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Einleitung

1 Einleitung

Sterole und deren Derivate sind eine Gruppe fettloslicher Substanzen, die allgegenwartig in
Pflanzen und Tieren vorkommen.! lhr Grundgeriist ist das Steran, ein Triterpen, welches
biosynthetisch aus dem Isopren hervorgeht und somit eine enge Verwandtschaft mit anderen
sekundaren  Pflanzeninhaltsstoffen, wie Saponinen, Steroiden, Steroidalkaloiden,
Cucurbitacinen und Steroidhormonen aufweist. Analog zu Phospholipiden sind Sterole
hauptsachlich in Membranen in den unterschiedlichsten chemischen Variationen zu finden,
wobei sie vor allem das FlieBvermdgen und die Durchlassigkeit regulieren.” Die
Zusammensetzung und die Funktion freier steroidaler Strukturen verschiedener Pflanzen ist
nahezu vollstandig aufgeklart und die Analytik dieser weitestgehend etabliert.> °Eine spezielle
Gruppeder Sterolesind die Sterylglycoside (SGs), die allgegenwértig in GeféaRpflanzen
vorkommen.’Die Substanzklasse der SGs, die an der 3-Hydroxygruppe des jeweiligen
Sterolgrundgerstes eine Glycosilierung aufweist, ist hinsichtlich ihrerVarietat und Funktion
bisher nicht so ausfiihrlich beschrieben wie die der freien Sterole.*’SGs sind durch die
Funktionalisierung an der hydrophilen Kopfgruppe analytisch deutlich schlechter
zuganglich.2® Dabei erschweren vor allem ein fehlendes Chromophor und ihr tensidartiger
Charakter die Detektion mit herkémmlichen chromatographischen Methoden. Daher erfolgt
die Analytik vonAglykon und Zuckeranteil nach hydrolytischer Spaltungmeist getrennt.®**
Phytosterole und deren Konjugate, zu denen auch die SGs gehdren, konnten in einer Vielzahl
von Pflanzenfamilien nachgewiesen werden. Besonders in Nachtschattengewédchsen und
Kirbissen, wie der Aubergine bzw. der Zucchini, wurden hohe Gehalte von SGs bestimmt,
bei welchenes sich fast ausschlieBlich um Mono-SGs mit einer Zuckereinheit, der
Glucose,handelte.***™ In Auberginen iiberwiegen dabei die A>-Sterole, wogegen
Kiirbisgewéchse reich an A’-Sterolen sind.**>® Das Glycosilierungsmuster anderer
sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe wie Saponinen, Steroidalkaloiden oder Cucurbitacinen ist in
beiden Pflanzen jedoch durchaus komplexer, was ein vielfaltigeres Muster glycosilierter
Sterole vermuten lasst.”* Die Glycosilierung in der Pflanze erfolgt dabei enzymatisch
mittels Glucosyltransferasen, welche sowohl Glucose- als auch Galactose-Einheiten
tibertragen kénnen.®"?*% Galactoside und héhere Glycoside werden in der Literatur zwar fiir
andere Pflanzenarten beschrieben, jedoch nicht in Auberginen und Zucchini.}**#%3
Physiologisch gesehen konnte Phytosterolen und vor allem den SGs ein cholesterinsenkender
Effekt nachgewiesen werden, was unter anderem mit einer verringerten Gefahr fur koronare
Herzkrankheiten  einhergeht.**?®  Dartber  hinaus  wird eineantidiabetische,
antiinflammatorische und antikanzerogene Wirkung beschrieben.?’

Die Biosynthese von Phytosterolen tberschneidet sich mit der des Cholesterols, welches als
typisches Zoosterol auch in vielen Pflanzen zu finden ist.?® Eine Zwischenstufe der
Cholesterolsynthese in Pflanzen ist das 7-Dehydrocholesterol. Dieses stellt die Vorstufe des
Cholecalciferols (Vitamin D3) darund kann daher auf Vitamin D-Aktivitaten in Pflanzen
hinweisen.?®#So werden in einigen Pflanzenfamilien, vor allem der Nachtschattengewéchse
(Solanaceae) und Kirbisgewdachse (Cucurbitacae), neben den bereits nachgewiesenen
SGsauch freie oder glycosidisch gebundene Vitamin D-Strukturenbeschrieben und konnten
dariiber hinaus in ausgewahlten Studien auch nachgewiesen werden.?*%



Einleitung

Um einen Einblick in die Vielfalt der SG in den genannten Pflanzenfamilien zu erhalten, ist
die Entwicklung einer effizienten, reproduzierbaren Analytik fir die Bestimmung von SGs in
Lebensmitteln notwendig. Die Methoden sollen dabei neben den einfachen Mono-Glucosiden
auch andersartige SGs erfassen, um die Komplexitat und Vielfalt dieser Strukturklasse in
verschiedensten Pflanzenfamilien aufklaren zu konnen. Dartiber hinaus soll die entwickelte
Methode zur Anreicherung und Bestimmung von glycosiliertenVitamin D-Strukturen dienen,
welche in der Literatur fur diverse Pflanzenfamilien haufig beschrieben werden.?****?Eine
kalzinogene Wirkung verschiedener Pflanzen wurde bereits mehrfach belegtund ist vor allem
innerhalb der Familie der Solanaceae aber auch in ausgewdahlten Gramineae zu
beobachten.****Eine typische in Mitteleuropa beheimatete kalzinogene Pflanze ist der
Goldhafer(Trisetum flavescens), welcher schon lange fiir seine kalzinogene Wirkung bekannt
ist. Die chemischen Struktur, auf die die Vitamin D-Aktivitat zurlickzufiihren ist, ist hingegen
noch unbekannt, wobei glycosidisch gebundene Vitamin D-Strukturen vermutet
werden.**®*Dariiber hinaus konnten im Goldhafer zwar freie Sterole (FS) nachgewiesen
werden, SGs wurden hingegen noch nicht untersucht.*

Dabei wurde eine Vitamin D-Aktivitdt sowohl in den Etherextrakten als auch in den
wasserloslichen Extrakten beobachtet, was zum einen auf freie als auch auf glycosidisch
gebundene Strukturen mit Vitamin D-Aktivitét zuriickgefiihrt wurde.?*"Vitamin D-Glycoside
sind pharmazeutisch vor allem in der Vitamin D-Supplementierung von Interesse, sodass
Pflanzenextrakte als gut vertrdgliche und gut dosierbare Alternative anstelle von
synthetischem Vitamin D gegeben werden kénnen.*®

Somit wird deutlich, dass zur sicheren Bestimmung von SGs und glycosilierten Vitamin D-
Strukturen die Etablierungeiner neuartigen selektiven Methode notwendig ist, um bekannte
SGs sicher quantifizieren und unbekannte SGs sowie glycosilierte Vitamin D-Strukturen
nachweisen zu kénnen.



Theoretischer Teil

2  Theoretischer Teil

2.1 Sterole — Struktur, Eigenschaften, Synthese, Funktion

Sterole oder auch Sterine sind polycyclische Alkohole im unverseifbaren Anteil, welche sich
vom 5a-Gonan ableiten. Sie sind ubiquitér in Tieren, Pflanzen und Pilzen zu finden und
tibernehmen mit ihren vielfaltigen Eigenschaften die unterschiedlichsten Funktionen.***°Im
Folgenden sollen verstarkt die Phytosterole und steroidale Strukturen in Pflanzen betrachtet
werden, welche flr die dargestellten Forschungsergebnisse die groRte Relevanz aufweisen.

2.1.1  Allgemeine Struktur und Nomenklatur

Die Grundstruktur aller Sterole ist das cyclische Triterpen des Sterans, welches biosynthetisch
aus dem Isoprenoidstoffwechsel gebildet wird und in Abbildung 1 dargestellt ist. Dieses setzt
sich aus drei sechsgliedrigen und einem flnfgliedrigem Ringsystem zusammen, welches
chemisch als Hexadecahydro-cyclopenta[a]phenanthren bezeichnet wird. Dabei sind die
Ringe aller in der Natur vorkommenden Steroletrans verknupft, was in der Struktur des
5a-Gonans resultiert (siehe Abbildung 1, rechts).Alle Sterole sind Abkommlinge des
5a-Gonans, wobei eine Hydroxylgruppe am Cj3; charakteristisch ist. Zusatzlich sind
Methylierungen, insbesondere am Ciyg, Cy3, seltener am C4, und eine Seitenkette am Cy7 des

Sterans zu finden.
H

Abbildung 1: Grundstruktur des Sterans (links) und des 5a-Gonans (rechts)

Sterole kdnnen je nach Vorkommen in Zoosterole, Phytosterole und Mycosterole eingeteilt
werden. Dabei sind Zoosterole vor allem in Tieren, Phytosterole in Pflanzen und Mycosterole
in Pilzen zu finden. Das wichtigste Zoosterol ist das Cholesterol, welches jedoch auch in
Pflanzen in geringen Konzentrationen zu finden ist und dort als VVorldauferstruktur fur andere
sekundare Pflanzeninhaltsstoffe dient.”® Die wichtigsten Vertreter der Phytosterole stellen die
4-Desmethylsterole dar, welche keine Methylgruppen am C, des Sterangrundgeristes
enthalten und aus insgesamt 27 Kohlenstoffatomen aufgebaut sind. Die meisten Sterole
weisen eine Doppelbindung zwischen dem Cs und Cg des Ringsystems auf, weshalb diese als
A’-Sterole bezeichnet werden. In einigen Pflanzenfamilien kommen dagegen bevorzugt
4-Desmethylsterole mit einer Doppelbindung zwischen C; und Cg Atom, die A’-Sterole,
vor.Die wichtigsten A°-Phytosterole sindj-Sitosterol,Stigmasterol und Campesterol. Bei
denA’-Phytosterole gehéren Spinasterol und Avenasterol zu den bedeutendsten Vertretern.>*
In Pilzen sind hauptsachlich Fucosterol,Brassicasterol sowie Ergosterol (ein A>’-Sterol) zu
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finden.®Abbildung 2 fasst die wichtigsten Vertreter der einzelnen Gruppen zusammen, welche
sich vor allem in der Seitenkette an Position Cy7 unterscheiden. Dabei wurde die Nomenklatur
nach den IUPAC-IUB Empfehlungen von 1976 gewéhlt, welche am hdufigsten in der
Literatur verwendet wird.

iy R Metabolit R C22/23
%k Zoosterol
Cholesterol CH; C-C
Phytosterol
p-Sitosterol CH,-CHj3 C-C
Campesterol CH; C-C
Stigmasterol CH,-CH; C=C
Mycosterol
Fucosterol CH=CH; C-C
Brassicasterol CH; C=C

Abbildung 2: Ubersicht tber die wichtigstenA®>-Sterolein Tieren (Zoosterole), Pflanzen (Phytosterole)
und Pilzen(Mycosterole)

Die gesamte Vielfalt aller Sterole ist noch sehr viel groRer, wobei vor allem im Pflanzenreich
durch ein breiteres Enzymbesteck weitaus mehr unterschiedlichste Sterole synthetisiert
werden als in der Tierwelt.*? So werden mehr als 200 strukturell verschiedene Phytosterole
und tiber 4000 verschiedene andere Triterpene beschrieben.®

2.1.2  Biosynthese von Sterolen

Die Synthese aller Triterpene geht von der Struktur desAcetyl-Coenzym A (Acetyl CoA) aus,
welches im sogenannten Mevalonatweg ber das3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A
(HMG-CoA) zur Mevalonsaure reduziert wird. Aus diesem wird schlussendlich das
Isopentenylpyrophosphat (IPP) und das Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) synthetisiert,
welchezum Farnesylpyrophosphat (FPP) kondensieren. Mit Hilfe der Squalensynthase werden
zwei FPP in einer weiteren Kondensationsreaktion in das Squalen umgewandelt.
AnschlieBend katalysiert die Squalen-Monooxygenase die Epoxidierung zum Squalen-2,3-
Epoxid, welches die Ausgangsverbindung fir die Synthese von Sterolen in Tieren, Pflanzen
oder Pilzen darstellt.Der Syntheseweg Uber den Mevalonatweg bis zum Squalen-2,3-Epoxid
ist in allen Organismenidentisch.Erst bei den weiteren Syntheseschritten wird in Tieren und
Pilzenmittels Lanosterol-Synthase das Lanosterol gebildet, wogegen in Pflanzen das
Cycloartenol, welches ber die Cycloartenol-Synthase synthetisiert wird, als
Ausgangsverbindung fiir die Synthese weiterer steroidaler Strukturen dient. Der vereinfachte
Syntheseweg verschiedener Sterole mit den katalysierenden Enzymen ist in Abbildung 3
zusammengefasst.” Dieser ist bis hin zu den wichtigsten Endstrukturen des Cholesterol bei
Tieren, des Ergosterols bei Pilzen und des Stigmasterols beziehungsweise desp-Sitosterols bei
Pflanzen sehr vielschichtig und umfasst mehrere Zwischenstufen, welche alle UGber spezielle
Enzymreaktionen katalysiert werden.Diese unterliegen einem komplexen
Regulationsmechanismus, wobei die Hemmung einzelner Enzyme durch abiotische Faktoren
oder durch spezielle Enzyminhibitoren erfolgen kann.>**Bei unterschiedlichen Arten liegt
auch ein verandertesEnzymbesteck vor, weshalb es zu leicht verdnderten Synthesewegen
kommt.
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Abbildung 3: Vereinfachtes Biosyntheseschema von Sterolen in Pflanzen, Tieren und Pilzen. Die
katalysierenden Enzyme AACT, Acetyl-CoA C-Acetyltransferase: HMGS, 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-Coenzym-A-Synthase: HMG-CoA, 3-Hydroxy-3-Methylglutarat: HMGR, HMG-
CoA-Reduktase:  MVA, Mevalonat:  MVK, Mevalonat-Kinase:  IPP, Isopentenylpyrophosphat:
DMAPP, Dimethylallylpyrophosphat: FPP, Farnesylpyrophosphat: SQS, Squalen-Synthase:
SQE, Squalenepoxidase: LAS, Lanosterol-Synthase und CAS, Cycloartenol-Synthaseder
Einzelreaktionen sind in blau dargestellt. Mehrstufige Reaktionen sind mit gestrichelten Pfeilen
dargestellt.
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Dies resultiert vor allem bei Pflanzen in einer enormen Variation an steroidalen Strukturen,
sodass verschiedenste Strukturen wie Campesterol, Brassicasterol, Isofucosterol oder
Avenasterol bevorzugt synthetisiert werden.’Die Verteilung der wichtigsten Phytosterole in
einzelnen Pflanzen ist dabei abhéngig von der spéteren Funktion des jeweiligen Phytosterols
im pflanzlichen Organismus. Die Vielfalt an Sterolen ist insgesamt weitaus grofier und soll
daher nicht in seiner Gesamtheit diskutiert werden. Auch die Regulierung der einzelnen
Synthesewege ist ein sehr komplexes Thema, das aktuell in anderen Arbeitsgruppen weiter
erforscht wird. 2%

Insgesamt ist der Sterolstoffwechsel zum GroRteil aufgeklart und wird in der Literatur
ausfihrlich beschrieben.?*** Dennoch ist der gesamte Syntheseweg der Sterole noch nicht
vollstandig verstanden. So kommt es auch in Pflanzen zum Teil zu Uberlappungen mit dem
Cholesterolmetabolismus, weshalb in einigen Arten auch signifikante Mengen an Cholesterol
zu finden sind, welches spezielle Funktionen Ubernimmt oder als Ausgangsverbindung flr
weitere sekundare Pflanzeninhaltsstoffe dient.?®

2.1.3  Funktion freier Sterole

Sterole Ubernehmen eine Vielzahl von Funktionen im pflanzlichen, tierischen und pilzlichen
Organismus, wobei die meisten bereits bekannt sind. Dabei ist Cholesterolim menschlichen
und tierischen Organismus essentiell firr die Membranstabilitat und die Signaliibertragung.*®
Dartiber hinaus dient es als Vorstufe verschiedenster Steroidhormone und Gallenséuren. Als
Zwischenprodukt der Vitamin D-Synthese ist das 7-Dehydrocholesterol der biosynthetische
Vorlaufer des Vitamin D3, welches eine wichtige Substanz im Vitamin D-Stoffwechsel
darstellt und durch UV-Licht in der menschlichen Haut synthetisiert wird. Somit ist
Cholesterol indirekt auch an einem funktionierenden Knochenstoffwechsel beteiligt.*’

In nahezu allen Pilzen ist als Hauptsterol Ergosterol mit einem Anteil von bis zu 80 % zu
finden, welches vor allem fir die Regulierung der Membranfluiditdt und -durchléssigkeit
verantwortlich ist.*Neben strukturgebenden Eigenschaften ist Ergosterol sowie diverse
andere Sterole auch fiir verschiedenste Wachstumseigenschaften von Bedeutung. Somit ist
dasErgosterol und dessen biosynthetische Zwischenstufen essentiell fiir das Wachstum und
die Zellproliferation von Pilzen.In Pflanzen, Tieren oder Bakterien spielt dieses hingegen nur
eine untergeordnete Rolle.*

Im Gegensatz dazu ist die Funktion der Phytosterole deutlich vielféltiger, wobei noch vieles
unerforscht ist. Eindeutig belegt ist die membranstabilisierende Wirkung,auf dieselbe Weise
wie beim Cholesterol in tierischen Zellen,durch Interaktionen mit den Plasmalipiden und
Sphingolipiden. So bewirken Phytosterolein Abhéngigkeit von Art und Struktur des Sterols,
eine Herabsetzung in der Beweglichkeit der Plasmalipide, was unter anderem auch Einfluss
auf die Durchlassigkeit der Pflanzenmembranen hat.***°Im Zusammenhang mit der
Pflanzenmembran spielen Phytosterole auch eine wichtige Rolle bei der Bildung von ,,Lipid
Rafts, welche Doménen mit Protein—Protein und Protein—LipidWechselwirkungen
darstellen,die am Aufbau diverser Membranrezeptoren beteiligt sind und eine wesentliche
Rolle in der Signaltransduktion spielen.® Ahnlich wie bei Pilzen wird ebenfalls das
Wachstum von Pflanzen durch Sterole reguliert. So ist unter anderem bekannt, dass
p-Sitosterol und  Stigmasterol eine entscheidende Rolle bei der Zellteilung und
Zelldifferenzierung spielen, wobei die Komposition der einzelnen Sterole eine entscheidende
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Rolle spielt.So wurde bewiesen, dass es zu einem starken Anstieg der Sterolsynthese bei der
Keimung kommt, wohingegen bei der Reifung ein rapider Rickgang der Syntheserate zu
beobachten war.*>**Weiterhin sind Sterole zur Ausbildung der richtigen Zellpolaritét bei der
Endocytose von Bedeutung.”* Auch an der Reaktion von Pflanzen auf unterschiedliche
Stressbedingungen sind die Sterole beteiligt. So werden bei Verwundungen deutlich mehr
Sterole synthetisiert, um eine hodhere Membranfestigkeit zu erreichen. Eine spezielle
Bedeutung auf eine Vielzahl der Eigenschaften scheinen auch die Verhaltnisse zwischen den
einzelnen Phytosterolen desp-Sitosterol, Stigmasterol und Campesterol, sowie zwischen den
Sterolen und den Plasmalipiden zu haben. So zeigte sich bei Verwundungen ein verandertes
Verhéltnis von Stigmasterol zu den Plasmalipiden in der Art Taxus chinensis, was in einer
veranderten Membrandurchléssigkeit resultierte.> In ahnlicher Weise regulieren Sterole die
Anpassung an Kéltebedingungen oder Hitzestress, um stabile Plasmamembranen auch bei
Temperaturschwankungen gewahrleisten zu kénnen.*! Sterolen, besonders dem p-Sitosterol,
wirdebenfalls eine hohe antioxidative Wirkung zugeschrieben.Deshalb waren Mutanten mit
hoheren Gehalten an g-Sitosterol im Vergleich zum Wildtypen deutlich resistenter gegen
oxidativen Stress, verursacht durch Trockenheit, Versalzung, Luftverunreinigungen,
Schwermetalle oder ungtinstige Temperaturen. Dabei ist die hohe antioxidative Wirkung auf
die Fahigkeit zur Neutralisation freier Radikale zuriickzufiihren.®*° Insgesamt zeigte sich,
dass Sterole neben strukturgebenden Funktionenweitaus mehr Funktionen in Pflanzenzellen
ubernehmen, wobei Interaktionen mit Membranlipiden, insbesondere zu Phospholipiden und
Sphingolipiden, eine wesentliche Rolle spielt, um verschiedenste Anpassungs- und
Regulationsmechanismen in der Pflanzenzelle zu gewahrleisten.*

Erndhrungsphysiologisch werden Phytosterolen viele positive Eigenschaften zugeschrieben.
So sollen sie die Absorption von Cholesterol hemmen und somit fur die Blutfettwerte positiv
beeinflussen. Dartiber hinaus werdenihnenwachstumshemmende, krebsvorbeugende,
entzindungshemmende und antidiabetischeEigenschaften zugeschrieben. Damit kdnnen
Phytosterole effektiv das Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen, Krebserkrankungen und
Diabetes senken, was sie interessant flr die gezielte Anreicherung in diversen Lebensmitteln
macht.*®

Zusammenfassend zeigt sich, dass Phytosterole eine Vielzahl an Funktionen in Pflanzen
ubernehmen, von denen noch nicht alle vollstandig verstanden wurden. Auch die gesamte
strukturelle Vielfalt, sowie der Umfang an Funktionen ist bei Phytosterolen um einiges héher
als bei Zoosterolen und Mycosterolen, weshalb bei diesen noch vielForschungsbedarfbesteht,
um sie in ihrer Ganze zu verstehen.

2.1.4  Sterole als Provitamine

Biosynthetisch fallen sowohl in Tieren und Pilzen als auch in einigen Pflanzen steroidale
Strukturen an, die als VVorstufen fur die Substanzklasse der fettloslichen Vitamin D-Strukturen
dienen konnen.”®> Dazu zahlen vor allem Ergosterol und7-Dehydrocholesterol,welche
hauptsachlich in Tieren und Pilzen zu finden sind und bei UV-Bestrahlung in die aktiven
Metaboliten des Ergosterols (Vitamin D,) und Cholecalciferols (Vitamin D3) umgewandelt
werden koénnen (Abbildung 4).**° Da der Phytosterolmetabolismus eng mit dem
Cholesterolstoffwechsel zusammenhingt kommt es zum Teil zu Uberschneidungen beider
Biosynthesewege. Daher ist das 7-Dehydrocholesterol als biosynthetische Zwischenstufe auch
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in ausgewahlten Pflanzen zu finden. Das Ergosterol ist in nahezu allen Pilzen enthalten.®
Somit kdnnen Sterole biosynthetisch auch als Provitamin D-Strukturen betrachtet werden.

X

7-Dehydrocholesterol Ergosterol

Abbildung 4: Struktur der Provitamine des 7-Dehydrocholesterols (links) und Ergosterols (rechts)

2.1.4.1 Vitamin D - Biosynthese, Funktion und Eigenschaften

D-Vitamere haben im menschlichen Organismus vielfaltige physiologische Funktionen,
muissen  jedoch  zun&chst durch  Hydroxylierung des Vitamin D3, Uber das
25-Hydroxycalciferol (25(0OH)D3), in den aktiven Metaboliten des 1,25-Dihydroxyvitamin
Ds(Calcitriol, 1,25(OH)D3) umgewandelt werden.

7-Dehydrocholesterol Ergosterol

UV-Licht l UV-Licht
2, v

OH

Previtamin D, Previtamin D,

HO =

Cholecalciferol (Vitamin D;) Ergocalciferol (Vitamin D,)
Abbildung 5: UV-Licht induzierte Umwandlung des 7-Dehydrocholesterols in Vitamin Ds(links)®,
sowie des Ergosterols in Vitamin D, (rechts)®

Der grofite Teil des menschlichen Vitamin D-Bedarfs wird durch die endogene Synthese in
der Haut gedeckt. Bei ausreichender Sonneneinstrahlung wird vor allem in den
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Sommermonaten durch UV-B-Strahlung aus der Vorlauferstruktur des 7-Dehydrocholesterols
dasVitamin D3 gebildet.®® Wie in Abbildung5 dargestelltschlieRt sich an die
lichtinduzierteRetro-Diels-Alder-Reaktion eine thermische [1,7]-sigmatrope
antarafacialeWasserstoffumlagerung des 7-Dehydrocholesterols in das Vitamin D3 an. Analog
erfolgt in Pilzen die Umlagerung des Ergosterols in das Vitamin D,.*3®**Dje Umwandlung
der  Vitamin D-Vorstufen in  die jeweilige = Metaboliten des  Vitamin Dj
beziehungsweiseVitamin D, ist dabei stark von der Wellenléange des eingestrahlten Lichtes
und von der Temperatur abhangig. Dabei verlauft die Bildung des Previtamin D3 iber einen
Gleichgewichtszustand mit den Ausgangsstoffen und den Photoisomeren des Tachysterols
und Lumisterols(siehe Abbildung 6).°***Folglich ist der erste Schritt der Photoisomerisierung
nicht selektiv, weshalb dass Previtamin D3 nie vollstandig in das Vitamin D3 umgewandelt
wird.

Bezliglich der optimalen Wellenlédnge zur Bildung des Vitamin D3 wurden verschiedene
Experimente durchgefuhrt, wobei generell Wellenldngen des UV-B-Bereiches zwischen
290 nm und 315 nm nétig sind, um eine Photoisomerisierung in der menschlichen Haut zu
gewahrleisten.®In vitroExperimente haben dariiber hinaus gezeigt, dass eine zweistufige
Bestrahlung verschiedener Wellenlangen des UV-B- und UV-C-Bereiches, vor allem 254 nm
gefolgt von 350 nm, zu deutlich hoheren Ausbeuten an Previtamin D fiihrt.**Unter natiirlichen
Bedingungen wird ein Grofteil der relevanten Wellenldngen des Sonnenspektrums durch die
Ozonschicht und die obersten Luftschichten der Erdatmosphdre absorbiert, womit dieses die
Erdoberflache nicht erreicht, weshalb oft ein Mangel an Vitamin D beim Menschen vorliegt.®

In vivowird das aus 7-Dehydrocholesterol gebildete oder mit der Nahrung aufgenommene
Vitamin D3 an Vitamin D-bindende Proteine (DBP) gebunden und Uber die Blutbahn in die
Zielgewebe, vor allem die Leber, transportiert. In der Leber erfolgt eine erste
25-Hydroxylierung des noch inaktiven Vitamin D3 in die Speicher- und Transportform, das
25-Hydroxycalciferol (25(0H)Ds).%? AnschlieBend wird das an DBP gebundene 25(0OH)Ds
zur Niere bzw. anderen Geweben transportiert, wo eine zweite Hydroxylierung an Position
eins erfolgt. Dabei wird mit dem Calcitriol(1a,25(OH)D3) der eigentlich aktive Metabolit
gebildet (siehe Abbildung 6). Die Bildung von 1«,25(0H)D3; unterliegt strengen
Regulierungsmechanismen, wobei es bei einem starken Anstieg von 1a,25(0OH)D3; zur
Aktivierung einer 24-Hydoxylase kommt, welche die Synthese des(24R)-24,25-
Dihydroxycholecalciferol(24,25(0OH),D3) stimuliert und damit effektiv das
25(0OH)Dsdeaktiviert.®®®” Damit werden akute Vitamin D-Intoxikationen verhindert, welche
sich durch Hyperkalzinose &uf3ern, einhergehend mit gesteigerter Calciumaufnahme und
Calciumablagerungen in Geweben wie Knochen, Niere, Herz und BlutgefaBen.”

Die Regulierung der Calcium- und Phosphat-Homoostase ist gleichzeitig auch die wichtigste
Funktion des Vitamin D, speziell des 1a,25(OH)D3;, im menschlichen und tierischen
Organismus. Dadurch wird unter anderem ein ausgeglichener Knochenstoffwechsel
gewadhrleistet. Dartiber hinaus werden antiproliferative und immunregulatorische Funktionen
beschrieben.®® Ein Mangel an VitaminD geht mit einer erhohten Gefahr fir
Autoimmunerkrankungen,  Bluthochdruck, Diabetes und  Krebseinher.®Neben  der
Regulierung des Calcium- und Knochenstoffwechsels besitzt Vitamin D im menschlichen
Korper viele weiter Funktionen und ist unter anderem an der Regulierung der Zellteilung,
Proteinexpression, Immunantwort und Apoptose beteiligt, wobei noch nicht alle



Theoretischer Teil

10

Zusammenhange vollstandig verstanden wurden.®® Dies verdeutlicht die Wichtigkeit dieser
Struktur im gesamten Zellzyklus des menschlichen undtierischen Organismus als essentielles
Vitamin, weshalb ein grofRer Wert auf neuartige Quellen von Vitamin D-Strukturen gelegt
Wird.30’70’71

| Licht exprimierte Gewebe|

7-Dehydrocholesterol

HO
hv Lumisterol
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Abbildung 6: Metabolismus und Synthese des Vitamin D5
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2.1.4.2 Vitamin D in Pflanzen

In der Regel ist das Vorkommen von Vitamin D-Strukturen auf Tiere und Pilze beschrénkt,
weshalb Vitamin D nur in wenigen ausgewahlten Lebensmitteln vorkommt.®®"?Daher ist eine
ausreichende Versorgung flr spezielle Bevolkerungsgruppen, wie zum Beispiel Veganer,oft
nicht gewahrleistet.”> Auch deshalb riicken alternative pflanzliche Quellen fir eine
ausreichende Vitamin D-Versorgung in den Fokus. Dabei haben vorangegangene Studien
gezeigt, dass auch in einigen Pflanzen nennenswerte Konzentrationen an Vitamin D-
Strukturen zu finden sind.Bisher wurden jedoch nur in ausgewéhlten Pflanzenfamilien wie
denSolanaceae, Cucurbitaceae, Fabaceae und Poaceae freieVitamin D-
Strukturennachgewiesen.?>“"\Wie Tabelle 1 verdeutlicht, nehmen die Solanaceae eine
Ausnahmestellung in Bezug auf Vitamin D-Strukturen ein, wobei vor allemSolanum
glaucophyllum  Desf. auBergewdhnlich hohe Gehalte an  Vitamin D-Strukturen
aufweist.”Dartiber hinaus sind in Solanaceae ungewdhnlich hohe Konzentrationen der
Zoosterole des Cholesterols und 7-Dehydrocholesterols zu finden, was unter anderem auf die
Funktion des Cholesterols als Ausgangsverbindung fur eine Vielzahl an Glycoalkaloiden
zuriickzufithren ist.® Aber auch in den anderen genannten Pflanzen sind verschiedene
Vitamin D-Strukturenin  nennenswerten Konzentrationen zu finden.”®Da  Vitamin D-
Strukturen nahezu ausschlie3lich in den Blattern diverser Pflanzen nachgewiesen wurden,
wird vermutet, dass aus dem 7-Dehydrocholesterol unter dem Einfluss von UV-Licht, wie
auch in der menschlichen Haut, das Vitamin D3 gebildet wird.%®*Durch den Nachweis von
spezifischen Hydroxylasenwird die Bildung der hydroxylierten Strukturen des 25(OH)D3zund
des 1a,25(0OH),Ds in einigen Pflanzen erklart, wobei ein vergleichbarerSyntheseweg wie in
Tieren anzunehmen ist.*°

Tabelle 1: Gehalte von Vitamin D3 (D3), 7-Dehydrocholesterol (7-DHC), 25-Hydroxycholecalciferol
(25(0OH)D;) und 1a,25-Dihydroxycholecalciferol (1a,25(0OH),Ds)in ausgewéhlten Pflanzenarten®

Spezies D3 7-DHC 25(0H)D4 10,25(0OH),D4
Solanum lycopersicum L. 0,28 pg/g TW' 0,61-0,76 ug/g 0,15 pg/g FW* 0,10 pg/g TW'™
1,1 pg/g FW* W 0,022 pg/g TW™
0,8 pg/lg TW™
Solanum tuberosum L. 0,15 pg/g FW"’ - - -
Cucurbita pepo L. 0,23 pglg FW"’ - - -
Solanum glaucophyllum 0,21 pg/lg TW* 5-58 pg/g FW™ 1,0 ug/g FW™ 0,1 ug/g FW"
Desf. 2,2-42,1 pglg FW™
Cestrum diurnum L. 0,1 pg/g FW™ - 0,102 ug/g TW” 1,0 pg/g TW"
Medicago sativa L. 0,00062-0,001 ug/g - - -
TWY
Trisetum flavescens 0,1 ug/g TW™ - - -
Beauv.

TW: Trockengewicht; FW: Frischgewicht

Allerdings ist die genaue Bedeutung von Vitamin D-Strukturen in Pflanzen weitestgehend
unbekannt.®® Es wird jedoch ahnlich wie im tierischen Organismus eine regulatorische
Wirkung von Vitamin D im Zusammenhang mit Calcium vermutet. So ist Calcium fir die
Initilerung des Wurzelwachstums sowie die weitere Proliferation verantwortlich, wobei
Vitamin D-Strukturen den Calciumeinstrom in die Zelle bewirken und damit aktiv das
Pflanzenwachstum anregen.®
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Wie die Synthese der Vitamin D-Strukturen in Pflanzen erfolgt,ist bis heute noch nicht
aufgeklart.®? Als bewiesen gilt jedoch, dass der Einfluss vonUV-Licht den Gehalt an
Vitamin D und damit die Vitamin D-Aktivitat kalzinogener Pflanzen deutlich erhoht, was fur
eine lichtabhangige Synthese von Vitamin D-Strukturen spricht.”*®Japelt et al. (2011) haben
gezeigt, dass sowohl 7-Dehydrocholesterol als auch das Vitamin D3 in verschiedenen
Solanaceaedurch UV-Bestrahlung gebildet werden. Dagegen waren keine nennenswerten
Unterschiede in den Gehalten der steroidalen Strukturen des Cholesterols und des
Cycloartenols bei UV-Bestrahlung zu beobachten(siehe Tabelle 2).”*Neben dem Einfluss von
Licht bei der Synthese von Vitamin D-Strukturen konnte auch eine Temperaturabhéngigkeit
festgestellt werden, womit vermutlich eine Vielzahl von abiotischen FaktorenAuswirkungen
auf den Steroidstoffwechsel und die Bildung von Vitamin D-Strukturen zu haben scheint.?*

Tabelle 2: Gehalte von 7-Dehydrocholesterol (7-DHC), Vitamin Ds (D3), Cholesterol und Cycloartenol
abhangig von derUV-Bestrahlung in ug/g Frischgewicht'™

Spezies uUv- 7-DHC Ds Cholesterol Cycloartenol
Bestrahlung (ug/g FW) (ug/g FW) (ug/g FW) (ug/g FW)
Solanum lycopersicum + 1,26 0,21 68 57
L. - 0,67 - 60 34
Solanum glaucophyllum + 0,23 0,09 45 ql.
Desf. - 0,47 - 56 ql.

FW: Frischgewicht; gl.: qualitativ

Freie Vitamin D-Strukturen kénnen mit modernen und sensitiven Analysenmethoden, wie der
LC-MS/MS, auch im Spurenbereich nachgewiesen werden, weshalb freie Vitamin D-
Strukturen in Pflanzen bereits in diversen Studien charakterisiert wurden.”***Neben den freien
Vitamin D-Strukturen, welche in organischen Pflanzenextrakten zu finden sind, konnten auch
Vitamin D-Aktivitdten in wasserléslichen Extrakten einiger Pflanzen nachgewiesen
werden.®#¢ Diese sollen auf glycosidische steroidale Strukturen zuriickzufiihren sein, von
denen bisher deutlich weniger bekannt ist und deren Analytik eine groRe Herausforderung
darstellt.?

2.2 Glycosilierte steroidale Strukturen in Pflanzen

In Pflanzen existiert eine Vielzahl glycosilierter steroidaler Strukturen. Dazu zdhlen neben
glycosilierten Sterolen, wie den SGs,auch diverse Glycoalkaloide und Saponine.*”® Dazu
konnten in ausgewahlten Pflanzenfamilien auf3ergewohnliche Strukturen wie Melongoside,
Cucurbitacine und glycosilierte Vitamin D-Strukturen charakterisiert werden,%2%88

2.21 SGsin Pflanzen

In Pflanzen sind neben den freien Sterolen (FS) auch diverse Konjugate steroidaler Strukturen
zu finden. Diessind vor allem Sterylester (SEs), Sterylglycoside (SGs) und acetylierte
Sterylglycoside (ASGs).” Wahrend die Sterole hinsichtlich der Variation und Funktion bereits
ausfihrlich beschrieben wurden, besteht bei denKonjugatennoch Forschungsbedarf. Dabel
weisen speziell die SGs durch ihre Glycosilierung einen stark amphiphilen Charakter auf, was
in einer auBergewdhnlichen Struktur mit vielfaltigen Eigenschaften resultiert.®?
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2.2.1.1 Vielfalt und Struktur der SGs in Pflanzen

Die meisten Pflanzen, aber auch einige Pilze, Tiere und ausgewahlte Bakterien synthetisieren

SGs, welche im Gegensatz zu FS durch eine Glycosilierung an der 3-Hydroxylgruppe des

Sterols aufweisen. Die Bindung ist dabei in Pflanzen in der Regel S-glycosidisch.a-Glycoside
wurden nur in einigen Ausnahmefallen, insbesondere in Tieren und Pilzen, nachgewiesen.®®

OH OH e
HO o o _——
R1 = OH OH OH
i OH HO . & o OH
3 -
Galactosid Glucosid OH Cellobiosid
HO
OH
Mo
1
Sterylglycosid R, = B-Sitosterol Campesterol
Stigmasterol Cholesterol

Abbildung 7: Strukturen der bedeutendsten SGs in Pflanzen

Dabei sind die Intermediate der Sterolbiosynthese schwache Substrate der Sterol
Glycosyltransferasen (SGT), weshalb fast ausschlieflich glycosilierte Strukturen von
Endprodukten der Sterolbiosynthese zu finden sind.®**® Fur gewdhnlich besteht der
Zuckeranteil aus Monoglycosiden, welche den Hauptanteil aller SGs ausmachen. Aber es
wurden auch Glucoside mit bis zu funf linear verknlpften Zuckereinheiten in Reis (Oryza
sativa) und Adzukibohnen (Vigna angularis) nachgewiesen.>? Die wichtigsten
Saccharidesind dies-D-Glucopyranoside, die in jeder Pflanze den groRten Anteil aller SGs
ausmachen. Andere Saccharide,
wief-Galactopyranoside,-D-Glucoronopyranoside,a-D-Rhamnopyranoside oder
p-D-Cellobioside sind dagegen nur in ausgewahlten Pflanzen in Spuren zu finden.!®
Hinsichtlich des Sterolgrundgeriistes sind die bedeutendsten A°-Sterole dasp-Sitosterol,
Stigmasterol und Campesterol. Beziiglich der A’-Sterole sind vor allem das Spinasterol und
das Avenasterol von Bedeutung. In speziellen Pflanzenfamilien, vor allem in den
Solanaceae,ist auch das Cholesterol als Glucosid vertreten.>”* Die chemische Struktur der
wichtigsten g-glycosidischen A°-Sterole in Pflanzen sindinAbbildung 7zusammengefasst.

Quantitativ ist in fast allen Pflanzen das p-Sitosterol-4-D-Glucopyranosid (Sito-Glc) das
dominierende  SG  (siehe  Tabelle3). Danach folgen das  Stigmasterol-f-D-
Glucopyranosid(Stigma-Glc) oder das Campesterol-5-D-Glucopyranosid (Camp-Glc), wobei
meist das Stigma-Glc in gréReren Mengen zu finden ist. Eine Ausnahme stellen die
Brassicaceae dar, welche reich an Camp-Glc sind, was mit Sicherheit auf die hohe
Konzentration an Brassicasterolen zurickzufihren ist, die biosynthetisch aus dem
Campesterol  gebildet werden.®® In den Gattungen der Cucurbitaceae und
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Amarantaceaedominieren die Glucoside der A’-Sterole, wobei speziell inCucurbita
pepo(Zucchini) auch das Sito-Glc nachgewiesen wurde.®? Genaue Studien und quantitative
Aussagen zu A>-Sterolen in diesen Pflanzenfamilien sind bisher jedoch nicht zu finden.
Prinzipiell zeigte sich jedoch, dass die Anteile der jeweiligen SGs mit denen der FS
korrelieren.

Tabelle 3: Gehalte der wichtigsten SGs in verschiedenen Pflanzenfamilien; bestimmt nach
Nystrém et al. (2012) in pg/g Trockengewicht®

Gattung/Spezies Gesamtgehalt Sito-Glc Stigma-Glc Camp-Glc andere SGs
[Hg/g] TW [Mg/g] TW [Mg/g] TW [Hg/g] TW [Mg/g] TW
Fabaceae
Adzukibohnen 43,8 15,7 20,5 11 6,5
Sojabohnen 89,2 50,0 13,5 23,4 2,3
Brassicaceae
Broccoli 113,4 92,2 2,1 16,4 2,6
Senfsamen 58,6 39,0 0,1 13,4 6,0
Solanaceae
Aubergine 67,6 48,3 12,7 4,2 25
Kartoffeln 44,0 28,6 1,9 0,5 13,0
Tomaten 50,5 20,2 17,1 6,0 7,3
Poaceae
Weizenmehl 32,7 22,8 5,6 0,3 3,6
Malvaceae
Kakaopulver 82,0 63,2 12,3 4,8 1,7
Rosaceae
Mandeln 64,4 56,3 1,3 15 55
Gattung/Spezies Gesamtgehalt ~ Spinasterol-Glc andere A’-Sterole ~ Camp-Glc andere SGs
[Hg/g] TW [Hg/g] TW [Hg/g] TW [Mg/g] TW [Hg/g] TW
Cucurbitaceae*
Zucchini 231,0 118,9 49,8 2,9 58,5
Amarantaceae*
Spinat 62,9 22,3 31,2 2,0 7,0

*reich an A’-Sterolen, mit Sito-Glc: f-Sitosterol--b-Glucopyranosid; Stigma-Glc: Stigmasterol-4-b-Glucopyranosid; Camp-
Glc: Campesterol-4-p-Glucopyranosid; TW: Trockengewicht

Die Analysenergebnisse von Nystrom et al. (2012)inTabelle 3 verdeutlichen, dass nicht alle
SGs in dieser Studie qualifiziert wurden, was unter anderem auch auf die genutzte Methode
mittels saurer Hydrolyse zuriickzufuihren ist. Dies lasst darauf schlieRen, dass die Vielfalt an
SGs noch um einiges groRer ist als die der quantifizieren Strukturen.*Kovganko et al. (1999)
fasst insgesamt 43 unterschiedliche SGs pflanzlicher Herkunft zusammen, die bisher
qualifiziert werden konnten, wobei ungewohnliche SGs meist auf ausgewahlte Arten
beschrankt und dort nur in geringen Konzentrationen zu finden sind.*

2.2.1.2 Synthese von SGs in Pflanzen

Die Synthese von SGs in Pflanzen erfolgt enzymatisch mittelsUridindiphosphat(UDP)-Zucker
abhangigenSterol-Glycosyltransferasen (SGTs). Dabei wird ein UDP-gebundener Zucker,
wobei die UDP-Glucose den bevorzugten Donor des Sterols darstellt, auf die
3-Hydroxylgruppe des Sterols (bertragen.’Die Umsetzung anderer Zucker der UDP-
Galactose ist vermutlich auf eine UDP-Glucose/UDP-Galactose-Epimerase zuriickzufuhren,
da in vitro fir Auberginen die UDP-Galactose kein Substrat der SGTs darstellte und somit
keine Ubertragung des Zuckers auf das Sterol erfolgte.*Andere Autoren berichten jedoch,
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dass auch andere Zucker wie Mannose, Xylose, Fructose oder Arabinosevon spezifischen
SGTs auf das Sterol iibertragen werdenkénnen.**Auch zur Synthese von Mehrfachzuckern
werden mehrere Synthesewege vorgeschlagen. In der Regel wird davon ausgegangen,dass die
Pflanze die Enzyme der UDP-Glycosyltransferasen (UGTs) nutzt, um einen
5°-Diphosphozucker als Donor auf den bereits gebundenen Zucker zu tibertragen.” In einem
anderen moglichen Syntheseweg erfolgt die Glycosilierung mittels CesAl-Cellulose
Synthase,welche eine p(1—4)-glycosidische Bindung zwischen der ersten und zweiten
Glucoseeinheit generiert (siehe Abbildung 8).°

SGT

Sterol + UDP-Zucker —= Steryl Monoglycosid + UDP
UGT

Steryl Monoglycosid + UDP-Zucker —= Steryl Diglycosid + UDP

. CesAl L

Sterylglucosid +UDP-Glucose —= Sterylcellobiosid + UDP
SGT

Sterol + UDP-Glucose — Sterylglucosid + UDP

Abbildung 8: Allgemeine Reaktionsgleichung der SGT, UGT und CesAl katalysierten Glycosilierung
von Sterolen®

SGTs wurden in einer Vielzahl von Pflanzen charakterisiert, wo sie mit den Zellmembranen
assoziiert sind.*" Wie genau eine Aktivierung der SGTs in Pflanzen erfolgt, wurde bisher
noch nicht aufgeklart. Es wird jedoch angenommen, dass Veranderungen der Lipidumgebung
eine wichtige Rolle spielen.’
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Abbildung 9: Syntheseweg von Sterylglycosiden in Pflanzen;Die katalysierenden Enzyme sind in
blau dargestellt; GCS: Glucosylceramid-Synthase; SGT: Sterol-Glucosyltransferase; SGH: Sterol
Glucosyl Hydrolase

Daruber hinaus wird eine alternative Synthese Uber die UDP-Glucose abhéngige
Glucosylceramid-Synthase (GCS) vermutet.®®Generell wurde eine Vielzahl an SGTs mit
unterschiedlichen Substratspezifitaten nachgewiesen, die alle unter der Enzym-Superfamilie
der Glycosyltransferasen 1 (,,UGT Superfamilie) zusammengefasst werden kénnen.”

Die Hydrolyse von SGswird durch die membrangebundenen Steryl-#-Glucosidasen (oder
auch Sterol-Glucosyl-Hydrolasen, SGH), diein verschiedenen Pflanzen, wie vor allem dem
weilBen Senf (Sinapis alba) nachgewiesenen wurden, Kkatalysiert. Somit stellt die
Glycosilierung eine reversible Reaktion dar, was fur Pflanzen vor allem bei der Einstellung
auf schwankenden Umweltbedingungen von Bedeutung ist (siehe Abbildung 9).’Pflanzliche
SGTs sind sehr stark regio- und stereoselektiv und koénnen eine Vielzahl von Substraten
einschlieBlich unterschiedlichster Sterole erkennen. Dabei findet die Glycosilierung flr
gewohnlich im Inneren des Cytoplasmas, der Plastiden und des endoplasmatischen
Retikulums statt, wohingegen die Endprodukte in der Zellmembran zu finden sind. Wie die
genaue Verteilung der SGs innerhalb der Zelle, sowie der genaue Ablauf der
Glycosilierungsreaktionen verschiedener SGTs erfolgt ist bisher noch nicht bekannt. Daher
sind auch Vielfalt und die genauen Funktionen der unterschiedlichen Glycosilierungsmuster
bisher ungeklart.”*

2.2.1.3 Eigenschaften und Funktion von SGs

Die biologischen Funktionen von SGs in Pflanzen sind vielféltig und bisher noch nicht in
ihrer Gesamtheit verstanden. Ihre Hauptaufgabe liegt jedoch unumstritten in der Regulation
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der Fluiditdt und Permeabilitdt von Membranen, womit sie eine starke funktionelle
Ahnlichkeit zu denFS aufweisen.’ Durch den gebundenen Zucker an der 3-Hydroxygruppe
des Sterols und des daraus resultierenden polareren Charakters tritt eine stérkere
Wechselwirkung zwischen den Phospholipiden und Proteinen der Plasmamembran auf.
Dennoch ist das genaue Zusammenwirken von SGs mit Membranlipiden, Membranproteinen,
Phospholipiden und FS in der Plasmamembran noch nicht vollstdndig verstanden. Es wird
vermutet, dass die vor allem in der Pflanzenmembran vorkommenden SGs im Rahmen
adaptiver Prozesse z.B. bei Umweltveranderungen in der Pflanze gebildet werden. Des
Weiteren wird eine Beteiligung am Transport von bioaktiven Molekilen, wie
Lipidvorlauferstrukturen oder Zellwandpolymeren diskutiert. So wird vermutet, dass die
Glycosilierung bestimmte Signaltransduktionswege in der Zellmembran aktiviert.®"Weiterhin
ist eine deutlicheVeranderung der Anteile von SGs in der Plasmamembran bei starken
Temperaturschwankungen sowie Hitze- und Kalteschocks zu beobachten. So werden bei
Kélte verstarkt ASGs gebildet, wohingegen bei Hitzestress ein Zuwachs an SGs zu
beobachten ist.>*®In einer weiteren wichtigen Funktionkénnen SGs alsGlucosedonor, vor
allem fir die Ubertragung von Glucose auf Ceramide dienen.Dartiber hinaus wird vermutet,
dass SGs eine Funktion als Primer flr die Initiation und anschlieBende Elongation bei der
Cellulosesynthese haben.Dies gilt jedoch als umstritten und konnte noch nicht belegt werden.
SGs, speziell die Glucoside des Cholesterols, sind dartber hinaus die wichtigsten steroidalen
Vertreter im Phloemsaft von Pflanzen und dienen dort vermutlich zum Anlocken Phloem
fressender Insekten.’

Wie sich zeigt, sind die Funktionenvon SGs in Pflanzen &uRerst vielfaltig und zum Grofteil
unbekannt oder noch nicht vollstandigverstanden. In Pilzen wird unter anderem eine Funktion
bei der Zelldifferenzierung oder der Metabolisierung von Alkanen vermutet.In Tieren konnten
bis jetzt nur vereinzelt SGs, vor allem des Cholesterols, z.B. aus der Epidermis von Hihnern
oder der Haut von Schlangen, isoliert werden.®*

Erndhrungsphysiologischhaben SGs seit neuester Zeit immer mehr Aufmerksamkeit erlangt.
Eine gezielte Einnahme von SGs geht mit einer Reihe von positiven Effekten einher.So wie
alle Phytosterole und deren Derivate senken auch SGsdurch kompetitive Hemmung die
Aufnahme von Cholesterol im menschlichen Darm und riicken als mégliches therapeutisches
Mittel zur Behandlung von Fettstoffwechselstérungen in den Fokus der Medizin. Dartber
hinaus konnte in ausgewéhlten Studien eine Wirkung auf die Immunfunktion gezeigt werden.
Es wurde durch das Sito-Glc eine Verschiebung des Verhéltnisses der T-Helfer Zellen
Tul/Ty2 zu Gunsten von Tyl beobachtet, was mit einem positiven Effekt auf die
Immunantwort im Organismus einhergeht. Im Gegensatz dazu wird jedoch auch ein
neurodegenerativer Effekt von SGs und ein Einfluss der SGTs auf die Autophagie von Zellen
vermutet, wobei hier genaue Zusammenhange noch nicht aufgeklart werden konnten.®

2.2.1.4 Glycosilierte Vitamin D-Strukturen

Neben den klassischen SGs missen im Zusammenhang mit glycosilierten, steroidalen
Strukturen auch glycosilierte Vitamin D-Strukturen genannt werden. Diese weiseneine starke
strukturelle und biosynthetische Ahnlichkeit mit den SGs auf und konnten daher die
biosynthetischen Vorlauferstrukturen von glycosiliertenVitamin D-Strukturen darstellen. In
der Literatur wird immer wieder von kalzinogenen Pflanzen berichtet, bei welchen deutliche
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Vitamin D-Aktivitaten auch in wassrigen Extrakten zu beobachten sind.**®'Um aus den
unpolaren Vitamin D-Strukturen eine wasserlosliche Form zu generieren, muss eine
Derivatisierung erfolgen. Dabei wurde vermutet, dass eine Glycosilierung an den
Hydroxylgruppen der verschiedenen D-Vitamere erfolgt, was eine einfache und oftmals
genutzte Mdoglichkeit im pflanzlichen und tierischen Organismus darstellt, um die
Wasserldslichkeit und die Vielfalt von bioaktiven Strukturen zu erhéhen.**** So konnte
nachgewiesen werden, dass in angereicherten wassrigen Extrakten bekannter kalzinogener
Pflanzen nach enzymatischen Inkubationen mit Glucosidasen Substanzen freigesetzt wurden,
welche die Charakteristik des 1a,25(0OH),D3 aufwiesen. Demzufolge wurde von glycosidisch
gebundenen Strukturen ausgegangen.'®'%Diese geraten durch verdnderte chemische,
erndhrungsphysiologische und metabolische Eigenschaften, mit einer &hnlichen Wirksamkeit
wie die freien Vitamin D-Strukturen, stark in den Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen.?®
So konnte von Rambeck et al.®* gezeigt werden, dass die Mono-Glycoside des 1a(OH)Ds
undVitamin Dznahezu dieselbe biologische Aktivitat aufwiesen wie die freien Strukturen.®n
verschiedenen Bioassays konnte darlber belegt werden, dass die Glycosilierung im Vergleich
zu den jeweiligen freien Vitamin D-Strukturen keinen Einfluss auf die Vitamin D-Aktivitat
hat. Feststellbar waren jedoch generelle Unterschiede derVitamin D-Aktivitat, sodass dasf-D-
Glucosid des 1¢,25(0OH)D3 nur etwal0 % der Aktivitat des 1a,25(0H),D3 aufweist. In allen
bisherigen Bioassays konnte dartber hinaus belegt werden, dass das Disaccharid
1a,25(OH)D3-3-4-D-Cellobiosid  keine Vitamin D-Aktivitat aufweist. Andere Strukturen
wurden bisher nicht getestet.?

Alle Pflanzen, in denen glycosilierte Vitamin D-Strukturen vermutet werden, enthalten auch
freieVitamin D-Strukturen. Bisher wurden vor allem Solanum glaucophyllum,Cestrum
diurnum, Nierembergia veitchiiund Trisetum flavescens aufgefiihrt.)®31%1%n  den
Pflanzenfamilien derCucurbitaceae (Kirbisgewéchsen) und den Fabaceae
(Schmetterlingsbltler) konnten dariber hinaus auchandere Secosteroide nachgewiesen
werden, die strukturelle Ahnlichkeiten zum Vitamin D5 aufweisen.*

In denwasserloslichen Extrakten der genannten Pflanzen wurdenVitamin D-Aktivitdtennach
Inkubation mit Rinderpansensaft beobachtet, was fiir eine Freisetzung der glycosidisch
gebundenen Vitamin D-Strukturen durch enthaltene Glucosidasen spricht und somit die
Vitamin D-Aktivitat erklaren wiirde.’®” Die Strukturen in Cestrum diurnumwaren deutlich
unpolarer als die Strukturen in Solanum glaucophyllum und Trisetum flavescens und zeigten
die beste Loslichkeit in einer Mischung aus Chloroform und Methanol.?*Trotz allem konnte
bisher nur von Zimmermann et al.(2015) in Solanum glaucophyllumeine glycosidisch
gebundene Vitamin D-Struktureindeutig mittels NMRcharakterisiert werden, bei welcher es
sich um das p-gebundenel,3-Diglycosid desla,25(OH),Dshandelt.'®Vidal et al. (1985)
berichtet von 1,25(0OH),D3;, welches an verschiedene Fructoglucoside mit variablem
Molgewicht gebunden sein soll.!® Eine Charakterisierung der Gesamtstruktur erfolgte in
dieser Studie nach partieller Oxidation der Fructoglucoside mit Periodsdurewomit gezeigt
werden konnte, dass ein oder mehrere Fructosemolekile an eine Disaccharideinheit gebunden
sein mussen. Eine exakte Struktur wurde vom Autor jedoch nicht angegeben.®Prema et al.
(1996)"® berichtet von Vitamin Ds-Glucosiden in der Gattung Solanum lycopersicum
(Tomate), spezifiziert diese jedochnicht genauer.”®In anderen Studien konnte in
Tierversuchennur eine Vitamin D-Aktivitat anhand der Calcium- und
Phosphataufnahmebestimmt werden, aber keine Aussage zu den Strukturen getroffen
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werden.**'% So ist wie auch bei den SGs die Art undPosition der Glycosilierung nicht
eindeutig geklart und die vollstdndige strukturelle Charakterisierung von glycosilierten
Vitamin D-Strukturen in der Literatur ist selten.”®

Alles in allem verdeutlichen die bisherigen Studien zu Vitamin D in Pflanzen, dass noch eine
grolRe Wissenslicke hinsichtlich glycosidisch gebundenerVitamin D-Strukturen besteht.
Dabei muss zunachst eine Aufklarung der genauen Strukturen erfolgen, um die exakte
Identitdt der Glucoside charakterisieren zu konnen. Im Gegensatz zur Bestimmung
freierVitamin D-Strukturen stellt die Analytik dieser jedoch eine grof’e Herausforderung dar,
was die strukturelle Aufklarung von Vitamin D-Metaboliten zusatzlicherschwert.%?Als
potentielles therapeutisches Mittel in der Tumortherapie und als Supplement bei akutem
Vitamin D-Mangel sind derartige Strukturen jedoch stark gefragt, da sie ahnlich wirksam,
jedoch deutlich besser dosierbar als freie Vitamin D-Strukturensind. So besteht bei oral
verabreichten 1a(OH),Dseine groRe Gefahr der Uberdosierung, einhergehend mit
Hyperkalzinosen, welche durch die langsamere und gezielte Freisetzung der Glucoside in den
jeweiligen Zielgeweben verhindert werden konnte.*®Damit konnten glycosidisch gebundene
Vitamin D-Strukturen eine einzigartige, neuartige Quelle fir Vitamin D sein und for
medizinische Anwendungen genutzt werden.

2.2.2  Glycoalkaloide und Saponine

Glycoalkaloide und Saponine zdhlen zu den sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen, welche von
Pflanzen hauptsachlich als Schutz gegen FraRfeinde und pathogene Mikroorganismen, wie
Bakterien, Pilze oder Viren, synthetisiert werden.’
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Abbildung 10: Ubersicht der wichtigsten Glycoalkaloide in Solanaceae

Die Aglykone von Saponinen werden als Sapogenine bezeichnet und bestehen in der Regel
aus stickstoffhaltigen Steroiden. Die Glycosilierung tritt in der Regel an der
3-Hydroxylgruppe des Sterols auf und umfasst eine Vielzahl an Kohlenhydratstrukturen,
wobei hdufig Tri- und Tetrasaccharide beobachtet werden.” Besonders reich an
Glycoalkaloiden sind die Vertreter der Solanaceae, wobei vor allem die Tomate
(Lycopersicum esculentum), Aubergine (Solanum melongena), Kartoffel (Solanum
tuberosum) und die Gattung der Paprika (Capsicum) zu nennen sind.'® Zu den wichtigsten
Vertretern an Glycoalkaloiden zahlen das a-Solamargin und a-Solasonin in Auberginen, das
a-Chaconinund a-Solanin in Kartoffeln und das a-Tomatin in Tomaten.'*® In Hinsicht auf
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unbekannte glycosilierte steroidale Strukturen ist vor allem der Zuckeranteil der jeweiligen
Strukturen von Bedeutung, wobei in der Regel die Monosaccharideinheiten aus den Zuckern
der f-D-Glucose, p-D-Galactose, f-D-Xylose und a-L-Rhamnose bestehen, welche (1—2),
(1—3) oder (1—4) glycosidisch gebunden sind.}” Die wichtigsten Zucker stellen dabei die
Solatriose (bei a-Solanin und a-Solasonin), die Chacotriose (bei a-Solamargin und
a-Chaconine) und die Lycotetraose (bei a-Tomatin) dar (siehe Abbildung 10).

2.2.3  SGs und Vitamin D-Strukturen in ausgewdahlten Pflanzen

Glycosilierte steroidale Strukturen wurden in diversen Pflanzen nachgewiesen. Vitamin D-
aktive Substanzen sind in Pflanzen hingegen selten und hdufig auf Pflanzen des
amerikanischen Kontinents beschréankt. Mit dem Wiesen-Goldhafer (Trisetum flavescens)
konnte speziell eine in Mitteleuropa beheimatete Pflanze identifiziert werden, die bei
Weidenrindern, -ziegen und -schafen in Deutschland, Osterreich und der Schweiz eine
enzootische Kalzinose hervorruft und in derenwassrigen Extrakten Vitamin D-aktive
Substanzen nachgewiesen werden konnten.!®"*!Dariiber hinauserobern mitSolanum
melongena (Aubergine) und Cucurbita pepo (Zucchini) zwei Gemisearten den deutschen
Markt, in denen sowohl SGs nachgewiesen werden konnten, als auch Vitamin D-Metabolite
diskutiert werden.**!

2.2.3.1 Trisetum flavescens (Goldhafer)

Der Goldhafer (Trisetum flavescens) ist die einzige in Europa beheimatetekalzinogene Pflanze
und dartiber hinaus die einzige bekannte, die der Pflanzenfamilie der Poaceae (Sifgraser)
entstammt.Er ist bereits seit 1974 als Ursache fur enzootische Kalzinosenbei grasenden
Rindern, Schafen und Ziegen bekannt.**? Erste Analysen zeigten, dass die Blatter der Pflanze
zwar freies Vitamin D5 enthalten, jedoch in einer nicht calcinogenen Konzentration von etwa
0,1 mg/kg Trockengewicht. Freies 1¢,25(OH),Ds; wurde hingegen nicht berichtet.** Rambeck
(1987) schlussfolgerte durch den Vergleich synthetischer Vitamin D-Strukturenmit
Vitamin D-Metaboliten aus wassrigen Extrakten von Trisetum flavescens inverschiedenen
Bioassays, dassin diesem das25-Glucosid des 1a,25(0OH),Ds enthalten sein muss.*** Bisher
erfolgte jedoch weder eine Isolierung, noch eine eindeutige Strukturaufklarung dieser
Verbindung in Trisetum flavescens. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass eineVitamin D-
Aktivitat des Goldhafers ausschlielRlich bei vorherigem Einfluss von UV-Licht zu beobachten
war.?® Auch ein Einfluss anderer klimatischer Bedingungen auf die kalzinogene Aktivitat
wurde belegt.®*

Neben dem Vitamin D3 konnten im Goldhafer konnten bisher ausschliel3lich die steroidalen
Strukturen des Cholesterols, A’-Cholestenols, Campesterols, Stigmasterols, -Sitosterols und
desA”?*-Stigmastadienols nachgewiesen werden.*® Zu glycosilierten Sterolen liegen bisher
noch keine Daten vor.Es konnte jedoch das Phytoecdysteroid des 20-Hydroxyecdyson-3-4-D-
Glucopyranosidbelegt werden, welches vermutlich von der Pflanze als Schutz gegen
FraRfeinde synthetisiert wird.*®

Alles in allem wurde die kalzinogene Wirkung des Goldhafer zwar in diversen Studien belegt,
der genaue Mechanismus und die verantwortlichen Strukturen konnten jedoch bis zum
heutigen Zeitpunkt nicht geklart werden.?****13 Dariiber hinaus existieren keine Studien zu
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SGs, welche eine enge strukturelle Verwandtschaft mit den glycosiliertenVitamin D-
Strukturen aufweisen.

2.2.3.2 Solanum melongena (Aubergine)

Aus der Pflanzenfamilie der Solanaceae stellt die Aubergine (Solanum melongena) eine
Spezies dar, die reich an bioaktiven Substanzen ist. Zu denen zahlen neben einer Vielzahl an
Glycoalkaloiden und Saponinen auch diverse SGs, die bereits in vorherigen Studien
charakterisiert ~ wurden  (siehe  Tabelle 4).%?*%Dabei  wurden  hauptsachlich
dieMonoglucoside von diversen Sterolen isoliert, wohingegen Glycoalkaloide und Saponine
die unterschiedlichsten Glycosilierungsmuster aufweisen.**"**°So werden verschiedenste
Mono-, Di-, Tri- und Tetrasaccharide beschrieben.®Wie in Tabelle 4 zusammengefasst,
konnten bisher in der Aubergine als intakte Strukturen die SGs des Sito-Glc, Stigma-Glc und
das Poriferasterol-Glc ((24R)-Stigma-Glc) als p-Glucoside mittels NMRnachgewiesen
werden.**®  Dartiber hinaus wurden diverse SGs mittels Gaschromatographie mit
Massenspektrometrie-Kopplung (GC-MS) oder Flammenionisationsdetektor(GC-FID) nach
Trimethylsilylierungquantifiziert. Die Quantifizierung erfolgte in diesen Studien nach
Hydrolyse tiber das Aglykon, weshalb keine Aussage zum Zuckeranteil gemacht wurde und
die einfachen Glucoside als Derivate angenommen wurden.**?

Tabelle 4: Bisherige Studien qualitativer und quantitativer Nachweise von SGs in Solanum melongena

Autor/ Art des SGs Gehalte der SGs | Pflanzen- | Nachweismethode/Charakterisierung/
Literaturstelle teil Quantifizierung
Chiang et al. Sito-Glc 13,33 pglg FW Gravimetrie; "H-NMR; *C-NMR;
(2008)"° Stigma-Glc 11,78 pgig Fw | urzel FAB-MS
Shabana et al. Sito-Glc 146 ug/g FW Gravimetrie; 'H-NMR; ®*C-NMR
(2013)* Poriferasterol-Glc | 102 pg/g FW Schale
Nystrém et al. Sito-Glc 48,3 ug/g TW Analytik des Aglykons nach saurer
(2012)* Stigma-Glc 12,7 pg/g TW Hydrolyse der SGs mittels GC-MS/FID;
Camp-Glc 4,1 uglg TW g:sar?]te Quantifizierung der freien Sterol-
andere SGs 2,2 ug/lg TW rucht Trimethylsilyl Ether Uber internen
Stanol-Glcs 0,3 pglg TW Standard (Dihydrocholesterol)
Zimowski Sito-Glc* 37-56 pg/g FW GC/MS, GC/FID
(1996)* Stigma-Glc* 11-12 uglg FW | Blétter/ Quantifizierung als Trimethylsilyl-
Camp-Glc* 4-6 pglg FW \Ij\;mr:;\tll Derivate nach Sllg/léerung der intakten
Chol-Glc* 1-4 glg FW urze >

TW: Trockengewicht; FW: Frischgewicht; FAB-MS: Fast Atom Bombardment-Massenspektrometrie; *schwankende
Gehalte durch Differenzierung nach unterschiedlichen Pflanzenteilen

Die Ergebnisse der Studien verdeutlichen, dass das Sito-Glc, gefolgt von Stigma-Glc und
Camp-Glc,die dominierende Struktur in Auberginen darstellt. Dartiber hinaus konnten von
Nystrom et al. (2012) weitere nicht genau spezifizierte glycosilierte Sterole und Stanole
quantifiziert werden.*Zimowski (1996) erfasste in verschiedenen Pflanzenteilen, neben den
typischen SGs des Sito-Glc, Stigma-Glc und Camp-Glc  unterschiedlicher
Konzentrationen,auch das Chol-Glc.™* Auch Duperon et al. (1984) beschreibt das Chol-Glc in
Auberginen, macht jedoch keine quantitativen Aussagen. Es wird ausschlie3lich ein Anteil
von 22% SGs in der gesamten Sterolfraktion beschrieben.''’Als Vertreter der
Solanaceaewerden in der Aubergine auch Vitamin D-Strukturen diskutiert. Die Biosynthese
dieser Strukturen verlauft tber das fur Pflanzen untypische Cholesterol, wobei ein Intermediat
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der Cholesterolsynthese das 7-Dehydrochoelsterol darstellt.®’Dieses kann lichtinduziert in das
aktive Vitamin D3 umgewandelt werden.*® Nicht zuletzt deshalb wird vor allem in Solanaceae
das Auftreten von freien und glycosilierten Vitamin D-Strukturen vermutet.”® Im Gegensatz
zur Tomate und Kartoffel konnten in den Blattern der Aubergine bisher jedoch keine
D-Vitamere in freier oder gebundener Form nachgewiesen werden.*""

Neben den steroidalen Strukturen existieren in der Aubergine jedoch auch andere glycosilierte
Strukturen. So liegen die wasserléslichen Farbstoffe der Anthocyane, welche der Klasse der
Polyphenole zugeordnet werden kénnen, zum groRen Teil glycosiliert vor. '8 12
Bisherkonnten jedochausschlieRlich die Monoglucoside der SGs in Auberginen erfasst
werden.Nach Vitamin D-Metabolitenwurde dagegenausschliel3lich in den Blatterngesucht, die
Frichte, in welchen ein Groliteil der steroidalen und glycosilierten Strukturen zu finden sind,
wurden hingegen in keiner Studie analysiert.?®

2.2.3.3 Cucurbita pepo (Zucchini)

Die Zucchini (Cucurbita pepo) stammt aus der Gattung der
Kirbisgewachse(Curcubitaceae)und stellt damit eine Art dar, welche reich an A’-Sterolen
ist.”®In Folge dessen konnten auch eine Reihe von Glucosiden der A’-Sterole charakterisiert
werden. Dazu zahlen unter anderem die S-D-Glucoside des Spinasterol, des Poriferasta-7,25-
dienol, des 25-Dehydrochondrillasterol, des 5a-Stigmasta-7,25-dien-3-ol und des 24-$-Ethyl-
5-a-Cholesta-7-trans-22,25(27)-trien-3--ol.*141°

Dennoch konnten auch Glucoside von A°-Sterolen wie das Sito-Glc und das Camp-Glc
identifiziert werden.*% Zusatzlich wurden diverse Secosteroide und freie Vitamin D-
Strukturen nachgewiesen. So quantifizierte Aburjai et al. (1998) einen Vitamin D3-Gehalt von
0,23 pg/g Frischgewicht in Zucchiniblattern.®* Glycosilierte Vitamin D-Strukturen sowie das
Chol-Glc konnten bisher in keiner Studie nachgewiesen werden.

2.3 Analytik glycosidisch gebundener steroidaler Strukturen

Glycosidisch gebundenesteroidale Strukturen stellen mittelpolare Minorbestandteile in einer
komplexen Pflanzenmatrix dar, welche nur sehr schwer aus dem Probenmaterial zu
extrahieren sind. Daher bedarf es einer aufwendigen Methode zur Extraktion, Isolation und
Anreicherung der Zielstrukturen, um eine exakte Analytik zu ermdglichen.

Fiur die Analytik steroidaler Strukturenwurden eine Vielzahl chromatographischer
Analysenmethoden entwickelt. Die wichtigsten stellen dabei die Gaschromatographie (GC)
und die Hochleistungsflissigkeitschromatographie  (HPLC) dar. Die meisten
Detektionssysteme, wie der Ultraviolett/sichtbares Licht-Detektor (UV-Vis), der
Lichtstreudetektor (ELSD) und der Flammenionisationsdetektor (FID) sind fiir steroidale
Strukturen nicht spezifisch und kénnen co-eluierende Analyten nur sehr schwer voneinander
trennen.® Daher wird in neuester Literatur nahezu ausschlieRlich auf massenspektro-
metrische (MS) Detektionssysteme zuruickgegriffen.
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2.3.1  Anreicherung und Isolierung aus pflanzlichen Proben

Zur Anreicherung von steroidalen Strukturen werden meist organische Losemittel genutzt, um
die unpolaren Strukturen aus der wéassrigen Matrix pflanzlicher Proben zu extrahieren. Dazu
werden meist Chloroform, Methanol, Hexan, Methylenchlorid oder Aceton genutzt und durch
anschlieBende Verseifung freie Fettsauren abgetrennt. Eine anschlieRende Aufreinigung der
freien Sterole kann mittels Saulenchromatographie (SC), Diinnschichtchromatographie (DC)
oder Festphasenextraktion (SPE) erreicht werden.***Glycosilierte steroidale Strukturen weisen
durch die polare Kopfgruppe einen tensidartigen Charakter auf, was sowohl die Loslichkeit,
als auch das chromatographische Verhalten beeinflusst und eine Isolation aus der komplexen
Pflanzenmatrix deutlich erschwert undneuartige Methoden zur Anreicherung dieser speziellen
Substanzklasse erfordert.**

2.3.1.1 Extraktion aus Pflanzenmaterial

Zur Extraktion von SGs werden eine Vielzahl von Ldésemitteln und Lésemittelgemischen
beschrieben.Mit den SGs werden in der Regel gleichzeitig auch andere Lipide extrahiert. Da
es sich bei den SGs um Detergenzien handelt, welche sowohl in rein organischen als auch rein
polaren Ldsemitteln nur schlecht 16slich sind, wird meist eine Mischung aus Chloroform und
Methanol 2:1 (v/v) verwendet, um SGs effektiv aus vorgetrocknetem Pflanzenmaterial zu
extrahieren.>?*® Aber auch rein methanolische Extraktehaben sich bewahrt.**2

Waihrend SGs mit mittelpolaren Ldsemitteln extrahierbar sind, konntenglycosilierte
Vitamin D-Strukturen auch in wassrigen Extrakten beobachtet werden, was flr eine deutlich
hohere Polaritat spricht.®*> Dennoch wird auch bei diesen meist eine Extraktion mit
Ldosemitteln mittlerer Polaritat wie Methanol, Aceton oder einem Gemisch aus Methanol und
Chloroform 2:1 (v/v) beschrieben.®®In der Regel werden die unpolaren freien Vitamin D-
Strukturen und andere Lipide mit einem organischen Losemittel wien-Hexan oder Chloroform
abgetrennt und der Ruckstand des Pflanzenmaterials mit Wasser oder den erwéhnten
mittelpolaren Lésemitteln extrahiert, 04111122

2.3.1.2 Préaparative Saulenchromatographie (SC)

Die am hdufigsten genutzte Methode zur Anreicherung glycosidisch gebundener steroidaler
Strukturen stellt die klassische S&ulenchromatographie (SC) an Kieselgel dar. Dabei kénnen
vor allem Fettbegleitstoffe der vorherigen Extraktion, wie Lipide, freie Fettsduren, freie
Sterole, SEs und ASGs entfernt werden. Stark unpolare Losemittel wie n-Hexan und
Diethylether oder ein Gemisch aus beiden 1:1 (v/v) sind effektiv geeignet, um Lipide, SE und
FSzu eluieren. Die polareren ASGs kdnnen durch Gemische aus n-Hexan/Diethylether 3:2
(v/v) oder Dichlormethan/Ethylacetat 2:3 (v/v) abgetrennt werden. Zur Elution vonASGs und
SGs mit unterschiedlichen Glycosilierungsgraden werden verschiedenste Gemische aus
Chloroform und Methanol beschrieben. Dabei sorgt ein steigender Anteil an Methanol fir
eine Elution von ASGs (2% Methanol), Mono-SGs (5% Methanol), Di-SGs (6-8 %
Methanol), Tri-SGs (35 % Methanol) und Tetra-SGs (Uber 40 % Methanol). Alternativ wird
anstelle von Methanol auch ein Gemisch aus Chloroform/Aceton 6:4 (v/v) beschrieben. Die
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quantitativ bedeutendsten Mono-SGs konnen mit einem Methanolanteil von 4-10% in
Chloroform am effektivsten eluiert werden.’

Fur die Trennung einzelner glycosilierte steroidaler Strukturen und eine anschlie3ende
Quantifizierung wird auch eine Sdulenchromatographie mit Sephadex LH-20 Material
beschrieben. Diese  stellt  eine Mischung  aus  GroRenausschluss-  und
Adsorptionschromatographie dar. Zur Elution bieten sich dabei Gemische aus Methanol und
Wasser an.12'123’124

2.3.1.3 Festphasenextraktion (solid phase extraction, SPE)

Neben der klassischen SC bietet auch die Festphasenextraktion (SPE) eine schnelle und
einfache  Mdglichkeit  zur  Feinaufreinigung von  Extrakten ~mit  Gemischen
verschiedenerglycosilierter Sterole sowie einzelner SGs. So wird eine Trennung von SGs,
ASGs und anderen Sterolen mit Diol SPE-Kartuschen beschrieben, wobei die SGs nach
vorherigem Waschen der Saule mit Heptan—Isopropanol 85:15(v/v) eluiert wurden.* In einer
anderen Literaturstelle wird die Aufreinigung mit Benzolboronsaure-SPE Saulen beschrieben,
wobei die SGs mit Methanol und einem Zusatz von 1 mmol Sorbitol eluiert werden
konnten.® Im Prinzip ist auch einfache Kieselgel-basierte SPE zur Trennung von SGs und
anderen steroidalen Strukturen geeignet. Dabei konnenzunédchst FSmit Chloroform und
anschlieBend SGs mit Methanol oder einer Mischung aus Aceton-Isopropanol 1:1(v/v) eluiert
werden.?*'?’Somit stellt auch die SPE eine Mdglichkeit dar, um SGs gezielt anzureichern,
wobei die unterschiedlichsten Saulenmaterialien genutzt werden kénnen. Eine sorgféltige
Auswahl des geeigneten Elutionsmittels ist dabei die Grundlage flur eine effektive
Anreicherung der SGs.

2.3.1.4 Dunnschichtchromatographie (DC)

Die DC ist in der Regel der letzte und finale Schritt der Aufreinigung von glycosilierten
steroidalen Strukturen. In den meisten Fallen werden Normalphasen aus Kieselgel zur
Trennung von ASGs, SEs glycosilierten Ceramiden und SGs mit unterschiedlichen
Glycosilierungen genutzt. SGs werden flr gewohnlich mit Laufmittelsystemen aus
Chloroform-Methanol und Wasser angereichert. Dabei variiert die genaue Mischung der
Losemittel zwischen einzelnen Autoren, sodass das genaue Volumenverhéltnis nach den zu
trennenden Substanzen angepasst werden kann. Am geeignetstenzeigte sich ein Gemisch aus
Chloroform/Methanol/Wasser im Verhéltnis 65:25:4 (v/v/v), um die erwadhnten steroidalen
Strukturen zu trennen. Ein Zusatz von Essigsédure zum Laufmittelgemisch wird von einigen
Autoren beschrieben.>*?**ASGs und SGs kénnen effektiv mit Chloroform/Methanol
9:1(v/v) voneinander getrennt werden. Zur Trennung von Sito-Glc und SEs hat sich zudem
auch ein System aus Hexan und Ethylacetat 3:2(v/v) bewahrt. Prinzipiell sind auch bei der
DC ahnlich zur SC verschiedene Systeme anwendbar, wobei die an der DC getesteten
Systeme meist in groBem MaRstab auf die SC (ibertragen werden.”*Zur unspezifischen
Detektion der jeweiligen Substanzen genligt dabei ein Spruhreagenz aus 50 %iger
Schwefelsaure.” Soll eine spezifische Detektionsteroidaler Strukturen erfolgen, so bieten sich
verschiedeneSprihreagenzien aus p-Anisaldenyd und Schwefelsdure, Orcin und
Schwefelsdure, Anthron und Schwefelsdure, ortho-Phtaldialdenyd oder das Liebermann-
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Burchard Reagenz an.>**'?*'? Neben der qualitativen Trennung von SGs verschiedener
Glycosilierungen bietet die DC auch eine Mdglichkeit der quantitativen Bestimmung mittels
DC-Densitometrie, welche jedoch im Vergleich zu HPLC-Methoden seltener genutzt
wird 1%

2.3.1.5 MLCCC (Gegenstromverteilungschromatographie)

Anfang 1970 wurde unter anderem von Yoichiro Ito mit der CCC (countercurrent
chromatography) ein neuartiges Verfahren entwickelt, das in die flussig-flissig
Verteilungschromatographie eingeordnet werden kann. Sie bietet eine schonende Alternative
zur Aufreinigung und Anreicherung von sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen aus komplexen
Matrices.”****!Im Laufe der Jahre wurden eine Reihe von CCC-Systemen entwickelt, wobei
die MLCCC (multilayer coil countercurrent chromatography) eine spezielle Anwendung mit
einem in mehreren Lagen um eine Achse gewickelten System darstellt. Das Trennverfahren
beruht auf einem wiederholten Einstellen von Verteilungsgleichgewichten zweier nicht
mischbarer  Flussigkeiten, ahnlich einem wiederholten Trennvorgang in einem
Scheidetrichter. Dabei rotiert eine Spule, um die ein Schlauch gewickelt wurde,wie eine
planetarische Zentrifuge um eine feste Achse, wobei es zu wiederholten Trennvorgangen
zwischen der mobilen und stationdren Phase kommt. Wahrend Zentrifugalkrafte die stationére
Phase fixieren, wird die mobile Phase kontinuierlich durch die Spule gepumpt.****3Der
wesentliche Unterschied zur herkémmlichen Flussigkeitschromatographie (LC) ist das
Vorliegen einer flissigen und variablenstationaren Phase, sowie einer kontinuierlichen
Bewegung des chromatographischen Systems wahrend der Trennung.***Das Systemwird
hauptsachlich durch das FlieBmittelsystem, die Rotationsgeschwindigkeit und die
FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase bestimmt.**®* Die ublichen FlieBmittelsysteme
bestehen aus einem Gemisch vonn-Hexan, Ethylacetat, Methanol und Wasser, wobei die
Polaritat des Systems durch Variation der Lésemittelkomponenten soweit angepasst werden
kann, dass ein geeigneter Verteilungskoeffizient zwischen oberer (organischer) und unterer
(wassriger) Phase fir den zu isolierenden Analyten eingestellt werden kann. Fur polarere
Analytenwerden darlber hinaus auch andere Losemittelsysteme, die auf Methyl-tert-
butylether, Diethylether, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, n-Butanol, Ethanol, Acetonitril,
Wasser und Mischungen aus diesen beruhen, eingesetzt. Ein Zusatz von Sduren oder Laugen
kann daruber hinaus zur Einstellung des pH-Wertes genutzt werden, um die Elution der
Analyten in Abhangigkeit des pKs-Wertes zu Verzogern oder zu Beschleunigen. Fr
gewohnlich werden dazu Eisessig, Dichloressigséure, Triflouressigsdaure, Salzsdaure,
Natronlauge oder Natriumcarbonat zugesetzt.**Prinzipiell unterscheidet man zwischen einer
Elution im ,,Head to tail* und ,,Tail to head* Modus, wobei beim ,,Head to tail“ Modus die
schwerere, wassrige Phase als mobile Phase verwendet wird, wohingegen im ,,Tail to head*
Modus die leichtere, organische Phase als mobile Phase dient. Die Optimierung fir
spezifische  Analyten anhand der einzelnen Parameter wie  Spulenvolumen,
Laumittelgeschwindigkeit, Rotationsgeschwindigkeit der Spule und Wahl der stationéren
Phase wurde ausfiihrlich von Ito (2005)**° beschrieben und muss fiir jede Gruppe von
Analyten speziell entwickelt werden, um eine geeignete Trennung gewahrleisten zu kénnen,
wobei vor allem die Polaritt der Analyten von Bedeutung ist.**
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Im Vergleich zu herkdémmlichen LC-Methoden bietet die CCC eine gute Alternative zur
Anreicherung polyphenolischer Naturstoffe wie Flavonoide oder auch Alkaloide. Diese
zeigen oft unscharfe Signale bei der RP-HPLC und eine irreversible Adsorption an Kieselgel,
weshalb eineverlustfreie Anreicherung meist nicht gegeben ist. Durch die CCC konnen die
Analyten ohne Adsorptionseffekte getrennt und bei Bedarf vollstandig zuriickgewonnen
werden. Der Einsatzbereich der CCC ist sehr variabel.So ist die CCC sowohl fiir den
Spurenbereich, als auch fur groRere Analytmengen geeignet, was sieauch fiir den praparativen
MaBstab interessant macht.****%

Alles in allemstellt die MLCCC eine vielversprechende Methode zur Anreicherung von
sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen in einem weiten Polaritatsbereich dar, weshalb diese auch
fir SGs und glycosilierte steroidale Strukturen geeignet ist. Zwar ist die Trennung mittels
MLCCC im Vergleich zur HPLC deutlich zeitaufwendiger, jedoch kann dies durch gréliere
Analytmengen kompensiert werden, womit ein deutlich groReres Probenvolumen bei einer
Trennung aufgearbeitet werden kann. Der entscheidende Vorteil dieser Methode ist jedoch die
verlustfreie Anreicherung im Vergleich zu saulenchromatographischen (SC) Verfahren. So
sind nach MLCCC-Anreicherungen auch quantitative Aussagen zu den Analyten mdglich,
wahrend bei der SC immer von adsorptiven Verlusten auszugehen ist.***

2.3.2  Hydrolyse glycosidisch gebundener Sterole

Intakte SGs sind fur tbliche Analysenmethoden nur sehr schwer zugénglich und fur viele
Detektionsarten ist eine Derivatisierung notig. Daher stellt die Hydrolyse glycosidisch
gebundener steroidaler Strukturen eine einfache Mdglichkeit dar, um das Aglykon von der
Zuckereinheit zu trennen und dieses fiir eine Derivatisierung zuganglich zu machen. Zur
Hydrolyse der glycosidischen Bindung haben sich zwei wichtige Methoden durchgesetzt.
Dabei handelt es sich zum einen um eine rein chemisch Methode durch die Umsetzung im
Sauren und zum anderen um eine enzymatische Methode mit verschiedenen Glucosidasen,
welche gezielt die glycosidische Bindung spalten.’Eine wichtige Voraussetzung fiir eine
verlustfreie und gezielte Hydrolyse ist dabei die Stabilitdit der Aglykone gegen die
eingesetzten Bedingungen, weshalb die jeweilige Hydrolysemethode mit Bedacht gewahlt
werden sollte.

2.3.2.1 Saure Hydrolyse

In der Literatur werden mehrere Mdoglichkeiten der sauren Hydrolyse glycosidisch
gebundener Strukturen beschrieben. Hauptsachlich werden die Mineralsduren der
Schwefelsdure und Salzséure in einem mittelpolaren protischen Ldsemittel,wie Methanoloder
Ethanol,eingesetzt. Aber auch eine Mischung eines protischen mit einem aprotischen
Losemittel, wie beispielsweise einer Mischung aus Trifluoressigsdure mit 1,4-Dioxan, wird
beschrieben.**®***Meist erfolgt eine einfache und sichere Hydrolyse mit zwei bis sechs
molarerSalzsdure und anschlieBendem Erhitzen bei Temperaturen um die 80 °Cin Ethanol
oder Methanol, wobei die Inkubationszeit zwischen 30 Minuten und zwei Stunden
variiert.>1043140141 ‘Nach hydrolytischer Spaltung desAglykonsvom Zuckeranteil kann die
organische Phase mit einem polaren Losemittel extrahiert und anschlieend auf FSuntersucht
werden. Zwar stellt die saure Hydrolyse eine einfache und wirksame Methode dar, um
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Aglykon und Zuckeranteil glycosidisch gebundener Strukturen voneinander zu trennen,
jedochbesteht durch die teils drastischen Bedingungen die Gefahrvon Umlagerungs- und
Nebenreaktionen, welche meist keine quantitative Hydrolyse der glycosilierten Sterole
erlaubt. Durch die angewandten Bedingungen konnten vor allem séurekatalysierte
Dehydrierungen filr A°-Sterole und Thermooxidationen an den C=C-Doppelbindungen
beobachtet werden.***!* So wird beispielsweise eine Isomerisierung des A°-Avenasterols in
Fucosterol, Lathosterol und verschiedene Stigmadienole durch die Hydrolysebedingungen
beobachtet.*Wie Miinger et al. (2015) gezeigt haben, sindvor allem die A’-Sterole sehr
anfallig fur Umlagerungsreaktionen, wohingegen die A>-Sterole eine hohere Stabilitat
aufweisen. So konnte Phillipps et al. (2005) eine nahezu vollstandigeWiederfindung der
A>-Sterole des g-Sitosterols, Campesterols, Stigmasterols und Brassicasterols nach saurer
Hydrolyse zu beobachten.Im Gegensatz dazu konnten Munger et al. (2015) in keinem Fall die
zudotierten steroidalen Strukturen wiederfinden.®'® Durch zusétzliche Doppelbindungen und
die Offnung des B-Rings im  Sterolgrundgeriist und damit  zusétzliche
Funktionalisierungensind glycosilierte Vitamin D-Strukturen noch weitaus empfindlicher
gegenliber niedriger pH-Werte und hoher Temperaturen, weshalbsie fiir eine quantitative
saure Hydrolyse nahezu ungeeignet sind und fur Vitamin D-Konjugate bevorzugt
enzymatische Methoden eingesetzt werden.***

Damit stellt die saure Hydrolyse zwar eine einfache, schnelle und kostengtinstige Mdglichkeit
zur Trennung desAglykons und Zuckeranteils dar, welche jedoch eine sorgfaltige Validierung
verlangt, um die Stabilitat des Aglykons gegenuiber den sauren Bedingungen zu verifizieren.
Bezliglich des Zuckeranteils ist von einer Hydrolyse aller hydrolysierten Oligosaccharide in
die jeweiligen Monosaccharide auszugehen. Darlber hinaus kénnen durch das Erhitzen im
stark Sauren Dehydratisierungsreaktionen auftreten, die zu einer Vielzahl von Furan- und
Pyranverbindungen fuhren und eine quantitative Bestimmung der Zuckerstrukturen nicht
zulassen.

2.3.2.2 Enzymatische Hydrolyse

Eine mildere und schonendere Alternative zur sauren Hydrolyse von glycosilierten Strukturen
stellt die enzymatische Umsetzung mit verschiedenen Glucosidasen dar. In der Literatur
werden dazu unterschiedliche Enzyme beschrieben, wobei einzelnef-Glucosidasen oder
Enzymmischungeneingesetzt werden. So wurde unter anderem pS-Glucosidase aus Mandeln
oder mikrobielle s-Glucosidase aus Aspergillus niger(CellobiaseNovozym 188),Xylanase, f-
Glucanase sowieExo- und Endoinulinasen aus Aspergillus nigergenutzt, um eine Hydrolyse
der SGs zu erzielen.*****" Kalinowska et al. (1978) beschreibt dariiber hinaus eine
Methode durch Inkubation mit Sterylglycosidhydrolase (SGH) und UDPG-
Glucosyltransferase, welche zuvor aus weiem Senf (Sinapis alba) als Protein-Aceton-
Trockenpulver isoliertwurde.

Eine umfangreiche Studie zur Wirksamkeit verschiedener Glucosidasen in Abh&ngigkeit der
chemischen und physikalischen Bedingungen wurde wvon Nystrom et al. (2008)
durchgefiihrt.'°Dabei wurden unterschiedliche Puffersysteme genutzt. Zum einen wurde ein
Acetatpuffer bei einem pH von 4,0 und zum anderen ein Citratpuffer bei einem pH von 5,0
verwendet.Die schlecht l6slichen SGs wurden zuvor in einem geringen Volumen an
Dimethylsulfoxid (DMSQ) als Dispergiermittel aufgenommen und anschlieBend mit der




Theoretischer Teil

29

jeweiligen Pufferldsung versetzt. Somit konnte eine homogene Ldsung der amphiphilen SGs
in den wassrigen Puffersystemen durch dasnukleophile, aprotische und dipolare
DMSOQOermoglicht werden. Die verschiedenen Glucosidasen wurden an einer Mischung
verschiedener SGs, welche aus Weizenkleie isoliert wurden, getestet. Dabei zeigte sich, dass
bei einer 18 stlindigen Inkubation mit 30 U (Enzymeinheiten) S-Glucosidase aus Aspergillus
nigerbei 37 °C und einem pH von 5,0 die besten Hydrolyseratenerzielt wurden. Wurde die
Enzymmenge variiert, so waren die Hydrolyseraten geringer. Auch durch die zuséatzliche
Gabe von 2 U der p-Glucosidase nach 18 h Inkubationszeit konnte kein héherer Umsatz,
sondern eineum 29 % erhohte Konzentration derintakten SGs beobachtet werden. Auch der
Zusatz von 7 U p-Glucosidase aus Mandeln fiihrte zu 13 %mehr SGs. Es wurde daher
geschlussfolgert, dass es zu Konkurrenzreaktionen verschiedener Glucosidasen kommen
muss, wobei die genauen Zusammenhénge nicht geklart werden konnten. Einzig der Zusatz
von Taurocholat als zusétzlicher Phasenvermittler steigerte die Hydrolyserate von 50,3 % auf
56,9 %."°

Eine andere Studie belegte dartber hinaus deutlich eine Substratabhangigkeit bezuglich der
zu hydrolisierenden SGs, sodass generell beim A’-Sterol des Spinasterols die héchste
Hydrolyserate zu beobachten war. Zwar konnten insgesamt nur geringe Hydrolyseraten
beobachtet werden, die stark abhéngig von der jeweiligen Pflanzenmatrix waren, jedoch
konnten bei den freigesetzten Sterolen keine Umlagerungen oder Fragmentierungen
beobachtet werden.’Dies macht die enzymatische Hydrolyse vor allem fiir SGs mit instabilen
Aglykonen interessant und bietet somit eine milde Alternative zur chemisch einfacheren und
schnelleren sauren Hydrolyse von glycosidisch gebundenen steroidalen Strukturen. Dennoch
bedarf es auch bei der enzymatischen Hydrolyse einer sorgfaltigen Evaluierung, um
guantitative Aussagen machen zu koénnen. Grundsétzlich ist diese vor allem fir labile und
chemisch instabile Strukturen von grofler Bedeutung und sollte der sauren Hydrolyse
vorgezogen werden.

2.3.3  Quantifizierungsmethoden steroidaler Strukturen

Zur chromatographischen Trennung der hydrophoben Strukturen mittels GC oder HPLC
werden in der Regel unpolare stationdre Phasengewéhlt, die eine ausreichende Auflésung
gewadhrleisten. Wéhrend die chromatographische Trennung relativ einfach zu realisieren ist,
stellt die Detektion der steroidalen Strukturen hingegen eine grof’e Herausforderung dar,
weshalb neue Methoden entwickelt werden missen,um die Strukturen fir einfache
Detektionsarten zuganglich zu machen.™*

2.3.3.1 GC-Methoden

Voraussetzung fir die Bestimmung mittels Gaschromatographie ist ein ausreichender
Dampfdruck zur Uberfilhrung der Analyten in die Gasphase. Sterole sind schwach fliichtige
Substanzen, weshalb eine ausreichend hohe Temperatur nétig ist, um diese in die Gasphase
uberfhren zu koénnen. Dabei muss jedoch die Empfindlichkeit des Gerédtes und auch die
Labilitat der steroidalen Strukturengegeniiber hoher Temperaturen beachtet werden.Durch
chemische Derivatisierung der schwer fliichtigen Sterole oder SGskann die Fluchtigkeit der
Molekiile erhéht werden, was diese auch fir die GC zugénglich macht. Flr Sterole bietet sich
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vor allem die 3-Hydroxygruppe an, welche als freie funktionelle Gruppe einfach zugéngig fur
Derivatisierungen ist. In der Literatur hat sich das Einfihren einer Acetat- oder Silylgruppe
bewéhrt, wobei die Reagenzien zur Acetylierung von Sterolen inder Regel sehr reaktive
Strukturen darstellen. Daherbesteht die Gefahr von Neben- und Umlagerungsreaktionen,
welche die Analytik behindern.*?! Die Umsetzung mit Silylierungsreagenzien, wie N,O-Bis-
(Trimethylsilyl)-Trifluoroacetamid (BSTFA),N,O-Bis-(Trimethylsilyl)-Acetamid (BSA) oder
N-Methyl-N-(Trimethylsilyl)-Trifluoracetamid (MSTFA), stellt hingegen eine deutlich
mildere Reaktion dar. So konnen die freien Sterole nach Hydrolyse der SGs als Trimethylsilyl
(TMS)-Derivat mit der Methode des internen Standards quantifiziert werden.® Dariiber
hinaus wird auch eine Methode zur Silylierung intakter SGs beschrieben, welche jedoch
besondere Silylierungsbedingungen erfordert und in sehr hochmolekularen Strukturen
resultiert. Dennoch konnte von Pieber et al. (2010) gezeigt werden, dass eine vollstandige
Silylierung eines synthetischen Chol-Glcerreicht werden konnte. Jedoch konnten in dieser
Studie nicht alle SGs der eingesetzten Biodieselprobe silyliert werden.**® Die Detektion der
einzelnen Strukturen kann bei vorhandenen Referenzsubstanzen unspezifisch mittels FID oder
spezifisch mittels MS erfolgen.*

Somit kann die GC als brauchbare Methode zur Identifizierung und Quantifizierung von
FSgenutzt werden. Fir die Analytik intakter glycosilierter steroidaler Strukturen ist diese
Methode weniger geeignet, da zum einen die adaquate Derivatisierung der Strukturen und
zum anderen die chromatographischen Bedingungen eine groRe Herausforderung darstellen.

2.3.3.2 HPLC-Methoden

Die Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC)gilt als die Methode mit Gberlegener
Auflésung zur Trennung steroidaler Strukturen. Wahrend zu Anfangen der HPLC noch
Normalphasen (NP) genutzt wurden, wird heutzutage verstarkt die Umkehrphasen
(RP)-HPLC eingesetzt. Dabei liegt der grol3e Vorteil der RP-HPLC in der Trennung einzelner
SGs, wahrend mit der NP-HPLC nurdie Summe der SGs quantifiziert werden kann.>®In der
Regel werden dabei C18-Phasen genutzt, aber auch eine Methode mit einer C6-RP-S&ule wird
beschrieben.***Als Elutionsmittel der RP-HPLC wird meist eine Gradientenelution mit
Gemischen aus Acetonitril-Wasser oder Methanol-Wasser genutzt. Eine isokratische Elution
ist selten, kann aber mittels Acetonitril-Dichlormethan 68:32 (v/v) erreicht werden.>®In
neuesten Studien zur Bestimmung intakter SGs wird zudem die ,,UltraHigh Performance
Liquid Chromatography“ (UHPLC) verwendet, welche den Vorteil von hoher Aufldsung,
geringemSignal-Rausch-Verhaltnis(SNR) und kurzer Analysenzeit miteinander vereint.?

Einfache und hdufig genutzte Detektionsmoglichkeiten sind unter anderem der Ultraviolet-
(UV), Brechungsindex- (RI) oder Lichstreudetektor (ELSD).? Dabei stellt die UV-Detektion
durch ein fehlendes Chromophor der Sterole ein grof3es Problem dar, sodass Sterole meist als
1-Anthronitril Derivate bei 254 nm analysiert werden, wobei die Elutionsreihenfolge der
glycosilierten Strukturen vergleichbar mit denen der freien Sterole ist.” Fiir SGs besteht diese
Maoglichkeit durch Blockierung der 3-Hydroxygruppe nicht, weshalb meisteine unspezifische
Detektion bei 200 nm erfolgt. Fur Vitamin D-Strukturen ist eine sensible UV-Detektion bei
Wellenldangen um 254 nm mdoglich. Fir die Detektion mittels Rl und ELSD sind keine
Derivatisierungen noétig, wobei jedoch auch die Empfindlichkeit sehr gering ist. Ein groles
Problem bei der Quantifizierung stellen hdufig fehlende Referenzstandards dar, sodass meist
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nur die Summe der SGs, nicht aber einzelne SGs erfasst werden kdnnen. Daher wird bei
neuesten Methoden verstarkt auf die Massenspektrometriegesetzt, um eine einfache und
prazise Quantifizierung der freien Sterole und derSGs zu erzielen.?'*°

2.3.3.3 Flussigchromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS)

Eine bedeutende Anwendung der HPLC, mit einem spezifischen, selektiven und hoch
sensitiven Detektionssystem, stellt die Hochleistungsflissigchromatographie-Tandem-
Massenspektrometrie (LC-MS/MS) dar. Fir die Substanzklasse der steroidalen Strukturen
bietet diese die ideale Voraussetzung, da Probleme wie thermische Labilitat, geringe
Fluchtigkeit und ein schwaches Chromophor nicht von Relevanz sind.So kdnnen steroidale
Strukturen in jeglicher Form ohne vorherige Derivatisierung bestimmt werden. Dazu kdnnen
sowohl Quadrupol-lonenfallen-Massenspektrometer (QTrap-MS) als auch Quadrupol-Time of
Flight-Massenspektrometer (Q-TOF-MS) eingesetzt werden.®2**! Eine entscheidende Rolle
spielt die lonisationstechnik, wobei hauptsachlich das Elektrosprayionisationsverfahren (ESI)
oder dieChemische lonisation bei Atmospharendruck (APCI) genutzt wird.Andere Verfahren
wie die Matrix—Assistierte Laser—Desorption—lonisierung (MALDI) oder die ,,Direct Analysis
in Real Time* (DART) sind prinzipiell moglich, werden aber sehr selten genutzt.**®Wahrend
das ESI-MS/MS die sanftere lonisationsmethode darstellt, erzeugt die wesentlich hartere
APCl-lonisation deutlich mehr Fragmente.’Somit konnen alle Arten steroidaler Strukturen
mittels LC-MS/MS bestimmt werden, wobei die Auswahl des speziellen Systems auf den
jeweiligen Analyten ausgerichtet sein sollte. Die Nutzung eines MS/MS-Systems erlaubt es,
spezifische MRM (Multiple Reaction Monitoring)-Methodenmit charakteristischen Qualifiern
und Quantifiern zu entwickeln, welche speziell die Sensitivitat bei der Quantifizierung von
steroidalen Strukturen deutlich erhéht.Durch charakteristische MS/MS-Ubergéange kénnen so
Strukturen voneinander unterschieden und im Spurenbereich quantifiziert werden, die
dhnliche oder nahezu identische Retentionszeiten aufweisen.”® Bestimmungs- und
Nachweisgrenzen weniger ppb(ng/ml) machen die LC-MS/MS somit zur leistungsféhigsten
Methode fur die Quantifizierung steroidaler Strukturen jeglicher Art.

Neben der zielgerichteten und quantitativen Analytik bietet die LC-MS Uber die Auswertung
spezifischer Fragmente auch die Maoglichkeit der qualitativen Analyse unbekannter
Strukturen. Dies ist vor allem in Hinsicht auf die Bestimmung des Zuckeranteils von
glycosilierten steroidalen Strukturen von Bedeutung, da dieser in der Regel den einzigen
Unterschied im Fragmentierungsmuster verschiedener SGs ausmacht.?

2.3.3.4 Analytik des Zuckeranteils

Vor allem fiir die Qualifizierung neuartiger glycosilierter steroidaler Strukturen ist eine
spezielle Analytik zur Bestimmung der genauen Struktur des Zuckeranteils essentiell. Eine
separate Analytik des Zuckeranteils ist vor allem nach Hydrolyse der Strukturen von
Bedeutung. Dazu wird in der Regel die wassrige Phase des Hydrolyseansatzes nach
organischer Extraktion der Sterole mittels DC analysiert.******Als Laufmittel werden in der
Regel Alkohol-Wasser basierte Systeme genutzt. Zur spezifischen Detektion konnen diverse
Sprihreagenzien genutzt werden, wie zum Beispiel das Anilin-Phthalat-Reagenz oder das
Anilin-Diphenylamin-Phosphorsaure-Reagenz.**°
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Neben der DC bietet auch die HPLC eine Mdglichkeit freigesetzte Zucker zu analysieren,
wobei jedoch eine Derivatisierung notig ist, um die Zuckerstrukturen fur entsprechende UV-
oder Fluoreszenz (FLD)-Detektionssysteme zuganglich zu machen. Dazu bietet sich eine

reduktive Aminierung mit 1-Naphtylamin oder eine Derivatisierung mitPhenylisothiocyanat
153,154
an.”
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3  Zielstellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, neuartige glycosilierte Strukturen mit
steroidalem Grundgerist aus ausgewahlten Pflanzenfamilien zu isolieren und zu
charakterisieren.Dazu sollte zun&chst eine verlustfreie Methode zur Anreicherung entwickelt
werden, die eine Isolation und Aufkonzentrierung der intakten Strukturen ermdglicht. Zu den
Zielstrukturen z&hlten vor allem die SGs,aber auch glycosilierte Vitamin D-Strukturen,
welche bereits in ausgewahltenkalzinogenen Pflanzennachgewiesen wurden.**Die Analytik
von SGs ist dabei nicht trivial und erfordert spezielle Methoden.In der Literatur werdenh&ufig
Hydrolysetechniken eingesetzt, um die Zuckerstruktur vom Aglykon zu trennen und
anschlieBend das Sterol und das Glycosid einzeln betrachtet, wasin vielen Féllen jedochzu
Umlagerungen durch die haufig sehr drastischen Bedingungen fiihrte.®*?Daher sollte anhand
synthetischer Standards zunachst das Verhalten der SGs studiert werden, um diese gezielt
anreichern zu konnen. In den angereicherten Extrakten sollten in Folge dessen sowohl die
mengenmalig bedeutendsten Strukturen quantifiziert, als auchneuartige SGs identifiziert
werden. Aufgrund der schlechten Zuganglichkeit von SGs fur analytische Methoden wie
dieGC und die HPLC in Kombination mit einfachen Detektionsarten wie FID, RI, ELSD oder
UV, war die Entwicklung einer geeigneten Flissigchromatographie-Tandem-
Massenspektrometrie-(LC-MS/MS)Methode das Hauptziel, um eine sichere Qualifizierung
und Quantifizierung von bekannten Strukturen zu ermdglichen.

Daruber hinaus sollten geeignete Methoden zur Hydrolyse von glycosidisch gebundenen
steroidalen Strukturen entwickelt werden, welche eine anschlieBende Analytik freier Sterole
und freier Zucker zulassen. Fir die freien Sterole und freien Zucker sollten anschlie3end
LC-MS/MS unabhdngige Methoden, wie zum Beispiel die GC-FID, HPLC-FLD oder
HPLC-UV/DAD, etabliert werden, die eine einfache und schnelle Qualifizierung des
Aglykons und des Zuckers erlauben. Durch diese Methoden sollten unbekannte glycosidisch
gebundene steroidale Strukturen verifiziert werden.

Als pflanzliches Untersuchungsobjekt wurde zum einen der Goldhafer (Trisetum flavescens)
als literaturbeschriebene kalzinogene Pflanze gewahlt, um die Struktur der potentiellen
Vitamin D-Glucoside aufzuklaren.'**Dariiber hinaus ist im Hinblick auf die Vielfalt an
glycosilierten Strukturen auch in verschiedenen Solanaceaevon einem umfassenden Profil an
SGs auszugehen. Daher sollte vor allem die Aubergine (Solanum melongena) als moderne
Genusspflanze als Untersuchungsobjekt dienen.Es solltenerstmals die klassischen SGs als
intakte Strukturen quantifiziert und dariiber hinaus neuartige SGs,nach deren Anreicherung,
mit der entwickeltenMethodequalifiziert werden.Abschlieend sollte auch auf glycosilierte
Vitamin D und Vitamin D-Vorlauferstrukturen untersucht werden und die Aubergine als
potentielle Quelle fir pflanzliches Vitamin D charakterisiert werden. Um eine Bildung
desVitamin D3 zu induzieren, sollte anhand von Bestrahlungsexperimentengezeigt werden,
dass auch in Pflanzen glycosidisch gebundene steroidale Strukturen durch UV-Licht in aktive
Vitamin D-Strukturen umgewandelt werden konnen.®® Weiterhin sollten auch die Zucchini
und der Goldhafer mit der neuartigen Methode auf SGs untersucht werden, um
einenUberblick der enthaltenen Strukturen erstellen undneuartige SGs oder glycosilierte
Vitamin D-Strukturenidentifizieren zu kénnen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Synthese glycosilierter steroidaler Strukturen

Zum Dbesseren Verstandnis der chemischen und chromatographischen Eigenschaften
glycosilierter steroidaler Strukturen wurden diverse Modellsubstanzen synthetisiert. Diese
dienten wahrend der Entwicklung einer geeigneten Aufarbeitungs- und Anreicherungs-
methode als Surrogat, um eine moglichst verlustfreie Anreicherung der Zielstrukturen zu

ermdoglichen.
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Abbildung 11: Uberblick iiber die Struktur aller synthetisierten steroidalen Glycoside
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synthetisiert.Bei der Synthese der Phytosterolglycoside wurde jeweils eine Sterolmischung als
Ausgangsstoff eingesetzt, was in einem Mischstandard aus den jeweiligen f-D-Glycosiden des
p-Sitosterols (Sito-Glc, Sito-Gal und Sito-Cello), Stigmasterols (Stigma-Glc, Stigma-Gal und
Stigma-Cello) und Campesterols (Camp-Glc, Camp-Gal und Camp-Cello) resultierte.
Abbildung 11 fasst die chemischen Strukturen aller synthetisierten Verbindungen zusammen.
In der Literatur wurde die Glycosilierung der einfachen Sterole, wie Cholesterol und
p-Sitosterol, bereits vielfach durchgefuhrt, wobei ausschlieBlich Glucoside synthetisiert
wurden.>*** Galactoside und Cellobioside diverser steroidaler Strukturen wurden bisher noch
nicht als Reinsubstanz hergestellt, konnten jedoch bereits ausausgewéhltenPflanzen isoliert
werden. %1% Glycosilierte Vitamin D-Strukturen, wie das Ds-Glc und das 7-DHC-Glc
wurden bereits von First et al. (1983) nach Koenigs-Knorr Strategie synthetisiert, in dessen
Anlehnung auch die Synthese in dieser Arbeit erfolgte.'®

4.1.1  Synthesestrategie mittels Koenigs-Knorr Reaktion

Mit der Koenigs-Knorr Synthese wurdenneben den quantitativ bedeutendsten Sterolen des
Cholesterols oderpg-Sitosterols, auch Metabolite des Vitamin D-Stoffwechsels, wie das
7-Dehydrocholesterol und Vitamin D3, glycosiliert. Die an der Hydroxygruppe des Sterols
gebundenen Zucker umfassten neben der Glucose auch die Galactose und die Cellobiose. Die
Sterol-f-D-Galactopyranoside (Sterol-Gals) wurden als Variation eines Monoglucosides
gewdhlt. Diese dienten zum einem als Surrogat fir die Entwicklung einer geeigneten
chromatographischen Methode, um Epimeretrennen und unterscheiden zu kdnnen, zum
anderen als Quantifizierungsstandard fur diverseSterol-Gals. Die Sterol-4-D-Cellobioside
(Sterol-Cellos) hingegen wurden als Modellsubstanz fiir SGs mit hoheren Zuckeranteilen
synthetisiert, um die Eigenschaften der deutlich polareren Strukturen mit hdéherem
Zuckeranteil beurteilen zu kdnnen.

Fur die Synthese nach Koenigs-Knorr mussten zunéchst die Edukte bereitgestellt werden. Die
entsprechenden Steroidalkohole wurden von kommerziellen Chemikalienhédndlern bezogen.
Dabei waren fur die Strukturen des Cholesterols, 7-Dehydrocholesterols und Vitamin D3
jeweils die Reinsubstanzen(> 98 %)erhaltlich, wahrend die Phytosterole des p-Sitosterols,
Stigmasterols und Campesterols nur in einer Mischung verfligbar waren. Die Anteile der
Phytosterolewurden vor der Synthese mittels GC-FID bestimmt und ergaben eine
Zusammensetzung von 46,6 % p-Sitosterol, 28,0 % Stigmasterol und 25,4 % Campesterol.
Fir die Kopplungsreaktion zwischen Steroidalkohol und Zuckerstruktur wurden verschiedene
Glycosylbromide bendtigt, welcheanschlieRend in einem Sy2-Mechanismus durch Katalyse
eines Silbersalzes unter Inversion des anomeren Zentrums an das Sterol gebundenwurden. Die
Synthese der Glycosylbromide der a-Acetobromglucose, a-Acetobromgalactose und
a-Acetobromcellobiose  erfolgte  aus dem  jeweiligen  a-D-Glucosepentacetat,
a-D-Galactosepentacetat unda-D-Cellobioseoctaacetat durch einfache Bromierung mit
33 %igerBromwasserstoffsaure in Eisessig (Abbildung 12). Der vollstandige Umsatz wurde
mittels DC kontrolliert. Dabei wurden die strukturell &hnlichena-Acetobromglucose und
a-Acetobromgalactose mit einem System aus Petrolether-Ethylacetat 3:1 (v/v)durch
dieR¢-Werte von 0,42 und 0,39 charakterisiert. Fur die a-Acetobromcellobiose wurde ein
System aus Toluol-Eisessig 4:1 (v/v) genutzt, wobei ein Ri-Wert von 0,28 beobachtet wurde.
Die  Ausgangsstoffe ~ der  funffach beziehungsweise  achtfach  acetylierten
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Zuckerstrukturenwiesen  alle  deutlich  kleinere  R-Werte als die bromierten
Reaktionsprodukteauf, was eine eindeutige Unterscheidung ermoglichte. AnschlieRend
wurden die bromierten Produkte mit Chloroform extrahiert. Die organische Phase wurde nach
Waschen und Neutralisation aus Diethylether umkristallisiert, sodass ein weil3er pulverartiger
Feststoff zu beobachten war. Die Charakterisierung erfolgte nach Trocknung im Hochvakuum
mittelsKernspinresonanz-spektroskopie(NMR).Die Auswertung erfolgte durch den Vergleich
mit literaturbeschriebenenSpektren.’**%Die  a-Konfiguration des Broms am Cider
bromierten Zuckerstrukturen konnte anhand eines charakteristischenDubletts bei o 6,6-
6,9 ppmdurch die Kopplungskonstante von J = 4,0 Hz eindeutig belegt werden.

OAc OAc
0. OAc HBr (33 %) (o]
OAc > OAc
AcO HAc AcO Br
OAc OAc

Abbildung 12: Bromierungsreaktion zur Synthese der acetylierten Zuckerstrukturen am Beispiel der
a-Acetobromglucose

Die Synthese des Silberoxides erfolgte durch einfache Féllung von Silbernitrat mit
Natriumhydroxid, wobei ein fein kristalliner, grauer Niederschlag von Silberoxid beobachtet
werden konnte.’® Dieser wurde nach Filtration mit Wasser und Ethanol gewaschen und
anschlieRend getrocknet. Das isolierte feine, schwarze Pulver wurde als Katalysator fiir die
Koenigs-Knorr-Reaktion verwendet.

Nach Bereitstellung aller Ausgangsverbindungen erfolgte die Synthese der glycosilierten
Sterole nach der Koenigs-Knorr Strategie, die eine einfache und etablierte Methode zur
Glycosilierung von Steroidalkoholen in Gegenwart von unléslichen Silbersalzen darstellt. Die
Umsetzung von a-Acetobromglucose liefert dabei unter Walden-Inversion in der Theorie
ausschliefflich die p-Glycoside. In Abhéngigkeit des Steroidalkohols und des Silbersalzes
wurdenjedoch auch die o-Glycoside und Orthoester als Nebenprodukt beobachtet.®® Die
zweistufige Synthesestrategie ist in Abbildung 13am Beispiel des p-Sitosterol-f-D-
Glucopyranosids (Sito-Glc) dargestellt.Die Synthese der Zielstrukturen wurde in Anlehnung
an zwei verschiedene Literaturstellen durchgefiihrt. Dabei beschreibt Wulff et al. (1972) die
Synthese des Cholesterol-#-D-Glucopyranosids, nach dessen Vorschrift die einfachen
Sterol-Glucoside (Sterol-Glcs) und Sterol-Galactoside (Sterol-Gals) synthetisiert wurden.*®®
Im Gegensatz dazu wurde die Synthese der Vitamin D-Glucoside und Sterol-Cellobioside
(Sterol-Cellos) nach Fiirst et al. (1983) durchgefihrt.®® Das eingesetzte Silber-4-
Hydroxyvalerat wurde in vorliegender Arbeit durch Silberoxid ersetzt, was in einer etwas
schlechteren Ausbeute resultierte, die Reaktion jedoch nach demselben Mechanismus
katalysierte. Galactoside und Cellobioside wurden im Gegensatz zu den Glucosiden in der
Literatur noch nicht synthetisiert.”>?*''® Dije Synthese aller in Abbildung 11dargestellten
Strukturen erfolgte im Eintopfverfahren, bei dem die drei Ausgangsstoffe in eisgekiihltem
Diethylether suspendiert und fur eineinhalb bis zwei Stunden unter Lichtausschluss geriihrt
wurden. Anschlieend wurde langsam auf Raumtemperatur erwérmt und unter regelméRiger
Umsatzkontrolle belassen. Die Reaktionsprodukte wurden mittels DC charakterisiert (siehe,
Kapitel 6.2, Seite 97ff.).




Ergebnisse und Diskussion

37

OAc
o
OAc
AcO OAc
OAcBr
(o} (o]
A Ag;0/Et,0 OAc

\ MeOH/KOH

HO

Abbildung 13: Syntheseschema nach Koenigs-Knorr am Beispiel des j-Sitosterol-f-D-Glucopyranosid

Ein vollstandiger Umsatz des Sterols war in keinem Fall gegeben, sodass mittels DC sowohl
das freie Sterol (Ri-Wert > Reaktionsprodukt) als auch diverse nicht ndher charakterisierte
Nebenprodukte (Ri-Werte < Reaktionsprodukt) detektiert werden konnten, bei denen es sich
aber mit Sicherheit um die von Furst et al. (1983) beschriebenen a-Glycoside und Orthoester
handelte.*®® Dafiir sprach auch die Reaktion auf das Liebermann-Burchard Reagenz, welches
unter anderem spezifisch fiir Sterine und steroidale Strukturen ist (siehe Abbildung 14).°
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Abbildung 14: Reaktion nach Liebermann Burchard zum Nachweis steroidaler Strukturen

Da fiir die Strukturen der Sterol-Cellos auch nach 20 Stunden Reaktionszeit und mehrfacher
Zugabe frischen Katalysators (Silberoxid) keine ausreichende Bildung des Produktes
beobachtet werden konnte, wurde in Anlehnung an First et al. (1983) Dichlormethan im
Verhaltnis 3:2 (v/v) zum urspriinglich Losemittel (Diethylether) zugesetzt, was die Ausbeute
an Sterol-Cellos deutlich erhohte.’® Nach etwa zweistiindiger Reaktionszeit wurde der
Reaktionsansatz filtriert und getrocknet. Zwar nahm so auch die Anzahl der Nebenprodukte
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deutlich zu, welche aber durch die anschliefende Aufarbeitung an Kieselgel abgetrennt
werdenkonnten.

Die Zielstrukturen der p-D-Glycoside wiesen nach dem nicht umgesetzten Sterol allesamt die
hochstenR-Werte der Produkte des Reaktionsansatzes auf und eluierten somit bei der
anschlieBenden SC an Kieselgelstets als erstes Reaktionsprodukt.Die nicht umgesetzten
a-Acetobromzucker konnten durch deutlich niedrigere Ry-Werte sehr gut vom
Reaktionsprodukt abgetrennt werden. Die SC erfolgte fir jede Struktur anhand zuvor
optimierter Systeme, wobei zur Anreicherung der Zielstrukturen generellRi-Werte Kleiner als
0,2 gewahlt wurden. Zur Elution wurden Mischungen von n-Hexan-Diethylether, n-Hexan-
Aceton oder Petrolether-Aceton gewéhlt. Die sauberen Fraktionen wurden auf Reinheit
uberprift, vereinigt und anschlieBend getrocknet. Speziell die acetylierten Sterol-Cellos
waren weniger rein und mussten aus Ethanol umkristallisiert werden. AnschlieBend wurde die
Identitdat mittels NMR-Spektroskopie in Chloroform-d Gberpriift. Charakteristisch waren
dabei vor allem die Signale dervier Acetylgruppen der Glucoside und Galactoside
beziehungsweise sieben Acetylgruppen der Cellobioside mit den typischen chemischen
Verschiebungen von & 1,97-2,17 ppm im *H-NMR und & 169-171 ppm im **C-NMR. Dariiber
hinaus konnte jeweils die p-Konfiguration der glycosidischen Bindung am C;  des
Zuckersdurch ein Dublett bei ¢ 4,5-4,6 ppmim *H-NMR mit einer Kopplungskonstanten von
J = 8,0 Hz, belegt werden.

Die anschlielende Deacetylierung der aufgereinigten Zwischenstufen mittels Natrium-
hydroxidlésung in Methanol verlief fir alle Strukturen nahezu quantitativ. Auch hier
wurdeaufgrund der schlechten Loslichkeit bei Bedarf Dichlormethan zugesetzt. Die
vollstandige Deacetylierung konnte mittels DC (Laufmittel A-H, siehe Kapitel 6.1.2.2, S.92)
uberprift werden und lieferte fur alle Reaktionsprodukte einen Ri-Wert von 0 (siehe Kapitel
6.2, experimenteller Teil, Seite 97ff.).Nach Neutralisation mit Salzsdure im &quimolaren
Verhaltnis zur eingesetzten Natriumhydroxidlésung wurde mit Wasser verdinnt und die in
Wasser nahezu unloslichen Strukturenals weil3er Niederschlagausgefallt. Nach Elution und
Trocknung des Rickstandes wurden die jeweiligen Produkte mittels NMR charakterisiert.Die
schwache Loslichkeit der Endprodukte in géngigen Ldsemitteln erforderte die Verwendung
von Pyridin-ds, welches neben Dimethylsulfoxide-ds das einzige Losemittel darstellte, in
welchem alle Strukturen ausreichend l6slich waren. Darliber hinaus warenbeim Einsatz von
Pyridin-ds keinerlei Uberlappungen des Losemittelsignals mit Signalen der Probe zu
beobachten, was eine zuverlassige Auswertung der 1D- (“H-NMR, *C-NMR, APT) und
2D-Spektren (H,H-cosy, HMBC, HSQC) erlaubte. Die S-Konfiguration der glycosidischen
Bindung am C;” des Zuckers konnte, wie bereits fur die acetylierten Zwischenstufen
beschrieben, durch ein typisches Dublett bei etwa J65ppm des H;> mit einer
Kopplungskonstante J = 7,6-7,9 Hz bestétigt werden, wohingegen dasa-Anomer eine deutlich
kleinere Kopplungskonstante von etwa 3,9 Hz aufweisen wiirde.®> Die tbrigen Signale des
Zuckeranteils konnten im Tieffeld des *H-Spektrums zwischen ¢ 3,99 ppm und ¢ 5,22 ppm
beobachtet werden. Die Unterscheidung zwischen glycosidisch gebundener Galactose und
Glucose erfolgtedurch das epimere Proton am C,°, welches fur die Glucoside ein nicht
aufgelostes Multiplett beio 4,30 ppm ergab, dass mit dem Proton des C3’ (berlappte. Bei
gebundener Galactose konnte ein eindeutiges Signal bei ¢ 4,62 ppm (d; J=3,4 Hz; 1H)
beobachtet werden. Das Sterolgrundgeriist wurde durch charakteristische Signale
zwischens 0,59 und 6 2,57 ppm im'H-Spektrum sowie 12 ppm und 58 ppm im**C-Spektrum
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charakterisiert. Spezifische Signale der Doppelbindungen in der Steranstruktur, die bei hohen
chemischen Verschiebungen beobachtet werden konnten, wurden zur Aufklarung der Struktur
des Cholesterols, p-Sitosterols, Stigmasterols, Campesterols, 7-Dehydrocholesterols
undCholecalciferols genutzt und waren mit Literaturdatenvergleichbar,1>116.160.165

Eine besondere Schwierigkeit ergab sich bei der Auswertung der Glucoside, Galactoside und
Cellobioside des g-Sitosterols, Stigmasterols undCampesterols. Durch die Verwendung einer
Sterolmischung fur die Synthese wurden die Einzelkomponenten bei der Koenigs-Knorr
Synthese parallel glycosiliert. Somit ergab sich jeweils ein gemischtesProdukt wvon
Glucosiden,  Galactosiden und  Cellobiosiden des  p-Sitosterols,  Stigmasterols
undCampesterols, dasausschlieBlich mittels analytischer HPLC voneinander trennbar war. Da
sich diese Strukturen chemisch sehr &hnlich sind, wiesen viele Signale der NMR-Spektren
auch dieselben chemischen Verschiebungen auf. Dennoch lieflen sich einige Unterschiede
beobachten, an denen sich die parallele Glycosilierung bestatigen lieR.VVor allem das
Stigmasterol konnte eindeutig vom g-Sitosterol und Campesterol abgrenzt werden. So konnte
im 'H-Spektrum je ein Singulett bei 50,69 ppm fir das Cis des p-Sitosterols und
Campesterols, sowie ein Singulett bei ¢ 0,71 ppm fur das C;g des Stigmasterols beobachtet
werden. Das Verhaltnis der Intergrale des jeweiligen Signals ergab etwa 75:25, was einen
Anteil von etwa 25 % Stigmasterol in der Mischung bestatigte. Daruber hinaus konnte das
Stigmasterol zusatzlich durch die Doppelbindung am Cy und Cp3; in der Seitenkette des
Sterols charakterisiert werden. Diese wurden durch zweiduplizierte Dubletts(dd) bei
05,12 ppm (J = 15,1; 8,5 Hz, 0,25H) undo 4,99 ppm (J = 15,2; 8,4 Hz, 0,25H)charakterisiert.
Das Integral des Hy, und Has von 0,25 im Verhaltnis zum Hj des Sterols bestétigte den Anteil
von etwa 25 % Stigmasterol in der Mischung. Die Unterscheidung zwischen Campesterol und
B-Sitosterol beziehungsweise Stigmasterol erfolgte anhand des *3C-Spektrums, in welchem
das C,g des Campesterols durch ein charakteristisches Signal bei ¢ 16,1 ppm identifiziert
werden konnte.

AbschlieRend  wurden  alle  synthetisierten ~ Strukturen  mittels  hochauflésender
Massenspektrometrie (HRMS) charakterisiert, wobei Abweichungen von maximal 0,001 Da
zwischen theoretisch berechneter und experimentell bestimmter Masse der jeweiligen
Strukturen zu beobachten waren (siehe Kapitel 11.1.7, S.131, Anhang). Diese Abweichung
liegt im akzeptablen Bereich, was die Identitat der Strukturen bestatigte. Da flr keine der
Strukturen ein [M+H]" beobachtet werden konnte, wurde zur Charakterisierung das
[M+Na] herangezogen.Dariiber hinaus erfolgte eine zusatzliche Evaluierung der einzelnen
Sterole der Mischungen aus Sterol-Glcs, Sterol-Gals und Sterol-Cellos mittels GC-FID nach
vollstandiger saurer Hydrolyse, um zum einen die Reinheit der Standards und zum anderen
auch die Anteile der jeweiligen Sterole an der Gesamtmischung zu bestimmen. Die Methode
und die Ergebnisse der Evaluierung werden im Kapitel 4.1.3 (S. 44ff.) ndher beschrieben.

4.1.2 in vitro Synthese des Cholecalciferol (Vitamin Ds)-f-D-Glucopyranosid aus

7-Dehydrocholesterol mittels UV-Bestrahlung

Neben der Synthese des Vitamin Ds-f-D-Glucopyranosids (Ds-Glc) mittels Koenigs-Knorr
Reaktion wurde alternativ auch ein Syntheseweg durch UV-Bestrahlung verschiedener
glycosilierter 7-Dehydrocholesterol-Strukturenentwickelt. In der Literatur wurde die
photochemische Umwandlung von 7-Dehydrocholesterol in das Vitamin D3 durch
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UV-Bestrahlung vielfaltig beschrieben.®*® Fir glycosilierte Strukturen gibt es jedoch noch
keine Studien. Daher wurde die Umwandlung von glycosilierten 7-Dehydrocholesterol-
Strukturen indie entsprechenden glycosilierten Vitamin Ds-Strukturen in unterschiedlichen
Modellen Gberpruft. Zum einen wurdedas 7-Dehydrocholesterol-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-S-D-
Glucopyranosid (ac. 7-DHC-GIc), als acetylierte Zwischenstufe der Koenigs-Knorr Synthese,
und zum anderen das Endprodukt des 7-Dehydrocholesterol-S-D-Glucopyranosids
(7-DHC-GIc) mit verschiedenen Intensitaten bestrahlt. In definierten Zeitabstanden wurde die
Umsetzung des jeweiligen 7-Dehydrocholesterol-Derivates mittels HPLC-UV kontrolliert.
Die Qualifizierung erfolgte durch Vergleich der Retentionszeiten im UV-Chromatogramm.
Die Anteile der detektierten Strukturen wurden durch den Vergleich der Peakflachen der
Probelosung zur Peakflache einer bekannten Standardlosung der jeweiligen Struktur
bestimmt, welche mittels Koenigs-Knorr Reaktion synthetisiertwurden (siehe Kapitel 4.1,
S.34ff.).

4.1.2.1 UV-Bestrahlung des ac. 7-DHC-Glc

Ausgangsstoff flr lichtinduzierte Synthese des D3-Glc war das ac. 7-DHC-GIc, welches als
Zwischenstufe bei der Synthese des 7-DHC-GlIc anfiel(siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Syntheseschema von D;-Glc mittels UV-Bestrahlung

Dieses wurde mittels wassergekihlter 125W Niederdruck-Quecksilberdampflampe
(Spektrum, siehe Kapitel11.2, Anhang)bestrahlt, wobei in definierten Zeitabstdnden Aliquote
entnommen und ohne weitere Aufarbeitung mittels HPLC-UV (A = 254 nm) analysiert wurden
(siehe Abbildung 16). Die Verifizierung der Signale erfolgte mittels LC-MS/MS, wobei durch
eine parallele UV-Detektion die Identitat der UV-Signale bestatigt werden konnte.Dabei
konnte eine photochemische Umwandlung des ac. 7-DHC-GIc in das Vitamin D3-2,3,4,6-
tetra-O-acetyl-f-D-Glucopyranosid (ac. Ds-Glc) festgestellt werden, wobei der Zuckerrest an
der Hydroxylgruppe des Csunangetastet blieb. Neben dem Reaktionsprodukt konnten nach
HPLC-Trennung des Reaktionsansatzes auch einige Nebenprodukte im UV-Chromatogramm
beobachtet werden, bei denen es sich um die literaturbeschriebenen Strukturen des
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Tachysterols und Lumisterols handeln konnte, welche bei UV-Bestrahlung im Gleichgewicht
mit dem Previtamin D stehen (Abbildung 6). Diese retenierten mit der unter Kapitel 4.3.4.1
(siene Kapitel 11.5.4, Anhang, S. 134) beschriebenen HPLC-Methode zwischen dem Edukt
und Reaktionsprodukt und nahmen mit der Bestrahlungsdauer stetig zu. Eine abschlieRende
Strukturaufklarung der detektierten Nebenprodukte wurde nicht durchgefiihrt.
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Abbildung 16: HPLC-UV-Chromatogramm(bei 254 nm) nach 90 mindiitiger UV-Bestrahlung des ac. 7-
DHC-GIc in methanolischer Lésung

In einem ersten Ansatz wurde im kleinen Malstab (2,5 mg ac. 7-DHC-GIc in 100 ml
Methanol; 0,035 mM) der Umsatz zeitabhangig verfolgt (Abbildung 17). Da ein verifizierter
Vergleichsstandard zum Zeitpunkt des Versuches nicht vorlag, wurde auf eine exakte
Quantifizierung verzichtet und die Konzentration des jeweiligen Analyten anhand der
prozentualen Peakflachen abgeschétzt (Abbildung 17).Es zeigte sich eine konstante Bildung
des ac. Ds-Glc in exponentieller Ann&herung an einen Maximalwert, der nach 270 Minuten
Bestrahlungsdauer erreicht war. Danach wuchs der prozentuale Anteil von etwa 46 %
ac. D3-Glc nicht weiter an, wobei das Edukt des ac. 7-DHC-Glc ausschliellich in
Nebenprodukte umgewandeltwurde. Im groBen Malistab musste die Bestrahlungsdauer
verlangert werden, da grofiere Mengen an Edukt mehr Reaktionszeit erforderten. Insgesamt
wurden 100 mg des ac. 7-DHC-GIcin methanolischer Ldsung(250 mg/L; 0,35 mM) uber
430 Minuten bestrahlt. Die Umsetzung wurde mittels HPLC-UV kontrolliert und nach
430 Minuten bei Gleichgewichtseinstellung abgebrochen. AnschlieBend wurde, analog zur
Synthese nach Koenigs-Knorr Strategie, mit SC (Kieselgel, Laufmittel: n-Hexan-
Diethylether 1:1) aufgereinigt und das getrocknete Eluat (Rotationsverdampfer < 36°C) durch
methanolischeNatriumhydroxidlésung  deacetyliert. Dabei  konnten die gebildeten
Nebenprodukte sowie das restliche Edukt weder vor, noch nach Deacetylierung préparativ
voneinander getrennt werden. Eine Trennung war ausschlielich mittels analytischer HPLC
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maoglich, wobei mit UV-Detektionanhand der Peakflachenverhaltnisse eine Reinheit von 67 %
des D3-Glc abgeschatzt wurde.
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Abbildung 17: Zeit-Umsatz-Diagramm des ac. 7-DHC-GIc (A) zum ac. D;-Glc (e) bei Bestrahlung
mittels 125 W Niederdruck Quecksilberdampflampe

Insgesamt war die Ausbeute sehr gering, sodass nur wenige Milligramm des Produktes
isoliert werden konnten. Da eine gesicherte NMR-Analyse der Zielstruktur deutlich mehr
Substanz und eine hohere Reinheit erforderte, wurde im Folgenden von diesem Syntheseweg
abgesehen und eine Darstellung des Ds-Glcmittels Koenigs-Knorr Reaktion bevorzugt (siehe
Kapitel 6.2.7, experimenteller Teil, S.100f.).

4.1.2.2 UV-Bestrahlung des 7-DHC-Glc

In einem weiteren Experiment wurde die Umsetzung des 7-DHC-Glc ohne acetylierte
Hydroxylgruppen der Glucose inD3-Glciberpriuft. Dazu wurde zundchst derselbe
Versuchsaufbau wie bei der Bestrahlung des ac. 7-DHC-GIc gewéhlt und7-DHC-Glc mittels
Niederdruck Quecksilberdampflampe bestrahlt.Diese weist ein starkes Strahlungsmaximum
bei 254 nm und 185 nm auf, wobei fir die photochemische Umwandlung des7-DHC-GIc in
Ds-Glc ausschlieBlich die Wellenlange von 254nm von Bedeutung ist.>®% Als
Ausgangslosung wurde eine Lésung von50 pg/ml 7-DHC-GIc in 100 ml Methanol bestrahlt
und die Umsetzung zeitabhangig verfolgt. Dabei zeigte sich jedoch, dass die Intensitat der
Lampe flr eine kontinuierliche Umwandlung in Ds-Glc deutlich zu hoch und daher bereits
nach 15 Minuten ein nahezu vollstdndiger Abbau des Ausgangsstoffes zu verzeichnen war.
Gleichzeitig konnte zwar eine Bildung des D3-Glc beobachtet werden, jedoch fand auch bei
dieser Struktur eine starke Degradation beieiner Bestrahlungsdauer von tber 15 Minutenstatt.
Demgegeniber nahm der Anteil an nicht néher charakterisierten Nebenprodukten deutlich zu,
sodass der Versuch abgebrochen wurde.Somit konnte eindeutig gezeigt werden, dass eine
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UV-Bestrahlung zwar zur Umwandlung von 7-DHC-GIc in Ds-Glc fuhrte, eine zu starke
Intensitat jedoch einen Abbau der Strukturen bewirkte.
Um zu zeigen, dass eine kontinuierliche Bildung von Ds-Glc durch UV-Bestrahlung moglich
ist, wurde in einem weiteren Experiment eine CAMAG UV-Lampe (8 W, 254 nm)
einesCAMAG UV-Betrachters zur Bestrahlung gewahlt. Dazu wurde wiederum eine
methanolische Lésung des 7-DHC-Glc (50 pg/ml) fur insgesamt 24 Stunden bestrahlt. Dabei
konnte eine stetige Umwandlung von 7-DHC-GIc in Ds-Glc beobachtet werden.Wie in
Abbildung 18  dargestellt, konnte nach 24 Stunden ein  prozentualer  Anteil
von30,1 %Ds-Glcdetektiert werden, wobei nur noch 28,6 % der Ausgangskonzentration des
7-DHC-Glc nachgewiesen wurden. Der fehlende prozentuale Anteil im Laufe der
Reaktionszeit wurde den Nebenprodukten zugeschrieben,bei denen es sichmit groRer
Sicherheit um die literaturbeschriebenen Strukturen des Previtamin D3, Lumisterols und
Tachysterols handelt. Anhand der Retentionszeiten im HPLC-UV Chromatogramm lasst sich
annehmen, dass diese ebenso glycosiliert vorlagen.®®Eine langere Bestrahlungsdauer fiihrte,
bei gleichzeitiger Zunahme der Nebenprodukte, zu keinem weiteren Anstieg von
Ds-Glc,weshalb das Experiment nach 24 Stunden abgebrochen wurde.Daher kann
geschlussfolgert werden, dass 7-DHC-GIc deutlich instabiler und empfindlicher gegenuber
UV-Lichtist als die acetylierte Struktur.
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Abbildung 18: Zeit-Umsatz-Diagramm  bei  Bestrahlung des 7-DHC-Glc (A)mittels 8W
CAMAG UV-Lampe zum D3-Glc (®)

Alles in allem konnte dielichtinduzierte Umwandlung des 7-DHC-Glc in
dasDs-Glc,unabhéngig von der Glycosilierung am Cg,nachgewiesen werden. Dabei wurdefur
alle Derivate ein zeitabhangiges Maximum erreicht, bei welchen die 7-DHC-Derivate zwar
weiter degradiert, jedoch keine neuen Ds-Derivate gebildet wurden.Ein derartiger
Syntheseweg,vergleichbar mit der endogenen Vitamin D-Bildung in der menschlichen Haut,
ist bei ausreichendem UV-Licht somit auch in Pflanzen denkbar.>®
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Zusammenfassend konnte durch die dargestellten Experimente gezeigt werden, dass bei
UV-Bestrahlung eine zeitabh&dngige Umwandlung auch bei glycosilierten Strukturen des
7-Dehydrocholesterol in den aktiven Metaboliten des Vitamin D3 unabhangig von der
gebundenen Zuckerstruktur, stattfindet. Somit konnte eindeutig bewiesen werden, dass
glycosilierte Strukturen des 7-Dehydrocholesterols potentielle Vorlaufer fir glycosilierte
Vitamin D-Metaboliten darstellen.

4.1.3  Verifizierung der synthetisierten SGs mittels GC-FID

Fur eine gesicherte Quantifizierung der synthetisierten SGs mittels LC-MS/MS wurden diese
nach vollstdndiger saurer Hydrolyse durch Charakterisierung der freien Sterole verifiziert. Die
Vollstandigkeit der Hydrolyse und Stabilitdt der Aglykone wurde bei den gewdahlten
Hydrolysebedingungen nach Akhtar et al. (2010)evaluiert.**°So wurden nach
Inkubationszeiten von 2 Stunden und 4 Stunden nahezu identische  Gehalte
derAglykonedetektiert, sodass bestétigt werdenkonnte, dass kein Abbau dieser erfolgte (siehe
Abbildung 21, Kapitel 4.2.1, S.47). Durch eine nahezu vollstdndige Wiederfindung des
Cholesterols (> 98 %) nach zweistiindiger Hydrolyse des Chol-Glc konnte dariiber hinaus
auch die Stabilitat der einfachen Sterole belegt werden. Die Analyse der freigesetzten Sterole
erfolgte mittels GC-FID, wobei diese zuvor in die jeweiligen Trimethylsilylether
uberfihrtund anschlielend mittels externer Kalibrierung quantifiziertwurden. So konnte
sowohl die Reinheit als auch der Anteil des jeweiligen Sterols im glycosilierten Gemisch
identifiziert werden.Die Auswertung erfolgte durch Vergleich der Menge an freigesetztem zur
theoretisch freigesetzten Menge an Sterol im exakt eingewogenen Synthesematerial.

Tabelle 5: Verifizierung der synthetisierten Standards durch Bestimmung des Sterolanteils und der
Reinheit mittels GC-FID

Substanz Anteil Sterol Reinheit der Struktur
[%] [%]

Chol-Glc 100 98,1
Sterol-Glcs:

Sito-Glc 43,7 90,6
Stigma-Glc 29,6 91,8
Camp-Glc 26,7 89,5
Sterol-Gals:

Sito-Gal 447 65,1
Stigma-Gal 30,1 66,3
Camp-Gal 25,2 65,1

Sterol-Cellos:
Sito-Cello 43,7 35,5
Stigma-Cello 30,3 34,3
Camp-Cello 26,0 35,0

Bei den verwendeten Hydrolysebedingungen waren ausschlieBlich die Sterole des
Cholesterols, p-Sitosterols, Stigmasterols undCampesterols stabil. Fir die Strukturen des
7-Dehydrocholesterols und des Vitamin D3 waren die Bedingungen der Hydrolyse mit
zweistiindigem Erhitzen bei 70 °C zu drastisch, sodass es zu deutlichen Abbau- und
Umlagerungsreaktionen kam, was in einer Vielzahl unbekannter Signale im GC-FID
Chromatogramm resultierte (siehe Abbildung 19, Kapitel 4.2.1, S. 45ff.). Daher konnten diese




Ergebnisse und Diskussion

45

nicht abschlieRend verifiziert werden. Auch aus diesem Grund blieb diesen Strukturen eine
spatere Quantifizierung mittels LC-MS/MS verwehrt. Es zeigte sich, dass die Strukturen der
Sterol-Glcs nach dem Chol-Glc mit tGber 90 % die hochsten Reinheiten aufwiesen. Die
Galactoside und Cellobioside, welche synthetisch deutlich schwerer herzustellen waren,
wiesen deutlich geringere Reinheiten von etwa 65 % und 35 % auf. Die Verteilung der Sterole
im jeweiligen Mischstandard war dagegen fir alle Syntheseprodukte vergleichbar und lag bei
etwa 44 % p-Sitosterol, 30 % Stigmasterol und26 % Campesterol, was nahezu der
Komposition der eingesetzten Sterolmischung von 46,6 % f-Sitosterol, 28,0 % Stigmasterol
und 25,4 % Campesterolentsprach (Tabelle 5).Alles in allem erlaubte die beschriebene
Verifizierung die Verwendung der synthetisierten Strukturen als Standards fiir eine gesicherte
Quantifizierung der Einzelstrukturen mittels LC-MS/MS. Diese erfolgte anhand der
Mischstandards durch Einwaage der jeweiligen Substanzen unter Berucksichtigung der
Reinheit sowie des Sterolanteils.

4.2 Hydrolyse glycosilierter steroidaler Strukturen

Furdie exakte Analytik intakter glycosidisch gebundener steroidaler Strukturen ist ein
entsprechender authentischer Referenzstandard unabdingbar.®In der Literatur wird daher
haufig auf die Hydrolyse der Zielstrukturen mit anschlieBender separater Analytik von
Aglykon und Zuckeranteil zur Bestimmung glycosilierter steroidaler Strukturen
zuruckgegriffen. Andere Autoren beschreiben sowohl diesaure Hydrolyse als auch die
enzymatische Hydrolyse mit anschlieBender Bestimmung der Aglykone.****Da in dieser
Studie nicht fir alle glycosilierten steroidalen Strukturen ein entsprechender Standard
synthetisiert werden konnte, wurde flr beide Methoden ein System entwickelt und auf dessen
Wirksamkeit Uberprift. Der Vorteil der HPLC-UV lag dabei darin, dass sowohl die
freigesetzten Sterole als auch die intakten SGs charakterisiert werden konnten.Mittels
GC-FID wurden die Aglykone nach Extraktion der freigesetzten Sterole und anschlieRender
Silylierung bestimmt.Die Retentionszeiten an der HPLC-UV sowie der GC-FID der
jeweiligen freien oder glycosilierten steroidalen Strukturen wurden anhand der erworbenen
oder synthetischen Standards verifiziert und sind in Kapitel4.3.3 (S. 55ff.) zusammengefasst.

4.2.1  Saure Hydrolyse

Eine einfache Mdoglichkeit der sauren Hydrolyse bietet die Umsetzung mittels 1 M
methanolischer Salzsaure.**°Im Vergleich zu anderen Hydrolysetechniken bietet diese einige
Vorteile. So konnten deutlich kiirzere Reaktionszeiten bei gleichzeitig hoheren
Hydrolyseraten der glycosilierten Strukturen beobachtet werden. Diese waren fiir alle
Strukturen unterschiedlich, sodass die saure Hydrolyse nicht universell anwendbar war.VVor
allem bei Inkubationen der Vitamin D-Strukturen des 7-DHC-Glc und des D3-Glc zeigten sich
nach saurer Hydrolyse viele unbekannte Strukturen, welche geringere Retentionszeiten als die
der bekannten Aglykone des 7-Dehydrocholesterols und des Vitamin D3 aufwiesen. Wie in
Abbildung 19 dargestellt, konnten nach Hydrolyse einer Mischung des Sito-Glc, 7-DHC-Glc
und Ds-Glc einzig die Signale des 7-Dehydrocholesterols bei 9,79 Minuten und des
p-Sitosterols bei 13,13 Minutenzugeordnet werden. Die Vielzahl an unbekannten Signalen
(siehe Abbildung 19) ist mit Sicherheit auf Abbauprodukte und Fragmente zurtickzufthren,
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welche durch die drastischen Bedingungen der sauren Hydrolyse entstanden sind.Das
Vitamin D3, welches theoretisch bei einer Retentionszeit von 7,32 Minuten zu erwarten war,
konnte nicht erfasst werden, was die starke Instabilitdat dieser Struktur verdeutlicht.
Unvollstandig hydrolysierte glycosilierte Sterole waren fiir dieMethode nicht zugéanglich.
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Abbildung 19: GC-FID Chromatogramm nach zweistiindiger saurer Hydrolyse von je 25 g eines
Mischstandards aus Sito-Glc, 7-DHC-Glc und Ds-Glc. Die freigesetzten Aglykone der bekannten
Strukturen sind im Diagramm mit der jeweiligen Retentionszeit dargestellt.

Generell konnte eine zeitabhéngige Freisetzung der Aglykone beobachtet werden, wobei vor
allem das Sito-Glc betrachtet wurde, da die saure Hydrolyse fir die relativ stabilen Strukturen
der einfachen Phytosterole und Zoosterole am ehesten geeignet war.Wie in Abbildung 20
ersichtlich, war bei der sauren Hydrolyse eine kontinuierliche Freisetzung der Aglykone mit
steigender Reaktionszeit zu beobachten. Dabei war das aus dem D3-Glc freigesetzte Aglykon
bereits nach einer Stundevollstandig abgebaut. Fur das Sito-Glc und das 7-DHC-Glc war die
saure Hydrolyse deutlich besser geeignet, was in spateren Einzelinkubationen bestétigt
werden konnte, welchein Folge von Wartungsarbeiten am GC-FID mit einer anderen
GC-Kapillarsdule stattfand. So wurden die Versuche nach Sdulenwechsel erneut mit den
verschiedenen Standards wiederholt. Im Gegensatz zu den Mischinkubationen zeigte sich bei
Einzelinkubationen eine deutlich geringere zeitliche Abhéngigkeit der Freisetzungsrate. Dies
konnte in weiteren Hydrolysen auch fur die Strukturen des Chol-Glc, der Sterol-Glcs und
Sterol-Cellosbestatigt werden.Die Strukturen des 7-DHC-GIc und Ds-Glc waren hingegen
auch in Einzelinkubationen zu instabil fir eine saure Hydrolyse, sodass kein spezifisches
Signal fur das jeweilige Aglykon im GC-FID Chromatogramm zu beobachten war.Wie in
Abbildung 21 ersichtlich, wies eine zweistindige und vierstindige Inkubation des
synthetisiertenSterol-Gal Mischstandards keine wesentlichen Unterschiede der Peakflachen
auf, was eine ausreichende Hydrolysezeit von zwei Stunden belegte.
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Abbildung 20: Peakflachenzuwachs derAglykone des f-Sitosterols(m), 7-Dehydrocholesterols('¥) und
Vitamin D; (e)in Abhangigkeit der Hydrolysedauer bei saurer Hydrolyse

Die vollstandige Wiederfindung von 98,1 % des Cholesterols nach Hydrolyse des Chol-Glc
(siehe Tabelle 5, Kapitel 4.1.3, S.44) spricht zudem dafiir, dass eine vollstdndige Hydrolyse

der einfachen A®-Sterole erzielt werden konnte.
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Abbildung 21: Signale der freigesetzten Sterole im GC-FID Chromatogramm nach zweistlindiger
(schwarze Kurve) und vierstundiger (blaue Kurve) saurer Hydrolyse des Sterol-Gal Mischstandards
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AbschlieBend kann geschlussfolgert werden, dass mittels beschriebener zweistindiger saurer
Hydrolyse eine wirksame und schnelle Methode entwickelt wurde, um das Aglykon vom
Zuckeranteil der stabilen A°-Sterole des Cholesterols, p-Sitosterols, Stigmasterols und
Campesterols voneinander zu trennen und dariiber hinaus quantitative Aussagen zu den SGs
anhand der freigesetzten Sterole machen zu kénnen.

4.2.2  Enzymatische Hydrolyse

Die enzymatische Hydrolyse wurde speziell fur die Glucoside der Vitamin D-Strukturen des
7-DHC-Glc und des D3-Glc entwickelt. Da die Aglykone dieser Strukturen deutlich instabiler
gegenuiber saurer Bedingungen sind, waren diese Strukturen fur eine derartige Hydrolyse
nicht zuganglich, weshalb auf die deutlich mildere enzymatische Hydrolyse zurlickgegriffen
werden musste. Daher wurde ein System entwickelt, welches eine schonende und
kontinuierliche Freisetzung der Aglykone gewadbhrleistete.

Erste Versuche mit reinerf-Glucosidase aus Mandeln hatten wenig Erfolg. Deshalb wurde in
Anlehnung an Nystrom et al. (2008)™° verstarkt auf eine Enzymmischung gesetzt und
zusatzlich zurp-Glucosidase auch die Cellobiase von Aspergillus niger etabliert. So wurden
die synthetisierten  Standardsubstanzen mit 39 U/ml Cellobiase und  zusétzlich
5 U/ml p-Glucosidase in einem Citratpuffer (pH=5) Uber verschiedene Zeitrdume bei
konstanter Temperatur (40 °C) inkubiert.Mit diesem System konnte eine zeitabhangige
Hydrolyse der SGs mit einer maximalen Freisetzung nach etwa 36 Stunden erzielt werden
(siehe Abbildung 22). Die maximale Freisetzungsrate betrug 87 % fiir dasDs-Glc und 81 %
fur das 7-DHC-Glc, was in mehrfachen Inkubationen bestatigtwurde. Eine langere
Inkubationszeit fiihrte zu keiner Steigerung der Freisetzungsrate.
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Abbildung 22: Zeitabhdngige enzymatische Hydrolyse der synthetisierten Standards des7-DHC-Glc
(links) undDs-Glc (rechts);charakterisiert durch die Anteile der Peakflachen im HPLC-UV

Chromatogramm der Aglykone des 7-Dehydrocholesterol und Vitamin D; (v¥) sowie der
unhydrolisiertenGlycoside des7-DHC-GIc und Ds-Glc (e)

Im Verlaufe der Arbeit war die Cellobiase bei dem bisherigen Anbieter nicht mehr verfiigbar,
sodass auf ein Ersatzprodukt mit geringerer Enzymaktivitat zurtickgegriffen werden musste.
Zur Uberpriifung der Effektivitat wurde daher eine Enzymmischung ausp-Glucosidase
(5 U/ml) und Glucosidase von Aspergillus niger (10 U/ml) auf seine Wirksamkeit tberpriift.
Zusétzlich wurde zur besseren Phasenvermittlung zwischen den relativ unpolaren
Zielstrukturen und der wassrigen Matrix ein Zusatz von 5 % (w/w)Polyethylenglykol 6000
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(PEG 6000) als Phasenvermittler etabliert, der die Funktion des Enzyms nicht behinderte. In
einer Modellinkubation wurden je 100 pg Sito-Glc, 7-DHC-GIlc und D3-Glc in 1 ml des
beschriebenen Systems bei 40 °C inkubiert und in definierten Zeitabstdnden Proben
entnommen.Abbildung 23zeigt die Wirksamkeit des Systems durch Quantifizierung der
freigesetzten Aglykone der hydrolisierten Glucoside. Dabei wurden die freien
steroidalenStrukturen zunéchst mittelsn-Hexan extrahiert und anschlieRend am GC-FID nach
Silylierung analysiert. Auf eine exakte Quantifizierung der Reaktionsprodukte wurde
verzichtet, da zundchst die Wirksamkeit der Methode im Vordergrund stand. Wie in
Abbildung 23verdeutlicht, nahm der Anteil der Aglykone mit steigender Inkubationsdauer
stetig zu.
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Abbildung 23: Zeitabhangige Freisetzung der Aglykone

des7-Dehydrocholesterols (v),s-Sitosterols (m)undVitamin D; (@)aus 7-DHC-GIc,Sito-Glcund Ds-Glc
nach enzymatischer Hydrolyse

Es konnte jedoch keine vollstandige Hydrolyse der eingesetzten Strukturen erzielt werden.
Dies wurde durch die steigende Konzentration an freien steroidalen Strukturen Uber
120 Stunden Inkubationszeit hinaus und durch die deutlich zu niedrige Peakflache der freien
Sterole im Verhéltnis zur theoretisch zu erwarteten Menge an Sterol im Inkubationsstandard
belegt. Dabei Einzelinkubationen der Glucoside deutlich groRere Mengen an freigesetztem
Aglykon nachgewiesen werden konnten,muss darliber hinaus von Konkurrenzreaktionen
verschiedener glycosilierter Strukturen um die aktiven Zentren der Enzyme ausgegangen
werden, die eine vollstandige Hydrolyse in komplexen Matrices zusatzlich behinderten und
die Hydrolysezeit damit deutlich erhohte. Um die Freisetzungsrate der Aglykone zu
erhohen,kann zum einen die Inkubationszeit verlangert und zum anderen die Enzymmenge
erhoht werden.'® Da der Einsatz deutlich hdherer Enzymmengen jedoch nicht rentabel und die
Inkubationszeit von 5 Tagen bereits als grenzwertig zu betrachten war, wurden die schwachen
Hydrolyseraten toleriertundauf die Inkubationen der Pflanzenextrakte (bertragen. Um
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dennoch eine ausreichende Hydrolysezur Identifizierungder Zielstrukturen zu erzielen,wurde
alle 16 bis 24 Stunden je 1 ml frischeEnzymldsung zugegeben.

4.3 Methodenentwicklung

4.3.1  Optimierung der Anreicherungsmethodeglycosilierter steroidaler Strukturen

Durch die Synthese der zwolf verschiedenen Standards (siehe Kapitel 4.1, S.34ff.) stand eine
ausreichende Menge an glycosilierten steroidalen Strukturen zur Verfigung, welche als
Surrogats fir die Entwicklung einer geeigneten Methode zur Anreicherung dieser aus
Pflanzenextrakten genutzt werden sollten.

4.3.1.1 Probennahme und —aufarbeitung

Die pflanzlichen Proben wurden von lokalen Supermarkten bezogen, wobei stets auf frisches
und gesundes Pflanzenmaterial geachtet wurde. Die Proben wurden frisch aufgearbeitet oder
unverzuglich tiefgefroren und bis zur Aufarbeitung bei -24 °C gelagert. Zur Verbesserung der
Extraktionsausbeute der relativ unpolaren Strukturen aus dem wassrigen Pflanzenmaterial
wurden alle Proben mittels Moulinette zerkleinert, um eine ausreichend grof3e Oberflache zu
gewabhrleisten und vor der Extraktion gefriergetrocknet. Zur einfacheren Handhabung erfolgte
die Zerkleinerung imleicht gefrorenen Zustand.Nach der Trocknungwurde durch
Differenzwégung der Wasseranteil bestimmt, was eine spétere Differenzierung der
Analytgehalte zwischen Frisch- und Trockengewicht zulieR3.

4.3.1.2 Probenextraktion

Die Pflanzenproben wurdennach Zerkleinerung und Trocknung mittels geeigneter
Losemittelsysteme extrahiert. Das zu Beginn der Arbeit gewahlte Extraktionsgemisch fir die
Goldhaferproben aus Aceton-Wasser 70:30 (v/v) sollte speziell zur Extraktion stark
wasserloslicher Vitamin D-Strukturen dienen. Wie sich anhand der Synthesestandards gezeigt
hatte, war dieses gut zur Extraktion der Strukturen des 7-DHC-GIc und des D3-Glc geeignet.
Im Verlaufe der Arbeit riickten jedoch starker die SGs in den Mittelpunkt, welche einen
deutlich unpolareren Charakter aufwiesen. Daher wurde das Extraktionssystem Uberarbeitet
und anhand der synthetisierten Standards optimiert. Dabei war die Loslichkeit aller Analyten
am besten in einem Gemisch aus Chloroform-Methanol 2:1(v/v) gegeben, wie es auch in der
Literatur beschrieben wird.* Mit diesem System konnten die relativ unpolaren klassischen
SGs, wie zum Beispiel das Chol-Glc oder Sito-Glc, vollstandig extrahiert werden. Aber auch
die polareren Strukturen wie das Ds;-Glc oder Sito-Cello wurden erfasst. Die Menge der
Extraktionslosung orientierte sich an der Masse des jeweiligen Extraktes. So wurde darauf
geachtet, dass stets das gesamte Pflanzenmaterial mit dem Extraktionsgemisch bedeckt war,
sodass zwischen 150 ml bei der Extraktion der Schale und 500 ml bei der Extraktion der
Fruchtanteile verwendet wurden.Die bei Zucchini- und Goldhaferproben grin und bei
Auberginenproben braun bis purpur gefarbten Extrakte wurden anschliefend schonend
getrocknet (Rotationsverdampfer < 36 °C) und fir die weitere Aufarbeitung verwendet.
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4.3.1.3 MLCCC (Gegenstromverteilungschromatographie)

Nach Extraktion der Zielanalyten musste ein geeignetes und vor allem verlustfreies System
entwickelt werden, welches eine gezielte Anreicherung glycosilierter steroidaler Strukturen
aus der PflanzenmatrixzulieB. Eine zuverlassige Methode zur Anreicherung sekundérer
Pflanzeninhaltsstoffe stellt die Gegenstromverteilungschromatographie(counter-current
chromatography; CCC) dar. Als Sonderform ist speziell die MLCCC (multi-layer counter-
current chromatography)geeignet, sowohl freie steroidale Strukturen als auch freie
Zuckerstrukturen von glycosilierten steroidalen Strukturen zutrennen. In Folge dessen
wurdeanhand der synthetisierten Standards ein System entwickelt, welches eine
Konzentrierung aller Analyten erlaubte. Dabei wurde das System nach Ito et al. (2005)
entwickelt, wobei auf halogenierte Ldsemittel in Hinblick auf Toxizitdt und
Materialbestandigkeit verzichtet wurde.”*® Das Spulenvolumen der manuell gewickelten
Spule betrug 240 ml.Die Trennung erfolgte mittels,,Head-to-tail* Elution, bei welcher die
schwerere wassrige Phase als mobile und die leichtere organische Phase alsstationdare Phase
verwendet wurde. Auch die Parameter fur die Flussrate mit 2 ml/min und die Drehzahl der
Spule mit 780-790 U/min wurden im Vergleich zu vorherigen Experimenten mit der
beschriebenen Spule nicht verdndert.'® Als FraktionsgroRe erwiesen sich 10 ml
(5 Minuten/Fraktion) als guter Kompromiss zwischen ausreichender Trennung und
Losemittelverbrauch.Die Detektion erfolgte mittels UV-Detektor bei einer Wellenlange von
254 nm, welche spezifisch fiir das 7-DHC-GIc und Ds-Glc war oder bei 210 nm, wobei auch
die SGs bei ausreichender Konzentration erfasst werden kénnen.

Anhand des Ublichen Gemisches aus n-Hexan-Ethylacetat-Methanol-Wasser 3:5:3:5(v/v/viv),
welches ein geeignetesAusgangssystem flr Analyten unbekannter Polaritat darstellt, wurde
das Gemisch soweit angepasst, dass eine Retention der Analyten in einem geeignetem
Fraktionsbereich erfolgte.’® Gleichzeitig konnteso eine Trennung von stark polaren freien
Zuckerstrukturen, aber auch von unpolaren Sterolen gewéhrleistet werden. Die synthetisierten
Surrogats wiesen dabei einenunerwartetunpolaren Charakter auf, weshalb bei der
Entwicklung des Losemittelsystems ein deutlich hoherer Anteil an organischen Losemitteln
benétigt wurde, um eine ausreichende Loslichkeit und eine frihere Retention der Analyten
wahrend der Trennung zu ermdglichen. Nach Anpassungen des Verteilungskoeffizienten
(Kui) zwischen organischer (Ky) und wassriger Phase (K.), welcher bei ,,Head-to-tail*
Elutionsmethode einen Wert von 0.5 < Ky, <1.0aufweisen sollte, erwies sich ein System
ausn-Hexan-Ethylacetat-Methanol-Wasser 5:3:5:3 (v/v/viv) fir die Zielanalyten am
geeignetsten. Der ermittelte Ky, des Systems wurde anhand der Synthesestandards tUberpruft
und wies einen Wert von 0,63 fir das D3-Glc und 0,45 fur das 7-DHC-GIc auf. Es gilt zu
beachten, dass fur das speziell entwickelte System das VVolumen an organischer Phase (Vy)
deutlich geringer als das Volumen an wassriger Phase (V) war. Es wurde ein Verhéltnis von
2:3 (Vu/VL) bestimmt. Da die Trennung jedoch nach ,,Head-to-tail*“ Elutionsmethode erfolgte,
war der Verbrauch an mobiler, wassriger Phase deutlich héher als der an stationdrer,
organischer Phase, womit sich keine Nachteile hinsichtlich des L&semittelverbrauches
ergaben. Die jeweiligen Retentionszeiten und Fraktionsbereiche, in welchen die
synthetisierten Standards bei einer matrixfreien Trennung mit dem beschriebenen System
eluierten,sind in  Tabelle 6zusammengefasst.Bei MLCCC-Trennungen waren die
Zielstrukturen nicht in einer einzelnen Fraktion zu finden, sondern eluierten tber einem
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definierten Fraktionsbereich. Dies lag zum einen an der Trennmethode, welche der

Einstellung diverser Verteilungsgleichgewichte unterliegt, und zum anderen am amphiphilen
Charakter der Zielstrukturen.

Tabelle 6: Retentionszeiten der synthetisierten  Standards bei MLCCC-Trennung mittels
Losemittelsystem ausn-Hexan-Ethylacetat-Methanol-Wasser 5:3:5:3 (v/v/v/v)

Substanz Retentionszeit MLCCC Fraktion
[min]

Chol-Glc 95-105 17-20

Sterol-Glcs 100-120 20-24

Sterol-Gals 110-130 22-26
Sterol-Cellos 25-35 5-7

7-DHC-Glc 55-65 11-13

Ds-Glc 70-85 14-17
freie Sterole >200 >40

(verbleiben in stationarer Phase) (verbleiben in stationarer Phase)

Unter Matrixeinfluss zeigte sich eine leichte Verschiebung der Zielanalyten hin zu spateren
Retentionszeiten, welche jedoch maximal zwei Fraktionen (10 Minuten) betrug.Bei der
MLCCC der Pflanzenextrakte zeigte sich fir die Extrakte jederPflanzenart ein
charakteristisches Muster im UV-Chromatogramm bei 210 nm, welches stark von der
jeweiligen Matrix dominiert wurde, sodass die Einzelanalyten nicht im Chromatogramm zu
erkennen waren und nur vermutet werden konnten (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24: Charakteristisches Muster der MLCCC-Chromatogramme einer Auberginenprobe

Deshalb waren die jeweiligen Chromatogramme nicht zur Auswertung der MLCCC geeignet
und die einzelnen Fraktionen wurden mittels DC charakterisiert (Laufmittel I
Ethylacetat/Methanol/Wasser, 7:1,5:1,4). Die Detektion erfolgte durch Besprihen mit frisch
hergestelltem Liebermann-Burchard Reagenz, wobei die synthetisierten Standards nach zehn
minutiger Entwicklungszeit bei 60 °C eine rosa Farbung aufwiesen. Die interessanten
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Fraktionen wurden durch Vergleich mit den RqWerten und Spotfarben der Standards
ermittelt. Nach Uberpriifung der MLCCC-Fraktionen wurden die Fraktionsbereiche der
Extrakte so gewahlt, dass trotz matrixbedingter Verschiebungen alle Analyten erfasst werden
konnten. In der Regel wurden dazu die Fraktionen 1-10, 11-20 und 21-40 vereinigt. Dabei
waren die Sterol-Cellos in Fraktion 1-10, die Strukturen des Chol-Glc, 7-DHC-GIlc und
Ds-Glc in Fraktion 11-20 und die Sterol-Glcs sowie die Sterol-Gals in Fraktion 21-40 zu
finden. Leichte Verschiebungen waren vor allem bei Stigma-Glc und Camp-Glc zu
beobachten, die zum Teil auch im Fraktionsbereich 11-20 wiedergefunden wurden. Alle
anderen Analyten eluierten ahnlich zur matrixfreien MLCCC Trennung, wie es in Tabelle 6
dargestellt ist.

4.3.1.4 Lichoprep RP-18 Chromatographie

Einige polarere Analyten wie die Sterol-Cellos eluierten in den friihen Fraktionen (Fraktion
5-6, siehe Tabelle 6) der MLCCC, in denen unter anderem auch eine Vielzahl an freien
Zuckerstrukturen zu finden waren. Dies storte zum einen die Trennung mittels MLCCC, da
hierbei eine starke Verschleppung von stationdrer Phase in die ersten zehn Fraktionen zu
beobachten war. Zum anderen belastete die Matrix diesen Fraktionsbereich stark, sodass eine
spatere Analytik erschwert wurde. Daher wurde eine chromatographische Methode mittels
Lichoprep RP-18 Material entwickelt, die vor der MLCCC einen GroRteil der stark polaren
Substanzen abtrennte und gleichzeitig keinen der Zielanalyten diskriminierte. Zur zeitlichen
Optimierung wurdeunter leichtem Vakuum (etwa 450 mbar) die Laufmittelgeschwindigkeit
soweit erhoht, dass eine vollstandige Anreicherung inklusive aller Waschschritte und
Saulenregeneration in akzeptabler Zeit moglich war. Zur Minimierung von Verwirbelungen
wurde die Sdule mit Glaswolle Uberschichtet. Die Probenaufgabe erfolgte in Methanol-
Wasser 2:8 (v/v), wobei der Probenriickstand zundchst so weit wie moglich im
Laufmittelgel6st wurde.Um mdglichst alle Zielstrukturen auf die Sdule aufzutragen wurde mit
wenigen Millilitern Methanol nachgespult. Der Waschschrittzur Abtrennung der polaren
Strukturen erfolgte wie die Probenaufgabe mit 400 ml Methanol-Wasser 2:8 (v/v).
Anschliefend wurdemit 200 ml Methanol isokratischeluiert. Sowohl das Eluat des
Waschschrittes als auch das methanolische Eluat wurden nach Aufkonzentrierung mittels DC
geprift. Dabei waren alle mit den synthetisierten Standards vergleichbaren Strukturen im
methanolischen Eluat zu finden, wohingegen im Eluat des Waschschrittes hauptsdchlich
Strukturen mit deutlich niedrigeren Ri-Werten enthalten waren, die verworfen wurden.
Alternativ wurde auch versuchtfreie Zucker und andere unerwiinschte Extraktionsprodukte
mittels SPE-Kartuschen abzutrennen, wobei sich diese Methode jedoch als deutlich
ineffektiver erwiesen hat als die Lichoprep RP-18 Chromatographie und daher nicht etabliert
wurde.

DaVerluste bei préparativer Chromatographie nie auszuschliefen sind, verhinderte die
Anwendung dieses Trennschrittes eine spatere Quantifizierung der Zielanalyten.
Infolgedessen wurde diese Methode ausschlieBlich zur Aufkonzentrierung von Extrakten
genutzt, bei denen einequalitative Bestimmung neuartiger glycosilierter steroidaler Strukturen
im Vordergrund stand. Bei der Aufarbeitung der Extrakte fur die Quantifizierung, welche in
Kapitel 4.5.1.1 (S.71ff) beschrieben  wird, wurde die Lichoprep RP-18
Chromatographienicht verwendet.
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4.3.2  Zusammenfassung der Anreicherungsmethode

Gefriertrocknung

e 40-300 g Probe (frisch) — Tiefkiihler (24 °C), Gefrieren der Proben
e  Zerkleinerung der Proben mittels Moulinette
e  Trocknung mittels Gefriertrocknungsanlage in Kristallisierschale(etwa 3-4 Tage)

v

Extraktion

e Umfillen der Proben in 250-500 ml Glasflasche

e dreimalige Extraktion:
o Zugabe von 150-500 ml Extraktionslésung (Chloroform/Methanol 2:1 (v/v))
o 15 Minuten Ultraschallbad (20 °C)
o 1hRattelplatte (ca. 180 U/min)

e Trocknung der vereinigten Lésungen (Rotationsverdampfer, < 36 °C)

v

Lichoprep RP-18 Chromatographie (optional)

e Lobsen des Extraktionsriickstandes in Methanol-Wasser 20:80(v/v)
e Nachspilendes Extraktionsriickstandes mit Methanol
e Probenaufgabe auf selbst gepackte Saule (25 gLichoprep RP-18 Material, Hohe: 7,5 cm,
Durchmesser: 2,5 cm, zuvor konditioniert mit Methanol und Methanol-Wasser 20:80(v/v))
e Flash-Chromatographie unter leichtem Vakuum
e  Waschschritt mit 400 ml Methanol-Wasser 20:80(v/v)
o  Elution mit 200 ml Methanol
e Trocknung des Eluates (Rotationsverdampfer, < 36 °C)

v

MLCCC

e L0Osen des Extraktionsriickstandes oder Lichoprep RP-18 Eluates (in je 5 ml organische Phase und
wassrige Phase); evt. Spritzenfiltration

e  Probenaufgabe (insgesamt 10 ml Probenldsung) auf beladene 240 ml MLCCC-Spule

e  Trennung mit 2 ml/min bei 780-790 U/min (UV-Detektion bei 210 nm)

e Trocknung der vereinigten Fraktionsbereiche (Rotationsverdampfer, < 36 °C)

A\ 4
Probenvorbereitung Hydrolyse
e Losen des Probenriickstandes in 2 ml e saure oder enzymatische Hydrolyse
Chloroform/Methanol 2:1 (v/v); Vortexen o Extraktion der Sterole aus der
e Behandlung der Messldsungen im Ultraschallbad mit organischen Phase
LM-B (MeOH + 0,8 ml/l AS + 0,1 mM NH,COOH); e Extraktion der freien Zucker aus der
e \ortexen wassrigen Phase
LC-MS/MS LC-MS/MS, HPLC-ELD
GC-FID, GC-MS
e  Analyse der intakten SGs e Analyse der
e Analyse der freien Zucker
freien Sterole
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4.3.3  Methodenentwicklung zur Bestimmung desAglykons und der freien Zucker
nach Hydrolyse glycosidisch gebundener steroidaler Strukturen

Zu Beginn der Arbeit sollten ausschlieBlich glycosidisch gebundene D-Vitamere aus Trisetum
flavescens (Goldhafer) identifiziert werden. Da die genaue Konstitution des Aglykons und des
Zuckeranteils im Rahmen vorliegender Arbeit identifiziert werden sollten, war zunéchst eine
Methode zur Identifizierung von freien D-Vitameren nach Hydrolyse der angereicherten
Strukturen notig. Dabei wurde die Methode nach Seeburg et al. (2014) genutzt, fir welche die
geratespezifischen Parameter bereits optimiert waren.®® Die Entwicklung einer neuen
Methode zur Bestimmung der freien D-Vitamere war daher nicht notwendig.Zur Analytik der
freigesetzten Zuckerstrukturen wurde die Methode nach Rakete et al. (2013) fur die
potentiellen Zuckerstrukturen optimiert.>*

Im Verlauf der Forschungsarbeit sollten neben den D-Vitameren auch diverse, teils
glycosidisch gebundene Zoosterole und vor allem Phytosterole aus Pflanzenextrakten isoliert
und identifiziert werden. Flr die Analytik von Sterolen bot sich neben der HPLC vor allem
die GC an, welche die Vorteile der einfachen Detektion und schnellen Messung miteinander
vereint.”

4.3.3.1 Entwicklung und Optimierung einer GC-FID/MS Methode zur Bestimmung

freier Sterole

In der Literatur wurden vielfaltige Methoden zur Analytik freier Sterole beschrieben. Neben
HPLC-Methoden, welche aufgrund eines fehlenden Chromophors steroidaler Strukturen fir
herkdmmliche spektrometrische Detektionsartenweniger geeignet sind, wurde haufig die
Gaschromatographie verwendet.>'®®%®Dije Identifizierung mittels FID st dabei weit
verbreitet, da sie viele Vorteile, wie einfaches Handling, gute Sensitivitit und geringe Kosten,
miteinander vereint.!®® Daher wurde eine analytische Trennmethode zur Identifizierung
verschiedener ~ Sterolderivate entwickelt, wobei sich die gaschromatographischen
Bedingungen an der Literaturorientierten und fur das genutzte Gerat soweit optimiertwurden,
dass eine ausreichende Trennung in moglichst kurzerZeit und geringerSaulenbelastung erzielt
werden konnte, 101

Zur Erhohung der Flichtigkeit und Sensitivitdt wurden die freien Sterole mittels BSA
(N,O-Bis-Trimethylsilylacetamid) mit 5% TCMS (Trimethylchlorsilan) in Pyridin an der
3-Hydroxygruppe silyliert.Diverse Inkubationstests haben gezeigt, dass nach einer
Inkubationszeit von 15 Minuten bei 70 °C eine vollstandige Derivatisierung erzieltund somit
eine schnelle und unkomplizierte Silylierungsmethode etabliert werden konnte. AnschlieRend
erfolgte nach zweiminutiger Aufheizphase von 250 °C eine isotherme Trennung auf einer
Agilent HP-5 GC-Saule bei 270 °C. Die genauen Parameter der Methode sind in Tabelle 7
zusammengefasst.Die entwickelte Methode erlaubte die Trennung verschiedener Phytosterole
und D-Vitamere innerhalb von 15 Minuten. Zum Ausheizen der Sdulewurde die Temperatur
flr weitere 15 Minuten konstant bei 270 °C belassen, um maglichst alle Substanzen von der
Sdaule zu entfernen, sodass sich eine Gesamtdauer von 30 Minuten fiir eine Trennung ergab.
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Tabelle 7: Messparameter zur Trennung verschiedener Sterole und D-Vitamere mittels GC-FID/MS

nach Derivatisierung mit BSA+TCMS

Parameter

Bedingung

Messmethode (FID)

Trennséule
Saulenmaterial
Tréagergas
Fluss
Inlet Temperatur
Injektionsvolumen
Split

Temperaturprogramm
Detektor

Dauer

HP-5 (30 Meter, 0,32 mm, 0,25 um)
5 % Diphenyl — 95 % Dimethylpolysiloxan

Helium

1,6 ml/min
250 °C
1,0l

1:50
250 °C ) 270 °C (28)
FID (310°C)

30 Minuten

Messmethode (MS)

Trennsdule
Saulenmaterial
Tragergas
Fluss
Inlet Temperatur
Injektionsvolumen
Split

Temperaturprogramm
Detektor

Dauer

DB-5 MS (30 Meter * 0,25 mm * 0,25 pum)
5% Diphenyl - 95% Dimethylpolysiloxan
Helium
7,0 ml/min
250 °C
1,0-5,0 pl
splitless

10 °C/min (2')
250 °C — 270 °C (33") /(63"
Thermo Trace DSQ — Massenspektrometer

35 Minuten/65 Minuten

Fur die Verifizierung der Sterole und flr stark matrixbelastete Proben der Pflanzenextrakte,
welche teils zu Uberlagerungen von einzelnen Signalen flhrten, wurde die
massenspektrometrische Detektion genutzt.Die MS-Methode diente hauptsachlich zur
Identifizierung unbekannter steroidaler Strukturen nach Hydrolyse der glycosidisch
gebundenen Strukturen in komplexen Matrices, wohingegen zur sicheren Qualifizierung der
bekannten Sterole in matrixfreien Proben die FID-Methode geniigte. Dabei wurde mit
derDB-5 MS eine andere S&ule und andere Parameter verwendet, weshalb die Methode
hinsichtlich ihrer Trennzeit angepasst wurde (siehe Tabelle 7).Daher zeigten sich
abweichende Retentionszeiten, was mit dem unterschiedlichen  Sdulenmaterial
zusammenhing. Durch die Etablierung einer ,selected ion monitoring” (SIM) Methode
konnten diverse Phytosterole und Zoosterole sowie einige Vitamin D-Struktureninnerhalb von
23 Minuten getrennt und sicher quantifiziert werden.Zum Ausheizen der Sdule wurde fir
weitere 12 Minuten bei 270 °C belassen, womit sich eine Gesamtlaufzeit von insgesamt
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35 Minuten ergab. Fir einige hohermolekulare Strukturen, die bei der Synthese der SGs
anfielen, musste in Ausnahmeféllen die Gesamtdauer der Methode jedoch auf 65 Minuten
verléangert werden.

Neben den Sterolen konnten mit den in Tabelle 7 beschriebenen GC-Methoden auch freie
D-Vitamere erfasst werden, bei denen jedoch in der Regel zwei Signale im Chromatogramm
zu erkennen waren.Diesspricht fur eine Umlagerung wahrend der Derivatisierung, was die
Empfindlichkeit von Vitamin D-Strukturen gegeniiber Umlagerungsreaktionen verdeutlicht,
eine Qualifizierung jedoch zulieR.Ein Beispielchromatogramm mit den jeweiligen
Retentionszeiten der einzelnen steroidalen Strukturen ist in Abbildung 25dargestellt, wobei zu
beachten ist, dass es sich bei den Signalen mit den Retentionszeiten von 9,7 Minuten und
10,6 Minuten um Artefakte des Vitamin D3 und des Vitamin D, handelte. Daher wurde fur
eine gesicherte Qualifizierung von freien D-Vitameren auf die LC-MS/MS Methode von
Seeburg et al. (2014) zuruckgegriffen und ausschliellich die klassischen Sterolemittels
GC-FID/MS in verschiedenen Extrakten charakterisiert.®

45
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40 -
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— 35 - :
=
Stigmasterol
& 12,85 min
£ 30 A VianmD; Artefakt
_g 10,58 min
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)
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Abbildung 25: GC-FID Chromatogramm ausgewdhlter Sterole und D-Vitamere nach Derivatisierung
mit BSA+TCMS mit den jeweiligen Retentionszeiten

Die Analyse der freien Zucker erfolgte nach Hydrolyse der glycosidisch gebundenen
Strukturen aus der wassrigen Phase. Es wurde auf eine Methode von Rakete et al. (2013)
zuruckgegriffen, welche speziell fur die Mono- und Oligosaccharide aus Maischen entwickelt
wurde.'®* Diese Methode greift auf eine Vorsaulenderivatiserung durch reduktive Aminierung
der Zucker mittels 1-Naphtylamin und anschlielende Fluoreszenz-Messung nach
chromatographischer Trennungzuriick.Da die Methode spezielle Zuckerdetektiert, die vor
allem beim Bier von Bedeutung sind,wurde die bestehende Methode erweitert, um auch
potentielle Zucker an steroidalen Strukturen erfassen zu konnen. Da bei der sauren oder
enzymatischen Umsetzung der glycosilierten Sterole alle glycosidischen Bindungen
hydrolysiert werden, wurden speziell Monosaccharide in der Methode etabliert. Dazu mussten
einige Parameter optimiert werden, um eine ausreichende Trennung der relevanten
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Monosaccharide zu ermdglichen. Die Parameter der optimierten HPLC-Methode sind in
Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Optimierte  Parameter der HPLC-FLD Methode zur Trennung verschiedener
Monosaccharide nach reduktiver Aminierung mittels 1-Naphtylamin

Parameter/ Messmethode Bedingung

Trennsdule Knauer Eurospher 100-5 C18, 250x4,0 mm, 5 um + Vorséule
A: H,0 + 0,6 % HFBA (Heptafluorbutterséure)

Laufmittel B: Methanol/H,0 70:30 + 0,6 % HFBA
Fluss 1,0 ml/min
Temperatur 20 °C
Detektor Fluoreszenz-Detektor
Wellenldnge der Anregung 318 nm
Wellenlange der Emission 440 nm
Injektionsvolumen 10 ul
Gradient 65/35 — 80120 (25) i:0'70/30 2, 65/35 (30) —
0/100 (15" — 65/35 (15")
Dauer 110 min

Insgesamt wurden acht bedeutende Monosaccharide in der Methode etabliert.Dabei konnten
einzig die Strukturen der Xylose und Arabinosenicht mit der Methodevoneinander getrennt
werden und ergaben ausschlieBlich bei Einzelinkubationen leicht unterschiedliche
Retentionszeiten (siehe Tabelle 9). Bei Injektionen eines gemischten Standards konnte flr
beide Strukturen nur ein Signal detektiert werden.

Tabelle 9: Retentionszeiten der etablierten Zucker mittels HPLC-FLD-Methode

Substanz Retentionszeit [min]
(siehe Methode Tabelle 8)
Fructose 36,7
Galactose 43,3
Glucose 45,6
Mannose 47,0
Xylose 51,2
Arabinose 50,5
Ribose 53,0
Rhamnose 67,4

Alles in allem erlaubtedie entwickelte Methode dieTrennung acht verschiedener
Monosaccharide mit Bestimmungsgrenzen im Bereich weniger pmol.Dies war von
Bedeutung, da fir eine Qualifizierung der einzelnen Zucker mittels DC die Konzentrationen
teils zu gering waren. Dartiber hinaus storten Matrixbestandteile die Trennung mittels DC,
weshalb zur Identifizierung der freien Zucker ausschliefflich auf die HPLC-FLD-Methode
zurlickgegriffen wurde.
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4.3.4  Entwicklung und Optimierung einer LC-MS/MS-Methode fur SGs

Nach der erfolgreichen Anreicherung sollten die literaturbeschriebenen SGs als intakte
Strukturen quantifiziert und neuartige Strukturen qualifiziert werden. Generell sind in der
Literatur verschiedene Verfahren beschrieben, um intakte SGs analytisch zu erfassen.’Dabei
wurden neben LC-MS/MS-Methoden auch andere HPLC-Methoden beschrieben, die auf
einfachere  Detektionssysteme  wie  UV-Detektion  oder  Lichtstreudetektoren
zuriickgreifen.®®12> Diese waren jedoch deutlich unempfindlicher und benétigten eine
ausreichende Anzahlauthentischer Standards, um eine gesicherte Quantifizierung zuzulassen.
Fur die im Rahmen dieser Forschungsarbeit durchgefuhrten Experimente im Spurenbereich
erwies sich der UV-Detektor aufgrund seiner geringen Empfindlichkeit und der daraus
resultierenden hohen Nachweisgrenzen als ungeeignet. Ein weitreichendes Problem stellte vor
allem die Charakterisierung des Zuckerrestes sowie eine ausreichende Trennung einzelner
intakter SGs dar.*®'°Daher wurden SGs in der Literatur haufig hydrolysiert und anschlieBend
das Aglykon sowie der Zuckerrest jeweils einzeln analytisch bestimmt.®%X017% Dapej
wurden jedoch Umlagerungs- und Abbaureaktionen beobachtet, die eine exakte quantitative
Analytik verhindern. Dieses Problem kann nur durch die Bestimmung der intakten SGsgelost
werden. Bisher wurden jedoch nur wenige Methoden zur Analytik intakter SGs
beschrieben 811013 ™ Aphand  der  Synthesestandards wurde daher eine neuartige
LC-MS/MS-Methodeentwickelt, die es erlaubte, die verschiedenen Sterol-Glcs und
Sterol-Galsparallel zu bestimmen. Damit konnten Varietdt und Quantitat der SGs in diversen
Pflanzenextraktenaufgeklartwerden.

4.3.4.1 Optimierung derHPLC Methode

Eine ausreichende chromatographische Trennung stellt ein wichtiges Kriterium fur eine
spatere ldentifizierung strukturell sehr &hnlicher Strukturen dar. Daher musste eine Methode
entwickelt werden, die es erlaubte, sowohl die Matrix, als auch die verschiedenen
chemischverwandten Strukturen der SGs ausreichend zu trennen, um eine gesicherte
Qualifizierung und Quantifizierung zu ermdoglichen.
DieHochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) ist ein (bliches Verfahren zur
Bestimmung von SGs. Wahrend die Normalphasen-chromatographie (NP) zur Bestimmung
des Gesamtanteils an SGs geeignet ist, kdnnen die Umkehrphasen (RP) zur Trennung und
Quantifizierung einzelner SGs genutzt werden.

Die chromatographische Trennmethode wurde auf Grundlage einer bereits etablierten
Methode fiir freie D-Vitamere entwickelt.®>SGs haben je nach Art der Glycosilierung einen
mittelpolaren Charakter, wobei die einfach glycosilierten SGs trotz des Zuckeranteils einen
unerwartet unpolaren Charakter aufwiesen. Zur Trennung wurde eineRP-HPLC-Sdule
(Knauer Vertex Column Eurospher-100 C18; 250 x 4,6 mm mit integrierter Vorséaule)
genutzt, welche sowohl fir polare als auch unpolare Analyten geeignet ist.Zur Optimierung
der Messzeit wurde auch die Trennung an einer kiirzeren Trennsdule des gleichen Materials
(Knauer Eurospher 11 100-3 C18 H, 100x2 mm, 3 um + Vorséule) tberprift, was jedoch in
einer deutlich schwécheren Trennleistung resultierte. Somit war eine gesicherte
Qualifizierung und Quantifizierung nicht gegeben, weshalb diese Sé&ule ausschliellich zum
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schnellen Screening einzelner Analyten oder zur Analytik freier D-Vitamere nach der
Methode von Seeburg et al. (2014) genutzt wurde.®

Zundchst wurdedie Methode mitUV/DAD-Detektion (A = 254 nm fiir 7-DHC-GIc und D3-Glc
und A=202nm fir alle SGs)fur die synthetisierten Standards optimiert,
sodasseineausreichende Trennung der Einzelanalyten erzielt werden konnte (siehe Kapitel
11.3 und 11.4, S.132f., Anhang).Als mobile Phase wurde ein aufMethanol und Wasser
basierendes System genutzt. Zur Erhéhung der Elutionskraft wurde dem Laufmittel jeweils
0,1% (0,8 ml/l)Ameisensdure zugesetzt. Dieses Laufmittelsystem bot bereits in
vorangegangenen Studien das beste SNR und folglich die geringsten Nachweis- (NWG) und
Bestimmungsgrenzen (BG) aller verwendeten Gemische und war somit vor allem Acetonitril-
basierten Laufmitteln weit iiberlegen.’Die Methodezur Trennung glycosidisch gebundener
D-Vitamere umfasste eine Messzeit von33 Minuten. Zur Trennung freier Sterole auf der
verwendeten Séule war dagegen eine deutlich langere Messzeit von 65 Minuten erforderlich.
Diese Methode wurde jedoch ausschlielRlich bei der Kontrolle der enzymatischen Hydrolyse
der synthetisierten Vitamin D-Glucoside (7-DHC-Glc und D3-Glc) verwendet und fand keine
Anwendung beiMatrixproben.

Tabelle 10: Optimierte Parameter der HPLC-Methoden zur Trennung von SGs

Parameter Bedingung

Messmethode (SGs)

Trennséule Knauer Eurospher | 100-5 C18, 250 x 4,6 mm, 5 um + Vorséule

A: H,O + 0,1 % Ameisensaure
+ 0,1 mM NH4COOH (LC-MS/MS)

Laufmittel B: Methanol + 0,1 % Ameisensaure
+0,1 mM NH,COOH (LC-MS/MS)
Fluss 1,0 ml/min
Temperatur 25°C
Injektionsvolumen 20 pl
Gradient 40/60 = 5/95 = 0/100 (21') — 40/60 (5')
Dauer 33 min

Messmethode (Sterole)

Injektionsvolumen 20 pl

i 2 2 3
Gradient 40/60 — 5/95 — 0/100 (53') — 40/60 (5)

Dauer 65 min

Anreicherungsmethode (SGs)

Injektionsvolumen 20-100 pl

i b 2 3 3
Gradient 40/60 (5') — 20/80 — 7/93 (34') — 0/100 (10') — 40/60 (5')

Dauer 59 min

Fur die massenspektrometrische Detektion wurde dem Laufmittel neben Ameisensaure
zusatzlich 0,1 mM Ammoniumformiat zugesetzt, um die Bildung von [M+NH4]"-Addukten
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zu initiieren, welche fur die Entwicklung einer LC-MS/MS-Methode bendtigt wurden. Bei
einer UV/DAD-Detektion war ein derartiger Zusatz nicht nétig. In Tabelle 10 wurden die
optimierten HPLC-Parameter der Standardmethode zusammengefasst.Um einzelne SGs
gezielt mittels HPLC aufkonzentrieren zu konnen, wurde eine zusétzliche Methode
entwickelt, welche eine Anreicherung einzelner Strukturen aus vorgereinigten Extrakten
erlaubte (siehe Anreicherungsmethode Tabelle 10sowie Kapitel 11.5.5, S.134). Zur Erhéhung
der Polaritat des Losemittelgemisches erfolgte die isokratische Trennung mit einem
Wasseranteil von 7% im Laufmittel B, was zueiner besseren Trennung bei gleichzeitig
schlechterer Trennleistung und deutlicher Peakverbreiterung fiihrte.Dennoch konnten
diesynthetisierten Standardsbei Elution mit Methanol-Wasser 93:7 (v/v) ausreichend getrennt
werden. Anschlieend wurde fir 5 Minuten mit 100 % Methanol equilibriert. Mit dieser
Methode konnten durch Verwendung eines Fraktionssammlers die gesuchten glycosilierten
steroidalen Strukturen angereichert und anschliefend in aufkonzentrierter Losung qualifiziert
werden. Tabelle 11 gibt einen Uberblick lber die Retentionszeiten der synthetisierten
Standards bei den unterschiedlichen verwendeten HPLC-Methoden. Ein entsprechendes UV-
Chromatogramm der Messmethode fiir die Strukturen des 7-DHC-Glc, Ds-Glc,
7-Dehydrocholesterol und Vitamin Dsist in Kapitel11.3 (S.132) im Anhang dargestelit.

Tabelle 11: Retentionszeiten der synthetisierten Standards bei HPLC-Trennung mit der optimierten
Standardmethode

Substanz Retentionszeit HPLC-UV/DAD Retentionszeit HPLC-UV/DAD
[min] [min]
mittels Messmethode mittels Anreicherungsmethode
(siehe Tabelle 10) (siehe Tabelle 10)
Ds-Glc 12,6 23,9
7-DHC-Glc 14,5 30,1
Chol-Glc 15,4 33,9
Sito-Cello 15,2 36,9
Stigma-Cello 14,5 34,0
Camp-Cello 14,7 36,2
Sito-Glc 16,5 41,5
Stigma-Glc 15,6 40,8
Camp-Glc 15,9 38,0
Sito-Gal 17,0 42,7
Stigma-Gal 16,1 41,9
Camp-Gal 16,4 38,7
Vitamin D3 19,9 n.b.
7-Dehydrocholesterol 40,8 n.b.

n.b. nicht bestimmt

4.3.4.2 Optimierung der massenspektrometrischen Detektion

Die massenspektrometrische Detektion der einzelnen SGs erfolgte im MRM-Modus (ESI,
positiv). Dabei wurden diesynthetisierten SGs genutzt um einzelne substanzspezifische
Masseniibergdnge zu ermitteln und anschlieBend die dazugehorigen Gerateparameter zu
optimieren. Dazu wurden Standardlésungen mit einem Substanzgehalt von 0,25-10 uM
(0,24 - 7,3 pg/ml) hergestellt. Die Standards wurden nach chromatographischer Trennung
(siehe Kapitel4.3.4.1, S. 59ff.) der lonenquelle zugefiihrt. Das direkte Einspritzen der
Analyten zur Identifikation der Masseniibergange war aufgrund des Vorliegens eines
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Standardgemisches nicht moglich,weshalb eine vorherige Trennung mittels HPLC
(sieneTabelle 10,Messmethode (SGs) sowie Kapitel 11.5.6, S.135) notig war.

Tabelle 12: MS/MS-Ubergéange der Synthesestandards

Analyt Mutterion Q1 [Da] Q3 [Da] Rt [min] DP [V] CE[V] CXP [V]
Chol-Glc | [M*NH. | 5669* | 369,7* 18 15
[M+NH,]* | 566,9 161,3 . i 45 15
[M+NH]* | 566,9 1354 : 40 10
[M+NH,]* | 566,9 1474 50 13
Sito-Glc [MFNH,” | 5947 | 397,7* 20 15
[M+NH]* | 5947 161,4 " i 45 15
[M+NH]* | 5947 147,2 : 50 15
[M+NH]* | 5947 95,4 80 15
Stigma-Glc [M+NH,]* 592,9* 395,7* 15 13
[M+NH]* | 592,9 83,2 50 13
[M+NH]* | 592,9 139,5 14,0 60 30 13
[M+NH]* | 592,9 2556 30 13
Camp-Glc | [M+NH,’ | 580,9% | 383,7* 20 20
[M+NH]* | 580,9 147,2 " i 45 10
[M+NH]* | 580,9 161,4 : 50 10
[M+NH]* | 580,9 135,3 45 10
Sito-Gal [MFNH® | 5947* | 397,7* 20 18
[M+NH]* | 5947 147,5 5 5 50 13
[M+NH]* | 5947 1894 : 45 10
[M+NH]* | 5947 85,4 60 15
Stigma-Gal | [M+NH,* | 5929 | 3957* 15 13
[M+NH]* | 5929 83,2 " 5 50 13
[M+NH]* | 592,9 139,5 : 30 13
[M+NH]® | 592,9 2556 30 13
Camp-Gal | [M*NH.' | 580,9% | 383,7* 20 20
[M+NH]* | 580,9 147,2 s 5 45 10
[M+NH]* | 580,9 161,4 : 50 10
[M+NH]* | 580,9 135,3 45 10
Sito-Cello | [M*NH,® | 757,0~ | 397.7% 20 18
[M+NH]® | 757,0 163,3 30 13
[MENH,* | 7570 3255 138 60 15 15
[M+NH]* |  757,0 85,3 80 15
StigmaCello | [M*NH,' | 7550 | 3957* 20 15
[M+NH]® | 755,0 83,1 a1 i 60 13
[M+NH]* | 755,0 3255 : 15 10
[M+NH,]* |  755,0 163,5 30 13
Camp-Cello | [M+NH, | 7430 | 3837* 20 20
[M+NH]® | 7430 163,3 30 13
[M+NH,]® | 7430 85,3 135 60 80 13
[M+NH]® | 7430 3255 15 13
7DHC-Glc | [M+NH, | 5669 | 3675 20 13
[M+NH]" | 566,9 1454 40 10
[M+NH,]* | 566,9 159,4 12,7 60 45 15
[M+NH,]* | 566,9 385,4 20 20
Da-Glc [M+NH,” | 5669% | 3675* 25 20
[M+NH]* | 566,9 3855 25 18
[M+NH,]* | 566,9 121,2 11,0 60 40 5
[M+NH,]* | 566,9 247.4 25 15

*Quantifier
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Dartiber hinaus ergaben sich einige Schwierigkeiten beim Ermitteln der bestmdglichen
Masseniiberginge. Zunichst konnte unter keinen Bedingungen ein [M+H]"-lon ermittelt
werden. Das [M+Na]*-lon wies dagegen bei allen SGs die hochste Intensitét auf. Dieses lieR
sich jedoch duRerst schlecht fragmentieren und lieferte lediglich einen Masseniibergang auf
das [Aglykon+H-H,0]"*, wie es auch von Opplinger et al. beschrieben wurde.® Durch den
Zusatz von geringen Mengen an Ammoniumformiat (0,1 mM) zum Laufmittelsystem konnte
hingegen die Bildung von [M+NH,]*-Addukten initiiert werden, welche sich deutlich besser
fragmentieren lieen. Eine dhnliche Methode wurde bereits von Akiyama et al. (2016) fiir das
Chol-Glc berichtet™ In Folge dessen konnten fiir jeden Synthesestandard vier
intensitatsstarke Masse zu Ladungs (m/z)-Uberginge(davon je drei Qualifier und ein
Quantifier) ermittelt und anschlielend die optimalen Fragmentierungsbedingungen angepasst
werden. Die angepassten Gerateparameter fur die Fragmente sowie die Retentionszeiten der
einzelnen Substanzen sind in Tabelle 12 zusammengefasst.Um eine maximale lonenausbeute
zu erzielen, wurden die nicht substanzspezifischen = MS-Parameter  durch
FlieRinjektionsanalyse (FIA) zundchst anhand des Chol-Glcs und der Sterol-Glcs optimiert.
Wie sich zeigte, waren diese auch fir alle synthetisierten Standards &hnlich, weshalb die in
Tabelle 13 ermittelten Parameter fir alle Substanzen ibernommen wurden.

Tabelle 13: Optimierte massenspektrometrische Parameter

Parameter Bedingung
Curtain Gas 30 psi
Temperature 550 °C

Gas 1 (Auxiliary Gas) 50 psi
Gas 2 (Nebulizer Gas) 60 psi
Collision Gas Medium; 5psi
lon Spray Voltage 5.500 V
Detection MRM-Mode

4.3.4.3 Saulenrekonstitution

Im Verlaufe der Messungen der aufgearbeiteten Pflanzenextrakten zeigte sich trotz
Spulmessungen teils Verunreinigungen in den Chromatogrammen, welche sich in gestorten
MRM-Ubergangen einiger Analyten &uRerten. Dariiber hinaus konnten die m/z-Ubergéinge
des Sito-Glc auch in Blindmessungen detektiert werden, was eine Quantifizierung behinderte.
Da die Probenaufarbeitung keinen weiterenchromatographischen Trennschritt zur Abtrennung
von Matrixbestandteilen erlaubte, musste die Sdule regelmaRig rekonstruiert werden. Dazu
wurde die Knauer Eurospher I mit einem Saulenvolumen von 2,91 ml mit diversen unpolaren
Losemitteln bei einem Fluss vonl ml/min und einer S&ulentemperatur von 50 °C gespilt. Die
Spulschritte umfassten dabei 20 S&ulenvolumia Wasser, 20 Sdulenvolumia Acetonitril,
5 S&ulenvolumia Isopropanol und 20 S&ulenvolumia n-Heptan. Anschliefend wurde die
Polaritdt langsam wieder erhoht, sodass erneut mit 5 S&ulenvolumia Isopropanol und
20 Saulenvolumia Acetonitril gespult wurden. AbschlieBend erfolgte ein erneutes Umspulen
auf das unter Kapitel 4.3.4.1 (Tabelle 10) beschriebene Methanol-Wasser System. Darlber
hinaus fand vor jeder Sadulenrekonstitution ein Vorsaulenwechsel statt, um eine erneute
Verunreinigung zu verhindern. Durch dieses Verfahren konnten alle Stérsubstanzen auf dem
Saulenmaterial soweit entfernt werden, dass nach Rekonstitution keine gestérten Signale der
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m/z-Ubergéange in Blindmessungen mehr zu beobachten waren unddas Grundrauschen das
Niveau der Anfangsmessungen erreicht hatte. Somit konnte eine sichere Quantifizierung der
Analyten gewahrleistet werden.

4.3.4.4 Entwicklung einer Quantifizierungsmethode ftir SGs

Nach der Entwicklung einer Multimethode fur die zwolf synthetisierten SGs musste ein
geeignetes Verfahren gewéhlt werden, um eine korrekte Quantifizierung in der komplexen
und wechselnden Probenmatrix zuzulassen. Da keine isotopenmarkierte Standards fir eine
matrixangepasste Kalibrierung mit internem Standard zur Verfligung standen, welche eine
Quantifizierung unter Berlcksichtigung von Aufarbeitungsverlusten erlauben wirden, wurde
mit dem Standardadditionsverfahren gearbeitet. So konnten Matrixeffekte auch bei
wechselnden Matriceskorrigiert werden.

Bei der Aufarbeitungsmethode ohne internen Standardwar die verlustfreie Anreicherung der
Zielanalyten Voraussetzung fir eine vollstdndige Quantifizierung.Diese konnte mittels
MLCCC erreicht werden (siehe Kapitel 4.3.1.3, S.51ff.), wobei ein deutlich hoherer
Matrixanteil als bei klassischen chromatographischen Trennverfahren zu beobachten war. So
konnten deutliche Matrixeffekte vor allem in den vorderen MLCCC Bereichen (1-20) der
aufgearbeiteten Pflanzenproben festgestellt werden, welche durch das Standardadditions-
verfahren ausgeglichen wurden, sodass ein linearer Messbereich fir alle quantitativ
bestimmten SGs gegeben war. Dabei wurde die Konzentration des jeweiligen Analyten
anhand von Messungen definierter Standardlésungen abgeschétzt und anschlieBend mit der
0,5-fachen, 1-fachen, 2-fachen oder 3-fachen Menge des Synthesestandards addiert. Die
Addition erfolgte aus einer Stammldsung von 1 pg/ml, wobei sich der Gehalt auf die
Einwaage des jeweiligen Synthesestandards bezog. Bei den Mischstandards wurde stets das
glycosilierte p-Sitosterol als Referenz gewahlt. Die tatsdchliche Konzentration der einzelnen
Substanzen in der Standardlésung wurde unter Berlicksichtigung der Reinheit, sowie des
Gehaltes an Einzelsubstanz in den Mischstandards (Sterol-Glcs, Sterol-Gals und
Sterol-Cellos) berechnet und bei der Dotierung berucksichtigt (siehe experimenteller Teil,
Kapitel 6.1.2.1). Nach Analyse der Aliquote wurde eine Regressionsgerade der Peakflache zur
Konzentrationdes jeweiligen Analyten genutzt, um den Gehalt des jeweiligen Analyten in der
Probe unter Beriicksichtigung aller Verdiinnungsschritte zu bestimmen.

4.3.4.5 Nachweisgrenze/Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze (NWG) eines Verfahrens ist definiert durch die Kkleinste noch
nachweisbare Menge an Analyt, wéhrend unter der Bestimmungsgrenze (BG) die geringste
noch quantifizierbare Menge verstanden wird.'”> Zur Bestimmung dieser stehen
verschiedenen Methoden zur Verfiigung. Am weitesten verbreitet sind dabei die Methoden
nach DIN 32645, sowie die Bestimmung aus dem SNR. In der entwickelten Methode wurden
die analytischen Grenzen ber das SNR ermittelt, da eine Leerwertprobe, wie sie nach DIN
32645 notig ist, nicht ohne weiteres verfugbar war. Dabei ist die Nachweisgrenze als drei-
fache und die Bestimmungsgrenze als zehn-fache Rauschhohe zur Retentionszeit der
Verbindung definiert.
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Zur Bestimmung der NWG und BG wurden Verdiinnungen der Standards erstellt, welche die
drei- bis zehnfache Peakh6hedes Rauschens aufwiesenund anschlieRend doppelt bis dreifach
vermessen. Nach linearer Regression der gemittelten Peakhthen konnte ein Kalibrierfaktor
ermittelt werden, welcher der theoretischen Konzentration des Rauschens entsprach. Durch
Multiplikation des Kalibrierfaktors mit der Rauschhéhe in der Region des Signals des
jeweiligen Analyten konnten die NWG und BG sowohl inder reinen,matrixfreien
Standardlésungen als auch in Matrixproben bestimmt werden (sieheTabelle 14).

Tabelle 14: NWG und BG in matrixfreien Probelésungen und in den aufgearbeiteten
Auberginenprobenbei der Bestimmung mittels LC-MS/MS

Analyt NWG BG NWG BG
Standardldsungen Standardlésungen Auberginenschale Auberginenschale
[mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg]

Chol-Glc 0,001 0,004 0,28 0,93
Sito-Glc 0,001 0,003 13,87 46,22
Stigma-Glc 0,002 0,006 5,21 17,36
Camp-Glc 0,001 0,003 2,72 9,08
Sito-Gal 0,005 0,017 0,35 1,17
Stigma-Gal 0,003 0,010 0,14 0,46
Camp-Gal 0,001 0,004 0,05 0,15
Sito-Cello 0,004 0,014 0,19 0,63
Stigma-Cello 0,005 0,018 0,24 0,79
Camp-Cello 0,003 0,009 0,12 0,41
7-DHC-Glc 0,001 0,003 0,02 0,07
Ds-Glc 0,003 0,010 0,07 0,22

Die NWG und BG wurde explizit fir die Auberginenmatrix unter Berlcksichtigung der
jeweiligen Verdinnungen ermittelt. Somit konnte eine gesicherte Qualifizierung
undQuantifizierung der einzelnen Analyten in den aufgearbeiteten Pflanzenextrakten
gewahrleistet werden.

4.4 Vitamin D-Strukturen Trisetum flavescenz (Goldhafer)

441  Anreicherung glycosilierter Vitamin D-Strukturen

Zur Anreicherung und Isolierung glycosilierter Vitamin D-Strukturen im Goldhafer dienten
selbst kultivierte Pflanzen aus Halle (Saale) und Umgebung. Zur Anreicherung glycosidisch
gebundener Vitamin D-Strukturen wurden verschiedene Methoden entwickelt. Als Grundlage
diente ein Aceton-Wasser Extrakt 70:30 (v/v) von etwa 3 g der gefriergetrockneten Proben. In
den ersten Versuchen wurde mittels MLCCC versucht (siehe Kapitel 4.3.1.3, S.51ff.) anhand
der Elutionsbereiche der synthetisierten Standards (siehe Tabelle 6, Kapitel 4.3.1.3, S.52)die
glycosilierten Vitamin D-Strukturen anzureichern. Unter Berlcksichtigung des UV-
Chromatogramms bei 254 nm wurden charakteristische Fraktionen gebildet und diese direkt
enzymatisch umgesetzt (siehe Tabelle 15).Zur Abtrennung freier Zuckerstrukturen wurde der
vorderste Fraktionsbereich (11-17) zuvor mit Lichoprep RP-18 Saulenchromatographie
aufgereinigt. Insgesamt musste festgestellt werden, dass nachenzymatischer Hydrolyse in
keinem  der  Fraktionsbereiche  D-Vitamere mittels LC-MS/MS  nach  der
Aufarbeitungsmethode von Seeburg et al. (2014) nachgewiesen werden konnten.®
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Tabelle 15: Charakterisierung der vereinigten MLCCC-Fraktionsbereiche nach Anreicherung der
Goldhaferextrakte

MLCCC-Fraktionsbereich Masse [mg]

1-10 verworfen
11-17 547,0
18-20 1,2
21-27 2,2
28-33 1,7
34-40 1,5
41-60 2,8

zuriickgebliebene stationére Phase 11,3

(I6slich in organischen Losemitteln)

zuriickgebliebene stationére Phase 78,1

(wasserldslich)

Einzig in der verbleibenden stationdren Phase waren Ergosterol und 7-Dehydrocholesterol
nachweisbar, bei denen es sich jedoch um freie Vitamin D-Strukturen handeln muss, da diese
auch ohne Hydrolyse nachweisbar waren. Daher wurde alternativ auf eine Aufarbeitung aus
kombinierter Sdulenchromatographie mittels Lichoprep RP-18 und Sephadex LH-20 Material
mit  vorherigerFlussig-Flussig-Extraktion(Ethylacetat-Wasser)  zuriickgegriffen,  dessen
Schema in Abbildung 26 dargestellt ist.

Die Fraktionierung erfolgte in Anlehnung an die Wiederfindung der Standards, wobei die
Fraktionsbereiche etwas weiter gefasst wurden, um moglichst alle Zielstrukturen zu erfassen,
deren genaue Struktur und folglich auch deren exaktes chromatographisches Verhalten
unbekannt war. Da die Standards in den Fraktionsbereichen 14-30 und 29-45
derLichoprep RP-18 beziehungsweise Sephadex LH-20 Saule wiederzufinden waren, wurde
der Fraktionsbereich 13-40 der Lichoprep RP-18 und der Fraktionsbereich 30-80 der
Sephadex LH-20 Saule angereichert. Die vereinigten und getrockneten Fraktionen wurden
anschlieBend einer enzymatischen Hydrolyse (siehe Kapitel 4.2.2, S.48ff.) unterzogen und
nach der Methode von Seeburg et al. (2014) mittels SPE-Saulen aufgereinigt.®>NachPTAD-
Derivatisierung wurde mittels LC-MS/MS auf freie Vitamin D-Strukturen untersucht (siehe
Kapitel 11.5.10, Anhang, S.139ff.). Zur Kontrolle wurde zuséatzlich ein Aliquot der nicht
hydrolysierten Proben umgesetzt und ebenso mittels LC-MS/MS vermessen. Die Ergebnisse
zeigten, dass die meisten Vitamin D-Strukturen in der organischen Phase nachweisbar waren,
obwohl die eigentlichen aktiven Metaboliten, die fir eine Vitamin D-Aktivitat im Goldhafer
verantwortlich gemacht werden, in der wéssrigen Phase beschrieben wurden (siehe Tabelle
16).%% Dariiber hinaus waren sowohl vor als auch nach der Hydrolyse D-Vitamere
nachweisbar. Folglich muss es sich bei den identifizierten Analyten um die freien Strukturen
des Ergosterols, 7-Dehydrocholesterols, Vitamin D3 und Vitamin D;handeln, wobei nicht alle
Extrakte dieselben Ergebnisse lieferten und speziell die Metaboliten des Vitamin D3 und
Vitamin D nur in einigen Proben nachweisbar waren. Eine Ursache dafir konnte der Einfluss
von UV-Licht sein, sodass die Proben in denen Vitamin D3 und Vitamin D, enthalten waren,
deutlich starker dem Sonnenlicht ausgesetzt gewesen sein mussen, als Proben in denen keine
der Strukturen gefunden wurden. Eine lichtabhdngige Synthese des Vitamin D, und
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Vitamin D3 wiirde sich eindeutig mit dem Bestrahlungsexperiment in Kapitel 4.1.2 (S.39ff.)
decken, bei welchem eine UV-Licht induzierte Umwandlung von 7-Dehydrocholesterol in
Vitamin D-Metabolite beobachtet werden konnte.

Gefriertrocknung

v

Extraktion

e 2 Tage Kaltextraktion bei 4°C mit 100 ml Extraktionslésung (Aceton-Wasser 70:30 (v/v))

v

Flussig-Flissig-Extraktion

e Verteilung zwischen Ethylacetat und Wasser

+

Lichoprep RP-18 Chromatographie

e Chromatographie mit selbst gepackter Sdule (15 g Lichoprep RP-18 Material,
Hohe: 3,5 cm, Durchmesser: 4 cm)

e isokratische Elution mit MeOH-H,0 96:4 (v/v)

e Fraktionierung mit einem Fluss von 2 ml/min; 9 ml je Fraktion

v

Sephadex LH-20Chromatographie

e Chromatographie mit selbst gepackter Sdule (50 gSephadex LH-20 Material,
Hohe: 29 cm, Durchmesser: 3 cm)

e isokratische Elution mit MeOH-H,0 70:30 (v/v)

e  Fraktionierung mit einem Fluss von 2 ml/min; 9 ml je Fraktion

+

Enzymatische Hydrolyse

e  Mischinkubation aus Glucosidase und Cellobiase in Citratpuffer (pH 5)
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}

SPE—Auieinigung

e Zugabe eines deuterierten Mischstandards der

bedeutendsten Vitagn D-Strukturen

e Aufreinigung nach esburg et al. (2014)%

Probenvorbereitung

o Losen des SPE-Ruckstandes in 400 pl Methanol,
Vortexen, Behandlung im Ultraschallbad

o Verdinnung von 200 pl der Messlésungen mit
LM-B (MeOH + 0,8 ml/l AS); Vortexen

o optional: PTAD-Derivatisierung

Abbildung 26: Schematische Darstellung der Aufarbeitung der Goldhaferproben

Mehrfach hydroxylierte Vitamin D-Strukturen konnten nicht nachgewiesen werden.
Zusammenfassendkonnte eindeutig belegt werden, dass es sich bei den identifizierten
D-Vitameren um freie Strukturen handeln muss. Die Wiederfindung der lipophilen
Vitamin D-Strukturen in der wassrigen Phase lasst sich durch eine unzureichende Trennung
bei der Flussig-Flussig-Extraktion von organischer und wassriger Phase aufgrund einer
VielzahltensidartigerStrukturen in den Proben erklaren. Ein Hinweis auf glycosidisch
gebundene D-Vitamere konnte mit den angewandten Methoden nicht gefunden werden.

Tabelle 16: Nachweis freier Vitamin D-Strukturen im Goldhafer nach spezieller Anreicherung

Phase der fliissig- Analyt

Ethylacetat Phase

(hydrolysiert) ot 7 - - - - -
waéssrige Phase + + ) ) ) ) ) ) )
(hydrolysiert)

Ethylacetat Phase

(ohne Hydrolyse) * * T ) ) ) ) )
wassrige Phase + + | ) ) ) ) )
(ohne Hydrolyse)

Ergo, Ergosterol; 7-DHC, 7-Dehydrocholesterol; D,, Vitamin D,; Ds;, Vitamin Ds; 25(0OH)D,, Ergocalcidiol; 25(0OH)Ds,
Calcidiol; 24,25(0OH),D;, 24,25-Dihydroxycholecalciferol; 1,25(0H),D,, 1a,25-Dihydroxycalciferol; 1,25(0H),Ds,
Calcitriol; + eindeutig nachweisbar; - kein Nachweis moglich; £ in ausgewéhlten Proben nachweisbar

4.4.2  Quantifizierung freier Vitamin D-Strukturen

Nachdem eindeutig belegt wurde, L C-MSIMS dass im Goldhafer zwar freie,
jedoch keine glycosilierten Vitamin D-Strukturen zu  finden
waren, sollte eine Quantifizierung Aufschluss dartiber geben, ob der Gehalt an freien
D-Vitameren fir die kalzinogene Wirkung des Goldhafers verantwortlich sein kann. Daher
wurden die Goldhaferproben nach der Methode von Seeburg et al. (2014) aufgearbeitet und

anschlieBend mittels LC-MS/MS quantifiziert.® Die Quantifizierungsergebnisse haben
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gezeigt, dass geringe Gehalte an freiem Vitamin D3 zu finden waren (siehe Tabelle 17).
Daruber hinaus konnten deutliche Mengen der Strukturen des 7-Dehydrocholesterols und des
Ergosterols nachgewiesen werden, welche die biosynthetischen Vorlaufer des Vitamin D3 und
desVitamin D, darstellen. Durch ein Bestrahlungsexperiment von selbst gezogenen
Keimlingen konnte dartiber hinaus deutlich die Abhédngigkeit des UV-Lichtes auf die Bildung
von Vitamin D3 und Vitamin D, gezeigt werden. So waren diese nur in den mittels
CAMAG UV-Lampe (8 W)aktiv bestrahlten Keimlingen nachweisbar, wohingegen in den

unbestrahlten Keimlingen ausschlielich die Vitamin D-Vorstufen Ergosterol und
7-Dehydrocholesterol zu finden waren.
Tabelle 17: Quantifizierungsergebnisse freier Vitamin D-Strukturen im Goldhafer

Prob Analytkonzentration [ug/g TW]

robe Ergosterol 7-Dehydrocholesterol Vitamin D, Vitamin Ds

feldgewachsener
Goldhafer 66,01 1,33 <BG 0,13
Keimlinge
(unbestrahlt) 2,90 0,05 <NWG <NWG
Keimlinge
(bestrahlt) 10,77 0,25 <BG 0,03

TW: Trockengewicht, <NWG, unterhalb der Nachweisgrenze; <BG, unterhalb der Bestimmungsgrenze

Wie Tabelle 17 verdeutlicht, war im ausgewachsenen Goldhafer die hochste Konzentration an
Vitamin D-Strukturen zu finden. Den grofiten Anteil machte dabei das Ergosterol aus,
welches mit 66,01 pg/g Trockengewicht etwa 50-fach hoher konzentriert war als das
7-Dehydrocholesterol. Im Gegensatz dazu war bemerkenswert, dass Vitamin D; deutlich
starker vertreten war alsVitamin D,. So war das Vitamin D, nur in Spuren unterhalb der
NWG detektierbar. Der ermittelte Gehalt von 0,13 pg/g Trockengewicht stimmt mit den von
Japelt et al. (2013) mittels Gaschromatographie bestimmten Werteniiberein.?’In dieser Studie
wurden 0,1 ng/g Trockengewicht freies Vitamin D; beschrieben. Somit wiirde ein Gramm
getrockneter Goldhafer etwa 5,2 IE (Internationale Einheiten) Vitamin D3 enthalten, was
keineswegs die kalzinogene Wirkung dieser Pflanze erklaren kann, da eine Uberdosierung
mittels Vitamin D5 erst ab einer Aufnahme von 50000 IE zu beobachten war. Dartiber hinaus
ruft das Vitamin D3 keine dem biologisch wirksamen 1,25(OH),D3 vergleichbare kalzinogene
Wirkung hervor, da es im tierischenOrganismus strengen
Regulierungsmechanismenunterliegt.****®*  Zudem wurden in der stark kalzinogenen
PflanzeSolanum glaucophyllum deutlich hohere Aktivitditen von 400 bis 800 IE/g
Trockengewicht ermittelt.®®"

4.4.3  Ergebnisse der Identifizierung von Vitamin D-Strukturen

Aufgrund der im Rahmen des Projektes aufwendigen durchgefiihrten Untersuchungen muss
daher zusammenfassend der Schluss gefasst werden, dass keine Hinweise auf die vermuteten
glycosidisch gebundenen D-Vitamere gefunden werden konnten. Mello et al. (2003)
beschreiben eine Wirkung der wasserloslichen Vitamin D wirksamen Strukturen des
Goldhafers, die vergleichbar mit der des 1,25(0OH),D3-C(25)-Glucosids ist. Jedoch wurde
auch hier verdeutlicht, dass die genaueVerbindung noch nicht strukturell charakterisiert
werden konnte, was sich mit den Ergebnissen in vorliegender Studie deckt.*®* Zwar wurden
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freie D-Vitamere detektiert, diese waren jedoch nicht der wasserloslichen Fraktion von
Goldhaferextrakten zuzuordnen. Es muss demnach geschlussfolgert werden, dass die in der
Literatur beschriebne kalzinogene Wirkung von wéssrigen Goldhaferextrakten auf Substanzen
zurlickzufuhren ist, die zwar eine Vitamin D-Aktivitat aufweisen, denen jedoch keine
Vitamin D-Struktur zu Grunde liegt.333°3417

4.5 Glycosilierte steroidale Strukturen in pflanzlichen Proben

Nachdemglycosilierte Vitamin D-Strukturen in der Gattung Trisetum flavescenz (Goldhafer)
nicht identifiziert werden konnten,wurden die bisher erlangten Erkenntnisse und Materialien
genutzt, umglycosilierte steroidale Strukturen in anderen Pflanzen und Lebensmitteln zu
analysieren.Im Zuge umfangreicher Literaturrecherchen beziiglich steroidaler Strukturen
werden neben bekannten kalzinogenen Pflanzen wie Solanum glaucophyllum, Trisetum
flavescens, Cestrum diurnum oder Solanum malacoxylon auch immer wieder die
Pflanzengattungen Cucurbita (Kirbisgewéchse) und Solanaceae (Nachtschattengewachse)
genannt.?3¥"1%Daheij gerietenspeziell Cucurbita pepo (Zucchini) und Solanum melongena
(Aubergine) als moderne ,functional foods®, auch aufgrund potentieller Vitamin D-
Aktivitaten, in den Blickpunkt vorliegender Untersuchungen. In Folge dessen sollte das wenig
erforschte Feld der SGs weiter untersucht werden, um neuartige Strukturen zu identifizieren
und anhand der Synthesestandards bekannte Strukturen exakt analysieren zu konnen. Nach
der intensiven Erforschung von glycosilierten steroidalen Strukturen in der Aubergine wurde
mit der neuartigen Methode auch eine Ubersicht zu SGs in Trisetum flavescenz (Goldhafer)
und Cucurbita pepo (Zucchini) erstellt.

45.1  glycosilierte steroidale Strukturen in Solanum melongena (Aubergine)

Das bedeutendste pflanzliche Untersuchungsobjekt vorliegender Arbeit stellte die Aubergine
oder auch Eierpflanze dar. In dieser wurden bereits viele glycosilierte steroidale Strukturen
beschrieben, wie zum Beispieldie steroidalen Saponine
desa-Solamargins,a-Solasonins'’’sowiedie Melongoside.®

Tabelle 18: Ubersicht analysierter Gehalte an SGs in Auberginen in bisherigen Studien

Studie Analysenmethode
Analyt Pflanzenmatrix Gehalt Trockengewicht Gehalt Frischgewicht
[mg/kg] [mg/kg]
GC-FID des Aglykons nach berechnet bei mittlerem

Nystrém et al.* Literaturangabe

saurer Hydrolyse Wassergehalt von 7 %

Sito-Glc gesamte Frucht 48,3 34
Stigma-Glc gesamte Frucht 12,7 0,9
Camp-Glc gesamte Frucht 4,1 0,3

Summe aller SGs gesamte Frucht 65,1 4,6

GC-FID der intakten berechnet bei mittlerem

Zimowski et al.”®
Strukturen Wassergehalt von 7 %

Literaturangabe
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Sito-Glc gesamte Frucht 651,4 45,6
Stigma-Glc gesamte Frucht 172,9 12,1
Camp-Glc gesamte Frucht 88,6 6,2

Chol-Glc gesamte Frucht 54,3 3,8

Summe aller SGs gesamte Frucht 967,1 67,7

berechnet bei mittlerem
Wassergehalt von 7 %

Anreicherung und Isolation

Chiang et al.™® )
g als Reinsubstanz

Literaturangabe

Sito-Glc Wurzeln 190,5 13,3
Stigma-Glc Wurzeln 168,6 11,8
|12 Anreicherung und Isolation berechnet bei mittlerem

Shabana et a Literaturangabe

als Reinsubstanz Wassergehalt von 7 %

Sito-Glc Schale 2085,7 146,0
Poriferasterol-Glc Schale 1457,1 102,0

Daruber hinaus wurde auch eine Vielzahl von SGs charakterisiert, welche jedoch bisher in
keiner Studie mittels MS-Methode als intakte Struktur quantifiziert wurden.****Wie in
Tabelle 18 zusammengefasst, existieren bisher nur wenige Studien mit stark
widerspruchlichen Ergebnissen. Dies verdeutliche auch, dass in jeder der aufgefiihrtenStudien
eine andere Analysenmethode genutzt wurde, was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
erschwert. Daher wurdenerstmals die mengenmallig bedeutendsten SGs quantifiziert sowie
neuartige glycosilierte  steroidale  Strukturen mit der entwickelten LC-MS/MS
Methodequalifiziert. So konnten eindeutige Aussagen zu den Gehalten an SGs gemacht
werden und noch nicht charakterisierte SGs identifiziertwerden.

45.1.1 Quantifizierung bekannter und neuartiger SGs in Solanum melongena

(Aubergine)

Zur Quantifizierung der einzelnen Strukturen wurden ausschliefflich die mittels MLCCC
angereicherten Extrakte genutzt, wobei definierte Fraktionsbereiche gebildet wurden. Es
wurden jeweils die Fraktionen 1-10, 11-20 und 21-40 vereinigt und nach Trocknung fur die
Quantifizierung mittels LC-MS/MS in geeigneten Verdinnungen verwendet. Die
verschiedenen Extrakte wiesen dabei unterschiedliche Anteile der jeweiligen Analyten in den
verschiedenen MLCCC-Fraktionsbereichen auf. So konnten deutliche Unterschiede vor allem
zwischen den aufgearbeiteten Extrakten von Schale und Frucht ausgemacht werden, was mit
Sicherheit auf die stark variierende Matrix zuriickzuftihren war. Dabei wiesen die Extrakte der
Frucht ein deutlich héheres Trockengewicht als die Schalenextrakte auf, was fiir deutlich
mehr Matrixbestandteile in der Frucht sprach. Daher eluierten alle Analyten bei der MLCCC
von Fruchtextrakten etwas spater als in den Proben der Schale. Zusatzlich waren Unterschiede
nicht nur zwischen den einzelnen Organellen, sondern auch bei verschiedenen
Auberginenproben auszumachen, weshalb die Quantifizierung fir jede Probe individuell
angepasst wurde. Generell war der Hauptanteil der Analyten in den MLCCC-Fraktionen
21-40 zu finden, wobei vor allem das Chol-Glc und teilweise das Camp-Glc und Stigma-Glc
auch im Fraktionsbereich 11-20 eluierten. In den Fraktionen 1-10 wurden keine der gesuchten
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Analyten gefunden, weshalb diese nicht zur quantitativen Bestimmung verwendet wurden. Da
die Analytkonzentrationen fur eine quantitative Bestimmung in den einzelnen MLCCC-
Fraktionsbereichen zu groR waren, mussten diese entsprechend verdiinnt werden. Um einen
mdoglichst vergleichbaren Kalibrierbereich zu gewahrleisten, war zudem bei einigen Extrakten
eine unterschiedliche Verdlnnung der einzelnen Fraktionsbereiche nétig. Tabelle 19gibt einen
Uberblick tber die in den jeweiligen Fraktionen identifizierten Analyten sowie deren
Verdlnnungen, aus denen die Kalibrierung mittels Standardadditionsverfahren erfolgte. Die
Analysen haben gezeigt, dass die bisher in der Literatur beschriebenen Strukturen des
Chol-Glc, Sito-Glc, Stigma-Glc und Camp-Glc eindeutig in quantifizierbaren Mengen in der
Schale und Frucht nachweisbar waren. Dartiber hinaus konnten auch die Strukturen des
Sito-Gal und des Stigma-Gal nachgewiesen und quantifiziert werden. Bisher wurden
ausschlieBlich die Glucoside des Cholesterols, g-Sitosterols,Stigmasterols und Campesterols
charakterisiert und quantifiziert.***® Das Auftreten von Sterol-Gals konnte in vorherigen
Studien nicht bestatigt werden.™® Somit konnten Sterol-Gals erstmals in Auberginenextrakten
quantifiziert werden. Dabei erwies sich die Quantifizierung der Galactoside jedoch als
Herausforderung, da diese in den schwach verdiunnten Messlésungen mit keiner HPLC-
Methode volistdndig von den Glucosiden trennbar waren. Durch die Verwendung des
Standard-Additionsverfahrens konnte das Signal der Galactoside dennoch verifiziert werden
und eine standardisierte Integration der Signale erfolgen, welche eine Quantifizierung trotz
unzureichender Grundlinientrennung zulieR.

Tabelle 19: Ubersichtder identifizierten SGs in den einzelnen Fraktionsbereichen der MLCCC-
Anreicherung und deren Verdlnnung fir die Quantifizierung mittels LC-MS/MS

Fraktionsbereich identifizierter Analyt Verdunnungsfaktor der
der MLCCC- Messlosung
Anreicherung

1-10 - -
Chol-Glc 400
11-20 Camp-Glc (z) 400
Stigma-Glc (1) 400
Chol-Glc (z) 4000
Sito-Glc 25000-62500
Stigma-Glc 5000-25000
21-40 Camp-Glc 5000-25000
Sito-Gal 80
Stigma-Gal 40

+ nicht in allen Messlésungen nachgewiesen

Beispielhaft ist inAbbildung 27 ein Chromatogramm der MLCCC-Fraktion 21-40 der Frucht
mit dem Verdunnungsfaktor 40 dargestellt, aus welchen deutlich wird, dass das Signal des
Sito-Gal bei 15,70 Minuten im linken Diagramm nach Dotierung mit etwa der doppelten
Menge der Struktur an Intensitat gewinnt, sodass ein deutlicher Peakflachenzuwachs zu
verzeichnen war (siehe Signal bei 15,72 Minuten im rechten Diagramm).Folglich konnte zum
einen das Signal verifiziert werden und zum anderen eine Quantifizierung erfolgen, welche
durch Lotfallung zum Signal des Sito-Glc bei 15,2 Minuten (Signal oberhalb des
Intensitatsbereiches) erfolgte.
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Abbildung 27: Signal des Sito-Gal in verdunnter Probenldsung (links) und aufdotierter Probe (rechts)

Tabelle 20gibt einen Uberblick tber die Quantifizierungsergebnisse. Dabei wurden die
Ergebnisse der MLCCC-Fraktionen, in denen der jeweilige Analyt enthalten war,
zusammengefasst.Alles in allem wurde ein Gesamtgehalt an SGs von 540 mg/kg
Trockengewicht (81 mg/kg Frischgewicht) in der gesamten Aubergine bestimmt. Die
Ergebnisse verdeutlichen, dass der massenbezogene Anteil an SGs in der Schale mit
737 + 256 mg/kg deutlich hoher als in der Frucht mit 344 + 107 mg/kgist, wogegen sich durch
die insgesamt hohere Masse in der Summe immer noch mehr SGs in der Frucht befinden.
Dies ist insofern bedeutend, da sich andere steroidale Glycoside wie Glykoalkaloide starker in
der Frucht als in der Schale anreichern.”® Ein Grund dafiir kénnte die Akkumulation der SGs
in den Plasmamembranen diverser Pflanzenzellen sein, wobei die genaue Funktion der SGs
jedoch noch nicht vollstandig verstanden wurde.” Generell bestatigten die Ergebnisse die von
Nystrom et al. (2012)* und Duperon et al. (1984)"*'bestimmte Komposition an SGs in
Auberginen. So wurden etwa 68 % Sito-Glc, 26 %Stigma-Glc, 4% Camp-Glc und
2 %Chol-Glc ermittelt.

Tabelle 20: Quantifizierung der bedeutendsten SGs in Auberginen in mg/kgTrockengewicht (gegeben
als Mittelwert + Standardabweichung)

Schale Frucht
Wasseranteil 92,3 % 94,3 %
durchschnittliche

Masse (TW) 3,669 15,93 ¢
n MW + SD NWG BG n MW + SD NWG BG
Chol-Glc 3 84116 0,28 0,93 3 7,7+39 0,06 0,21
7-DHC-GIc <BG 0,02 0,07 <BG 0,005 0,017
Ds-Glc <BG 0,07 0,22 <NWG 0,015 0,051
Sito-Glc 3  4975+189,9 13,86 46,22 3 2331+74,1 3,19 10,62
Stigma-Glc 3 192,8 £ 43,7 5,21 17,36 3 82,7+ 20,0 1,20 3,99
Camp-Glc 3 26,1+ 13,6 2,72 9,08 3 16,0+ 6,9 0,63 2,09
Sito-Gal 2 99+59 0,35 1,16 3 3,35 +1,68 0,08 0,26
Stigma-Gal 2 1,73+0,98 0,13 0,46 3 0,75+ 0,25 0,03 0,11
Camp-Gal <NWG 0,05 0,15 <NWG 0,01 0,04
Sito-Cello <BG 0,19 0,63 <BG 0,04 0,14
Stigma-Cello <BG 0,24 0,79 <BG 0,05 0,18
Camp-Cello <NWG 0,12 0,41 <NWG 0,03 0,09

Summer der 737 + 256 344 £ 107
quantifizierten SGs
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TW: Trockengewicht;MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; <BG: unterhalb der Bestimmungsgrenze; <NWG:
unterhalb der Nachweisgrenze; n: Anzahl der Bestimmungen

Der Anteil der Galactoside des g-Sitosterols und Stigmasterols war etwa um den Faktor 50-
100 niedriger als der Anteil der Glucoside. Das Camp-Gal konnte dagegen in keinem der
Extrakte nachgewiesen werden.

Bisherige Studien zu den Gehalten an SGs in Auberginen sind selten und wurden mit
unterschiedlichsten Methoden durchgefihrt (Tabelle 18). So wurden von Nystrém et al.
(2012), mittels Hydrolyse der SGs und anschlieender Bestimmung freier Sterole, deutlich
geringere Gehalte(65,1 ug/g SGs Trockengewicht) in Auberginen bestimmt als in
vorliegender Studie.* Augenscheinlich fihrten die hier angewandten sauren Bedingungen zu
erheblichen Verlusten. Bei der Analyse von intakten SGs wurden von Sugawara et al. (1999)
mittels HPLC-ELSD(35 pg/g SGs Frischgewicht) und Zimowski et al. (1996) mittels
GC-FID(67,7 mg/kg Frischgewicht) vergleichbare Gehalte bestimmt.**!?® Dabei konnten bei
der von Sugawara et al. (1999) genutzten HPLC-ELSD Methode die SGs ausschlielich als
Summenparameter bestimmt werden, welche bei einem durchschnittlichen Wassergehalt von
etwa 7 % eine Gesamtmenge von 583 mg/kg in der gesamten Frucht ergaben.'?® Dieser Wert
ist vergleichbar mit dem in dieser Studie bestimmten mittleren Gehalt von 540 mg/kg.
Zimowski et al. (1996) konnte dagegen die einzelnen SGs nach Derivatisierung mittels GC
voneinander trennen und analysierte mit 967,1 mg/kg Trockengewicht in der Summe sogar
deutlich hohere Werte als in vorliegender Studie. Trotz intensiver Priifung auf Galactoside
mittels DC und GC, konnten diese von Zimowski et al. (1996) nicht detektiert werden.
Daruber hinaus wurdevon Zimowski et al. (1996) der aufllergewohnlich hohe Anteil des
Chol-Glc im Vergleich zu anderen SGs enthaltenden Pflanzen verdeutlicht.®® Dies ist mit
Sicherheit auf die Funktion des Cholesterols als Vorstufe fur diverse Glycoalkaloide und
Saponine im komplexen Sterolmetabolismus zuriickzufiihren.?® Andere Studien, in denen das
Sito-Glc und Poriferasterol-Glucosid (ein Konformationsisomer des Stigmasterols) gezielt
mittels SC (Kieselgel) angereichert wurden, bestétigten darliber hinaus die hohen Gehalte von
SGs in der Schale. So konnten von Shabana et al. (2013) Konzentrationen im Bereich von
mg/kg Trockengewicht das Sito-Glc und Poriferasterol-Glucosid isoliert werden
(Tabelle 18).*? Eine andere Studie befasste sich mit SGs in der Wurzel und ist daher nicht
vergleichbar mit den hier bestimmten Werten fur die Matrix der Frucht. Jedoch konnten auch
aus diesen Pflanzenkompartimenten das Sito-Glc und Stigma-Glc isoliert werden.*°
Zusammenfassend konnten erstmals die wichtigsten SGs in Auberginen mittels neuartiger
LC-MS/MS Methode quantifiziert werden, welche eine selektive und prazise Bestimmung der
Zielanalyten zuliel3. Weshalb sich SGs speziell in der Schale anreichern, konnte abschlieRend
nicht geklart werden und bleibt ein Aspekt flir zukinftige Forschungen.

4.5.1.2 ldentifizierung und strukturelle Aufklarung neuartiger SGs in Solanum

melongena (Aubergine)

Die mengenméfRig bedeutendsten, bereits unter Kapitel 4.5.1.1 (S.71ff.) beschriebenen,
neuartigen Strukturen stellten die Strukturen des Sito-Gals und des Stigma-Gals dar. Das
Camp-Gal konnte hingegen nicht nachgewiesen werden, wobei Gehalte unterhalb der BG
aufgrund starker Matrixbelastung der Extrakte nicht ausgeschlossen werden konnten. Durch
hohe Aktivitdten diverser Galactosyltransferasen wurden Galactoside bisher bereits in
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Auberginen vermutet, konnten jedoch noch nicht nachgewiesen werden.**'"® Im Gegensatz zu
Zimowski et al. (1996) der keine gleichzeitige Anwesenheit von Sterol-Glcs und Sterol-Gals
nachweisen konnte, wurde in vorliegender Studie erstmals der Nachweis der Sterol-Gals
gefiihrt (siehe Abbildung 27, Kapitel, 4.5.1.1, S.73). Zusétzlich konnten diese in vorliegender
Studie quantifiziert werden (siehe Tabelle 19).Neben den bekannten Signalen der Sterol-Gals
konnten mit der neu entwickelten LC-MS/MS-Methode auch unbekannte Signale detektiert
werden, welche zwar dieseloen MRM-Ubergange wie die synthetisierten Strukturen
aufwiesen, jedoch bei anderen Retentionszeiten detektiert wurden. In der Literatur wird ein
vergleichbares Fragmentierungsmuster fur alle SGs mit gleicher Konstitution beschrieben.?
Da auch die Stereoisomere der Sterol-Glcs und Sterol-Gals ein nahezu identisches
Fragmentierungsmuster aufwiesen, liegt es nahe, dass es sich bei diesen Strukturen ebenfalls
um Isomere der bekannten Strukturen handelt. Eines der Signale stellte dabei mit Sicherheit
das von Shabana et al. beschriebene Poriferasterol-Glucosid ((34,22E,24R)-Stigmasterol-
Glucosid) dar (siehe Tabelle 18, Kapitel 4.5.1, S.70), welches in ahnlichen Intensitatenwie das
Stigma-Glc im LC-MS/MS-Chromatogramm detektiert werden konnte (siehe Abbildung 28,
links).?> Dabei handelte es sich um einen Extrakt des MLCCC-Fraktionsbereich 10-20, in
welchem bei 13,20 Minuten und 13,57 Minuten zwei Signale neben dem bekannten Stigma-
Glc bei 14,25 Minuten detektiert wurden. Dabei stimmten die MRM-Ubergange auch bei
13,20 Minuten (siehe Abbildung 28, links) mit denen des Stigma-Glc iberein, weshalb davon
auszugehen ist, dass es sich hierbei um das beschriebene Poriferasterol-Glucosid handelt.*?
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Abbildung 28: Unbekannte detektierte Strukturen mit dhnlichen MRM-Ubergangen wie Stigma-Glc
(links) und Sito-Glc (rechts) in der MLCCC-Fraktion 11-20 der aufgearbeiten Auberginenextrakte

Daruber hinaus konnten auch Signale mit dem Masseniibergang des Quantifiers des Sito-Glc
detektiert werden (siehe Abbildung 28, rechts, blaue Massenspur). Die Verhéltnisse der
Massenubergénge der Qualifier stimmten dabei nicht Gberein, was fur dem Sito-Glc ahnliche
Strukturen mit derselbenMasse, jedoch unterschiedlichem strukturellen Aufbau spricht. Alles
in allem gab es deutliche Hinweise auf verschiedene unbekannte Mono-SGs in den
Auberginenproben, deren strukturelle Aufkldarung im Rahmen der Arbeit jedoch nicht
maoglich war.

Neben neuartigen SGs mit einer Zuckereinheit wurde mit dem Sito-Cello zusétzlich eine
mehrfach glycosilierte steroidale Struktur detektiert, welche bisher noch nicht flir Auberginen
beschrieben wurde. Die normal aufgearbeiteten Extrakte lieferten nur sehr schwache, nicht
eindeutige Signale im LC-MS/MS Chromatogramm. Zum eindeutigen Nachweis der
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Strukturen war daher eine spezielle Anreicherungsmethode nétig, welche unter anderem eine
Flash-Chromatographie mittels Lichoprep RP-18 Material vor der MLCCC-Anreicherung
umfasste. Mit dieser Methode konnten speziell freie Zuckerstrukturen und andere polare
Bestandteile des Chloroform-Methanol-Extraktes vor der MLCCC abgetrennt werden. In
Folge dessen wurde in den so aufgearbeiteten Extrakten ein schwaches Signal des Sito-Cello
und des Stigma-Cello detektiert. Dabei konnten die Strukturen mittels analytischer HPLC aus
dem MLCCC-Fraktionsbereich 1-10 angereichert werden, was dem chromatographischen
Verhalten der synthetisierten Standards entsprach(siene Kapitel 4.3.1.3, S.51ff.). Die
Verifizierung erfolgte aus denaufkonzentrierten Fraktionen 34-37 der analytischen HPLC,
wobei durch mehrfache Injektionen mit hohem Injektionsvolumen (80-100 pl) eine gezielte
Anreicherung der Struktur erreicht werden konnte(siehe Kapitel 4.3.4.1, Tabelle 11, S.61ff.).
AnschlieRend erfolgte die Probenvorbereitung analog zu den vorherigen Bestimmungen und
die Qualifizierung mittels LC-MS/MS. Wie Abbildung 29verdeutlicht, konnte so der
Nachweis des Sito-Cellos durch Vergleich des aufgenommenen LC-MS/MS-
Massenspektrums (A) mit dem Massenspektrum des synthetisierten Standards (B) geflhrt
werden. Durch die spezielle chromatographische Aufarbeitungsmethode war eine verlustfreie
Anreicherung der Strukturen jedoch nicht gegeben, was einen quantitativen Nachweis
verwehrte. Eine zusatzliche Verifizierung des Sito-Cellos erfolgte durch Hydrolyse der
angereicherten Struktur mit anschlieBender separater Analytik von Sterol und Zuckeranteil
mittels GC-FID und HPLC-FLD. Dabei wurde der mittels analytischer HPLC angereicherte
Fraktionsbereich 34-37 (ber zwei Stunden sauer hydrolysiert und die wassrige Phase mit
n-Hexan extrahiert. Die anschlieBende Analytik steroidaler Strukturen aus der organischen
Phase mittels GC-FID lieferte nur ein einziges Signal fur das g-Sitosterol bei 14,2 Minuten
(siehe Kapitel 4.3.3.1, S. 55ff.). Gleichzeitig konnte in der wassrigen Phase nach reduktiver
Aminierung mit anschlieRender HPLC-FLD Analytik ausschliellich die Glucose
nachgewiesen und durch ein Dotierungsexperiment eindeutig bestatigt werden. Damit konnte
bewiesen werden, dass im Zuckeranteil des detektierten SGs ausschlieRlich Glucose
vorkommt, was das Cellobiosid (D-Glucosyl-5-(1—4)-D-Glucose) bestatigt.
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Abbildung 29: Massenspektrum  (LC-MS/MS) des Sito-Cellos aus einemaufkonzentrierten
Auberginenextrakt (A) im Vergleich zum synthetisierten Standard (B)

Neben dem eindeutigen Signal des Sito-Cello waren auch schwache Signale des Stigma-Cello
in einigen aufgearbeiteten Auberginenextrakten der MLCCC-Fraktion 1-10 zu finden. Dieses
konnte jedoch nicht in derselben Art wie das Sito-Cello angereichert werden.

Insgesamt konnte der eindeutige Nachweis fur drei neuartige SGs in Auberginenextrakten
gefiihrt werden. Diese warendas Sito-Gal, das Stigma-Gal,das Sito-Cello und das
Stigma-Cello, welche selektiv mittels empfindlicher LC-MS/MS Analytik und durch
Hydrolyse mit anschlieBender Analytik des freien Sterols und der freien Zucker
charakterisiert wurden.Das Stigma-Cello konnte zwar identifiziert werden, der zusétzliche
Nachweis mittels Massenspektrometrie, in Form eines CID-Experimentes, konnte durch die
im Vergleich zum Sito-Cello deutlich niedrigeren Konzentrationen jedoch nicht geflhrt
werden.

4.5.1.3 GlycosilierteVitamin D-Strukturen in Solanum melongena (Aubergine)

Neben den klassischen neuartigen glycosilierten steroidalen Strukturen konnten auch spezielle
neuartige steroidale Verbindungen,welche eine Vitamin D-Struktur aufwiesen, aus
Auberginenpflanzen extrahiert werden. Bei diesen handelte es sichzum einen um das
7-DHC-Glc und zum anderen um das Ds-Glc, welche nach gezielter UV-Bestrahlung
nachweisbar waren.
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Glycosilierte Vitamin D-Strukturen konnten dabei ausschlieBlich aus Extrakten der Schale
nachgewiesen werden, wobei auch hier nicht alle Proben diese enthielten. Zum Nachweis
wurde die spezielle Aufarbeitungsmethode (siehe Kapitel 4.3.2, S.54) analog zur
Anreicherung des Sito-Cellos mittels Lichoprep RP-18 Chromatographie sowie eine
abschlieBende Aufkonzentrierung mittels HPLC-Anreicherungsmethode (siehe Kapitel
11.5.5, S.134, Anhang) angewandt. Da das 7-DHC-Glc ausschlieRlich in der Schale
nachweisbar war, liegt es nahe, dass spezielle abiotische Faktoren fur die Bildung dieser
Struktur verantwortlich sind. So wurden ausgewahlte Auberginenproben gezielt mit
verschiedenen UV-Lampen bestrahlt und anschlieBend mit der etablierten Methode
aufgearbeitet.Generell konnte in allen bestrahlten Proben das 7-DHC-Glc nachgewiesen
werden. Dies spricht deutlich fur einelichtabhangige Synthese dieser Struktur, welche
biosynthetisch aus dem Cholesterolstoffwechsel stammt.®® Somit koénnte durch den
unterschiedlichenEinfluss von UV-Licht auf die verschiedenen Auberginenproben erklart
werden, weshalb nicht alle unbestrahlten Extrakte 7-DHC-GlIc enthielten.Auch biosynthetisch
ist diese Hypothese erklarbar. So ist der letzte Schritt der Biosynthese des Cholesterols die
enzymatisch katalysierte Umwandlung des 7-Dehydrocholesterols mittels
7-Dehydrocholesterol-Reduktase (DHCR7). Eine funktionelle Verénderung dieses Enzyms
fihrt beim Menschen zu einer deutlichen Verschiebung des Verhéltnisses von Cholesterol zu
Vitamin D-Strukturen.*” Daher ist es durchaus denkbar, dass es auch bei Pflanzendurch
lichtinduzierten Stress zu einer Hemmung der DHCR7 kommt, was folglich zu einer
Akkumulation des7-Dehydrocholesterols und einer vermindertenCholesterolproduktion fhrt.
In Folge dessen wirde auch eine anschlieBende Glycosilierung des Sterols mittels
Glucosyltransferasen nicht am Cholesterol sondern am 7-Dehydrocholesterol erfolgen, was
eine Synthese von 7-DHC-GIc in nennenswerten Konzentrationen zur Folge hatte.

Neben der Bildung von 7-DHC-Glc durch UV-Licht konnte zusétzlich eine
strahlungsinduzierte Umwandlung des 7-DHC-GIc in das Ds-Glc festgestellt werden, welche
jedoch von der Intensitat und Dauer der Bestrahlung abhéngig war.So stellt das 7-DHC die
direkte Vorstufe des Vitamin D3 dar, dessen lichtinduzierte Umlagerung auch in glycosilierter
Form bewiesen wurde (siehe Kapitel4.1.2.2, S. 42ff.). Diese sollte in den nachfolgend
beschriebenen Experimentenauch an lebenden pflanzlichen Proben verifiziert werden. Dazu
wurden kongruent zu den in vitro Versuchen der Synthesestandards (siehe Kapitel4.1.2,
S.39ff.) frische Auberginen mit verschiedenen UV-Lampen bestrahlt. In Gber 25 Stunden
mittels CAMAG Lampe bei 254 nm (8 W) bestrahltenAuberginenproben konnte kein D3-Glc
nachgewiesen werden. Hier reichte die Strahlungsintensitat nicht aus, um eine Umwandlung
zu induzieren. Daher wurde in einem weiteren Experiment die deutlich intensivere 125 W
Quecksilberdampflampe zur Bestrahlung genutzt. Zur zeitlichen Kontrolle wurde sowohl fur
70Minutenals auchiber 270 Minuten bestrahlt. Dabei konnte nach 70 minitiger Bestrahlung
der Nachweis fir das Ds3-Glc bei gleichzeitiger Anwesenheit von 7-DHC-Glc gefiihrt
werden.Die Qualifizierung durch LC-MS/MS erfolgte dabei nach Aufkonzentrierung der
Analyten mittels Anreicherungsmethode (siehe Kapitel 11.5.5, S.134) an der analytischen
HPLC.Wie in Abbildung 30 dargestellt, konnte so ein eindeutiges Signal fur das 7-DHC-Glc
aus den vereinigten HPLC-Fraktionen 29-32 und fir Ds-Glc aus den vereinigten HPLC-
Fraktionen 24-26 detektiert werden.
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Abbildung 30: Nachweis des 7-DHC-Glc (links) und des Ds-Glc (rechts) aus angereicherten
Auberginenextrakten nach 70 minutiger Bestrahlung mittels 125 W UV-Lampe

Dies ist vergleichbar mit den Fraktionen der anhand der synthetisierten Standards bestimmten
Retentionszeitenvon 23,9 Minuten des D3-Glc und 30,1 Minuten des 7-DHC-Glc (siehe
Kapitel 4.3.4.1, S.61, Tabelle1l).Da die in Kapitel 4.3.41 beschriebene
Anreicherungsmethode eine Peakverbreiterung nach sich zog, wurden entsprechende
Fraktionsbereiche gebildet, um mdglichst viel Substanz anreichern zu kénnen (Fraktion 29-32
und 24-26, s.0.).

Eine abschlieRende Verifizierungsowohl fur 7-DHC-Glc (links) als auch fir Ds-Glc (rechts)
erfolgte durch Vergleich der LC-MS/MS-Massenspektren der positiven Proben (A) mit den
synthetisierten Standards (B), welche inAbbildung 31 dargestellt sind. Nach 270 mindtiger
Bestrahlung konnten ausschlieflich Spuren des Ds-Glc bei gleichzeitig starkerer
Matrixbelastung der aufgearbeiteten Probe detektiert werden. Dies spricht deutlich flr eine
Degradation des D3-Glc, wie sie auch bei den in vitro Versuchen beobachtet werden konnte
(siene Kapitel 4.1.2.2, S. 42ff.). Durch die spezielle Anreicherungsmethode waren auch in
diesem Experiment ausschliefflich qualitative Aussagen moglich.

Alles in allem legen die Versuche nahe, dass die Strahlungsintensitait der CAMAG UV-
Lampe (8W) zu niedrig war, um eine Umwandlung des 7-DHC-GIc in das D3-Glc in
biologischen Proben zu induzieren. Dagegen genlgte eine relativ kurze Bestrahlungsdauer
mit der hochintensiven 125W Quecksilberdampflampe fir eine Umwandlung in der
Auberginenschale. Eine langere Bestrahlung bei derart hohen Strahlungsintensitaten fihrte
dagegen zum Abbau des Produktes. Dennoch konnte erstmals der Nachweis fiir glycosilierte
Vitamin D-Strukturen in Auberginen gefiihrt werden, obwohl das Auftreten von D-Vitameren
zwar vermutet, bisher jedoch noch in keiner Studie belegt werden konnten.®! Vor allem
glycosilierte  Vitamin D-Strukturen, wie sie in diversen kalzinogenen Pflanzen
vorkommen,sind dabei fur die Aubergine in jeglicher Hinsicht neuartig.”>*’ Durch die
dargestellten Experimente konnten erstmals glycosilierte Vitamin D-Strukturen qualifiziert
werden, fiir deren Bildung eine Abhdangigkeit von abiotischen Faktoren, insbesondere vom
UV-Licht, bestehen muss. Eine abschlieBende Aufklarung der genauen Zusammenhéange war
in dieser Studie jedoch nicht moglich und ist ein Aspekt fir zukinftige Untersuchungen.
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Abbildung 31: Darstellung der Massenspektren des 7-DHC-Glc (links) und Ds-Glc (rechts),
angereichertaus bestrahlten Auberginenextrakten (A) im Vergleich zu denSynthesestandards (B)

4.5.1.4 Zusammenfassung neuartiger glycosilierter steroidaler Strukturen in Solanum
melongena (Aubergine)

Mit der entwickelten Methode zur Anreicherung und Charakterisierung glycosilierter
steroidaler Strukturen aus pflanzlichen Proben konnten viele bisher nicht beschriebene
Strukturen in der Aubergine identifiziert und anhand der Vielzahl an synthetisierten Standards
eindeutig charakterisiert werden. Tabelle 21 fasst alle neuartigen Strukturen zusammen.Dabei
wurden zundchst Strukturen mit bereits bekanntem Sterolgrundgeriist jedoch neuartigem
Glycosilierungsmuster isoliert.Dazu z&hlen die Strukturen des Sito-Gal, Stigma-Gal,
Sito-Cello und Stigma-Cello. Viel bedeutender war jedoch die Isolation von glycosilierten
Vitamin D-Strukturen, welche eine auRergewodhnliche Quelle fur pflanzliches Vitamin D
darstellen konnten.?*°So wurden eindeutig die Strukturen des 7-DHC-Glc und des Ds-Glc
nach aktiver Bestrahlung mit UV-Licht nachgewiesen, wobei eine deutliche Abh&ngigkeit
von Bestrahlungsdauer und Bestrahlungsintensitat bestand (siehe Abbildung 32). Die genauen
Zusammenhange und die Bedeutung der neuartigen Verbindungen fur die Pflanze konnten in
dieser Studie nicht geklart werden. Sicher ist jedoch, dass das 7-Dehydrocholesterol die
direkte Vorstufe des Cholesterols im Isoprenoidstoffwechsel der Pflanzen darstellt und die
Aubergine ungewohnlich grofle Mengen an Cholesterol als Vorstufe diverser Saponine und
Steroidalkaloide aufweist.?®

Tabelle 21: Zusammenfassung der Anreicherung neuartiger Strukturen aus Solanum melongena

Bestrahlungsart | Bestrahlungs- | Fraktionsbereich | HPLC-Fraktionder | identifizierte
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dauer der MLCCC- Anreicherungsmethode Analyten
Anreicherung (siehe Tabelle 11)
unbestrahlte Probe - 1-10 34-37 Sito-Cello
Sigma-Cello
- Sito-Gal
unbestrahlte Probe - 21-40 ) Stigma-Gal
Camag UV-Lampe ) ) ) )
(8 W, 254 nm) 25h 8-20 29-32 7-DHC-Glc
Narva UVS 125 W 70 min 8-20 29-32 7-DHC-GIc
Quecksilberdampflampe (1,2 h) 24-26 Ds-Glc
Narva UVS 125 W 270 min
Quecksilberdampflampe (4,5 h) 8-20 i Ds-Gle (<BG)

Daher ist neben den Glycoalkaloiden, wie Solasodin und Solamargin, wohl auch das
Cholesterol und das 7-Dehydrocholesterol zugénglich fir Glycosyltransferasen, welche eine

aktive Glycosilierung dieser Strukturen bewirkt.”*"%

125 W Niederdruck-

Quecksilberdampflampe

-0
IR S
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/1N
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(frisch, lebend)
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(frisch, lebend)

¥

}

}

Aufarbeitung
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Extraktion (CHC1,/MeOH 2:1)
Lichoprep RP-18 Flash-Chromatographie (MeOH-Eluat)
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Abbildung 32: Schematische Darstellung des Bestrahlungsexperimentes

Vitamin D-Glucosiden

zum Nachweis von

Mit den durchgeflihrten Experimenten konnte bewiesen werden, dass unter Einfluss von
UV-Licht eine Akkumulation des 7-Dehydrocholesterols auftritt, welchesin vitround in
vivodurch Bestrahlung mit UV-Licht in das D3-Glc umgewandelt wird. Dartiber hinaus wurde
in Abhéngigkeit der Strahlungsintensitéat in der Schale von Auberginen das D3-Glc aus dem
7-DHC-GIc gebildet. Dabei musste die Strahlungsintensitat ausreichend groR sein, um eine
Bildung zu induzieren.Zu hohe Intensitaten fuhrten dagegen zu einem Abbau der Struktur,
welche sehr sensibel gegeniiber abiotischen Faktoren ist."®® Dies wiirde auch erklaren, dass
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sich in der Auberginenprobe, welche sehr lange mit der intensiven 125 W Niederdruck-
Quecksilberdampflampe bestrahlt wurde, ausschliel3lich Spuren des D3-Glc detektiert werden
konnten. So wurde das 7-DHC-Glc vollstandig ber den beschriebenen Mechanismus der
Vitamin D Umlagerung in das Vitamin D3 umgewandelt, wobei die lange Reaktionszeit mit
Sicherheit zu diversen Neben- und Abbauprodukten fiihrte. Daher konnten zwar noch Spuren
des D3-Glc detektiert werden, das 7-DHC-GIc hingegen wurde bereits vollstdndig abgebaut.
Die Ergebnisse decken sich mit den in vitroExperimenten zur Bestrahlung des synthetischen
7-DHC-Glc(siehe Kapitel 4.1.2.2, S.42ff.) und stiitzen somit den postulierten Mechanismus
der Bildung des 7-DHC-Glc und Ds-Glc in Auberginen.®

45.1.5 Freie Vitamin D-Strukturen

Im vorangegangenen Kapitel 4.4.1 (S.65ff.) wurde der Nachweis glycosidisch gebundener
Vitamin D-Strukturen gefuhrt. Im Gegensatz dazu berichtet Aburjai et al. (1998) auch von
freien Vitamin D-Strukturen in Auberginen. Daher wurden die Proben analog zum
Goldhafer (siehe Kapitel 4.4.2, 68f.), mit der Methode nach Seeburg et al. (2014)
aufgearbeitet und anschlieend mittels LC-MS/MS qualifiziert.

Tabelle 22: Qualifizierung freier Vitamin D-Strukturen in Solanum melongena

Analyt

Ergosterol 7-Dehydrocholesterol Vitamin D, Vitamin Dj

+ <BG <BG <NWG

+, eindeutig nachweisbar; < NWG, unterhalb der Nachweisgrenze; < BG, unterhalb der Bestimmungsgrenze

Wie in Tabelle 22dargestellt, konnte deutlich das Ergosterol nachgewiesen werden. Die
Strukturen des 7-Dehydrocholesterol und Vitamin D, waren ausschliel}lich im Spurenbereich
nachweisbar, weshalb auf eine Quantifizierung verzichtet wurde. Dennoch konnte deutlich
belegt werden, dass neben dem glycosidisch gebundenen 7-Dehydrocholesterol auch freies
7-Dehydrocholesterol in Auberginen zu finden ist, welches bei ausreichender UV-Bestrahlung
auch in freies Vitamin D3 umgewandelt werden kdnnte.

45.2  Glycosilierte steroidale Strukturen in Trisetum flavescens (Goldhafer)

Nach dem erfolglosen Versuch glycosilierte Vitamin D-Strukturen aus dem Goldhafer
anzureichern und zu charakterisieren, sollte mit der neu entwickelten Methode der
Goldhaferauch auf SGs gepriift werden, welche, wie in der Aubergine gezeigt wurde, eng mit
dem Vorkommen von glycosilierten D-Vitameren zusammenhdngen. Dabei zeigten alle
aufgearbeiteten Goldhaferproben verschiedener Standorte und unterschiedlicher Erntezeiten
vergleichbare qualitative Ergebnisse.Aus den dargestellten Ergebnissen wird ersichtlich, dass
auch im Goldhafer eine Vielzahl von SGs enthalten waren. Dazu z&hlten die Glucoside der
wichtigsten Phytosterole des f-Sitosterols, Stigmasterols und Campesterols, welche auch in
der Aubergine die bedeutendsten Strukturen darstellten. Galactoside waren hingegen nicht
nachweisbar. Wie bei den Auberginenproben konnten auch hier weitere Signale detektiert
werden, welche zwar ahnliche MRM-Ubergange wie die bekannten Glucoside, jedoch
variierende Retentionszeiten aufwiesen. Eine Struktur mit den MRM-Ubergangen des
Stigma-Glc bei 13,8 Minuten kénnte dabei ein bereits in der Aubergine detektiertes Isomer
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des Stigma-Glc darstellen (siehe Kapitel4.5.1, S. 70ff.). Ein weiteres Signal mit ahnlichen
Ubergéngen konnte auch bei 13,2 Minuten nachgewiesen werden. Zusatzlich wurden in der
MLCCC-Fraktion 11-20 noch zwei Strukturen erkannt, welche dieselben MRM-Ubergéange
wie das Sito-Glc und das 7-DHC-Glc, jedoch andere Retentionszeiten (12,5 Minuten und
13,8 Minuten) aufwiesen. Eine abschlieBende Strukturaufklarung aller zusétzlichen
unbekannten  Signale konnte, wie auch bei der Aubergine, nicht getatigt
werden.Tabelle 23gibt einen Uberblick zu den identifizierten SGs in den jeweiligen MLCCC-
Fraktionen der aufgearbeiteten Extrakte. Viel bedeutender war hingegen der qualitative
Nachweis des 7-DHC-GIc in den Goldhaferextrakten. Dieses konnte wie auch in der
Aubergine aus der MLCCC-Fraktion 11-20 sowohl mit als auch ohne Lichoprep RP-18
Aufreinigung nachgewiesen werden. Das D3-Glc hingegen konnte in keinem der Extrakte
detektiert werden. Die Ergebnisse waren damit kongruent zu denen der Aubergine, in welcher
das Ds-Glc ausschlielich nach aktiver UV-Bestrahlung enthalten war. Dies kdnnte eine
Erklarung liefern, weshalb keine glycosilierten Vitamin D-Strukturen in Goldhaferextrakten
gefunden werden konnten, da die Analytik hier aus unbestrahlten Proben erfolgte. Somit
konnte auch im Goldhafer die Bildung glycosilierter Vitamin D-Strukturen stark von
abiotischen Faktoren abh&ngen, wobei vor allem die Intensitdt des UV-Lichtes einen
entscheidenden Einfluss zu haben scheint und die UV-Intensitat der Sonnenstrahlen in Europa
nicht ausreicht.”® Ahnliche Beobachtungen wurden auch von Mello et al. (1991) gemacht,
welcher den Einfluss von UV-Licht, Temperatur und Sonneneinstrahlung auf die kalzinogene
Aktivitat des Goldhafers untersucht hat.®*

Tabelle 23: Ubersicht identifizierter SGs in verschiedenen Goldhafer Extrakten

Probe Fraktionsbereich der identifizierte Analyten Unbekannte Strukturen
MLCCC-Anreicherung charakteristischer Fragmentierung
1-10 - -
7-DHC-Glc 7-DHC-Glc (12,5 min)
: Chol-Glc Sito-Glc (13,8 min)
Goldhafer 4. Schnitt 11-20 Sito-Glc Stigma-Glc (13,8 min)
Ernte 2012 Sti Gl
(mit und ohne C:agrrr?pa-Glcc
Lich RP-1 .
Xu?grrt?gitung)S Chol-Glc Stigma-Glc (13,2 min)
Sito-Glc Stigma-Glc (13,8 min)
21-40 -
Stigma-Glc
Camp-Glc
1-10
7-DHC-Glc 7-DHC-Glc (12,5 min)
11-20 Chol-Glc Sito-Glc (13,8 min)
Goldhafer 1.Schnitt Sito-Glc Stigma-Glc (13,8 min)
Ernte 2015 Camp-Glc
Chol-Glc Stigma-Glc (13,2 min)
21-40 S_lto-GIc Stigma-Glc (13,7 min)
Stigma-Glc
Camp-Glc

Die Untersuchungen in dieser Studie hatten gezeigt, dass vor allem die Vitamin D-Aktivitat
der wasserloslichen Extrakte des Goldhafers stark mit dem Einfluss von UV-Licht
zusammenhéngen. So waren unter UV-Licht freien Bedingungen aufgewachsene
Goldhaferpflanzen nicht in der Lage eine kalzinogene Wirkung bei Huhnerkiiken zu
bewirken. Dagegen zeigten diejenigen Kiken, welche mit den wasserldslichen Extrakten von
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Freilandproben und UV-bestrahlten Proben geflttert wurden, deutlich weniger rachitische
Symptome. Auch konnte ein deutlicher Unterschied zwischen einheimischen
Goldhaferextrakten und brasilianischen Extrakten beobachtet werden, was auf eine deutlich
intensivere und langere Sonneneinstrahlung bei brasilianischen Proben zuriickgefiihrt
wurde.®* Somit konnte ein eindeutiger Zusammenhang zwischen UV-Bestrahlung und
Vitamin D-Aktivitaten fir pflanzliche Proben belegt werden. Alles in allem héangt die Bildung
von glycosilierten Vitamin D-Strukturen wie auch die von freien Vitamin D-Strukturen stark
von den Umweltbedingungen ab. Dies wirde erklaren, weshalb einheimische
Goldhaferproben in Folge schwacher Sonneneinstrahlung kaum Vitamin D Metaboliten
enthalten. Die Anwesenheit von glycosilierten Vitamin D-Vorstufen, wie dem 7-DHC-Glc,
legt jedoch die Grundlage fir eine mogliche UV-Licht induzierte Umwandlung in aktive
glycosilierte Vitamin D-Strukturen, welche in stidamerikanischen Proben mit starkerem UV-
Licht Einfluss zu finden sein kénnten.

45.3  Glycosilierte steroidale Strukturen in Cucurbita pepo (Zucchini)

Als weitere Pflanzenartwurde auch die Zucchini mit der neuartigen Methode auf glycosilierte
steroidale Strukturen untersucht. Die Ergebnisse dazu sind in Tabelle 24zusammengefasst.

Tabelle 24: Ubersicht identifizierter SGs in Zucchini Extrakten

Probe Fraktionsbereich der identifizierte Analyten unbekannte Strukturen
MLCCC-Anreicherung charakteristischer Fragmentierung
1-10 -
Sito-Glc Stigma-Glc (13,0 min)

Sito-Glc (13,0 min)

11-20 Sct:ignr:‘ag'cc Sito-Glc (14.0 min)
Zucchini P Sito-Glc (14,1 min)
Stsiglgtr%ﬁglc Stigma-Glc (13,1 min)
21-40 Camp-Glc Sito-Glc (14,0 min)
Sito-Gal (+)

+ nicht eindeutig nachweisbar

Im Gegensatz zu den Auberginen und Goldhaferproben konnten insgesamt deutlich weniger
bekannte glycosilierte steroidale Strukturen detektiert werden. Am bedeutendsten waren das
Sito-Glc und das Stigma-Glc, welche deutliche Signale lieferten. Das Camp-Glc war nur in
geringen Konzentrationen nachweisbar. Das Sito-Gal lieferte kein eindeutiges Signal, welches
dartiber hinaus nicht vollstandig vom Sito-Glc trennbar war, was unter anderem auf das
Konzentrationsverhdltnis  beider  Strukturen zuruckzufiihren war.Auch durch eine
entsprechende Aufdotierung mit dem synthetisierten Sito-Gal, wie bei der Aubergine (siehe
Kapitel 4.5.1.1, S.71 ff.), konnte das Signal nicht verifiziert werden. Somit bleibt fraglich, ob
diese Struktur tatsachlich als neuartige Substanz in Zucchini enthalten ist.Zusatzlich wurden
viele unbekannte Signale detektiert, welche &hnliche MRM-Uberginge, jedoch
unterschiedliche Retentionszeiten aufwiesen. Dies deutet auf Stereoisomere des Sito-Glcund
Stigma-Glc hin (sieheTabelle 24). Die Signale konnten auf die literaturbeschriebenen
A’-Sterylglycoside zuriickgefiihrt werden, welche neben einer Reihe von glycosilierten
A>-Sterylglycosiden in Zucchini vorkommen.****Eine anschlieBende Strukturaufklarung war
im Rahmen dieser Studie jedoch nicht méglich.
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Viel bedeutender war die Tatsache, dass in Zucchini weder das Chol-Glc noch glycosilierte
Vitamin D-Metabolite detektiert werden konnten. Zwar wurde von Aburjaj et al. (1998)
0,23 mg/kg freies Vitamin D3 in Zucchiniblattern bestimmt, glycosilierte Strukturen wurden
jedoch nicht gefunden.®'So scheint der Cholesterolmetabolismus fiir die Zucchini im
Vergleich zu anderen Pflanzen von geringer Relevanz zu sein, was vermutlich auf die
schwache Bedeutung von Glycoalkaloiden im Gegensatz zu vielenSolanaceae
zurlickzufuhren ist. Daher ist vor allem der Phytosterolmetabolismus von Bedeutung, welcher
nicht tiber die Struktur des Cholesterols und des 7-Dehydrocholesterols verlauft.”® Dariiber
hinaus wurde freies Vitamin D3 bisher ausschlieBlich in Zucchiniblattern gefunden,
wohingegen in vorliegender Studie die Frucht untersucht wurde.®

Alles in allem konntendie drei SGs des Sito-Glc, Stigma-Glc und Camp-Glc eindeutig in
Zucchini identifiziert werden. Davon wurde bisher das Sito-Glc und Camp-Glc in der
Literatur beschrieben.**> Das Stigma-Glc wurde noch nicht direkt erwahnt, jedoch diverse
Derivate, zu denen unter anderem die Glucoside des Spinasterols, Poriferasta-7,25-dienols,
25-Dehydrochondrillasterols und des 5a-Stigmasta-7,25-dien-3-ols zahlen.Einige dieser
Strukturen entsprechen mitgroRer Sicherheit den detektierten unbekannten Strukturen, welche
ahnliche Fragmentierungen wie das Stigma-Glc oder Sito-Glc aufwiesen(sieheTabelle 24).Ein
Nachweis von glycosilierten Vitamin D-Strukturen konnte nicht gefuhrt werden.

45.3.1 Freie Vitamin D-Strukturen

Wie auch die Aubergine wurde die Zucchini auf freie Vitamin D-Strukturen untersucht (siehe
Kapitel 4.5.1.5, S. 82). Im Gegensatz zur Aubergine wurde in der Zucchini freies Vitamin Ds
von Aburjai et al. (1998) in den Blattern nachgewiesen, wohingegen freies
7-Dehydrocholesterol nicht beschrieben wurde.®* FreiesVitamin D3 konnte in dieser Studie
auch erstmals in der Frucht bestatigt werden. Dartiber hinaus waren die Strukturen des
Ergosterols und des 7-Dehydrocholesterols nachweisbar. Vitamin D, konnte hingegen nicht
detektiert werden. Den grofiten Anteil machte das Ergosterol aus, wahrend
7-Dehydrocholesterol und Vitamin D3 nur in Spuren unterhalb der BG detektiert werden
konnten. Fir eine Quantifizierung dieser Strukturen mussen deutlich gréRere Probenmengen
aufgearbeitet werden.

Tabelle 25: Qualifizierung freier Vitamin D-Strukturen in Cucurbita pepo

Analyt

Ergosterol 7-Dehydrocholesterol Vitamin D, Vitamin Dj

+ <BG <NWG <BG

+, eindeutig nachweisbar; < NWG, unterhalb der Nachweisgrenze; < BG, unterhalb der Bestimmungsgrenze
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5  Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie konnten diverse glycosilierte steroidale Strukturen in ausgewahlten
Pflanzenfamilien isoliert und strukturell aufgeklart werden. Als Untersuchungsobjekt dienten
der Goldhafer (Trisetum flavescens), die Aubergine (Solanum melongena) und die Zucchini
(Cucurbita pepo), welche eine Vielzahl an sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen
aufweisen.!"18%181 Dabei waren vor allem glycosilierte Strukturen mit steroidalem
Grundgerust von Interesse, da diese sowohl in ihrer genauen Struktur als auch in ihrer Vielfalt
wenig erforscht sind. Dartiber hinaus stellen steroidale Strukturen die Vorlaufer von
Vitamin D-Strukturen dar, welche in den analysierten Pflanzen und deren Familien in der
Literatur diskutiert wurden, deren chemische Strukturen jedoch nur selten eindeutig
nachgewiesen werden konnten.®*** Da auch wasserlosliche Vitamin D-Strukturen gefunden
werden konnten, wurde davon ausgegangen, dass die lipophilen steroidalen Strukturen durch
Glycosilierungen in eine hydrophile Form uberfiihrt wurden.

Daher wurde eine Methode entwickelt, die es erlaubte glycosilierte steroidale Strukturen
gezielt anzureichern und anschlielend durch eine empfindliche und selektive Methode
nachzuweisen. Um die chemischen und physikalischen Eigenschaften der Zielstrukturen
besser verstehen zu kdnnen, wurde eine Auswahl glycosilierter Sterole synthetisiert, welche
bei der Entwicklung der Aufarbeitungsmethode als Surrogat-Standards dienten. Durch die
Kombination unterschiedlicher chromatographischer Methoden konnten so verschiedenste
glycosiliertesteroidale Strukturen voneinander getrennt werden. Um eine verlustfreie
Anreicherung flr eine Quantifizierung zu gewéhrleisten wurden spezielle Methoden
angewandt, bei denen Adsorptions- und Absorptionseffekte ausgeschlossen werden
konnten.Die Aufarbeitungsmethode orientierte sich dabei an bereits etablierten Methoden zur
Anreicherung sekundérer Pflanzeninhaltsstoffe. AbschlieRend wurden die isolierten
steroidalen Strukturen selektiv mittels LC-MS/MS qualifiziert und bei ausreichender
Konzentration auch quantifiziert.

Synthese glycosilierter Sterole

Als authentische Standards fiir die Entwicklung einer geeigneten Methode zur gezielten und
zuverldssigen Anreicherung von glycosilierten steroidalen Strukturen wurden zwolf
verschiedene Verbindungen synthetisiert. Dabei wurde sowohl das Glycosilierungsmuster als
auch das steroidale Grundgerust variiert, um eine Auswahl verschiedenster Strukturen zu
generieren. Die Sterol-Strukturen umfassten mitg-Sitosterol, Stigmasterol, Campesterol und
Cholesterol die bedeutendsten Phytosterole und Zoosterole. Darlber hinaus wurden auch die
Vitamin D-Strukturen des7-Dehydrocholesterols und desVitamin Dsglycosiliert. Als Glucosid
wurde hauptséchlich die Glucose verwendet, aber auch Galactoside und Cellobioside wurden
synthetisiert. Dabei wurde stets eine p-D-glycosidische Bindung synthetisiert, da diese die
haufigste in der Natur vorkommende Bindung darstellt. Eine Verifizierung der Standards
erfolgte nach saurer Hydrolyse mit anschlieBender Analytik des Aglykons mittels GC-FID,
sodass die Standards fur eine gesicherte Quantifizierung genutzt werden konnten.
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Identifizierung freier Vitamin D-Strukturen

Zur ldentifizierung diverser Vitamin D-Strukturen, vor allem im Goldhafer, wurde die
Methode nach Seeburg et al. (2014) genutzt, um neben glycosilierten Vitamin D-Strukturen
(nach enzymatischer Hydrolyse) auch freie D-Vitamere nachweisen und quantifizieren zu
konnen.®> Die Ergebnisse zeigten, dass es sich bei den im Goldhafer vorkommenden
Vitamin D-Strukturen um freie D-Vitamere handeln muss, wobei ein Gehalt von 66,01 mg/kg
Ergosterol, 1,33 mg/kg 7-Dehydrocholesterol und 0,13 mg/kg Vitamin D3, jeweils bezogen
auf das Trockengewicht, identifiziert wurde.

Glycosilierte Vitamin D-Strukturen im Goldhafer

Im Hinblick auf glycosilierte Vitamin D-Strukturen stand vor allem der Goldhafer im
Mittelpunkt der Untersuchungen, da dieser bereits seit vielen Jahren als kalzinogene Pflanze
bekannt ist und vor allem wasserlosliche Extrakte starke Vitamin D-Aktivitaten
aufwiesen.>**™ Zwar konnten Spuren von freien Vitamin D-Strukturen nachgewiesen, jedoch
keine glycosilierten D-Vitamere, welche die kalzinogene Aktivitat der wasserldslichen
Extrakte des Goldhafers erklaren wirden, identifiziert werden. Da auch die Konzentration an
freien D-Vitameren im Goldhafer als nicht kalzinogen einzustufen war, musste

geschlussfolgert werden, dass die Vitamin D-Aktivitdt nicht auf Vitamin D-Strukturen
zurlickzufuhren sein kann, sondern von anderen Strukturen ausgegangen werden muss.

Methodenentwicklung zur Identifizierung von SGs

Anhand der synthetisierten Standards wurde eine Aufarbeitungsmethode entwickelt, durch die
eine verlustfreie Anreicherung von SGs aus pflanzlichen Proben erzielt werden konnte und
somit eine gesicherte Quantifizierung mittels Hochleistungsflissigchromatographie-Tandem-
Massenspektrometrie (LC-MS/MS) erlaubte. Darliber hinaus wurde die Methode durch
zusatzliche chromatographische Aufarbeitungsschritte erweitert, um einzelne glycosilierte
Strukturen gezielt aufkonzentrieren und somit auch im Spurenbereich nachweisen zu kénnen.
Die entwickelte Methode umfasste dabei folgen die Trennschritte:

1. Extraktion der Zielanalyten aus dem getrockneten Probenmaterial
2. Anreicherung und Aufkonzentrierung mittels MLCCC und diversen SC-Methoden
3. ldentifizierung/Quantifizierung mittels LC-MS/MS

Die Probenaufarbeitung wurde in Anlehnung an bereits etablierte Literatur fir die Isolation
glycosilierter steroidaler Strukturen entwickelt. Die Extraktion wurde hinsichtlich der
Loslichkeit und Extraktionsausbeute der Zielanalyten optimiert. Die Anreicherung und
Aufkonzentrierung sollte moglichst verlustfrei erfolgen, weshalb eine Differenzierung
zwischen qualitativer und quantitativer Analytik gemacht wurde. So wurde fiir die
Quantifizierung von SGs ausschlieBlich die ,multi-layer coil counter-current
chromatography* (MLCCC) genutzt, welche eine verlustfreie Anreicherung gewaéhrleistete.
Zur Quantifizierung wurden zusétzlich saulenchromatographische (SC)Methoden etabliert,
welche jedoch keine quantitative Analytik erlaubten und ausschlieBlich zum Nachweis
neuartiger, im Spurenbereich vorkommender, glycosilierter Sterole genutzt wurden. Zur
Identifizierung wurde zunédchst anhand synthetisierter Standards eine HPLC-Methode mit
UV/DAD-Detektion entwickelt, welche anschliefend auf ein LC-MS/MS-System (ibertragen
wurde.Durch Vorversuche mittels enzymatischer und saurer Hydrolysen und anschlieRender
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separater Analytik von Aglykon und Zuckereinheit wurden die relevanten Fraktionsbereiche
der Anreicherungsmethode identifiziert. Anschlielend erfolgte die Analytik mittels
LC-MS/MS. Dazu wurden die Gerateparameter und substanzspezifischen Masseniibergange
fir eine Multiple Reaction Monitoring (MRM)-Methode optimiert. Zur Steigerung der
Empfindlichkeit und flr eine geeigneteFragmentierung wurden 0,1 % Ameisensdure und
0,1 mM Ammoniumformiat zum Laufmittel zugesetzt. Die entwickelte Methode erlaubte die
Trennung und den separaten Nachweis der zwdlf synthetisierten Standards bei Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen im Bereich weniger ppb.

Quantifizierung der SGs in Auberginen

Mittels neu entwickelter LC-MS/MS-Methode konnten die mengenmalig bedeutendsten SGs
in der Aubergine erstmals als intakte Strukturen quantifiziert werden. Dazu wurden die
Pflanzenteile Frucht und Schale gesondert voneinander betrachtet. Nach verlustfreier
Anreicherung mittels MLCCC konnten die Zielanalyten selektiv. im MRM-Modus
nachgewiesen und quantifiziert werden. Es zeigte sich, dass in der Schale deutlich hohere
Konzentrationen (737 £ 256 mg/kg Frischgewicht) an SGs zu finden waren als in der Frucht
(344 £ 107 mg/kg Frischgewicht). Die bedeutendste Struktur war das p-Sitosterol-f-D-
Glucopyranosid (Sito-Glc) mit 497,5 mg/kg in der Schale bzw. 233,1 mg/kg in der Frucht.
Weiterhin wurden dasStigmasterol-D-Glucopyranosid (Stigma-Glc) mit 192,8 mg/kg bzw.
82,7 mg/kg,Campesterol-S-D-Glucopyranosid (Camp-Glc) mit 26,1 mg/kg bzw. 16,0 mg/kg
und das Cholesterol-g-D-Glucopyranosid (Chol-Glc) mit 8,7 mg/kg bzw. 7,7 mg/kg
charakterisiert. Die Quantifizierung des Chol-Glc war insoweit vonBedeutung, als dass das
Cholesterol als Zoosterol fir gewohnlich auf tierische Organismen beschrankt ist. In
Auberginen wird es jedoch als Vorlaufer fiir andere steroidale Strukturen, wie Glycoalkaloide
und Saponine, synthetisiert. Dartber hinaus konnten erstmals Galactoside der Phytosterole
des p-Sitosterols und Stigmasterols identifiziert und quantifiziert werden. Dabei wurden
jedoch etwa funf- bis zehnfach geringere Gehalte an Galactosiden als die der entsprechenden
Glucoside identifiziert.

Qualifizierung neuartiger SGs

Neben den bereits literaturbeschriebenen Strukturen, welche quantitativ bestimmt wurden,
konnten auch diverse neuartige glycosilierte steroidale Strukturen in Auberginen identifiziert
werden. Zu diesen zahlten die Galactoside des f-Sitosterols und Stigmasterols, welche bereits
bei der Quantifizierung beschrieben wurden. Des Weiteren konnten das p-Sitosterol-S-D-
Cellobiosid (Sito-Cello), das 7-Dehydrocholesterol-5-D-Glucopyranosid (7-DHC-GIc) und in
Spuren auch das Stigmasterol-5-D-Cellobiosid (Stigma-Cello) nach speziellerSC-
Anreicherung nachgewiesen werden. Mit dem 7-DHC-GIc konnte eine Vitamin D-Vorstufe
identifiziert werden. Ein Experiment mit UV-Bestrahlung von Auberginenproben durch
verschiedene UV-Lampen zeigte, dass einestrahlungsinduzierte Umwandlungdes7-DHC-Glc
in das Vitamin D3-f-D-Glucopyranosid (Ds-Glc)erzielt werden kann. Somit konnten
Auberginen bei ausreichender Bestrahlung eine Quelle fir pflanzliches Vitamin D darstellen.

SGs in Goldhafer und Zucchini
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Zusatzlich zur Aubergine wurden auch die Zucchini und der Goldhafer mit der entwickelten
LC-MS/MS-Methode auf SGs untersucht. Dabei stand eine quantitative Bestimmung im
Vordergrund. InZucchini konnten die Strukturen des Sito-Glc, Stigma-Glc und Camp-Glc
nachgewiesen werden. Darlber hinaus wurden weitere nicht genauer spezifizierte Strukturen
identifiziert, bei denen es sich mit groRer Wahrscheinlichkeit um diverse Glycoside von A’-
und A°-Sterolen handelte.

Auch der Goldhafer wies eine Vielzahl von SGs auf. So konnten dasChol-Glc, das Sito-Glc,
das Stigma-Glc, das Camp-Glc und auch das 7-DHC-Glc nachgewiesen werden. Da die
diversen SGs als Vorstufen von glycosilierten Vitamin D-Strukturen angesehen werden
kdnnen, ist bei ausreichender UV-Bestrahlung auch von einer Umwandlung in diese
auszugehen. Diese konnten im Rahmen dieses Projektes jedochnicht nachgewiesen werden.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Chemikalien und Materialien

6.1.1 Chemikalien

Chemikalien Reinheit Hersteller CAS-Nr.
Aceton 100 % VWR 67-64-1
Acetonitril >99,95 % VWR 75-05-8
Ameisenséure >98 % Sigma Aldrich 64-18-6
Ammoniumchlorid >99.995 % Fluka 12125-02-9
Ammoniumformiat >97 % Fluka 540-69-2
Bis(trimethylsilyl)acetamid (BSA) + GC grade Sigma-Aldrich 10416-59-8
Trimethylchlorosilan (TMCS)
Bromwasserstoffsaure (33 %ig in Eisessig 33% Alfa Aesar 10035-10-6
S-Glucosidase von Aspergillus niger 750 U/g Sigma Aldrich 9033-06-1
S-Glucosidase von Mandeln 6 U/mg Sigma Aldrich 9001-22-3
Cellobiase(Novozyme 188) 250 U/g Sigma Aldrich 9001-22-3
Choloroform >99,8 % VWR 67-66-3
Citronenséure 99 % Lancaster 77-92-9
Dichlormethan 99,5 % Roth 75-09-2
Diethylether >995% Roth 60-29-7
Dimethylsulfoxid 99,9 % Fluka 67-38-5
Essigsédure >99,8 % Fluka 64-19-7
Essigsaureanhydrid >99 % Acros 108-24-7
Ethanol 96 %;>99,9 % Roth 67-17-5
Ethylacetat >99,8 % VWR 141-78-6
Isopropanol 99,6 % VWR 67-63-0
Kieselgel 60 100 % Roth 7631-86-9
LiChoprep RP-18 (40-63 um) 100 % Merck 108688-10-4
Methanol 99,9 % VWR 67-56-1
Natriumcitrat >99 % Roth 6132-04-3
Natriumhydrogencarbonat 99,5 % Roth 144-55-8
Natriumhydroxid 99 % Grissing 290-314
Natriumsulfat >99 % Roth 7757-82-6
n-Butanol 99,5 % VWR 71-36-3
n-Hexan >99 % Roth 110-54-3
Petrolether (40-60 °C) >99 % VWR 101316-46-5
Polyethylenglycol 6000 >99,9% Merck 25322-68-3
4-Phenyl-1,2,4-triazolin-3,5-dion (PTAD) 97 % Sigma Aldrich 4233-33-4
Pyridin >99 % Sigam-Aldrich 110-86-1
Salzséure 37 % VWR 7647-01-0
Schwefelsdure 95-97 % Sigma Aldrich 7664-93-9
Silbernitrat >99,9 % Alfa Aesar 7761-88-8
Sephadex LH-20 (25-100 pm) 100 % Pharmacia Fine 9041-37-6

Chemicals, Sweden




Experimenteller Teil

91

Standard Reinheit Hersteller CAS-Nr. |
1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-5-D- 98 % Sigma Aldrich 4163-60-4
Galactopyranose
(s-D-Galactose Pentaacetat)
1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-f-D- 98 % Alfa Aesar 604-69-3
Glucopyranose
(8-D-Glucose Pentaacetat)
la 25-Dihydroxyvitamin D 6,19,19-d, >97 % Sigma Aldrich 128723-16-0
25-Hydroxyvitamin D3 6,19,19-d; >97% Sigma Aldrich MFCD11656128*
7-Dehydrocholesterol >98 % Sigma Aldrich 434-16-2
7-Dehydrocholesterol- 98 % Sigma Aldrich 388622-58-0
(25,26,26,26,27,27,27-d;)
Cholecalciferol >98 % (HPLC) Sigma Aldrich 67-97-0
Cholecalciferol 6,19,19-d; 97 % Sigma Aldrich MFCD11656127*
Cholesterol >99 % Sigma Aldrich 57-88-5
Ergocalciferol 6,19,19-d3 97 % Sigma Aldrich 1217448-46-8
Ergosterol >98 % (HPLC) Sigma Aldrich 57-87-4
Sterolmischung (5-Sitosterol, Stigmasterol | 46,6 % f-Sitosterol, Molekula 83-46-5
und Campesterol) 28,0 % Stigmasterol,
25,4 % Campesterol
Stigmasterol technisch Roth 83-48-7
a-D-Cellobiose Octaacetat 98 % Sigma Aldrich 5346-90-7
[-Sitosterol Technisch, > 65 % Roth 83-46-5

*MDL-Nummer

6.1.2  Laufmittel und Losungen

6.1.2.1 Standard-Lo6sungen

Zur Herstellung der Standard-Ldsungen wurden die jeweiligen synthetisierten Substanzen
eingewogen, in Chloroform-Methanol 2:1 (v/v) gel6st und entsprechend mit Laufmittel B
(MeOH + 0,1 % Ameisensdure + 0,1 mM NH4COOH) verdunnt (siehe nachfolgende Tabelle).
Die Kkorrigierte Endkonzentration wurde unter Einbeziehung des Sterolanteils und der
Reinheit des jeweiligen Synthesestandards korrigiert und fur jeden Einzelanalyten
berucksichtigt. Es wurden fiir jeden Analyten mindestens 2 mg eingewogen unddaraus eine
1 mg/ml Stammldsung hergestellt, aus welcher die weiteren Verdiinnungen erfolgten.

Losung Verdlnnung Endkonzentration Sterol- Reinheit korrigierte
anteil Endkonzentration
[ug/ml] [%] [%] [ug/ml]

Chol-Glc 2 mg/2 ml//10 pl/1000p1//4 /400 pl 1,0 100 98,1 0,981
Sterol-Glcs:

Sito-Glc 43,7 90,6 0,396
Stigma-Glc 2 mg/2 ml//10 pl/1000pl//4 ul/400 pl 1,0 206 918 0.272
Camp-Glc 26,7 89,5 0,239
Sterol-Gals:

Sito-Gal 44,7 65,1 0,291
Stigma-Gal 2 mg/2 ml//10 pl/1000pl//4 pl/400 pl 1,0 301 663 0,200
Camp-Gal 25,2 65,1 0,163

Sterol-Cellos:

Sito-Cello 43,7 35,5 0,155
Stigma-Cello 2 mg/2 ml//10 pl/1000pl//4 pl/400 pl 1,0 303 343 0.104
Camp-Cello 26,0 35,0 0,091
7-DHC-Glc | 2 mg/2 ml//10 pl/1000ul//4 pl/400 pl 1,0 100 - 1,000

Ds-Glc 2 mg/2 ml//10 pl/2000pl//4 pl/400 pl 1,0 100 - 1,000
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6.1.2.2 DC-Laufmittel

Laumittel Zusammensetzung/Herstellung
Syntheselaufmittel
Laufmittel A Petrolether-Ethylacetat 3:1 (v/v)
Laufmittel B Toluol-Eisessig 4:1 (v/v)
Laufmittel C Petrolether-Aceton 4:1 (v/v)
Laufmittel D Diethylether-Dichlormethan 1:1 (v/v)
Laufmittel E Petrolether-Acteon 2:1 (v/v)
Laufmittel F n-Hexan-Aceton 3:1 (v/v)
Laufmittel G Petrolether-Aceton 6:1 (v/v)
Laufmittel H n-Hexan- Diethylether 1:1 (v/v)
Laufmittel J n-Hexan-Aceton 7:1 (v/v)
Laufmittel K Petrolether-Aceton 8:1 (v/v)
Laufmittel L n-Hexan-Aceton 4:1 (v/v)
Laufmittel M n-Hexan-Ethylacetat 5:1 (v/v)
Laufmittel N n-Hexan- Diethylether 2:1 (v/v)
allgemeine
Laufmittel fur SGs
Laufmittel | Ethylacetat-Methanol-Wasser 7:1,5:1,4 (V/vIv)
Laumittel 11 Chloroform-Methanol 9:1 (v/v)

6.1.2.3 Pufferlosungen

Pufferldsung Zusammensetzung/Herstellung

Citratpuffer
pH 5,0

20,5 ml Citronenséureldsung (0,1 M;2,101 ¢g/100 ml H,0),

29,5 ml Natriumcitrat-Dihydratlésung (0,1 M; 2,941 g/100 ml H,0),
mit 50 ml H,O auf 100 ml aufftllen

pH-Einstellung mit Natriumcitrat-Dihydratlésung (0,1 M)

25 % (w/w)Polyethylenglykol 6000 25 ¢/100 ml Citratpufferlésung

6.1.2.4 Weitere Losungen

Ldsung Zusammensetzung/Herstellung

0,1 M methanolische Salzsaure 0,62 ml Salzsaure mit MeOH auf 100 ml auffillen

0,12 M methanolischeNatriumhydroxidlésung 4,8 /1000 ml MeOH

0,2 M 1-Naphtylaminldsung 28,6 mg/500 pl Essigséure (15 %) + 500 pl DMSO

1 M methanolische Natriumhydroxidlésung 4 g/100 ml MeOH

1 M methanolische Salzséaure 50 ml Salzséaure (0,1 M)/100 ml MeOH

1 M Natriumcyanoborhydridlésung 134 mg /2,09 ml DMSO

2 M methanolische Salzsaure 12,4 ml mit MeOH auf 100 ml auffillen

gesattigte Natriumhydrogencarbonatlésung Natriumhydrogencarbonat ad libitum in H,O

PTAD-L0Osung 4,06 mg/2,03 ml Acetonitril

DC-Spriihreagenzien I: 250 ul H,SO,4 in 5 ml Ethanol

11: 500 Essigsdaureanhydrid + 500 pl H,SO4
in 5 ml Ethanol (Liebermann-Burchard Reagenz)
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6.1.3 Gerate

HPLC-DAD

Gerat Hersteller

Detektor Jasco MD-2015 Plus Multiwavelength Detector
Pumpe Jasco PU-2080 Plus Intelligent HPLC-Pump
Eluentenmischkammer Jasco LG-2080-04 Quaternary Gradient Unit
Entgaser Jasco DG-2080-54 4-Line Degasser

Injektor Jasco AS-2055 Plus Intelligent Sampler
AD-Wandler Jasco LC-Net 1I/ADC

Verwendete Saulen

Knauer Eurospher | 100-5 C18, 250 x 4,6 mm, 5 um mit VVorséule
Knauer Eurospher |1 100-3 C18 H, 100x2 mm, 3 pm mit VVorsaule

HPLC-UV

Gerat Hersteller

Detektor Jasco UV 2075 Plus UV/VIS-Detector
Pumpe Jasco PU-2089 Plus Intelligent HPLC-Pump
Eluentenmischkammer Jasco LG-2080-04 Quaternary Gradient Unit
Entgaser Jasco DG-2080-54 4-Line Degasser

Injektor Jasco AS-2055 Plus Intelligent Sampler
AD-Wandler Jasco LC-Net II/ADC

Verwendete Saulen

Knauer Eurospher 1 100-5 C18, 250 x 4,6 mm, 5 um mit Vorsaule
Knauer Eurospher |1 100-3 C18 H, 100x2 mm, 3 pm mit Vorsaule

HPLC-FLD

Gerat Hersteller

Detektor Jasco FP-2020 Plus Intelligent Fluorescence Detector
Pumpe Jasco PU-2080 Plus Intelligent HPLC-Pump
Eluentenmischkammer Jasco LG-2080-04 Quaternary Gradient Unit
Entgaser Jasco DG-2080-54 4-Line Degasser

Injektor Jasco AS-2055 Plus Intelligent Sampler
AD-Wandler Jasco LC-Net II/ADC

Verwendete Saulen

Knauer Eurospher 1 100-5 C18, 250 x 4,6 mm, 5 um mit VVorsaule
Knauer Eurospher 11 100-3 C18 H, 100x2 mm, 3 um mit VVorsdule

GC-FID

Gerat Hersteller

GC-System Agilent Technologies 6890N Network GC System
Injektor Agilent Technologies 7683 Series Injector
Detektor FID

Sédule HP-5 (30 Meter, 0,32 mm, 0,25 um)
Saulenmaterial 5% Diphenyl - 95% Dimethylpolysiloxan
Tragergas Helium

GC-MS

Gerat Hersteller

GC-System Finnigan TRACE GC Ultra

Sédule HP-5 (30 Meter, 0,32 mm, 0,25 um)
Saulenmaterial 5% Diphenyl - 95% Dimethylpolysiloxan
Detektor Trace DSQ-Mass spectrometer

Tragergas

Helium
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LC-MS/MS

Gerat Hersteller

LC-MS/MS System LC-MS/MS System 4000 QTrap Applied Biosystems MDS Sciex
Detektor Jasco UV-2075Plus Intelligent UV/VIS Detector; 4000 QTrap MS
Pumpe Jasco PU-2080 Plus Intelligent HPLC-Pump
Eluentenmischkammer Jasco LG-2080-04 Quaternary Gradient Unit

Entgaser Jasco DG-2080-54 4-Line Degasser

Injektor Jasco AS-2057 Plus Intelligent Sampler

AD-Wandler Jasco LC-Net II/ADC

MLCCC

Manuell gewickelte Spule

Gerét

Hersteller

Detektor Bausch & Lomb Spectronic 21 Zeiss Spektralphotometer PM2D
Pumpe Waters Associates Chromatography Pump model 6000 A
Trennsdule/Schlauchmaterial Bola PTFE 1,9 x 2,5 x 0,3 mm; 100 m

Schreiber Servogor 220 Writer

Fraktionssammler

Ultrorac7000 LKB Fraction Collector

6.1.4  sonstige Gerate und Materialien

Gerat

Hersteller

Analysenwaage

Acculab ATL224l Analytical Balance

Argon-Abdampfstation

VLM-Evaporator

CAMAG

Faltenfilter Schleicher & SchuellPapierfilter, 1/2 gefaltet, Grade 597, 90 mm oder
150 mm
Feinwaage Sartorius Mikrowaage MC5

Gefriertrocknungsanlage

VirTis, Benchtop K

Heiz- & Rihrplatte

Heidolph MR Hei-Standard mit Heidolph EKT Hei-Con

Hochauflésendes MS

Bruker Apex Il FT-ICR

Hochvakuumpumpe

Vakuumpumpe 2DS 4

Kieselgelplatten

Merck DC Kieselgel 60 F,s,Alufolien 20 x 20 cm

Laborzentrifuge

Labofuge 400R, Heraeus; SIGMA 203

Magnetrihrer

Heidolph MR3001K

NMR-Spektrometer

Bruker Avance 111 800

Pasteurpipetten

Glaspipetten 150-230 mm, Einweg-Pipetten graduiert 3 ml, 155 mm;
Carl Roth

pH-Meter

Typ CG 837, Schott Geréte

pH-Eletrode

Knick SE101N pH/Pt 1000 sensor -5 °C bis 80 °C

Reinstwasseranlage

Siemens ultra clear

Prézisionswaage

A&D Prazisionswaage; FX-3000i

Rotationsverdampfer

Heidolph Laborota 4000-efficient mit ILMVAC Vakuumpumpe

Vakuumkonzentrator

Savant SPD121P SpeedVac Concentrator

Schiittelinkubator

New Brunswick Scientific Edison, N.J., USA

Spritzenfilter

Rotilabo-Spritzenfilter, CA, unisteril, 0,45 pm, d = 25 mm

SPE-Saulen, RP

Strata-SDB-L Styrene Divinylbenzene Polymer (200 mg/ 3 ml);
Phenomex

SPE-Saulen, NP

Strata SI-1 Silica (500 mg/ 3 ml); Phenomenex

Thermostat WK 5000 LAUDA
Trockenschrank Heraeus UT 6, 64 |
UV-Lampe CAMAG; UV Lampe 4 mit UV Kabinett 4

UV-Lampe (Quecksilberdampflampe)

Narva; UVS 125W Niederdruck Quecksilberdampflampe

Vortex

Fisher Bioblock Scientifc Top-Mix 1118
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6.2 Synthese glycosilierter steroidaler Strukturen

Die Synthese aller glycosilierten Strukturen erfolgte nach der Koenigs-Knorr Reaktion, wie
sie in der Literatur ausfilhrlich beschrieben wurde.’®*®*Dabei wurden geringfiigige
Anpassungen an den beschriebenen Methoden vorgenommen, wie sie nachfolgend fir jede
einzelne synthetisierte Struktur zusammengefasst werden. Die Lokantenbezifferung des
Sterol-Grundkdrpers und des Zuckerteils erfolgte dabei wienachfolgend am Beispiel des
[-Sitosterol-f-D-Cellobiosids (Abbildung 33) beschrieben:

Abbildung 33: Struktur des g-Sitosterol-4-D-Cellobiosids mit Lokantenbezifferung

6.2.1  Synthese der Ausgangsstoffe zur Koenigs-Knorr Synthese

6.2.1.1 Silberoxid

Silber(1)-oxidwurde nach Kim et al. (2012) durch Fallung von Silbercarbonat im basischen
synthetisiert.® Dazu wurden 20ml einer 6,77 g Silbernitratlosung (0,1 M)in 11
Natriumhydroxidlésung (0,2 M) gegeben und unter Rihren fur 2 h bei Raumtemperatur
belassen. Die anschlieRende Vakuumfiltrationund waschen mit Wasser (2x) und Ethanol (2x)
lieferte einen feinen schwarzen Niederschlag. Nach Trocknung fiir 24 h wurde das Produkt als
Katalysator fiir alle anschlieBend beschriebenen Glycosilierungsreaktionen verwendet.

6.2.1.2 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosylbromid (a-Acetobromglucose)®**°2

10 g (25,6 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-a-D-Glucopyranose (Glucosepentacetat) wurdemit
28 ml  Bromwasserstoffsaure (33 %ig in Eisessig) und 50 ml Eisessig versetzt und
anschliel’end lichtgeschiitzt fur 48 h unter standigem Ruhren belassen. Die Umsatzkontrolle
mittels DC (silica gel 60; Laufmittel A) zeigte nahezu vollstdndigen Umsatz des
Ausgangsstoffes  (Ri-Wert:0,42, Spruhreagenz 1).Nach demHinzufiigen wvon 100 ml
Chloroform im Scheidetrichter wurde das Produkt zweimal mit je 50 ml Wasser und 100 ml
geséttigter  Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen. In  einem  abschlieRenden
Waschschritt mit 25 ml Wasser wurde die Chloroform-Phase tber Natriumsulfat getrocknet.
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Das Entfernen des Ldsemittels im Vakuum und Umkristallisation aus Diethylether lieferte
einen weilRen Niederschlag als Produkt (8,3 g;20,2 mmol; 78,8 %).

'H-NMR (500 MHz; CDCls):

6,60 (d, J = 4,0 Hz, 1H,H-CY), 5,55 (t, J = 9,7 Hz, 1H, H-C?), 5,15 (dd, J = 10,1, 9,4 Hz, 1H,
H-C%), 4,83 (dd, J = 10,0, 4,0 Hz, 1H, H-C?), 4,32 (m, 1H, H-C®®), 4,28(m, 1H; H-C°), 4,12
(dd, J = 12,2, 1,8 Hz, 1H, H-C*), 2,10 (s, 3H, CHs), 2,09 (s, 3H, CHs3), 2,04 (s, 3H, CHa),
2,02 (s, 3H, CH3)

B3C-NMR (126 MHz; CDCls):

170,59 (C=0), 169,93 (C=0), 169,88 (C=0), 169,56 (C=0), 86,70 (H-C%), 72,28 (H-C?),
70,74 (H-C°), 70,31 (H-C?), 67,33 (H-C*%, 61,09 (H»-C®), 20,78 (CHs), 20,76 (CHs), 20,73
(CHs3), 20,67 (CH3)

6.2.1.3 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosylbromid (a-Acetobromglactose)™®**%2
In Analogie zu Kapitel 6.2.1.2 (S. 95) wurde 10 g (25,6 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-a-D-
Galactopyranose (Galactosepentacetat) bromiert (R+-Wert:0,39, Laufmittel A,
Sprihreagenz 1).Die anschliefende Umkristallisation aus Diethylether lieferte 8,7 mg Produkt
als weillen Niederschlag (21,2 mmol; 84,7 %).

'H-NMR (400 MHz, CDCls):

6,69 (d, J = 4,0 Hz, 1H, H-C%), 5,51 (dd, J = 3,4, 1,3 Hz, 1H, H-C%), 5,40 (dd, J = 10,6, 3,3
Hz, 1H, H-C?), 5,04 (dd, J = 10,6, 4,0 Hz, 1H, , H-C?), 4,48 (m, 1H, H-C®), 4,18 (dd, J = 11,4,
6,4 Hz, 1H, H-C®®), 4,10 (dd, J = 11,5, 6,8 Hz, 1H, , H-C®), 2,14 (s, 3H, CH3), 2,11 (s, 3H,
CHa), 2,05 (s, 3H, CHs3), 2,00 (s, 3H,CHs)

3C NMR (101 MHz, CDCls):

170,42(C=0), 170,17(C=0), 170,00(C=0), 169,85(C=0), 88,26(H-C'), 71,21(H-C®),
68,13(H-C%), 67,91(H-C?), 67,12(H-C?), 60,96(H-C°), 20,87(CHs), 20,76(CHs), 20,70(CHj),
20,67(CHs)

6.2.1.4 a-D-Glucopyranosylbromid, 4-O-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f-D-Glucopyranosyl)-,

2,3,6-Triacetat (a-D-Cellobiosylbromid Heptaacetat)*®?
10g a-D-Glucopyranose, 4-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-Glucopyranosyl)-, Tetraacetat
(0-D-Cellobiose Octaacetat) wurde nach Goggin et al. (1994) mit 20 ml Bromwasserstoffséure
(33 %ig in Eisessig) und 35ml Eisessig versetzt.!®® Nach 68 stiindigem Ruhren bei
Raumtemperaturwurde der Umsatz mit DC (Laufmittel B) Uberprift (R;-Wert:0,28,
Spriihreagenz 1).Die Aufarbeitung und Umkristallisation aus Diethylehter wie unter Kapitel
6.2.1.2(S. 95) beschrieben lieferte 7,79 (11,01 mmol, 74,7 %) Produkt als weien
Niederschlag.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): ,
6,52 (d, J = 4,0 Hz, 1H,H-CY), 5,52 (t, J = 9,7 Hz, 1H,H-C%), 5,14 (m, 1H,H-C*), 5,07 (m,
1H,H-C?%), 4,93 (dd, J = 9,2, 7,9 Hz, 1H,H-C?), 4,76 (dd, J = 10,0, 4,1 Hz, 1H,H-C?), 4,53(m,
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2H ,2H-C**B) 4,36 (dd, J = 12,5, 4,5 Hz, 1H,H-C'), 4,22 — 4,14 (m, 2H,2H-C**®), 4,05
(dd, J = 12,5, 2,3 Hz, 1H,H-C®), 3,83 (m, 1H,H-C?, 3,67 (m, 1H,,H-C), 2,13 (s, 3H, CHj),
2,08 (d, J = 0,7 Hz, 6H, 2CHs), 2,03 (d, J = 1,0 Hz, 6H, 2CHs), 2,00 (s, 3H, CHs), 1,98 (s, 3H,
CHa)

¥C-NMR (101 MHz, CDCl5):

170,59 (C=0), 170,35 (C=0), 170,21 (C=0), 170,08 (C=0), 169,39 (C=0), 169,08 (C=0),
100,69 (H-C'), 86,56 (H-C1), 75,36 (H-C°), 73,16 (H-C3), 73,09 (H-C*), 72,20 (H-C%), 71,76
(H-C®), 70,92 (H-C?), 69,58 (H-C*), 67,94 (H-C?), 61,76 (2H-C°), 61,08 (2H-C®), 20,93
(CHs), 20,81 (CHs), 20,80 (CHs), 20,71 (CHs), 20,67 (CHs), 20,66 (CHs3), 20,65 (CHs)

6.2.2  Cholesterol-g-bD-Glucopyranosid

914 mg (2,36 mmol) Cholesterol wurden mit 3,64 g (8,85 mM) a-Acetobromglucose (2,3,4,6-
Tetra-O-acetyl-a-D-Glucopyranosylbromid) und 1,64 g (7,08 mM) Silber(l)-oxid versetzt und
mit 120 ml Diethylether bei -7 °C (Eisbad + NaCl) suspendiert. Nach einstiindigem Rihren
auf Eis (-7 °C) wurde langsam auf Raumtemperatur erwarmt und weitere 2 h gerihrt.
AnschlieBend wurde der Umsatz mittelsDC kontrolliert (Laufmittel C; RWert: 0,43,
Sprihreagenz 1). Die Aufreinigung mittels SC an Kieselgel (Laufmittel M, 5:1,R-Wert: 0,16,
Sprihreagenz I)liefert 68 mg (0,095 mmol; 4,02 %)Cholesterol-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-$-D-
Glucopyranosid.Durch Zugabe von 5 ml methanolischer Kaliumhydroxid-Lésung (0,1 M)
wurde fir etwa 2 h deacetyliert. Nach Neutralisation mit methanolischer Salzsaure (0,1 M)
wurde mit Wasser verdunnt und der Niederschlag abfiltriert. Das Waschen mit Wasser und n-
Hexan lieferte 40 mg (0,073 mmol; 69,2 %) Produkt als weiRen Feststoff.

Die Charakterisierung mittels'"H-NMR und **C-NMR (Pyridin-ds) ist dem Anhang (Kapitel
11.1.1, S.123f.) zu entnehmen.

6.2.3  Sterol-g-D-Glucopyranoside

Die Synthese derSGs erfolgte auseiner kommerziell erhaltlichen Sterolmischung, welche
46,6 % p-Sitosterol, 28,0 % Stigmasterol und 25,4 % Campesterol enthielt. Daraus resultierte
ein gemischtes Produkt &hnlicher Zusammensetzung.

500 mg Sterolmischung (1,2 mM bezogen auf g-Sitosterol)wurden mit 1,2 g (2,92 mmol)
a-Acetobromglucose und 0,8 g (3,45 mmol) Silber(l)-oxid versetztund anschlieBend mit
20 ml Diethylether bei -7 °C (Eisbad + NaCl) suspendiert.Nach einstindigem Rihren bei
Eiskuhlung (-7°C) wurde langsam auf Raumtemperatur erwérmt und weitere zwei
Stundengerihrt.AnschlieBend wurde der Umsatz mittels DC kontrolliert (Laufmittel D, R¢-
Wert: 0,31, Spruhreagenz I). Die Aufreinigung an Kieselgel (Laufmittel J, Ri-Wert: 0,17,
Sprihreagenz 1) lieferte50 mg (0,067 mmol; 5,6 % bezogen auf S-Sitosterol) einer Mischung
aus  p-Sitosterol-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f-D-Glucopyranosid,  Stigmasterol-2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-f-D-Gluco-pyranosid und Campesterol-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-5-D-Glucopyranosid. Die
aufgereinigte  Zwischenstufe wurde in 4 ml Methanol gelést und mit 1 ml
Natriumhydroxidlosung (0,12 M) fiir 90 Minuten deacetyliert. Die Neutralisation mit




Experimenteller Teil

98

Salzsaure (0,1 M in Methanol) und das Verdinnen mit Wasser lieferte einen weillen
Niederschlag, der abfiltriert und anschlieRend mit Wasser und eisgekihltem Aceton
gewaschen wurde. Die Elution mit Chloroform-Methanol 2:1 (v/v) und Umkristallisation aus
Diethylether lieferte 30 mg (0,052 mmol, 77,6 %) eines weillen Niederschlages, bestehend
auseinem Gemisch vong-Sitosterol-4-D-Glucopyranosid, Stigmasterol-5-D-Glucopyranosid
und Campesterol-f-D-Glucopyranosid.

Die Charakterisierung mittels *H-NMR und **C-NMR (Pyridin-ds)ist dem Anhang (Kapitel
11.1.2, S.124f.) zu entnehmen.

6.2.4  Sterol-p-pD-Galactopyranoside

Analog zu den Glucosiden erfolgte auch hier die Synthese aus der unter
Kapitel6.2.3beschriebenen Sterolmischung.

250 mg Sterolmischung (0,6 mmol bezogen auf g-Sitosterol) wurden mit 0,62 g (1,51 mmol)
a-Acetobromgalactose und 0,38 g (1,64 mM) Silber(l)-oxid versetzt und anschliefend mit
10 ml Diethylether bei -7 °C (Eisbad + NaCl) suspendiert. Nach einstindigem Rihren bei
Eisklihlung (-7°C) wurde langsam auf Raumtemperatur erwarmt und weitere eineinhalb
Stunden gerthrt. Anschlielend wurde der Umsatz mittels DC kontrolliert (Laufmittel C,
Re-Wert: 0,30, Spruhreagenz I).Die Aufreinigung an Kieselgel (Laufmittel K, R;-Wert:0,17,
Sprihreagenz 1) lieferte 75 mg (0,101 mmol; 16,8 % bezogen auf p-Sitosterol) einer
Mischung aus g-Sitosterol-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-4-D-Galactopyranosid, Stigmasterol-2,3,4,6-
tetra-O-acetyl-f-D-Galactopyranosid und Campesterol-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-$-D-
Galactopyranosid. Die aufgereinigte Zwischenstufe wurde in 2 ml Methanol-Dichlormethan
1:1 (viv) gelést und mit 100 ul methanolischer Natriumhydroxidlésung (1 M) Uber
60 Minuten deacetyliert. Nach Kontrolle mittels DC (Laufmittel E; Ri-Wert: 0, Spriihreagenz
I1) wurde mit 50 pl Salzsdure (2 M in Methanol) neutralisiert. AnschlieBend wurde mit
Wasser verdiinnt und der Niederschlag abfiltriert. Der erhaltene weiRRe Rickstand wurde mit
Wasser und eisgekihltem Aceton gewaschen und anschlielend getrocknet. Die Elution mit
Chloroform-Methanol 2:1 (v/v) und Umkristallisation aus Diethylether lieferte 35 mg
(0,061 mmol, 60,1 %) einesweilen Niederschlagseiner Mischung vong-Sitosterol-f-D-
Galactopyranosid, Stigmasterol-p-D-Galactopyranosid und Campesterol-4-D-
Galactopyranosid.

Die Charakterisierung mittels *H-NMR und **C-NMR (Pyridin-ds) ist dem Anhang (Kapitel
11.1.3, S. 125f.) zu entnehmen.

6.2.5  Sterol-4-O-p-D-Glucopyranosyl-g-D-Glucopyranoside (Sterol-g-D-Cellobioside)

Analog zu den Glucosiden erfolgte auch hier die Synthese aus der unter Kapitel6.2.3
beschriebenen Sterolmischung. 500 mg Sterolmischung (1,2 mmol bezogen auf g-Sitosterol)
wurden mit 2g (3,0 mmol)a-D-Glucopyranosylbromid 4-O-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-4-D-
Glucopyranosyl)-2,3,6-Triacetat(a-D-Cellobiosylbromid Heptaacetat) und0,8 g (2,4 mmol)
Silber(l)-oxidversetzt und anschlieBend  mit30 ml  Diethylether, sowie 25 ml
Dichlormethanbei -7 °C (Eisbad + NaCl) suspendiert. Nach 45 Minuten Reaktionszeit wurde
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langsam auf Raumtemperatur erwérmt und fur weitere zwei Stunden gertihrt. Der Umsatz
wurde mittels DC (Laufmittel F, R;-Wert:0,34, Sprihreagenz 1) kontrolliert. Nach
Umkristallisation aus Ethanol (20 ml) und Aufreinigung an Kieselgel (Laufmittel L, Ri-Wert:
0,15, Sprihreagenz 1) wurden 56 mg Rohprodukt erhalten. Die anschlielende
Umkristallisation aus Diethylether ergaben 46 mg (0,044 mmol; 3,7 % bezogen auf
[-Sitosterol) einer Mischung ausp-Sitosterol-Glucopyranosyl 4-5-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-4-
D-glucopyranosyl)- 2,3,6-Triacetat (-Sito-sterol-B-D-Cellobiosyl Heptaaccetat), Stigmasterol-
Glucopyranosyl 4--0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f-D-glucopyranosyl)-2,3,6-
Triacetat(Stigmasterol-5-D-Cellobiosyl Heptaaccetat) und Campesterol-Glucopyranosyl 4-4-
0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-S-D-glucopyranosyl)-2,3,6-Tri-acetat(Campesterol-f-D-Cellobiosyl
Heptaaccetat).Die aufgereinigte Zwischenstufe wurde in 7 ml Methanol geldst und mit 2,1 ml
Natriumhydroxidlosung (0,12 M) (ber150 Minuten deacetyliert. Nach Neutralisation mit
2,5 ml Salzsdure (0,1 M in Methanol) wurde das Losemittel im Vakuum verdampft und der
Riickstand in 18 ml n-Butanol gel6st. AnschlieBend wurde dreimalmit Wasser gewaschen und
die organische Phase eingedampft. Die anschlieBende Umkristallisation aus Diethylether
lieferte nach Trocknung im Vakuum 26,9 mg (0,036 mmol; 81,8 %) eines weil3en
Niederschlages ausp-sitosterol-4-O-f-D-Glucopyranosyl-S-D-Glucopyranosid(s-Sitosterol-4-
D-Cellobiosid), Stigmasterol-4-O-4-D-Glucopyranosyl-S-D-Glucopyranosid(Stigmasterol-4-D-
Cellobiosid) und Campesterol-4-O-$-D-Glucopyranosyl-A-D-Glucopyranosid (Campesterol-4-
D-Cellobiosid).

Die Charakterisierung mittels *H-NMR und **C-NMR (Pyridin-ds) ist dem Anhang (Kapitel
11.1.4, S. 126f.) zu entnehmen.

6.2.6  7-Dehydrocholesterol-#-pD-Glucopyranosid

760 mg (2 mmol) 7-Dehydrocholesterol wurden mit 2,05 g (5 mmol) a-Acetobromglucose
(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-Glucopyranosylbromid) und 1,27 g (5,5 mmol) Silber(l)-oxid
versetzt und mit 30 ml Diethylether bei -7°C (Eisbad + NaCl) suspendiert. Unter
Lichtausschluss wurdedie Mischung unter stdndigem Rihren fir zwei Stunden belassen und
langsam auf Raumtemperatur erwdrmt. Nach einer Stunde wurde der Umsatz mittels DC
(Laufmittel C; Ri-Wert:0,44, Spruhreagenz 1) kontrolliert. Die anschliefende Aufreinigung an
Kieselgel (Laufmittel G, R¢-Wert: 0,17, Sprihreagenz I)lieferte 550 mg(0,769 mmol, 38,5 %)
7-Dehydrocholesterol-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f#-D-Glucopyranosid. 340 mg (0,476 mmol)
deraufgereinigte Zwischenstufe wurden in 5 ml Methanol und 5 ml Dichlormethan geldst und
mit 4,5 ml Natriumhydroxidlgsung (0,1 M) uber 180 Minuten deacetyliert. Nach Kontrolle
mittels DC (Laufmittel G; R-Wert: 0, Sprihreagenz I1) wurde mit 4,5 ml Salzsdure (0,1 M in
Methanol) neutralisiert. Anschlieend wurde mit Wasser verdiinnt und der Niederschlag
abfiltriert.Die Elution mit Chloroform-Methanol 1:1 (v/v) und Umkristallisation aus Aceton
lieferte250 mg (0,458 mmol, 96,2 %)7-Dehydrocholsterol-5-D-Glucopyranosid als weil3en
Niederschlag.

Die Charakterisierung mittels *"H-NMR und *C-NMR (Pyridin-ds) ist dem Anhang (Kapitel
11.1.5, S.128f.) zu entnehmen.
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6.2.7  Cholecalciferol-#-b-Glucopyranosid (Vitamin Dz-#-D-Glucopyranosid)

430 mg (1,12 mmol) Cholecalciferol wurde mit 1,29 g (3,14 mmol) a-Acetobromglucose
(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosylbromid) und 0,84 g (3,62 mmol) Silber(l)-oxid
versetzt und mit 30 ml Diethylether bei -7 °C (Eisbad + NaCl) suspendiert. Unter
Lichtausschluss wurde die Mischung unter standigem Rihren fur 30 Minuten belassen und
langsam auf Raumtemperatur erwérmt. Nach zwei Stunden wurde der Umsatz mittels DC
(Laufmittel H, R-Wert: 0,24, Sprihreagenz 1) kontrolliert. Die anschliefende Aufreinigung an
Kieselgel (Laufmittel N; R-Wert: 0,10, Sprihreagenz I) lieferte 137 mg Cholecalciferol-
2,3,4,6-tetra-O-acetyl-#-D-Glucopyranosid (0,192 mmol; 17,1 %). Die aufgereinigte
Zwischenstufe wurde in 18 ml Methanol gel6st und mit 2 ml Natriumhydroxidldsung
(0,22 M) (ber 100 Minuten deacetyliert. Nach Kontrolle mittels DC (Laufmittel
I,R--Wert: 0,71, Sprihreagenz Il) wurde mit 2,5ml Salzsaure (0,1 M in Methanol)
neutralisiert.Das Verdiinnen mit Wasser lieferte einen weien Niederschlag, der anschlieRend
mit Diethyletherextrahiert wurde. Die Umkristallisation der getrockneten Etherphase aus
Ethylacetat und erneutes Waschen mit eiskaltem Ethylacetat lieferten 75 mg (0,137 mmol,
71,3 %) Cholecalciferol-4-D-Glucopyranosid als weien Niederschlag.

Die Charakterisierung mittels *H-NMR und **C-NMR (Pyridin-ds) istdem Anhang (Kapitel
11.1.6, S.129f.) zu entnehmen.

6.3 Methoden
6.3.1 Bestimmung freier und glycosidisch gebundener steroidaler Strukturen

6.3.1.1 Probenmaterial

Die pflanzlichen Proben wurden aus unterschiedlichen Quellen bezogen. Die
Goldhaferproben stammten von verschiedenen Feldern unterschiedlicher Erntezeiten.
Zusétzlich wurde ein eigens angelegtes Feld im Jahr 2015 als Quelle der pflanzlichen Proben
genutzt. Zur gezielten Bestrahlung wurden selbst gezogene Keimlinge genutzt, welche
anschlief’end optional mittels CAMAG UV-Lampe 4 (8W) bestrahlt wurden. Die Auberginen
und Zucchini wurden stets frisch von lokalen Mérkten bezogen, wobei es sich um spanische
Proben handelte, welche unter konventionellen Bedingungen angebaut wurden.

6.3.1.2 Probenvorbereitung

Zur Probenvorbereitung wurden die pflanzlichen Proben zunéchst grob zerkleinert und
anschlieBend bei -24 °C leicht gefroren. AnschlieBend wurden die festen Pflanzenbestandteile
mittels Moulinette fein zerkleinert und fiir die anschlieBende Gefriertrocknung bei -30 °C fir
mindestens 24 h gefroren. Die Trocknung erfolgte mittels ,,VirTis, Benchtop K*
Gefriertrocknungsanlage fir 3-4 Tage bei einem Druck von <300 mbar, sodass ein trockenes
Pulver erhalten wurde. Die getrockneten Proben wurden bis zur Aufarbeitung bei -24 °C
gelagert.
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6.3.1.3 Probenaufarbeitung

Die Probenaufarbeitung umfasste mehrere Schritte, die im Folgenden naher beschrieben
werden:

Extraktion

Zu Beginn des Projektes wurden die Goldhaferextrakte mittels zweitégiger Kaltextraktionbeli
4 °C mit einem Gemisch aus Aceton-Wasser 70:30 (v/v) extrahiert. Dazu wurden die
gefriergetrockneten  Proben in  200-500 ml  Laborflaschen volistandig mit dem
Extraktionsgemisch uberschichtet und nach Durchmischung auf einer Ruttelplatte fur zwei
Tage lichtgeschitzt bei 4 °C belassen. AnschlieBend wurde filtriert, das Filtrat schonend
getrocknet (Rotationsverdampfer < 36 °C) und weiter aufgearbeitet.

Die Extraktion der SGs im Hauptteil der Arbeit erfolgte durch eine Dreifachextraktion mittels
Chloroform-Methanol 2:1 (v/v). Dazu wurden die gefriergetrockneten Proben in 150-500 ml
Laborflaschen volistandig mit dem Extraktionsgemisch Uberschichtet, fir 15 min im
Ultraschallbad homogenisiert und anschlieBend bei Raumtemperatur fir 60 Minuten auf einer
Ruttelplatte (etwa 180 U/min) extrahiert. Anschliefend wurde filtriert,die vereinigten Filtrate
getrocknet (Rotationsverdampfer <36 °C) und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -24 °C
gelagert. Wéahrend der gesamten Extraktion wurden die Probengefae zum Schutz vor
Lichteinfluss mit Aluminiumfolie umwickelt oder Braunglasflaschen genutzt.

Flussig-Flissig-Extraktion

600 mg des jeweiligen Extraktes wurden im Scheidetrichter mit je 100 ml Ethylacetat und
Wasser versetzt und anschlieRend durch Schitteln unter regelméRigem Beliften einer Flissig-
Flussig Verteilung unterzogen. Nach Trennung von organischer und wassriger Phase wurde
schonend getrocknet (Rotationsverdampfer <36 °C) und die Ruckstandefir die weitere
Aufarbeitung mittels Lichoprep RP-18 Chromatographie verwendet.

Lichoprep RP-18 Chromatographie

Zur Aufreinigung der Goldhaferextrakte mittels S&ulenkombination wurde ein Aliquot
(maximal 600 mg) des Aceton-Wasser- Extraktes 70:30 (v/v) oder die Rickstdnde der
Flissig-Flussig-Extraktionin Methanol-Wasser 96:4 (v/v) gelost, spritzenfiltriert und zuerst an
ca. 15 g Lichoprep RP-18-Material mittels gepackter Saule (h: 3,5 cm, d: 4 cm) aufgereinigt.
Es wurde isokratisch mit Methanol-Wasser 96:4 (v/v) eluiert und Fraktionen zu je 9 ml bei
einem Fluss von 2 ml/min gesammelt und anschlieend die Fraktionen 13-40 miteinander
vereinigt. Nach Trocknung im Vakuum (Rotationsverdampfer < 36 °C) wurde der Riickstand
fiir die weitere Aufarbeitung mittels Sephadex LH-20 verwendet.

Einige ausgewahlte Extrakte sowie die Extrakte der bestrahlten Auberginenproben wurden
vor der MLCCCan ca. 28 g Lichoprep RP-18-Material mittels gepackter Saule (h: 13 cm,
d: 2 cm) aufgereinigt.Zur Erhéhung der Flieigeschwindigkeit wurde ein leichtes Vakuum an
der Sdule angelegt.Die Ruckstandeder jeweiligen Extrakte wurden in etwa 2 ml Methanol-
Wasser (2:8, v/v) aufgenommen und anschlieBend mit etwa 500 pul Methanol nachgesplilt.
Nach Probenaufgabe auf die mit Glaswolle iberschichtete Sdule wurde mit 400 ml Methanol-
Wasser 2:8(v/v) gewaschen.Das Wascheluat wurde verworfen. Die Elution der Zielstrukturen
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erfolgte mit 200 ml Methanol. Anschlielend wurde das Eluat schonend getrocknet
(Rotationsverdampfer < 36 °C).

Sephadex LH-20 Chromatographie

Die Trocknungsriickstdande der Lichoprep RP-18-Eluats der Goldhaferextrakte wurden
vollstandig in Methanol-Wasser 70:30 (v/v) gel6st und an ca. 50 g Sephadex LH-20-Material
mittels gepackter Saule (h: 29 cm, d: 3 cm) isokratisch mit Methanol-Wasser 70:30 (v/v)
eluiert. Es wurden Fraktionen zu je 9 ml bei einem Fluss von 2 ml/min gesammelt und die
Fraktionen ~ 30-80  miteinander  vereinigt.  Nach  Trocknung im  Vakuum
(Rotationsverdampfer < 36 °C) wurde der Rickstand fir die enzymatische Hydrolyse
verwendet.

MLCCC (Gegenstromverteilungschromatographie)

Die MLCCC erfolgte anhand manuell gewickelter Spule eines Gesamtvolumens von 240 ml
bei ,head to tail“-Elution. Als Laufmittel diente ein Gemisch aus n-Hexan-Ethylacetat-
Methanol-Wasser (5:3:5:3, v/v), welches stets frisch hergestellt wurde. Dazu erfolgte eine
Durchmischung durch mehrfaches3-5 minitiges Schitteln mit anschlieBender Trennung von
organischer und wassriger Phase.

Die getrocknetenProbenextrakte wurden vor der MLCCC je nach Léslichkeit (maximal
120 mg/ml) in 2,5-5ml organischer und waéssriger Phasegelost und anschliefend das
Gesamtvolumen von 5-10 ml injiziert.Zunéchst erfolgte zum Einstellen des Gleichgewichtes
einefliinf mindtige Rotation ohne Fluss.Danach wurdebei einem konstanten Fluss von
2 ml/min und einerRotation von 780-790 U/min getrennt.Dabei wurden alle 5 Minuten
Fraktionen zu je 10 ml mittels Fraktionssammler gesammelt und anschlieend mittels DC
(Laufmittel 11, Kapitel 6.1.2.2, S.92) charakterisiert. Anschlielend erfolgte die Vereinigung
der relevanten Fraktionsbereiche 1-10, 11-20 und 21-40, welche anhand der DC-Spots
ausgewahlt wurden. Das verbleibende Ldsemittel in der Spule wurde verworfen. Nach
Vereinigung wurden die Fraktionsbereiche schonend getrocknet (Rotationsverdampfer
<36 °C).

Dunnschichtchromatographie (DC)

Zur Uberpriifung einzelner Fraktionen auf glycosilierte steroidale Strukturen und besonders
SGs wurden die aufkonzentrierten vereinigten Fraktionsbereiche mittels DC (Kieselgel 60
Fasq)charakterisiert. Zum allgemeinen Test auf glycosilierte steroidale Strukturen wurde ein
Laufmittel I genutzt. SGs wurden mit Laufmittel Ilcharakterisiert (siehe Kapitel 6.1.2.2,
S.92).Die Identifizierung der relevanten Fraktionen erfolgte durch Vergleich der R-Werte und
der Farbung der Probenspots mit den Spots der synthetisierten Standards nach Bespriihen mit
Liebermann-Burchard Reagenz. Das chromatographische Verhalten und die R+-Werte der
synthetisierten glycosilierten steroidalen Strukturen wurden unter 6.2 explizit fiir jede Struktur
beschrieben. Kapitel 6.1.2.2 (S.92, Laufmittel I und Il) fasst die verwendeten Laufmittel
zusammen. Die Detektion erfolgte in der Regel mittels Liebermann-Burchard Reagenz,
welches stets frisch hergestellt wurde. Fur eine einfache und schnelle Charakterisierung
wurde ein unspezifisches Reagenz aus 5 %iger Schwefelsaure in Methanol genutzt.
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Clean up

Der MLCCC-Rickstand der vereinigten Fraktionen wurde in 2 ml Chloroform-Methanol 2:1
(v/v) aufgenommen, geldst, homogenisiert (Vortex, ggf. Ultraschallbad) und zentrifugiert. Fur
die Messlosung wurden je nach Zielkonzentration der Analyten Aliquote abgenommen und
mit Laufmittel B (Methanol + 0,1 % Ameisensdure + (0,1 mM NH,COOH)) verdiinnt. Nach
Homogenisierung (Vortex, ggf. Ultraschallbad) folgte die Vermessung der Kklaren
Losungmittels LC-MS/MS.Die  entsprechenden HPLC und MS-Parameter sind
Kapitel11.5.6(S. 135ff., Anhang) zu entnehmen.

Hydrolyse glycosilierter steroidaler Strukturen

Die Hydrolyse wurde vor allem fir die Evaluierung der synthetisierten Standards und die
aufgearbeiteten Extrakte der Goldhaferproben zu Beginn des Projektes genutzt, um freie
Vitamin D-Strukturen detektieren zu konnen und erfolgte entweder sauer (SGs) oder
enzymatisch (glycosilierte Vitamin D-Strukturen).

enzymatische Hydrolyse

Die enzymatische Hydrolyse erfolgte mittels enzymatischer Mischinkubation verschiedener
Systeme in je 1 ml Citratpuffer (pH=5). Das urspriinglich verwendete System bestand aus
Cellobiase vonAspergillus niger (39 U/ml) undg-Glucosidase (5 U/ml)aus Mandeln. In einem
neu entwickelten System wurde Glucosidase vonAspergillus niger (10 U/ml) und von
S-Glucosidase (5 U/ml) eingesetzt. Die jeweilige Probewurde vor Zugabe des Citratpuffers in
50 pl Dimethylsulfoxid aufgenommen.Zur besseren Phasenvermittlung zwischen den relativ
unpolaren  Zielstrukturen und der wassrigen  Matrix  wurde eine  Ldsung
aus5 %Polyethylenglykol 6000 (PEG 6000) als Phasenvermittler zugesetzt. Dazu wurden
200 ul  einer  25%igen Loésung von PEG 6000 in Citratpuffer zu 1 ml
Inkubationslésunggegeben.Die Inkubationszeit variierte in Abhangigkeit der Probenmatrix
zwischen wenigen Stunden und mehreren Tagen, wobei alle 24 h frische Enzymlésung (1 ml
der oben beschriebenen Zusammensetzung) zugegeben wurde. Die Probel6sung wurde mit
1 ml Wasser versetzt und zwei Mal mit je 2 mIn-Hexan extrahiert. Organische und wassrige
Phase wurden anschlieRend unter Argon bzw. im SAVANT SpeedVac Vakuumkonzentrator
getrocknet und fur die weitere Analytik mittels HPLC-UV, HPLC-FLD, GC-FID oder
LC-MS/MS verwendet(Kapitel 11.5, S.133ff, Anhang).

saure Hydrolyse

Die SGs wurden sauer nach Akhtar et al. (2010) hydrolisiert.**® Dazu wurde die Probelésung
in je 1ml Methanol gel6st und mit 1 ml methanolischer Salzsdure (2 M) versetzt.
AnschlieRend wurde matrixabhangig fir zwei bis vier Stunden bei 70 °C hydrolisiert. Nach
Abkuhlen der Probelésung wurde mit 1 ml Wasser versetzt und drei Mal mit n-Hexan oder
Ethylacetat (je 2 ml) extrahiert. Organische und wassrige Phase wurden anschlielend unter
Argon bzw. am SAVANT SpeedVac Vakuumkonzentrator getrocknet und fiir die weitere
Analytik der freigesetzten Sterole (GC-FID oder HPLC-UV) und Zucker (HPLC-FLD)
verwendet(Kapitel 11.5, S.133ff, Anhang).
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6.3.1.4 Qualifizierungsmethoden

GC-FID/MS

Zur Analyse freier Sterole mittels GC-FID/MS wurden die Trocknungsruckstande der
organischen Phase nach Hydrolyse der Proben in 50 pl Pyridin geldst und mit 50 pl BSA +
5 % TMCS versetzt. Nach Homogenisierung der Losung (Vortex) wurde fir 15 min bei 70 °C
im Trockenschrank inkubiert und anschlieBend ohne weitere Aufarbeitung mit GC-FID/MS
vermessen.Die entsprechenden GC- und FID/MS-Parameter sind Kapitel 11.5.1 (S.133,
Anhang) und Kapitel 11.5.2(S.133, Anhang) zu entnehmen.

HPLC-UV/DAD

Zur Analyse freier und glycosidisch gebundener steroidaler Strukturen sowie der
synthetisierten Standards wurden die getrockneten Probenriickstdnde je nach Loslichkeit in
Methanol oder Chloroform-Methanol 2:1 (v/v) aufgenommen, gelst, homogenisiert (\Vortex,
ggf. Ultraschallbad) und zentrifugiert. AnschlieBend wurden Aliquote mit Laufmittel B
(Methanol + 0,1 % Ameisensédure)in einem geeigneten Konzentrationsbereich verdinnt,ein
standardisiertes Volumen wvon 20pul in die HPLC injiziert und mittels HPLC-
Identifizierungsmethode (siehe Kapitel 0, S.134 und 11.5.4, S.134, Anhang) vermessen.

Zur Anreicherung spezieller SGs und glycosilierter Vitamin D-Strukturen wurden die
Rickstande der jeweiligen MLCCC—Fraktionsbereiche in 600 pl Chloroform-Methanol
2:1(v/v) gelost. Anschlieend wurdenmehrfach 80 ul in die HPLC-DAD injiziert und mittels
HPLC-Anreicherungsmethode (siehe Kapitel 11.5.5, S.134, Anhang) aufkonzentriert. Zum
Sammeln der relevanten Fraktionen wurde ein Fraktionssammler (Ultrorac7000 LKB Fraction
Collector) genutzt. Die bedeutenden Fraktionen wurden anschlieBend vereinigt und schonend
getrocknet (Rotationsverdampfer < 36 °C).

HPLC-FLD

Nach Hydrolyse der glycosidisch gebundenen steroidalen Strukturen wurde die waéssrige
Phase der Hydrolyseansdtze mittels SAVANT SpeedVac Vakuumkonzentrator getrocknet.
Zur Qualifizierung der einzelnen Monosaccharide wurden je 100 pl einer 0,1 mM Ldsung des
jeweiligen Standards getrocknet. AnschlieBend wurde der Trocknungsriickstand mit je 50 pl
einer 0,2 mM 1-Naphtylamin-L6sung und einer 1 M Natriumcyanoborhydridlésung versetzt
und anschlieRend fir 24 h bei 40 °C inkubiert.Nach Abkthlen der derivatisierten Proben
wurden in Abhangigkeit der Konzentration der Analyten 10-100 pl des Inkubationsansatzes
entnommen und mit Laufmittel B (Methanol-Wasser 70:30 + 0,6 ml HFBA/I) auf 400 pl
aufgefillt. Zur Analyse wurden je 10 pl der verdunnten Proben injiziert und mittels
HPLC-FLD-Identifizierungsmethode (siehe Kapitel 11.5.8, S.138, Anhang) vermessen.

LC-MS/MS

Zur Identifizierung neuartiger SGs wurden die Trocknungsriickstdnde der mittels analytischer
HPLC (s.0.HPLC-DAD) angereicherten MLCCC-Fraktionsbereiche in je 300 ul Chloroform-
Methanol 2:1 (v/v) aufgenommen, gel6st, homogenisiert (Vortex, ggf. Ultraschallbad) und
zentrifugiert. Anschlielend wurden 100 ul der klaren Loésung abgenommen, mit 100 pl
Laufmittel B (Methanol + 0,1 % Ameisensaure + 0,1 mM NH4COOH) verdinnt und zur
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Analyse 20 ul der verdunnten  Proben injiziert und mittels LC-MS/MS-
Identifizierungsmethode(Kapitel 11.5.6, S.135, Anhang) vermessen.

Zur Bestimmung freier D-Vitamere wurden die Probenriickstdnde mit PTAD-LGsung
(2mg/ml in  Acetonitril)  derivatisiert und anschlieend mittels LC-MS/MS-
Identifizierungsmethode fur freie D-Vitamere (siene Kapitel 11.5.7, S.137, Anhang)
vermessen.

6.3.1.5 Quantifizierung

Die Quantifizierung der einzelnen Analyten erfolgte nach dem Standardadditionsverfahren.
Zur Kalibrierung wurden die vereinigten Fraktionsbereiche der MLCCC in je 2ml
Chloroform-Methanol  2:1 (v/v) aufgenommen, geldst, homogenisiert (Vortex, ggf.
Ultraschallbad) und zentrifugiert. Zundchst wurden verschiedene Verdinnungen mittels
LC-MS/MS-Identifizierungsmethode (siehe Anhang, Kapitel 11.5.6)vermessen um den
Konzentrationsbereich der jeweiligen Losung abzuschatzen. Anhand der ermittelten
Peakflachen konnten geeignete Verdiinnungen zur Quantifizierung hergestellt werden, welche
mit etwa der 0,5-fachen, 1-fachen, 2-fachen und 3-fachen Menge an synthetisiertem Standard
aufdotiert wurden.Tabelle 26fasst beispielhaft die Dotierung fir die Quantifizierung der SGs
in den Extrakten der Auberginenschalen zusammen.Dabei wurden die jeweiligen Gehalte der
Analyten in den Mischstandards (Sterol-Glcs und Sterol-Gals) sowie die Reinheit bei der
Dotierung und der anschliefenden Auswertung berucksichtigt.Die Quantifizierung erfolgte
uber Regressionsgeraden der Peakflachen zur korrigierten Konzentration des jeweiligen
Analyten unter Bercksichtigung aller Verdlnnungsschritte.

Tabelle 26: Dotierung der einzelnen Messlosungen von Extrakten der Auberginenschale

Fraktionsbereich identifizierter Verdiinnungsfaktor Dotierung der Schalenextrakte mit
der MLCCC- Analyt der Messlésung Standardldsung
Anreicherung in g je ml Messlésung

0,5fach | 1fach 2 fach 3 fach

Chol-Glc 400 0,025 0,050 0,100 0,150

11-20 Camp-Glc (z) 400 0,250 0,500 1,000 1,500
Stigma-Glc (£) 400 0,250 0,500 1,000 1,500

Chol-Glc (2) 4000 0,200 0,400 0,800 1,200

Sito-Glc 25000-62500 0,025 0,050 0,100 0,150

Stigma-Glc 5000-25000 0,040 0,080 0,160 0,240

21-40 Camp-Glc 5000-25000 0,025 | 0050 | 0100 | 0,150
Sito-Gal 80 0,200 0,400 0,800 1,200

Stigma-Gal 40 0,050 0,100 0,200 0,400

+ nicht in allen Messldsungen nachgewiesen

Durch die und physiologischen Unterschiede der Pflanzenproben und daher variierenden
Matrix wurde die Dotierung bei allen Messldsungen einzeln angepasst, weshalb Tabelle 26
nur eine allgemeine Orientierung fur die am h&ufigsten verwendete Dotierungsmenge mit der
jeweiligen Standardldsung gibt.
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6.4 Bestrahlungsexperimenteder glycosilierten steroidalen Strukturen

Die Bestrahlungsexperimente erfolgten sowohl mit dem synthetischen 7-DHC-Glc in einer
definierten methanolischen Losung, als auch in vivo an verschiedenen Auberginenproben. Es
wurden zwei verschiedene UV-Lampen unterschiedlicher Intensitaten verwendet.

6.4.1 Bestrahlung mittels CAMAG UV-Lampe 4 (8W)

Eine Ldsung des synthetisierten 7-DHC-Glc (50 pg/ml) in  Methanol wurde in
einemCAMAG UV-Kabinet fiir 25 Stunden mit der darin integrierten CAMAG UV-Lampe
(8 W) bei 254 nm in einem Abstand von etwa 10 cm bestrahlt. Zur Umsatzkontrolle wurde
stindlich ein Aliquot von 200 ul zu direkten Analyse mittels HPLC-UV entnommen. Die
Bestrahlung der pflanzlichen Proben erfolgte in demselben UV-Kabinet fur unterschiedliche
Zeiten unter regelmaligem Wenden (etwa alle 15 Minuten) der Probe. Anschlielend wurde
nach der entwickelten Anreicherungsmethode (siehe Kapitel 4.3.2, S. 54) aufgearbeitet.

6.4.2  Bestrahlung mittels Narva UVS 125 Niederdruck Quecksilberdampflampe

Eine Losung des synthetisierten 7-DHC-Glc (50 pg/ml) in Methanol wurde mit einer
wassergekihlten NarvaNiederdruck Quecksilberdampflampe fir etwa 4 h bestrahlt. Dabei
wurde der integrierte Reaktionsraum der Lampe fir die Probenldsung genutzt. Zur
Umsatzkontrolle wurde in definierten Zeitabstanden ein Aliquot von etwa 200 pl zu direkten
Analyse mittels HPLC-UV entnommen. Die Bestrahlung der pflanzlichen Proben erfolgte in
einen Abstand von etwa 15-20cm zur Lampe fur 70-270 Minuten (1,1-4,5h) unter
regelmaRigem Wenden (etwa alle 15 Minuten) der Probe.Anschliefend wurde nach der
entwickelten Anreicherungsmethode (siehe Kapitel 4.3.2, S. 54) aufgearbeitet.
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11.1.1 Chol-Glc

Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte nach Losen von etwa 30 mg der Substanz in

700 plPyridin-ds.

11.1.1.1 *H-NMR-Daten

Charakterisierung der synthetisierten glycosilierten steroidalen Strukturen

H d (ppm), Multiplizitat und H d (ppm), Multiplizitat und
Kopplungskonstanten der Signale des Kopplungskonstanten der Signale des
Sterolgrundgeristes Zuckeranteils
3 3.97 (m; 1H) 1 5,05 (d; J=7,7 Hz; 1H)
Uberlappt mit H-5
4 2,74 (ddd; J = 13,5, 4,7, 2,5 Hz; 1H) 2 4,06 (t;J =8,1 Hz; 1H)
2,49 (m; 1H)
6 5,36 (m; 1H) 3 4,28 (m; 1H) Uberlappt mit H-4
18 0,67 (s; 3H) 4 4,28 (m; 1H) Uberlappt mit H-3
19 0,94 (s; 3H) 5 4,00 (m; 1H) Uberlappt mit H-3
21 0,98 (d; J=6,5 Hz; 3H) 6 4,40 (dd; J = 11,8, 5,3 Hz; 1H)
4,57 (dd; J = 11,8, 2,5 Hz; 1H)
26 0,91 (s; 3H)
27 0,89 (s; 3H)
andere 0,80-2,10 (m)
H’s

6. chemische Verschiebung; J. Kopplungskonstanten; Wasserstoff und Kohlenstoff Zuordnungen wurden durch HMBC,

HSQC, H,H-COSY und APT Messungen verifiziert.

11.1.1.2 *C-NMR-Daten

C 8 (ppm) & (ppm) Literatur™ C 8 (ppm) 8 (ppm) Literatur™
(in CDCl,/MeOH-D,) (in CDCl/MeOH-D,)

1 37,8 37,4 18 12,3 12,1

2 30,6 28,5 19 19,7 19,5

3 78,5 77,9 20 36,3 36,1

4 40,3 40,4 21 19,3 18,9

5 141,2 140,9 22 36,8 36,5

6 122,2 122,3 23 24,4 24,1

7 32,4 32,2 24 39,7 39,8

8 32,5 32,2 25 28,5 27,9

9 50,7 50,5 26 23,0 22,7

10 37,2 37,0 27 22,9 23,0

11 21,6 21,4 1 102,9 97,3

12 40,0 40,1 2 75,6 72,1

13 42,8 42,6 3 78,9 72,4

14 57,1 57,1 4 72,0 70,6

15 24,8 24,6 5 78,7 74,3

16 28,8 28,3 6 63,1 61,8

17 56,7 56,5

5. chemische Verschiebung; J. Kopplungskonstanten; Wasserstoff und Kohlenstoff Zuordnungen wurden durch HMBC,

HSQC, H,H-COSY und APT Messungen verifiziert.
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11.1.2 Sterol-Glcs

Die Aufnahme der NMR-Spektren

700 pl Pyridin-ds.

11.1.2.1 *H-NMR-Daten

erfolgte nach Ldsen von etwa 30 mg der Substanz in

H p-Sitosterol-4-D- Stigmasterol-$-D- Campesterol-4-D-
Glucopyranosid * 12116) Glucopyranosid®®® Glucopyranosid®®¥
2 2,15 (m, 1H) 2,15 (m, 1H) 2,15 (m, 1H)
3 3,99 (m, 2H) 3,99 (m, 2H) 3,99 (m, 2H)
Uberlappt mit H-5 Uberlappt mit H-5 Uberlappt mit H-5
4 2,75 (m; 1H) 2,75 (m; 1H) 2,75 (m; 1H)
2,49 (m; 1H) 2,49 (m; 1H) 2,49 (m; 1H)
6 5,37 (m; 1H) 5,37 (m; 1H) 5,37 (m; 1H)
18 0,68 (m; 3H) 0,68 (m; 3H) 0,68 (m; 3H)
22 - 5,24 (dd, J=15,2; 8,7 Hz; 1H) -
23 - 5,09 (dd) tberlappt mit H-1" -
andere 0,82-2,11 (m) 0,82-2,11 (m) 0,82-2,11 (m)
H’s
iy 5,07 (d; J=7,7 Hz; 1H)
2 4,07 (m; 1H)
3 4,30 (m; 1H) Uberlappt mit H-4"
4 4,30 (m; 1H) Uberlappt mit H-3
5 3,99 (m; 2H) Uberlappt mit H-3
6 4,43 (dd; J = 11,8; 5,2 Hz; 1H)
4,58 (dd; J = 11,8; 2,5 Hz; 1H)

2Alle Daten stimmen mit den gegebenen Literaturdaten tiberein: (Shabana et al.2013)*?, (Hoang et al. 2016)* und

(Chiang et al 2008)

8. chemische Verschiebung; J. Kopplungskonstanten; Wasserstoff und Kohlenstoff Zuordnungen wurden durch HMBC,
HSQC, H,H-COSY und APT Messungen verifiziert.

11.1.2.2 *C-NMR-Daten

C [-Sitosterol-$-D- Stigmasterol-$-D- Campesterol-$-D-
Glucopyranosid? 219 Glucopyranosid®®® Glucopyranosid? ®¥
1 38,0 38,0 38,0
2 30,8 30,8 30,8
3 79,0 79,0 79,0
4 39,9 39,9 39,9
5 141,4 141,4 1414
6 122,4 122,4 122,4
7 32,6 32,6 32,6
8 32,2 32,2 32,2
9 50,9 50,9 50,9
10 37,4 37,4 37,4
11 21,8 21,8 21,8
12 40,5 40,5 40,3
13 43,0 42,9 43,0
14 57,3 57,4 56,8
15 25,0 25,0 25,0
16 29,0 29,8 29,0
17 56,8 56,6 56,8
18 12,5 12,7 12,5
19 19,9 19,7 19,9
20 36,9 41,3 36,9




125

Anhang

C [-Sitosterol-$-D- Stigmasterol-$-D- Campesterol-$-D-
Glucopyranosid*#*°? Glucopyranosid**®? Glucopyranosid®*?

21 19,5 22,0 19,4

22 34,7 139,3 34,5

23 26,9 130,0 33,1

24 46,6 51,9 39,6

25 30,0 31,1 32,2

26 19,7 21,2 18,9

27 20,5 19,5 20,8

28 23,9 26,2 16,1

29 12,7 13,0 -

1 103,1 103,1 103,1

2 75,8 75,8 75,8

3 79,1 79,1 79,1

4 72,2 72,2 72,2

5 78,6 78,6 78,6

6 63,4 63,4 63,4

3Alle Daten stimmen mit den gegebenen Literaturdaten tiberein: (Shabana et al.2013)*?, (Hoang et al. 2016)* und

(Chiang) et al 2008)*'¢

8. chemische Verschiebung; J. Kopplungskonstanten; Wasserstoff und Kohlenstoff Zuordnungen wurden durch HMBC,

HSQC, H,H-COSY und APT Messungen verifiziert.

11.1.3 Sterol-Gals

Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte nach Lésen von etwa 30 mg der Substanz in

700 pl Pyridin-ds.

11.1.3.1 *H-NMR-Daten

H p-Sitosterol-p-D- Stigmasterol-f-D- Campesterol-g-D-
Galactopyranosid? ¢ Galactopyranosid®®31®) Galactopyranosid®
2 2,18 (m, 1H) 2,18 (m, 1H) 2,18 (m, 1H)
3 3,98 (m; 1H) 3,98 (m; 1H) 3,98 (m; 1H)
4 2,74 (m; 1H) 2,74 (m; 1H) 2,74 (m; 1H)
2,48 (m; 1H) 2,48 (m; 1H) 2,48 (m; 1H)
6 5,37 (m; 1H) 5,37 (m; 1H) 5,37 (m; 1H)
18 0,68 (m; 3H) 0,68 (m; 3H) 0,68 (m; 3H)
22 - 5,25 (dd; J = 15,2; 8,7 Hz;1H) -
23 - 5,09 (dd; J = 15,2; 8,8 Hz;1H) -
andere 0,82-2,12 (m) 0,82-2,12 (m) 0,82-2,12 (m)
H’s
1 4,99 (d; J=7,6 Hz; 1H)
2 4,49 (m; 1H) uberlappt mit 2H-6"
3 4,24 (dd; J = 9,5; 3,4; 1H)
4 4,62 (d; J=3,4 Hz; 1H)
5 4,13 (m; 1H)
6 4,49 (m; 1H) Uberlappt mit H-2

2Alle Daten stimmen mit den gegebenen Literaturdaten tiberein: (Ezzat et al.2017)?® , (Ahmed et al. 1992)** und

Dinda et al. 2011)*°

8. chemische Verschiebung; J. Kopplungskonstanten; Wasserstoff und Kohlenstoff Zuordnungen wurden durch HMBC,

HSQC, H,H-COSY und APT Messungen verifiziert
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11.1.3.2 BC-NMR-Daten

C p-Sitosterol-4-D- Stigmasterol-4-D- Campesterol-g-D-
Galactopyranosid Galactopyranosid Galactopyranosid
1 38,0 38,0 38,0
2 30,9 30,9 30,9
3 78,5 78,5 78,5
4 39,9 39,9 39,9
5 1415 141,5 1415
6 122,3 122,3 122,3
7 32,7 32,7 32,7
8 32,6 32,6 32,6
9 50,9 50,9 50,9
10 37,4 37,4 37,4
11 22,0 22,0 22,0
12 40,5 40,5 40,3
13 43,0 42,9 43,0
14 57,3 57,4 56,7
15 25,0 25,1 25,0
16 29,1 29,8 29,0
17 56,7 56,6 56,8
18 12,5 12,7 12,5
19 19,9 19,9 19,9
20 36,6 41,3 36,6
21 19,5 21,9 19,4
22 34,7 139,3 34,5
23 26,9 130,0 331
24 46,6 52,0 39,6
25 30,0 31,1 32,2
26 19,7 21,2 18,9
27 20,5 19,5 20,9
28 23,9 26,2 16,1
29 12,7 13,0 -
i 103,7 103,7 103,7
2 73,2 73,2 73,2
3 75,9 75,9 75,9
4 70,8 70,8 70,8
5 77,4 77,4 77,4
6 63,0 63,0 63,0

6. chemische Verschiebung; J. Kopplungskonstanten; Wasserstoff und Kohlenstoff Zuordnungen wurden durch HMBC,
HSQC, H,H-COSY und APT Messungen verifiziert.

11.1.4 Sterol-Cellos

Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte nach Lésen von etwa 40 mg der Substanz in

700 pl Pyridin-ds.
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11.1.4.1 *H-NMR-Daten

f-Sitosterol-5-D-Cellobiosid

Stigmasterol--D-Cellobiosid

Campesterol-5-D-Cellobiosid

H
3
4

6

18

22

23
andere H's

2,73 (m, 1H)
2,50 (m, 1H)

0,69 (s, 3H)

0,83-2,17 (m)

3,90 (tt, J=10,8; 4,6 Hz; 1H)

5,35 (d; J = 5,0 Hz; 1H)

2,73 (m, 1H)
2,50 (m, 1H)

5,35 (d; J=5,0 Hz; 1H)
0,71 (m, 3H)

0,83-2,17 (m)

3,90 (tt, J = 10,8; 4,6 Hz; 1H)

5,23 (dd; J = 15,0, 8,7Hz; 1H)
5,09 (dd; J = 15,0, 8,8 Hz; 1H)

2,73 (m, 1H)
2,50 (m, 1H)

0,69 (s, 3H)

0,83-2,17 (m)

3,90 (tt, J = 10,8; 4,6 Hz; 1H)

5,35 (d; J = 5,0 Hz; 1H)

1

Ol WwN
[

N

N

DO WN -
NN

6. chemische Verschiebung; J. Kopplungskonstanten; Wasserstoff und Kohlenstoff Zuordnungen wurden durch HMBC,

5,01 (d; J= 7,8 Hz; 1H)
4,07 (t; J = 8,0 Hz; 1H)

4,38 (t; 1H; J = 9,0 Hz)
3,94 (m, 1H)

4,34 (m, 1H) Uberlappt mit H-6"" und H-4

4,58 (dd; 1H; J=11,9; 5,8 Hz)
4,49 (dd; 1H; J =11,9; 2,7 Hz)

5,22 (d; 1H; J=7,8 Hz)
4,13 (t; 1H; J = 8,2 Hz)

4,22 (m; 1H), uberlappt mit H-4 ~*
4,22 (m; 1H), uberlappt mit H-3""

4,02 (m, 1H)

4,55 (m; 1H), tberlappt mit H-6"
4,30 (m; 1H) Uberlappt mit H-3

HSQC, H,H-COSY und APT Messungen verifiziert.

11.1.4.2 *C-NMR-Daten

C S-Sitosterol-5-D-Cellobiosid | Stigmasterol-5-D-Cellobiosid | Campesterol--D-Cellobiosid
1 38,0 38,0 38,0
2 30,8 30,8 30,8
3 78,9 78,9 78,9
4 39,8 39,9 39,8
5 141,4 141,4 141,4
6 122,5 122,5 122,5
7 32,7 32,7 32,7
8 32,6 32,6 32,6
9 50,9 50,9 50,9
10 37,5 37,5 37,5
11 21,8 21,8 21,8
12 40,5 40,5 40,4
13 43,0 429 43,0
14 57,4 57,5 56,8
15 25,1 25,1 25,1
16 29,1 29,6 26,1
17 56,8 56,6 56,9
18 12,5 12,7 12,5
19 20,0 19,8 20,0
20 36,9 41,3 37,0
21 19,6 22,0 19,5
22 34,8 139,3 34,5
23 27,0 130,0 33,2
24 46,6 52,0 39,6
25 29,8 31,1 32,3
26 19,7 21,2 20,9
27 20,5 19,7 18,3
28 24,0 25,6 16,1
29 12,7 13,1 -
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@)

p-Sitosterol-5-D-Cellobiosid

Stigmasterol-$-D-Cellobiosid

Campesterol-5-D-Cellobiosid

QURRNF oo wNRE

4. chemische Verschiebung; J. Kopplungskonstanten; Wasserstoff und Kohlenstoff Zuordnungen wurden durch HMBC,

HSQC, H,H-COSY und APT Messungen verifiziert.

11.15 7-DHC-Glc

Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte nach Lésen von etwa 30 mg der Substanz in

700 ul Pyridin-ds.

11.1.5.1 *H-NMR-Daten

105,5
75,4
77,3
81,9
77,0

62,7

102,8

75,3
78,8
72,1
79,0
63,0

H 7-Dehydrocholsterol-f-b-Glucopyranosid
2 2,21 (m; 1H)
3 4,01 (m; 1H)
4 2,91 (m; 1H)
2,53 (m; 1H)
6 5,65 (m; 1H)
7 5,47 (m; 1H)
12 2,06 (m; 1H)
18 0,59 (s; 3H)
19 0,94 (s; 3H)
21 1,00 (d; J = 6,4 Hz; 3H)
26 0,9 (s; 3H)
27 0,92 (s; 3H)
andere H's 1,01 -2,05 (m; 22H)
1 5,07 (d; J = 7,7 Hz; 1H)
2 4,07 (m; 1H) Gberlappt mit H-5
3 4,30 (m; 1H) Gberlappt mit H-4
4 4,30 (m; 1H) dberlappt mit H-3
5 4,07 (m; 1H) dberlappt mit H-2
6 4,44 (dd; J=11,7, 5,3 Hz; 1H)

8. chemische Verschiebung; J. Kopplungskonstanten; Wasserstoff und Kohlenstoff Zuordnungen wurden durch HMBC,

4,60 (dd; J = 11,7, 2,5 Hz; 1H)

HSQC, H,H-COSY und APT Messungen verifiziert.




Anhang

129

11.1.5.2 BC-NMR-Daten

C 7-Dehydrocholesterol-f-D-Glucopyranosid
1 39,3
2 31,4
3 79,3
4 38,7
5 1419
6 120,9
7 117,7
8 140,9
9 47,2
10 38,2
11 22,1
12 40,2
13 439
14 55,4
15 24,1
16 29,0
17 56,9
18 12,7
19 17,2
20 37,2
21 19,8
22 37,2
23 25,0
24 40,5
25 29,1
26 23,4
27 23,7
1 103,4
2 76,1
3 79,4
4 72,5
5 77,6
6 63,7

6. chemische Verschiebung; J. Kopplungskonstanten; Wasserstoff und Kohlenstoff Zuordnungen wurden durch HMBC,

HSQC, H,H-COSY und APT Messungen verifiziert.

11.1.6 Ds-Glc

Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte nach Lésen von etwa 30 mg der Substanz in

700 pl Pyridin-ds.

11.1.6.1 *H-NMR-Daten

H Cholecalciferol (Vitamin Ds)--D-Glucopyranosid® *”
1 2,45 (m; 1H)
2,13 (m; 1H) Uberlappt mit H-2
2 2,13 (m; 1H) Uberlappt mit H-1
3 4,20 (tt; J = 8,4, 4,1 Hz; 1H)
4 2,91 (m; 2H) Uberlappt mit H-9*
2,62 (dd; J = 13,3, 8,4 Hz; 1H)
6 6,46 (d; J = 11,3 Hz; 1H)
7 6,33 (d; J = 11,3 Hz; 1H)
9 2,91 (m; 2H) tberlappt mit H-4*
18 0,60 (s; 3H)
19 5,15 (m; 1H)
5,04 (m; 1H) Uberlappt mit H-1"
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H Cholecalciferol (Vitamin D;)-A-D-Glucopyranosid® ¢
21 0,97 (d; J = 6,3 Hz; 3H)
26 0,90 (s; 3H)
27 0,92 (s; 3H)

andere H's 1,00 - 2,03 (m)
1 5,04 (m; 2H),

iiberlappt mit H-19°

2 4,00 (m; 1H) Uberlappt mit H-5
3 4;28 (m; 1H) Uberlappt mit H-4
4 4,28 (m; 1H) uberlappt mit H-3
6 4,41 (dd; J = 11,8, 5,2 Hz; 1H)

3Alle Daten stimmen mit den gegebenen Literaturdaten tiberein: (Fiirst. 1983)°
8. chemische Verschiebung; J. Kopplungskonstanten; Wasserstoff und Kohlenstoff Zuordnungen wurden durch HMBC,
HSQC, H,H-COSY und APT Messungen verifiziert. Die S-glycosidische Bindung des D5-Glc wurde durch ein Duplet fir das

4,55 (dd; J=11,8, 2,5 Hz; 1H)

H-1"in methanol-d4bei 4,46 ppm (7,8 Hz) verifiziert.

11.1.6.2 BC-NMR-Daten

C Cholecalciferol (Vitamin Ds3)-f-D-
Glucopyranosid * %?
1 33,5
2 35,1
3 77,3
4 46,5
5 136,7
6 123,1
7 118,8
8 1425
9 29,8
10 146,5
11 23,2
12 41,2
13 44,1
14 57,3
15 24,4
16 28,5
17 57,0
18 12,7
19 113,0
20 36,9
21 19,5
22 36,9
23 24,7
24 40,2
25 28,5
26 23,1
27 23,4
1 103,9
2 75,6
3 79,1
4 72,1
5 79,0
6 63,3

3Alle Daten stimmen mit den gegebenen Literaturdaten iiberein: (First. 1983)1°
8. chemische Verschiebung; J. Kopplungskonstanten; Wasserstoff und Kohlenstoff Zuordnungen wurden durch HMBC,

HSQC, H,H-COSY und APT Messungen verifiziert.
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11.1.7 Hochauflésende Massenspektrometrie (HRMS-Spektrometrie)

Struktur Charakteristisches lon der ermittelte Masse des theoretisch berechnete
jeweiligen Struktur spezifischen lons Masse des spezifischen lons
m/z, [Da] m/z, [Da]
Chol-Glc Ca3HssNaOg",[M + Na]” 571,3959 571,3969
Sito-Glc CssHgoNaOg', [M + Na]* 599,4270 599,4282
Stigma-Glc CasHsgNaOg', [M + Na]* 597,4119 597,4119
Camp-Glc Ca4HssNaOg", [M + Na]* 585,4115 585,4126
Sito-Gal C35H60N3.06+, [M + Na.]+ 599,4277 599,4282
Stigma-Gal CasHsgNaOg', [M + Na]* 597,4130 597,4119
Camp-Gal Ca4HsgNaOg', [M + Na]* 585,4121 585,4126
7-DHC-Glc | C33H5NaOg", [M + Na]” 569,3812 569,3813
Ds-Glc Ca3Hs4NaOg', [M + Na]* 569,3813 569,3813
Sito-Cello CyHoNaOy; ", [M + Na]* 761,4800 761,4801
Stigma-Cello | C4;HggNaOy;", [M + Na]” 759,4652 759,4654
Camp-Cello C4oHesNaOy; ", [M + Na]* 747,4650 747,4654
11.2  Wellenlangenspektrum der NARVA UVS 125 W Quecksilberdampflampe

Hg-Niederdruckentladung

254 nm
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11.3

HPLC-UV Chromatogramm ausgewahlter freier und glycosidisch gebundener

Vitamin D-Strukturen
16000
Vitamin D3
19,9 min
14000 +
"é‘ - 7-Dehydrocholesterol
c 12000 - 7-DHC:Glu 40,8 min
< 14,5 min
[Te) D3-Glu
N, 12,6 min
T 10000 1
(2]
C
2
=
8000 -+
6000 -
T T T T
10 20 30 40 50

HPLC-DAD Chromatogramm der UV-Spur bei 202 nm ausgewahlter SGs

5e+5
— 4et5 -
£
c
o
=]
o,
b
5 3e+s Chol-Gle
c 15,4 min
2
]

2e+5

T T
5 10 15 20 25 30
t [min]

5e+5
— 4e+5 o
£
c
o
(=]
S
-
i Camp-Gal
‘B 3e+5 164 min
5 Stigma-Gal ’Is;‘:;_('?l
€ 16,1 min\ / An TN

2e+5 o

T T T
5 10 15 20 25 30
t [min]

t [min]

Se+5
— 4et5 o
£
c
o
=}
8
-
:‘g
‘® 3e+5 4
g Sito-Gle
=
2e+5 -
5 10 15 20 25 30
t [min]
Se+5
— 4det5 o
£
c
o~
o
(28 Camp-Cello
] 14,7 min
B 3e+5 Stigma-Cello /]\ Sito-Cello
< i 15,2 min
14,5 min 2
] X
2e+5 o
5 10 15 20 25 30
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11.5  Chromatographische Methoden

11.5.1 GC-FID-Methode zur Analytik freier Sterole

Parameter

Bedingung

Trennséule
Saulenmaterial
Fluss
Inlet Temperatur
Injektionsvolumen
Split
Temperaturprogramm

Detektor

Dauer

HP-5 (30 Meter, 0,32 mm, 0,25 pum)

5 % Diphenyl — 95 % Dimethylpolysiloxan

1,6 ml/min
250 °C
1,0 ul
1:50
250 °C 0 290 °C (287
FID (310°C)

30 Minuten

11.5.2 GC-MS-Methode zur Analytik freier Sterole

Parameter

Bedingung

Trennséule
Saulenmaterial
Trégergas
Fluss
Inlet Temperatur
Injektionsvolumen
Split
Temperaturprogramm

Detektor

Dauer

DB-5 MS (30 Meter * 0,25 mm * 0,25 um)
5% Diphenyl - 95% Dimethylpolysiloxan
Helium
7,0 ml/min
250 °C
1,0-5,0 pl

splitless
10 °C/min (2")
250 °C ———> 270 °C (33)/(63")
Thermo Trace DSQ — Massenspektrometer

35 Minuten/65 Minuten
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11.5.3 HPLC-UV/DAD-Identifizierungsmethode freier Sterole

Parameter Bedingung

Trennsdule Knauer Eurospher | 100-5 C18, 250 x 4,6 mm, 5 um + Vorséule

A: H,0 + 0,1 % Ameisensaure

Laufmittel B: MeOH + 0,1 % Ameisensaure
Fluss 1,0 ml/min
Temperatur 25°C
Injektionsvolumen 20 pl
Gradient 40/60 i> 5/95 i> 0/100 (53" i) 40/60 (5"
Dauer 65 min

11.5.4 HPLC-UV/DAD-Identifizierungsmethode glycosidisch gebundener steroidaler

Strukturen
Parameter Bedingung
Trennséule Knauer Eurospher 1 100-5 C18, 250 x 4,6 mm, 5 um + Vorsaule
Laufmittel A:H,0+0,1% Ameis_ensaure
B: MeOH + 0,1 % Ameisensaure
Fluss 1,0 ml/min
Temperatur 25°C
Injektionsvolumen 20 pl
Gradient 40/60 = 5/95 = 0/100 Q1) 2, 40160 (5"
Dauer 33 min

11.5.5 HPLC-UV/DAD-Anreicherungsmethode steroidaler Strukturen

Parameter Bedingung

Trennsdule Knauer Eurospher | 100-5 C18, 250 x 4,6 mm, 5 pm + Vorséule

Laufmittel A:H,0+0,1% Ameis_ensaure

B: MeOH + 0,1 % Ameisenséaure
Fluss 1,0 ml/min

Temperatur 25°C

Injektionsvolumen 20-100 pl
Gradient 40/60 (5" 2, 20/80 2 7/93 (34" 2, 0100 (10') 2, 40060 (5

Dauer 59 min
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11.5.6 LC-MS/MS-Identifizierungsmethode glycosidisch gebundener steroidaler

Strukturen
Parameter/ Messmethode Bedingung
Trennséule Knauer Eurospher | 100-5 C18, 250x4,6 mm, 5 um + Vorséule
Laufmittel A:H,0+0,1% Ameis'enséure + 0,1 mM NH,COOH
B: MeOH + 0,1 % Ameisensaure + 0,1 mM NH,COOH

Fluss 1,0 ml/min

Temperatur 25°C

Injektionsvolumen 20 pl
Gradient 40/60 = 5/95 = 0/100 (21') — 40/60 (5')

Dauer 33 min

11.5.6.1 MS/MS-Parameter

Parameter Bedingung
Curtain Gas 30 psi
Temperatur 550 °C

Gas 1 (Auxiliary Gas) 50 psi
Gas 2 (Nebulizer Gas) 60 psi
Collision Gas medium, 5 psi
lon Spray Voltage 5,500 V
Detection MRM-Mode
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11.5.6.2 MS/MS-Ubergange der derivatisierten D-Vitamere

Analyt Mutterion Q1 [Da] Q3 [Da] Rt [min] DP [V] CE[V] CXP [V]
Chol-Glc [M+NH,]* 566,9* 369,7* 13,7 60 18 15
[M+NH,]* 566,9 161,3 45 15
[M+NH,]* 566,9 135,4 13,7 60 40 10
[M+NH,]* 566,9 1474 50 13
Sito-Glc [M+NH,]* 594,7* 397,7* 14,9 60 20 15
[M+NH,]* 594,7 161,4 45 15
[M+NH,]* 594,7 147,2 14,9 60 50 15
[M+NH,]* 594,7 95,4 80 15
Stigma-Glc [M+NH,]* 592,9* 395,7* 14,0 60 15 13
[M+NH,]* 592,9 83,2 50 13
[M+NH,]* 592.,9 139,5 14,0 60 30 13
[M+NH,]* 592,9 255,6 30 13
Camp-Glc [M+NH,]* 580,9* 383,7* 14,4 60 20 20
[M+NH.]* 580,9 147,2 45 10
[M+NH,]* 580,9 161,4 14,4 60 50 10
[M+NH,]* 580,9 135,3 45 10
Sito-Gal [M+NH,]* 594,7* 397,7* 15,5 60 20 18
[M+NH.]* 594,7 147,5 50 13
[M+NH,]* 594,7 189,4 15,5 60 45 10
[M+NH,]* 594,7 85,4 60 15
Stigma-Gal [M+NH,]* 592,9* 395,7* 14,5 60 15 13
[M+NH.]* 592.,9 83,2 50 13
[M+NH,]* 592.,9 139,5 14,5 60 30 13
[M+NH,]* 592,9 255,6 30 13
Camp-Gal [M+NH,4]* 580,9* 383,7* 14,9 60 20 20
[M+NH,]* 580,9 147,2 45 10
[M+NH,]* 580,9 161,4 14,9 60 50 10
[M+NH,]* 580,9 135,3 45 10
Sito-Cello [M+NH,]"* 757,0* 397,7* 13,8 60 20 18
[M+NH,]* 757,0 163,3 30 13
[M+NH,]* 757,0 325,5 13,8 60 15 15
[M+NH,]* 757,0 85,3 80 15
Stigma-Cello [M+NH,]"* 755,0* 395,7* 13,1 60 20 15
[M+NH,]* 755,0 83,1 60 13
[M+NH,]* 755,0 325,5 13,1 60 15 10
[M+NH,]* 755,0 163,5 30 13
Camp-Cello [M+NH,]"* 743,0* 383,7* 13,5 60 20 20
[M+NH,]* 743,0 163,3 30 13
[M+NH,]* 743,0 85,3 13,5 60 80 13
[M+NH,]* 743,0 325,5 15 13
7-DHC-Glc [M+NH,]"* 566,9* 367,5* 12,7 60 20 13
[M+NH,]* 566,9 145,4 40 10
[M+NH,]* 566,9 159,4 12,7 60 45 15
[M+NH,]* 566,9 385,4 20 20
Ds-Glc [M+NH,]"* 566,9* 367,5* 11,0 60 25 20
[M+NH,]* 566,9 385,5 25 18
[M+NH,]* 566,9 121,2 11,0 60 40 5
[M+NH,]* 566,9 2474 25 15

*Quantifier
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11.5.7 LC-MS/MS-Ildentifizierungsmethode flr freie Vitamin D-Strukturen

Parameter/ Messmethode Bedingung
Trennsdule Knauer Eurospher 11 100-3 C18 H 100 x 2 mm + Vorsdule
Laufmittel A:H,0+0,1% Ameistensaure
B: MeOH + 0,1 % Ameisenséaure
Fluss 0,3 ml/min
Temperatur 25°C
Injektionsvolumen 20 pl
Gradient 40/60 = 5/95 = 0/100 (15" 27, 40460 (4,25")
Dauer 24 min

11.5.7.1 PTAD-Derivatisierung

Der aufgearbeitete Extrakt wurde in 1 ml Methanol geldst, homogenisiert und zentrifugiert.
Von der tberstehenden Lésung wurden 400 pl entnommen, das Losemittelunter Argon-Strom
abgedampft und anschlieend mit 200 ul PTAD-LGsung (2 mg/ml in Acetonitril) versetzt und
im Braunglasvial fir 90 min bei Raumtemperatur derivatisiert. Nach Abdampfen des
Losungsmittels unter Argon-Strom wurde in 400 pl Laufmittel B aufgenommen und der klare

Uberstand am LC-MS/MS (ESI, positiv) vermessen.

11.5.7.2 MS/MS-Parameter

Parameter Bedingung
Curtain Gas 30 psi
Temperatur 550 °C

Gas 1 (Auxiliary Gas) 45 psi
Gas 2 (Nebulizer Gas) 60 psi
Collision Gas medium
lon Spray Voltage 5.500 V
Detection MRM-Mode
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11.5.7.3 LC-MS/MS-Ildentifizierungsmethode fur Vitamin D-Strukturen

Analyt Mutterion Q1 [Da] | Q3[Da] | Rt[min] DP [V] CE[V] CXP [V]
1,25(0H),D, (PTAD) | [M-18+H]" 574,5 161,3 5,9 80 53 10
[M-18+H]" 574,5* 298,3* 5,9 80 25 6
[M+H]" 592,6 298,4 5,9 35 26 6
1,25(0H),D3 (PTAD) [M+H]" 592,6 314,3 6,1 60 23 8
[M-18+H]" 574,4 556,5 6,1 50 13,5 10
[M-18+H]" 574,4* 314,3* 6,1 50 23 10
[M-18+H]* 574.,4 298,1 6,1 50 23 10
1,25(0H),D, (PTAD) [M+H]" 604,6 314,4 6,2 30 21 18
[M+H]* 604,6 586,5 6,2 30 10 10
[M-18+H]" 586,5* 314,3* 6,2 30 18 18
25(0H)D; (PTAD) [M-18+H]" 558,3* 298,3* 6,6 80 19 6
[M-18+H]* 558,3 280,3 6,6 80 37 10
[M-18+H]" 558,3 161,2 6,6 80 51 10
25(0OH)D, (PTAD) [M+H]* 558,7 298,3 6,7 30 18,5 15
[M-18+H]* 570,5* 298,4* 6,7 30 21 18
[M-18+H]* 570,5 161,3 6,7 30 51 11
Vitamin D, (PTAD) [M+H]" 572,7* 298,3* 9,1 40 20 6
[M+H]" 572,7 280,3 9,1 40 40 10
[M+H]" 572,7 161,2 9,1 40 52 10
Vitamin D; (PTAD) [M+H]" 560,6* 298,4* 9,2 40 21 6
[M+H]" 560,6 280,3 9,2 40 39 16
[M+H]" 560,6 161,2 9,2 40 51 13
Ergosterol (PTAD) [M+H]" 572,7 3775 9,3 30 24 10
[M+22+H]" 594.,6 200,3 9,3 70 33 15
[M+22+H]" | 594,6* 419,4* 9,3 70 28 11
7-Dehydrocholestrol [M+H]" 560,6 365,5 94 30 25 9
(PTAD) [M+22+H]" | 582,3* 407,4* 9,4 50 27 9
[M+22+H]* 582,3 365,4 9,4 50 34 9

*Quantifier, 1,25(0H),D3, 1,25-dihydroxyvitamin D,; 1,25(0H),Ds, 1a,25-Dihydroxycholecalciferol; 25(0OH)D,, 25-
Hydroxyvitamin D,; 25(OH)D3 25-Hydroxycholecalciferol

11.5.8 HPLC-FLD-Identifizierungsmethode freier Zucker

Parameter/ Messmethode

Bedingung

Trennsaule
Laufmittel

Fluss

Temperatur

Parameter des Detektors:
Wellenlange fir Anregung
Wellenldnge der Emission

Injektionsvolumen

Gradient

Dauer

Knauer Eurospher 100-5 C18, 250x4,0 mm, 5 pm + Vorsdule

A: H,0 + 0,6 % HFBA (Heptafluorbuttersaure)
B: MeOH/H,0 70:30 + 0,6 % HFBA

1,0 ml/min

20 °C

318 nm
440 nm

10 pl
65/35 i) 80/20 (25" 5—) 70/30 i) 65/35 (30" i»
0/100 (15" 1—0'> 65/35 (15"
110 min
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11.5.9 Anreicherungsmethode mittels MLCCC

Parameter/ Messmethode

Bedingung

Trennsaule/Schlauchmaterial

Spulenlange
Laufmittel

Trennmethode

Gesamtvolumen der Trennsaule
(Spule)

Verhéltnis stationdre/wassrige
Phase nach Phasenaufgabe

Fluss
FraktionsgroRe
Probeneinwaage

Detektion

PTFE 1,9x2,5x 0,3 mm
80-90 m

n-Hexan/Ethylacetat/Methanol/Wasser
5:3:5:3

Head to Tail
240 ml
200 ml organische/stationdre Phase
40 ml wassrige/mobile Phase
2,0 ml/min
10 ml; 5 min/Fraktion
600 mg in je 2,5 ml organischer und wéssriger Phase

UV-Detektion bei 254 nm

11.5.10 Bestimmung von freiem Vitamin D in Lebensmitteln mittels LC-MS/MS

11.5.10.1 Ldsungen

LOsung

Zusammensetzung

Ldosung |
Natriumsulfid-Lsg. (1,6 M)

Ldosung 11

methanolische Kaliumhydroxyd-L&sung:
420 g KOH/1,5 | (MeOH:H,0 9:1); 2,4 1 H,0; 5,1 | MeOH

123,1 g/l H20

zitronensaurehaltiger Ammoniumchlorid-Puffer:
259,2 g NH,CI; 1,68 I NH3; 3,12 1 H,O; 1,2 | Zitronensaure-Lsg.
(2,5 M): 567 g/1,2 1 H,0

Zitronensaure-Lsg. (1 M) 192 g/l H,O
Misch-Standard Verdunnung End-KE)nrlgmtratlon
Vitamin D5 6,19,19-d; 1 mg/ 1000 pl// 100 pl/ 500 pl// 416 pl/ 20 ml 4,1
Vitamin D, 6,19,19-d; 1 mg/ 1000 pl// 100 pl/ 500 pl// 416 pl/ 20 ml 4,1
25-Hydroxyvitamin D3 6,19,19-d; 1 mg/ 500 pl// 50 pl/ 500 pl// 416 pl/ 20 ml 4,1
1a 25-Dihydroxyvitamin Dj 1 mg/ 500 ul// 50 pl/ 500 pl// 416 pl/ 20 ml 4,1
6,19,19-d3

7-Dehydrocholesterol- 5 mg/1 ml// 20 pl/ 500 pl/f 832 pl/ 20 mi 8,2

(25,26,26,26,27,27,27-d;)
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11.5.10.2 Probenvorbereitung

Im Rahmen der Probenvorbereitung wurde von jeder Probe ein reprasentativer Teil (etwa 80 g
Frischgewicht oder 1,2-2,9g Trockengewicht) zerkleinert, homogenisiert und direkt
aufgearbeitet oder bis zur Aufarbeitung bei -30°C eingefroren.

11.5.10.3 Probenaufarbeitung

Verseifung

Die vorbereiteten Proben wurden mit 1 gNatriumascorbat in eine druckresistente 250 ml
Laborflasche eingewogen und mit methanolischerKaliumhydroxydlésung (LOsung |1, siehe
Kapitel 11.5.10.1, S.139) auf 150 ml aufgefillt. Nach Zugabe wvon 133 ul des
deuterierteninternen Mischstandards (siehe Kapitel 11.5.10.1, S. 139) und 2 M Natriumsulfid-
Losung (2 ml) wurde derReaktionsansatz mit Stickstoff iberschichtet, fest verschlossen, gut
durchmischt und im Trockenschrank fir 3,5 Stunden bei 70 °C hydrolisiert. Zu der
vollstandig aufgeschlossenen und verseiften Probeldsung folgte nach Abkihlen die Zugabe
von 50 ml eines zitronensaurehaltigen Ammoniumchlorid-Puffers (Losung Il; siehe Kapitel
11.5.10.1, S. 139) sowie 4 ml einer 1 M Zitronensaurelésung zur Einstellung des pH-Wertes,
welcher zwischen 10 und 11 liegen sollte.AnschlieRend wurden die Lésungen mit Wasser auf
250 ml aufgefullt, gut durchmischt und mittelsFaltenfilter filtriert.

SPE (RP-Phase, Strata-SDB-L)

Die Konditionierung der Strata-SDB-L-Kartuschen erfolgte mit jeweils 6 ml Ethylacetat-
Isopropanol 3:7 (v/v), 6 ml Methanol und 6 ml Wasser.Auf die vorbereiteten Séulen wurden
anschlieBend 9 ml der Probelésung aufgegeben, welche mit den deuterierten Vitamin D-
Standardsubstanzen definierter Konzentration versetzt wurden. ZurAufreinigung der Analyten
wurde das Sorbens zunachst mit 6 ml Methanol-Wasser 90:10 (v/v) und anschliefend mit
6 ml Methanol-Wasser 50:50 (v/v) gewaschen. Die Elution der Zielstrukturen erfolgte mit
2 x3 ml Isopropanol von den zuvor unter Stickstoffstrom getrockneten S&ulen. Das Eluat
wurde unter Argon-Strom getrocknet.

SPE (NP-Phase, Strata SI-1 Silica, Phenomenex)

Das getrocknete Eluat der Strata-SDB-L-SPE wurde in 1 ml Isopropanol/n-Hexan
0,5:99,5(v/v) gel6st, in ein 2 ml-Reaktionsgefal? Gberfuhrt und anschlieRend zentrifugiert. Die
uberstehende Losung wurde fir die NP-SPE eingesetzt.

Die Vorkonditionierung der SI-1 Silica-Kartuschen erfolgte mit 4 x 1,5 ml Elutionsmittel, 4 x
1,5 ml Hexan und 4 x 1,5 ml Isopropanol/n-Hexan 0,5:99,5 (v/v), bevor 800 ul Probelosung
aufgegeben wurden. Zum Waschen der Sdulen wurden die bereits zur Konditionierung
eingesetzten Losungsmittel bzw. -gemische eingesetzt. AnschlieBend erfolgte die Elution mit
3 ml Isopropanol/n-Hexan 35:65(v/v). Der resultierende Extrakt wurde unter Argon-Strom
getrocknet.

Clean-up
Der erhaltene Ruckstand wurde in 267 ul Methanol aufgenommen, gelost bzw. homogenisiert
(Vortex,ggf. Ultraschallbad) und zentrifugiert. Zur Aufreinigung der Probe wurden von der
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klaren Losung 200 ul abgenommen, mit 44 pl Wasser versetzt und homogenisiert. Nach
erneutemZentrifugieren wurden von der oberen Phase 200 ul abgenommen und mit dem
gleichen Volumen anLaufmittel B (MeOH + 0,1 % Ameisensaure) des chromatographischen
Systems versetzt. Nachdem die Losung fur mind. 30 min tiefgekuhlt und der ausgefallene
Niederschlag abgetrennt wurde, folgte die Vermessung von 200 pl des klarenUberstandes am
LC-MS/MS nach der Methode von Seeburg et al (2014).%

Quantifizierung

Eine matrixangepasste Kalibrierung mit deuterierten internem Standard diente der
Quantifizierung. Zur Aufnahme der Kalibrierungen wurden die Proben vor der Aufarbeitung
mit unterschiedlichen Gehalten an D-Vitameren versetzt. Die Kalibrierung erfolgte je nach
Analyt im Konzentrationsbereich von 16 ug/l bis 850 pg/l, wobei die deuterierten
Referenzsubstanzen (Vitamin Ds-ds (6, 19, 19-ds); Vitamin D2-ds (6, 19, 19-ds); 25-Hydroxy-
vitamin Ds-ds (6, 19, 19-ds); 1a, 25-Dihydroxyvitamin Ds-ds (6, 19, 19-ds) und 7-Dehydro-
cholesterol-(25,26,26,26,27,27,27-d;)) als interne Standards dienten. Zur Auswertung wurden
die Peakflachenverhdltnisse (Analyt/Interner Standard) linear gegen die Konzentration
aufgetragen.
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