ein geeignetes System aus stationdrer und mobiler Phase im
miniaturisierten Maf3stab der tHPLC zu entwickeln und dies anhand von Standard-

probengemischen zu testen.

Da es bisher noch keine kommerziell erwerblichen Csy-Kapillartrennsiulen gibt,
ist es fiir die bestehenden Problematiken der Carotinoid- und Tocopheroltrennungen
zundchst notwendig, geeignete Fused Silica-Kapillaren zu packen. Dies wurde unter
Verwendung eines Slurrys des modifizierten Kieselgels, das mit Hilfe einer
pneumatischen Pumpe in die Kapillare gepresst wurde, erreicht. Zur Fixierung der
stationdren Phase in der Saule dienten feine Metallsiebchen, die mit Totvolumenfreien

Verbindungen mit der Kapillare verbunden wurden.

Die mobile Phase wurde nun mittels einer splitlosen pHPLC-Pumpe, die speziell
fiir die in der pHPLC geringen Flussraten von 1 bis 100 pl/min ausgelegt ist, durch die
Kapillarsdule gepumpt. Auch das Injektionsventil ist mit einer Probenschleife von nur
333 nl auf die miniaturisierte Technik angepasst, ebenso der Detektor, der mit einer
speziellen UV-Zelle eine on column-Detektion der Analyten ermdglicht. Allgemein ist
bei allen Verbindungen zwischen Pumpe und Detektor darauf zu achten, dass sie mit

einem moglichst geringen Totvolumen gewahlt werden.

An Abbildung 44 ist nun das Chromatogramm einer pHPLC-Trennung von
Tocopherol-Homologen dargestellt. Dabei wurden 333 nl eines Standards aus -, [3-,
y- und &-Tocopherol sowie a-Tocopherolacetat (je 80 ug/ml) injiziert, welches einer

Gesamtmenge von 26,6 ng pro Tocopherol entspricht. Die mobile Phase bestand,
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analog zur klassischen HPLC-Trennung der Tocopherole, aus reinem Methanol und

wurde mit einer Flussrate von 4 pl/min fortbewegt.

Die erzielte Trennung selbst ist beziiglich der Trennqualitidt mit der analytischen
HPLC-Trennung der Tocopherole vergleichbar (vgl. Abbildung 18). Auch die beiden
schwierig zu trennenden Konstitutionsisomeren [3- und y-Tocopherol sind hier
zumindestens angetrennt, welches fiir eine gute Qualitit der gepackten Csy-
Kapillarséule spricht. Auffallig ist auch, dass diese Trennung in nur 12 Minuten erzielt
wurde, somit erscheint die Entwicklung der ptHPLC auch mit dem Bestreben, immer

schnellere Trennungen zu erreichen, zu korrelieren.
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Abbildung 44: Chromatogramm der ptHPLC-Trennung von Tocopherol-Homologen
(je 80 pg/ml, Injektionsmenge 333 nl, entspricht 26,6 ng je Analyt)

Auch die Trennung der geometrischen Isomere von Lutein und Zeaxanthin ist
unter Anwendung der pHPLC mdglich, wie Abbildung 45 zeigt. Das Chromatogramm
zeigt die Trennung eines isomerisierten Standards (80 pg/ml, Injektionsmenge 200 nl)
der beiden Carotinoide. Dabei wurde eine mobile Phase aus Aceton und Wasser

(85:15, v/v) mit 4 pl/min verwendet. Auch dieses Chromatogramm zeigt eine



5 Ergebnisse 88

vergleichbare Qualitidt wie das Analogon mit der klassischen HPLC (vgl. Abbildung
39) und ermdglicht trotz der geringen Konzentration sogar die Identifizierung aller

wichtigen Z-Isomere.
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Abbildung 45: Chromatogramm der ptHPLC-Trennung der geometrischen Isomeren

von Lutein und Zeaxanthin (Injektionsmenge 200 nl)

5.4.2 Identifizierung der Tocopherol-Homologen mittels on-line pHPLC-NMR-
Kopplung

Um die Kopplung der miniaturisierten Trenntechnik pHPLC mit der NMR-
Spektroskopie als Detektionsmethode zu ermoglichen, ist es notwendig, einen
speziellen Kapillarprobenkopf zu verwenden. Neben den auch fiir die HPLC-NMR-
Kopplung verwendeten klassischen Durchflussprobenkdpfen mit Doppelsattel-
Helmbholtz-Design hat sich hierbei in der letzten Zeit vor allem ein Kapillar-
Durchflu3probenkopf mit solenoider Anordnung der Durchflusszelle, also entlang der
x-Achse im Gegensatz zur klassichen Ausrichtung entlang des Hauptmagnetfeldes,
durchgesetzt. Zum Ausgleich von Inhomogenitdten der Subszeptibilitit ist bei diesem
Probenkopf der Detektionsbereich aus Durchflusszelle und Spulen von einer

Suszeptibilitits-ausgleichenden Fliissigkeit (FC-43) umgeben. Die Linienbreite der

30



5 Ergebnisse 89

hiermit erhaltenen Spektren ist hervorragend, wie auch der in Abbildung 46

dargestellte Humptest (5% Chloroform in Aceton-ds) beweist.

14 Hz

T— b

ppm 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9

Abbildung 46: Spektrum und Linienbreiten eines Humptests (5 %ig) des Kapillar-
DurchfluB3probenkopfes mit solenoider Anordnung

Auch die Empfindlichkeit des Probenkopfes, die mittels 1 mmolarer Succrose in
einem Gemisch aus deuteriertem Wasser und Acetonitril-d; (90:10, v/v) bestimmt
wurde, ist sehr gut. Abbildung 47 zeigt diesbeziiglich die erhaltenen Spektren ohne

und mit Losungsmittelunterdriickung , letzteres unter Verwendung von Shaped Pulsen.

Um die Anwendung der pHPLC-NMR-Kopplung zukiinftig problemlos in die
bestehenden analytischen Fragestellungen implementieren zu konnen, ist es
notwendig, auch die diversen Kopplungsexperimente mit bereits geldsten Trenn- und
Detektionsproblemen zu testen. Zu diesem Zweck wurde auf die Identifizierung der
Tocopherol-Homologen — mittels HPLC-NMR-Kopplung zuriickgegriffen (vgl.
Abschnitt 5.1.3).

Zunichst einmal ist es auch bei der pHPLC-NMR-Kopplung notwendig, die
bestehende pHPLC-Trennung auf die Gegebenheiten der NMR-Spektroskopie anzu-
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S/N 34

S/N 35

ppm 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0

Abbildung 47: Bestimmung der Sensitivitit des Kapillar-DurchfluBprobenkopfes
mittels 1 mmolarer Succrose, oben ohne und unten mit Losungsmittel-

unterdriickung via Shaped Pulsen

passen. Das bedeutet im Falle von continuous-flow Messungen, dass die Dauer der
Trennung verldngert werden muf3, um die verringerte zeitlichen Auflésung aufgrund

der notwendigen Spektrenakkummulation auszugleichen. Aus diesem Grund wurde
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die pHPLC-Trennung unter Verwendung eines Losungsmittelgemisches aus
Methanol-d, und deuteriertem Wasser (90:10, v/v) bei einer Flussrate von 5 ul/min auf
eine Gesamtdauer von etwa 90 min ausgedehnt. Zusitzlich wurde der verringerten
Sensitivitit der NMR-Spektroskopie durch die Erhohung der Konzentration der
Tocopherol-Homologen auf 6.67 mg/ml, entsprechend einer injizierten Absolutmenge

von 1.33 pg (200 nl Injektionsvolumen), Rechnung getragen.

Der erhaltene Konturplot der on-line ptHPLC-NMR-Trennung ist in Abbildung 48
dargestellt. Dabei wurden die Restlosungsmittelsignale des deuterierten Methanols und
des deuterierten Wassers mit Hilfe von Shaped Pulsen unterdriickt. Trotz der geringen
Probenmengen konnen die verschiedenen Homologen eindeutig voneinander

differenziert werden, sogar das kritische Paar 3- und y-Tocopherol.
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Abbildung 48: Konturplot der continuous-flow pHPLC-NMR-Trennung eines

Gemisches aus Tocopherolen
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Die an den jeweiligen Peakmaxima extrahierten Protonenspektren der einzelnen
Tocopherol-Homologen sind in Abbildung 49 zusammengestellt. Auch hier sind, trotz
der aufgrund der niedrigen Analytmengen sehr schlechten Signal-zu-Rausch-

Verhiltnisse, die meisten Signale noch gut zuzuordnen.

o-Tocopherolacetat

o-Tocopherol

5-,8-CH,
B-Tocopherol

7-,8-CH,
y-Tocopherol 5

e g ST
8-CH,

0-Tocopherol ij m
(ppm) 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Abbildung 49: Protonen-NMR-Spektren der Tocopherole-Homologen, extrahiert aus

den jeweiligen Peakmaxima der continuous-flow Messung
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6 Experimentéller Tell

6.1 Gerate

6.1.1 HPLC-Anlagen

Fiir die Chromatographie wurden verwendet:
Agilent HPLC-Anlage Serie HP 1100 mit
- Bindrer Pumpe G 1312A (Agilent Technologies, Waldbronn)
- Bischoff UV-Detektor Lambda 1010 (Bischoff Analysentechnik und -gerite,
Leonberg) bzw. Agilent DAD-Detektor G1315B
- Steuersoftware Bruker Hystar NT (Bruker Daltonik, Bremen) bzw. Agilent
Chemstation

bzw.
Waters Millenium System mit

- Quarterniarer Pumpe Waters 616

- Autosampler Waters 717

- DAD-Detektor Waters 996

- Steuersoftware Waters Millenium (alles Waters Corporation, Milford, USA)

Fiir die HPLC-NMR-Kopplung wurde verwendet:
Agilent HPLC-Anlage Serie HP1100 mit
- Bindrer Pumpe G 1312A
- UV-Detektor G 1314A
- Bruker Peak Sampling Unit BPSU-12 (Bruker Biospin, Rheinfelden)
- Steuersoftware Bruker Hystar NT

Fiir die utHPLC-NMR-Kopplung wurde verwendet:

- Eldex pHPLC-Pumpe Eldex Micro Pro (Eldex Laboratories, Napa, USA)
- UV-Detektor Knauer K-2500 (Wissenschaftliche Gerdtebau Knauer, Berlin)

6.1.2 Massenspektrometer

Bruker Esquire-LC Ion Trap LC/MS(“)-System G 1980AA (Bruker Daltonik,
Bremen) mit APCI-Interface
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Die HPLC-APCI-MS-Kopplung wurde an einer Agilent HPLC-Anlage der Serie
HP 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn) durchgefiihrt. Dabei standen als
Software Bruker Daltonics Esquire NT 4.0 und Data Analysis 2.0 zu Verfiigung.

6.1.3 NMR-Spektrometer

Bruker AC 250: 5,9 Tesla, 13C—Resonanzfrequenz 62,86 MHz

Bruker AMX 400: 9,4 Tesla, Protonenresonanzfrequenz 400,13 MHz
13C-Resonanzfrequenz 100,58 MHz

Bruker AMX 600: 14,1 Tesla, Protonenresonanzfrequenz 600,13 MHz

(alle Bruker Biospin, Rheinstetten)

Dabei wurden die Rohrchenmessungen mit einem 5 mm Probenkopf am AMX
400-Spektrometer (HSQC-Messungen) und am AC 250-Spektrometer (C-
Messungen) bei 300 K aufgenommen. Die HPLC-NMR-Messungen und die pHPLC-
NMR-Messungen wurden am AMX 600-Spektrometer durchgefiihrt. Dabei wurde fiir
die HPLC-NMR-Experimente ein inverser 120 pl-Durchfluprobenkopf verwendet,
wihrend die pHPLC-NMR-Kopplung mit einem 'H-selektiven Protasis CapNMR-
Probenkopf (Protasis Corporation, Marlborough, USA) mit einem Detektionsvolumen
von 1,5 pl durchgefiihrt wurde.

6.2 Chemikalien

HPLC-reine Losungsmittel: Aceton und Methanol (beide LiChrosolv, Merck,
Darmstadt), sowie Chloroform, Ethanol, Hexan, Methanol, tert.-

Butylmethylether und Tetrahydrofuran (alle JT Baker, Phillipsburg, USA)

Tocopherol-Standards: da-, B-, y- und O Tocopherol sowie a-Tocopherolacetat
(CalBiochem, San Diego, USA)

Carotinoid-Standards: all-E Lutein (Hoffmann LaRoche, Basel, Schweiz), all-E (R,R)-
Zeaxanthin (BASF, Ludwigshafen) und 3-Apo-8’-carotenal (Fluka, Neu-Ulm)

Stabilisator: 2,6-Di-tert.-butyl-p-kresol (BHT; Sigma-Aldrich, Steinheim)
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MSPD-Sorbensmaterial: Isolute MSPD Cg (Separtis, Grenzach-Wyhlen)

deuterierte Losungsmittel: Methanol-d4, Deuteriumoxid (Deutero, Kastellaun)

6.3 Probenvor bereitung und Extraktion

6.3.1 Tocopherole
6.3.1.1 Tocopherol-Standards

Zunéchst wurden je 20 mg a-, -, y- und &- Tocopherol sowie a-Tocopherol-
acetat in jeweils 1 ml Methanol gelost. Aus diesen Stammldsungen wurde nun durch
Mischen und geeignetes Verdiinnen ein Standard der Konzentration 40 mg/ml
hergestellt, der zu den gewiinschten Konzentrationen 20, 8, 4, 2 und 0,8 pg/ml

weiterverdunnt wurde.

Fiir die HPLC-NMR- und die uHPLC-NMR-Kopplung wurden jeweils 30 mg a-,
B-, y- und & Tocopherol in 0,75 ml Methanol-d4 und, aufgrund der schlechteren
Loslichkeit, 20 mg a-Tocopherolacetat in 1 ml Methanol-d4 gelost. Durch Mischen
von je 50 mg der Tocopherol-Losungen und 100 mg der a-Tocopherolacetat-Losung

wurde nun ein Standard mit der Konzentration 6,67 mg/ml erreicht.

Aus diesem Standard fiir die NMR-Spektroskopie konnte nun zur Verwendung mit

der utHPLC eine Verdiinnung mit der Konzentration 0,67 mg/ml hergestellt werden.

6.3.1.2 Extraktion von Tocopherolen aus Zahncreme

Eine 500 mg-Portion der Zahncreme, die 0,2 % Tocopherole enthélt, wurden
zusammen mit 2,5 ml Methanol eingewogen und verriihrt, bis das Bindemittel der
Zahncreme ausflockte. AnschlieBend wurde das Gemisch 15 min mit Ultraschall
behandelt und die ungeldsten Bestandteile mit einem 45um-Filter abgetrennt, damit

beim Injizieren die Trennsdule nicht beschadigt wird.
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6.3.1.3 Extraktion von Tocopherolen aus Zahnfleisch

Nachdem die Probanden 30 min zuvor ihre Zéhne ein letztes Mal mit den
Tocopherol-haltigen Zahncremes geputzt hatten, wurden die Zahnfleischproben von
den Arzten der Abteilung fiir Parodontologie und Zahnerhaltung der Klinik der
Saarlandes in Homburg entnommen. Sie wurden unter Kiihlung verschickt und bis zur

Analyse im Gefrierschrank bei -30°C aufbewabhrt.

Die Extraktion der Zahnfleischproben erfolgte mit Hilfe der MSPD. Dazu wurden
die Proben mit 500 mg C,g-Sorbensmaterial in einem Morser verrieben, das Gemisch
in ein SPE-Sédulchen gefiillt und zu einem festen Sdulenbett geprefit. Nun wurde die
entstandene Sdule zundchst mit 5 ml Wasser konditioniert, dann wurden die
Tocopherole mit 6 ml Methanol extrahiert. Der Extrakt wurde unter Sickstoffstrom bis

zur Trockene eingeengt und mit 500 ul Methanol wieder aufgenommen.

6.3.2 Carotinoide
6.3.2.1 Carotinoid-Sandards

Zunichst wurden jeweils 1 mg der all-E Carotinoide in 1 ml Aceton gelost. Daraus
konnte nun durch geeignetes Mischen und Verdiinnen ein Standard bestehend aus
Lutein und Zeaxanthin mit der Konzentration 40 pug/ml hergestellt werden. Dieser
wurde nun mit einem Tropfen lodlosung (in n-Hexan) versetzt und fiir eine Stunde

unter UV-Licht isomerisiert' !

6.3.2.2 Zucht von intrinsisch gelabeltem Spinat und Extraktion der Carotinoide' '

Der Spinat (Sorte Melody) wurde am USDA/ARS Children’s Nutrition Research
Center in Houston, USA, von Prof. M. A. Grusak in einer Nihrlosung, die mit 25
Atom-% deuteriertem Wasser angereichert war, hydroponisch angebaut. Dabei wurden
die Pflanzen in einem, der natiirlichen Umwelt nachempfundenen Gewéchshaus mit
einem 12 stiindigen Tag bei 20 °C und einer gleich langen Nacht bei 15 °C sowie einer

relativen Luftfeuchtigkeit von 70 % geziichtet.
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Die Pflanzen wurden aus den Samen auf Filterpapier zum Keimen gebracht,
anschlieBend wurden sie in Polyethylen-T6pfen gefiillt mit Polyethylen-Kiigelchen zur
Stabilisierung eingepflanzt. Dort wurden sie in einer Néhrlosung mit 25 Atom-%
Deuteriumoxid unter stindiger Beliiftung des Ndhrmediums zu besseren Sauerstoft-

Zufuhr der Wurzeln und unter Begasung der Pflanzen mit zusitzlichem CO, geziichtet.

Nach vier Wochen wurden die Spinatpflanzen geerntet und unter Kiihlung an das
HNRC der Tufts University in Boston, USA, gesendet. Dort wurden die Pflanzen
gewogen, zerkleinert und fiir fiinf Minuten blanchiert. AnschlieBend wurde der Spinat
piiriert, portioniert und bis zur Analyse bzw. Verwendung fiir die Supplementierungs-

studie bei -80 °C tiefgefroren.

Zur Extraktion der deuterierten Spinats wurden 500 mg des piirierten Gemiises
zusammen mit 10 ml Methanol eine Stunde lang in einem Riitteler bei 120 U/min
inkubiert. Dann wurde die Mischung in einem Eisbad 30 s lang homogenisiert und
Methanol zugegeben. Diese Mischung wurde nun bei 3000 U/min fiir 5 min
zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Methanol-Phase in einen 50 ml-MafBlkolben
tiberfithrt und die Extraktion vier Mal mit 10 ml THF, gefolgt von Vortexen und
Zentrifugieren, wiederholt. Die THF-Phasen wurden mit der Methanol-Phase vereinigt
und auf 50 ml aufgefiillt. Davon wurden zur besseren Reproduzierbarkeit dreimalig
jeweils 1 ml des Extraktes abgenommen, unter Stickstoffstrom getrocknet und in 1 ml

Methanol wieder aufgenommen'**.

6.3.2.3 Extraktion von Carotinoiden aus Serumproben

Aufgrund der hohen Lichtempfindlichkeit der Carotinoide wurde die Extraktion
der Carotinoide unter Rotlicht durchgefiihrt. Zunidchst wurde das Serum von den
Vollblutproben mit Hilfe des Serum-Separators Sure-Sep®II abgetrennt. Dazu wurden
die Blutproben 10 min lang bei 4 °C und 3000 U/min zentrifugiert (Sorvall RT6000
kiihlbare Zentrifuge, Kendro Laboratory Products, Newton, USA) und das Serum

anschlieend abzentrifugiert.

Die Carotinoide wurden durch Zugabe von 4 ml einer Mischung aus Chloroform

und Methanol (2:1, v/v), 0,5 ml Kochsalzlésung (0,85 %) und 375 pl des internen
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Standards Echinenon (optische Dichte 0,15) zu 500 ul der Serumprobe extrahiert.
Diese Mischung wurde gevortext und 10 min lang bei 4 °C und 3000 U/min
zentrifugiert. Nun wurde die Chloroform-Phase abgetrennt und 5 ml Hexan
zugegeben. Die Mischung wurde dann abermals gevortext und fiir 10 min
zentrifugiert, anschlieBend wurde die Hexan-Phase mit dem Chloroform-Extrakt
vereinigt und unter Stickstoffstrom in einem Wasserbad bei 40 °C zur Trockene

eingeengt. Die extrahierten Carotinoide wurden in 300 pul Ethanol aufgenommen!'>”.

6.3.2.4 Extraktion von Carotinoiden aus retinalem Gewebe

Die zu untersuchenden Retinen stammen von Hiihnern aus der Haltung am Institut
fiir experimentelle Ophthalmologie der Universitéits-Augenklinik. Dort wurden auch
die Fiitterungsexperimente durchgefiihrt. Dazu erfolgte einer Aufteilung der Tiere in
zwel Gruppen. Fine Gruppe wurde nun mit dem iiblichen Hiihnerfutter ernihrt,
wihrend die andere Gruppe mit handelsiiblichem Maisschrot gefiittert wurde. Nach 14

Tagen des Fiitterungsexperiments wurden die Tiere nun getotet.

Die Préparation der Retinen erfolgte in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. K. Kohler.
Die Augen wurden den getoteten Hithnern in der Dunkelheit entnommen und unter
Eiskiihlung aufgeschnitten. Der Fiillkorper wurde entfernt und das Auge kurz in einen
Phosphatpuffer getaucht, was zu leichten Ablosbarkeit der Netzhaut von Rest des
Auges fiihrt. Bis zur Analyse wurden die Retinen nun bei -40 °C tiefgekiihlt.

Die Extraktion der Carotinoide erfolgte mit der MSPD. Dabei wurde eine Retina
mit 1,5 g C;g-Sorbensmaterial, einigen Kérnern des Stabilisators BHT sowie 40 ng des
internen Standards B-Apo-8’-carotenal in einem Morser verrieben. Das resultierende,
homogene Gemisch wurde nun in ein SPE-Sédulchen gefiillt und zu einem festen
Sdulenbett gepreBt. Die Sdule wurde anschlieBend mit 15 ml Wasser konditioniert und
die Carotinoide mit 4 ml Aceton extrahiert. Der Extrakt wurde nun im Stickstoffstrom

getrocknet und mit 100 pl Aceton aufgenommen.
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6.4 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
6.4.1 Sdulen und Kapillaren

Fiir die Untersuchungen der Zahncreme und Zahnfleischproben auf Tocopherole sowie
die Analyse der Hiihnerretinen nach den Fiitterungsexperimenten wurde verwendet:

- Bischoff ProntoSil 200-3-C30 mit 3 um PartikelgroBe, 200 A Porenweite,

Dimension 250 x 4.6 mm bzw. 250 x 2 mm (Bischoff Analysentechnik und

-gerite, Leonberg)

Fir die Analyse der Serumproben im Rahmen der Bioverfiigbarkeitsstudie wurde
verwendet:
- YMC Carotenoid S-3 micron mit 3 um Partikelgrofle, Dimension 150 x 4.6
mm (Waters Inc., Milford, USA)

Da zur Zeit noch keine C;p-RP-Kapillaren kéuflich sind, war es notwendig fiir die
pHPLC-Messungen eigene Kapillaren zu packen. Dabei wurden 20 mg der stationéren
Phase ProntoSil 200-3-C30 (3 pm PartikelgroBe und 200 A Porenweite, Bischoff
Analysentechnik und -gerite, Leonberg) in 400 ul Tetrachlorkohlenstoff suspendiert
und 10 min mit Ultraschall behandelt. Das erhaltene Slurry wurde in ein Slurry-
Vorratsgefal tiberfithrt und unter Verwendung einer pneumatischen Pumpe (Knauer,
Berlin) mit Druck in eine Fused Silica Kapillare mit 250 pm [.D./360 pm O.D.
(Ziemer Chromatographie, Mannheim) gepresst. Dabei fand das folgende Pack-
programm Anwendung: Anfangsdruck 400 bar, in 5 min Gradient nach 650 bar, 30
min lang packen bei 650 bar, Druckabbau nach weiteren 30 min. Die Endfritten
bestanden aus Totvolumen-freien Verbindungen, Stahlsieben und Ferrulen (Vici AG

Valco Int., Schenkon, Schweiz). Die gepackte Kapillaren waren 20 cm lang.

6.4.2 Chromatographische Bedingungen
6.4.2.1 Bedingungen fur die HPLC

Die Tocopherol-Homologen wurden isokratisch bei einer Flussrate von 1 ml/min
mittels HPLC getrennt und bei 280 nm detektiert. Als Eluent diente reines Methanol.

Die Injektionsmengen lagen zwischen 20 und 25 pl.
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Die HPLC-Untersuchungen der Carotinoid-Standards und Retina-Extrakte wurden
bei einem FluB von 1 ml/min und einer Detektions-Wellenldnge von 450 nm
durchgefiihrt. Dabei wurde folgende Gradientenelution angewendet: 0 min
Aceton:Wasser 86:14 (v/v), 20-25 min Gradient nach 100:0, 25-40 min 100:0, 40-45
min Gradient nach 86:14, 45-55 min 86:14. Die injizierte Probenmenge war 25 pl.

Die Serumproben der Bioverfiigbarkeitsstudie wurden chromatographisch bei
einem Fluf3 von 1 ml/min und bei der Wellenldnge 450 nm getrennt. Dazu wurde als
mobile Phase ein Gradient bestehend aus Methanol, TBME und Wasser eingesetzt
(Zusammensetzung Mischung A 83:15:2 (v/v/v), Zusammensetzung Mischung B
8:90:2 (v/v/v)): 0 min A:B 100:0, 1-8 min Gradient nach 70:30, 8-13 min 70:30, 13-22
min Gradient nach 45:55, 22-24 min 45:55, 24-34 min Gradient nach 5:95, 34-38 min
5:95, 38-40 min Gradient nach 100:0, 40-50 min 100:0. Die injizierte Menge an
Serumextrakt lag bei 50 pl.

Fir die HPLC-MS-Untersuchung der Serumproben wurde der Gradient wie folgt
modifiziert: 0 min 100:0, 0-7 min Gradient nach 70:30, 7-12 min 70:30, 12-20 min
Gradient nach 5:95, 20-25 min 5:95, 25-30 min Gradient nach 100:0.

6.4.2.2 Bedingungen fur die yHPLC

Die Tocopherol-Homologen wurden mittels uHPLC isokratisch bei einer Flussrate
von 5 pul/min getrennt und bei 280 nm detektiert. Als Eluent diente ein Methanol-
Wasser-Gemisch der Zusammensetzung 90:10 (v/v). Die Injektionsmenge des

Standards lag bei 200 nl.

Die pHPLC-Trennung der geometrischen Isomere von Lutein und Zeaxanthin
fand bei einer Flussrate von 5 pl/min und bei einer Wellenldnge von 450 nm statt. Die
mobile Phase bestand aus einem Gemisch aus Aceton und Wasser der

Zusammensetzung 85:15 (v/v). Es wurden 200 nl injiziert.
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6.5 M S-Experimente

Die Massenspektren der Carotinoide aus gelabeltem Spinat wurden mit der
Ionisierungsmethode APCI im positiven Ionen-Modus aufgenommen. Dabei wurde ein
Massenbereich von 545 bis 570 m/z aufgezeichnet. Die Corona-Spannung betrug
2000 V, wahrend der Nebulizer bei 50 psi arbeitete. Der Strom des Trockengases
Stickstoff betrug 4 1/min mit einer Temperatur von 250 °C. Die Temperatur der

Ionisierungskammer lag bei 300 °C.

6.6 NM R-Experimente
6.6.1 HPLC-NMR-Kopplung

Das continuous-flow HPLC-NMR-Experiment der Tocopherol-Homologen wurde
mit dem Pulsprogramm Ic2pnps, einem Pseudo-2D-Experiment mit Unterdriickung der
Losemittelsignale via Shaped-Pulsen, durchgefiihrt. Es wurden 128 Reihen in F1-
Dimension gemessen, wobei jede Reihe mit 32 Transienten und 4k Datenpunkten iiber

ein spektrales Fenster von 8620 Hz aufgenommen wurde.

Die Losungsmittelsignale des Methanols bei 3,3 und 4,7 ppm wurden mit Hilfe
von Shaped-Pulsen unterdriickt. Dazu konnte die Vorsittigung wahrend der Delayzeit
von 1,6 s mit Rechteckspulsen der Lange 100 ms erreicht werden. Die Messtemperatur
betrug 300 K. Vor der Fourier-Transformation wurden die Spektren in F2-Dimension

mit einer Sinusfunktion multipliziert.

6.6.2 Hochauflosungs-NMR-Spektroskopie

Das Protonenspektrum von a-Tocopherol wurde mit dem Pulsprogramm zg30 mit
16 Transienten und 32k Datenpunkten iiber einen spektralen Bereich von 18,1 ppm

aufgenommen.

Das "°C- und das Dept-135-NMR-Spektrum wurden mit jeweils 512 Transienten
und 32k Datenpunkten mit einem spektralen Fenster von 248,4 ppm aufgezeichnet.
Vor der Fourier-Tansformation wurden die FIDs jeweils mit einer Exponentialfunkion

mit einer Linienverbreiterung von 3 Hz multipliziert.
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Fiir das HSQC-NMR-Spektrum wurden mit dem Pulsprogramm sfhsqc in F2-
Dimension 120 Transienten und 2 k Datenpunkte iiber einen spektralen Bereich von
11,8 ppm aufgenommen, wéhrend in F1-Dimension 104 Reihen {iber einen spektralen

Bereich von 236,6 ppm gemessen wurden.

6.6.3 pHPLC-NMR-Kopplung

Die continuous-flow pHPLC-NMR-Messung zur Trennung der Tocopherol-
Homologen wurde mit dem Pulsprogramm Ic2pnps aufgenommen. Es wurden 256
Reihen in F1-Dimension gemessen, wobei jede Reihe mit 16 Transienten und 4k

Datenpunkten iiber ein spektrales Fenster von 9615 Hz aufgenommen wurde.

Die Restsignale des deuterierten Methanols bei 3,3 und 4,7 ppm und des
Deuteriumoxids bei 4,95 ppm wurden durch Shaped-Pulse unterdriickt. Dabei betrug
Delayzeit der Vorsittigung von 1,6 s, wihrend die Rechteckspulse 100 ms lang waren.
Die Messtemperatur betrug 300 K. Vor der Fourier-Transformation wurde in F2-
Richtung eine Multiplikation der Spektren mit einer quadrierten Sinusfunktion

durchgefiihrt.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass die Anreicherung
und Bioverfiigbarkeit von biologisch aktiven Substanzen mit Hilfe von analytischen
Methoden bestimmt werden kann. Dabei war vor allem die maBgeschneiderte
Kombination von Extraktion, chromatographischer Trennung und Detektion fiir die

Untersuchung der instabilen sekundédren Pflanzenwirkstoffe von Bedeutung.

Die Analytik von Tocopherolen, wie sie in der Studie zur Anreicherung von
Tocopherolen in Zahnfleisch durchgefiihrt wurde, basiert vor allem auf der
Auftrennung der Tocopherol-Homologen, die unter Verwendung einer hochselektiven
C;o-Trennsdule durchgefiihrt wurde. Der hierfiir verwendete Tocopherol-Extrakt war
zuvor durch die MSPD, eine fiir feste, biologische Proben besonders schnelle und
schonende Extraktionsmethode, aus den Zahnfleischproben isoliert worden. Die
Identifizierung der verschiedenen, aufgetrennten Tocopherol-Homologen konnte durch

ein continuous-flow HPLC-NMR-Experiment erreicht werden.

Die Ergebnisse der quantitativen Auswertung der Zahnfleischproben ergaben, dass
sich tatsdchlich nach Verwendung der Tocopherol-haltigen Zahncreme Vitamin E im
Zahnfleisch anreichert. Dies bedeutet, dass es dort aufgrund seiner antioxidativen
Fahigkeiten tatsichlich einen pridventiven oder kurativen Effekt beziiglich der
Pathogenese von Gingivitis entwicklen konnte. In welchem MalBle dies geschieht, mufl

nun in klinischen Studien untersucht werden.

Auch zur chromatographischen Trennung von Carotinoiden ist die C3p-Trennphase
gut geeignet, wie der Einsatz zur Trennung von Serumcarotinoiden zeigen kann. Diese
Untersuchung wurde im Rahmen einer Studie zur Bestimmung der absoluten
Bioverfiigbarkeit von Lutein aus intrinisch gelabeltem Gemiise durchgefiihrt. Dabei
ermoglichte die HPLC-MS-Kopplung unter Verwendung der lonisierungsmethode
APCI die Unterscheidung von deuteriertem Lutein aus der Supplementierung mit
gelabeltem Gemiise vom endogenen Serum-Lutein. Aus der Quantifizierung der
unterschiedlichen lonenspuren konnte die Anreicherung des deuterierten Luteins im

Korper in Abhéngigkeit von der Zeit bestimmt werden. Die pharmakologische
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Definition der Bioverfiigbarkeit und das Kurvenfitting der erhaltenen Absorptions-

Desorption-Kurven ermdglichte die Berechnung der absoluten Bioverfiigbarkeit.

Die erhaltenen Werte liegen zwischen 0,53 und 2,10 %. Ob die relativ grofe
Schwankungsbreite auf Messungenauigkeiten basiert oder ob es mdglicherweise
unterschiedliche Typen von Menschen beziiglich der Absorptionsfihigkeit von
Carotinoiden gibt, ist dabei noch unbekannt. Um die erhaltenen Werte besser

einordnen zu konnen, sollte die Studie durch weitere Probanden ergénzt werden.

Dariiber hinaus wire es sinnvoll, analoge Studien zur Bestimmung der
Bioverfiigbarkeiten anderer Carotinoide durchzufithren. Zu diesem Zweck werden
derzeit auch andere intrinisch gelabelte Gemiisesorten, beispielsweise Tomaten und
Mohren zur Bestimmung der Bioverfiigbarkeit von Lycopin bzw. 3-Carotin, geziichtet.
Auch die pharmazeutische und die Lebensmittelindustrie haben Interesse an dieser Art
zur Bestimmung der Bioverfiigbarkeit gezeigt, da sie ihre synthetisch hergestellten
Carotinoide, die Lebensmitteln bzw. Nahrungsergidnzungsmitteln zugesetzt werden,

auf eine moglicherweise abweichende Bioverfiigbarkeit hin untersuchen mochten.

Die Anreicherung von Carotinoiden am Wirkungsort, in diesem Falle der Retina,
wurde mit Hilfe eines Fiitterungsexperimentes analysiert. Dabei lag der Schwerpunkt
auf der Betrachtung der Zusammensetzung der geometrischen Isomere von Lutein und
Zeaxanthin in der Retina. Die chromatographische Trennung der Isomere erfolgte
ebenfalls auf einer Cj;p-Trennsdule. Um eine moglicherweise unterschiedliche
Anreicherung der Carotinoid-Isomere betrachten zu konnen, wurden Hiithner 14 Tage
lang entweder mit Standardfutter oder mit Maisschrot erndhrt. Eine quantitative
Analyse der beiden Futtersorten und der Retinen nach Supplementierung konnte
jedoch noch nicht alle gewtinschten Ergebnisse liefern. Gezeigt werden konnte bisher,
dass die Bioverfiigbarkeit der Carotinoide aus der natiirlichen Matrix des Mais hoher
ist als diejenige der vermutlich synthetisch zugesetzten Carotinoide im Standardfutter.
AuBlerdem wurde die Beobachtung gemacht, dass die Isomere nicht alle in gleichem
Malle absorbiert werden, da das Isomerpattern des Futters und die Zusammensetzung

der korrespondierenden Retina nicht exakt {ibereinstimmen.

Zur Zeit ist eine neue Phase der Fiitterungsexperiments in Planung. Bei dieser

sollen synthetisches, formuliertes Lutein und Zeaxanthin mit einer bekannten
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Isomerenzusammensetzung verfiittert werden, damit die Anreicherung und méogliche
Umformung der verschiedenen Isomeren unter definierten Ausgangsbedingungen
bestimmt werden kann. Gleichzeitig kann bei Fiitterung nur eines Carotinoids
eventuell auch eine Umformung von Lutein zu Zeaxanthin oder umgekehrt beobachtet

werden.

Um eine Miniaturisierung der bestechenden HPLC-Trennungen zur Untersuchung
von Tocopherolen und Carotinoiden auf den MaBstab der tHPLC zu ermdglichen, war
es zunichst einmal notwendig, geeignete Fused Silica-Kapillaren zu akquirieren. Da
bisher nur Cg-Kapillaren kommerziell erhéltlich sind, die aber fiir eine adequate
Losung der vorliegenden Trennprobleme nicht geeignet sind, miissen C;o-Kapillaren
selbst hergestellt werden. Dies konnte mit der Slurry-Packmethode erreicht werden,
dabei wurden zur Fixierung des Packungsbetts in der Kapillare Metallsiebchen
verwendet. Die Anpassung der Trennmethoden auf die notwendigen kleinen FluBraten

konnte ohne Probleme vollzogen werden.

Fiir die Kopplung der pHPLC mit der NMR-Spektroskopie wurde ein neuartiger
Kapillar-DurchfluBprobenkopf eingesetzt, der eine solenoide Anordnung der
Durchflusszelle horizontal zum By-Feld besitzt. Dabei zeigten der Humptest und der
Empfindlichkeitstest mit Succrose, dass dieses neue Design sowohl eine schmale
Linienbreite als auch eine gute Sensitivitdt gestattet. Als erstes Kopplungsexperiment
wurde die on-line Detektion einer Trennung von Tocopherol-Homologen getestet.
Dabei war es moglich, mit einer Injektion von nur 1,33 pg jedes Tocopherols einen zur
Identifizierung und Strukturaufkidrung der verschiedenen Tocopherole ausreichenden

Konturplot zu erhalten.

Einen néchsten Schritt auf dem Gebiet der uHPLC-NMR-Kopplung stellt nun die
Durchfithrung von stopped-flow Messungen dar, bei denen die pHPLC-Trennung
genau dann angehalten wird, wenn sich die zu untersuchende Probenkomponente im
Detektionsvolumen des Kapillar-DurchfluBprobenkopfes befindet. Dies bedeutet nicht
nur, dass noch kleinere Analytmengen fiir eine Strukturaufkldrung ausreichendend
sind, sondern gleichzeitig auch, dass nun fiir die Aufklirung komplexer Strukturen

zusitzlich zweidimensionale NMR-Experimente zur Verfiigung stehen.
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