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Kurzfassung deutsch

Anthocyane stellen rote, blaue oder purpurfarbene sekundare Pflanzeninhaltsstoffe dar,
welchen in verschiedenen epidemiologischen Studien gesundheitsforderndeéoveetiype
Wirkungen aufgrund von antioxidativen Eigenschaften zugeschrieben werden. Durch die
geringe Bioverfugbarkeit ist deren tatsachliche Rotlemenschlichen Organismusaklar.

Um dies zuuntersuchenvurde im BMBF-Verbundprojekt ANTHONIAeine umfassede

Studie durchgefuhrt, bestehend aus einer Zellkylainer Tier und einer Humanstudie. Die
daraus resultierenden komplexen Proben verlangten nach einer dezidierten Probenpréparation
(Festphasenextraktion), einer robusten und dennoch schnellen Amadfkede, die in der
vorliegenden  Arbeit vorgestellt wird. Eine Separation wurde durch -Ultra
Hochdruckflussigkeitschromatographie -UPLC) erreicht. Mittels Elektrospralpnisation

(ESI) wurde diese mit einem hochauflésenden akkuraten Massenspektrometgr (MS
gekoppelt. Die Identifizierung wurde durch Fragméerungsexperimente des Aglykons
unterstitzt, da zumeist keine Standardverbindungen verflgbar \Wéteehs der verwendeten
Instrumentierung ist eine Quantifizierung ohne Fragmentierungsexperiment IS/M
moglich. Anthocyane undirekte Metaboliten kdnnen ausvlassenspektreauch retrospektiv
analysiert werden, was durgill lon Fragmentatiot (AIF) Experimenteunterstutztwird.
AnthocyanGlucoside,-Glucuronide und andere Derivatier Anthocyanekonntenin tber

1000 Probemuantifiziertwerden. Mogliche Degradationsprodukte der Anthocyane, wie 3,4
Dihydroxybenzoesaure, konnen parallel analysiert werden, da die Polat@at
Massenspektrometersnerhalb einer Messung kontinuierlich gewechselt werden.karen
Massengenauigkeit im positiven lonenmoekss generelbesser ald ppm, daher konnte die
Quantifizierung mit einem Massenfenster vgm/z = 0002 durchgefihrtwerden. Die
entwickelte Methode kann fur unterschiedlichste Probenmatrizes angewandt werden. In dieser
Arbeit konnten Anthocyane, Metabolitaund 3,4Dihydroxybenzoeséaure in Plasma, Urin,
Pflanzenextrakten, Darminhalt und Fazesmben analysiert werden. Die hohe
Massengenauigkeit war essentiell, um eine korrekte Identifizierung und Quantifizierung

durchzufihren.
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Abstract english

Anthocyanins, red blue and purplecolorants in fruits, are widely discussed for their
antioxidantproperties. Their bioavailability is very low and therefore their rolehealth
promotingsubstances is unclear. A comprehensive human, animal and cell culture study was
designedi n t he framework of t he BMBF prtoe ect
bioavalability of anthocyaninsA dedicated sample preparatiprotocoland a robusandfast
method was developddr diverse sample typeSeparation was achieved viaHPLC (Ultra

High Pressure Ligid Chromatographyand HRMS High Resolution Mass g#ctromety)
analysis was conducted by eleesray ionization and orbital trapping magsectromety.
Reference substances were not available for all analytes and identification was therefore
based on dedicated MS/MS experimertiigh mass accuracy allowed for aptitation
without the need for MS/MS experimerasid ©nsequently metabolites (e.g. products of
glucuronidation) can be analyzed retrospectivalypported bythe * Ik ion fragmentatioh

(AIF) mode Glucuronides, glucosides and other anthocyanins couddhdlgzedn more than

1000 samples by this procedureéhenolic acids such as 3jhydroxy benzoic acid could be
analyzed in parallel by switching polarity continuously duritige measurementThe
developed method allowsor identification by HRMS and MS/M eperiments and
guantification inpositive and negative ion mode by using full MS spectra. Mass accuracy in
positive ion mode wabetter tharll ppm, so quantification could be done by a mass window

of gn/z= 0.002. The shown method can be used for diffesample types with different
matrices. Plasma, urine, cell culture, extracts of intestine content and feces could be analyzed
using the presented method. The developed method is not limited to the introduced
application, but can be extended to raw graptacts or other plant extracts whicbntain
anthocyanins. High mass accuracy proved to be essential in-BlrLG-MS measurements

for the correct identification and quantification of anthocyanins and related metabolites in

complex biological samples.
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Vorbanerkung

Die Arbeiten zur vorliegenden Dissertation wurden Rahmen des BMB®erbundprojekts

. Ant hocyane i n Fruchtsaften -Staies (BMEBFeer eno
Forderkennzeichen: 0315379A) durchgefihrt.

Die in der Dissertation beschriebene Konzeption uhachfihrung von Humanund
Zellkulturstudien sowie deren Probensammlung und Probenaufarbeitung wurden am Institut
fur Erndhrungswissenschaft durchgefuhrt (BMBe&ilprojekt 4:Anthocyane und Metabolite
antioxidative und antiinflammatorische Wirksamkait/itro und in vivoProjektleitung: Prof.

Dr. S. Rudloff;, BMBFTeilprojekt 6: Bioverfligbarkeits und Interventionsstudien.
Projektleitung: Prof. Dr. C. Kunz). Die Konzeption und Durchfuihrung der Tierstudie, sowie
deren Probensammlung wurden am MrRubnerinstitut (Karlsruhe) durchgefuhrt (BMBF
Teilprojekt 5: Anthocyane im TiermodellBioverfiigbarkeit und immunologische Wirkungen

von Anthocyanen im Tiermodell. Projektleitung: Prof. Dr. B. Watzl). In der Dissertation
analysierte Safte und Extrakte wurdem\ater Forschungsanstalt Geisenheim zur Verfliigung
gestellt (BMBFTeilprojekt 1: Functional Food i Entwicklung von Produkten mit
Zusatznutzen (functinal food) unter Bertcksichtigung besonderer lebensmitteltechnologischer
Methoden Projektleitung: Prof. Dr. HDietrich).

Die Entwicklung der Methoden zur Identifizierung und Quantifizierung von Anthocyanen und
deren Metaboliten sowie die Analyse und die quantitative Auswertung der aus diesen Studien
hervorgegangenen Proben (Plasma, Urin, Zellkulturiiberstandes,Haarminhalte) erfolgte

in der vorliegenden Arbeit im Rahmen des BMBE&ilprojekts 2:Analytik von Anthocyanen

und Metaboliten in Rohstoffen, Extrakten und biologischen FlussigK&itejektleitung: PD

Dr. A. Rompp.



1. Motivation

Die Gruppe derAnthocyane wurde in den letzten Jahrzehnten zunehmend im Detalil
untersucht. Irden Fokus der Forschung geiset durch interessante chemische, physikalische
und physiologische Eigenschaften, die vor allem darauf beruhen, dass Radikale (insbesondere
reakive Sauerstoffspezies, ROS) effektiv abgefangeerden kdénnen (siehe Kapitel2R
Verschiedene epidemiologische Studien zeigten eine Korrelatdschen einer obstund
gemuseeichen Erndhrung und einer verminderten Inzidenz fiur Tumorerkrankungen,
kardiovaskulare und radere chronische ErkrankungeHierfir werden neberzahlreichen
anderen Verbindungeauch viele sekundare Pflanzeimaltstoffe aufgefuhrt, zu denen auch
die Anthocyane zahlef.?

Durch NeuzuchtungekdnnenAnthocyane wie zum Beispiel in Weintrauben, schonder
Frucht hochgradigakkumuliert werdenNeuartige Technikeermdglichen esExtrakte aus
diesenFrichten zu gewinnen urebhe Mengemn Anthocyanen zur Verfligung zu stell&o
kénnen diese tBffe der Nahrung inhohen Dosen zugefigt und mdgliche positive
gesundheitsfordernde Effekterforscht werden In der vorliegenden Arbeit soll eine
analytischeMethodeauf Basis von vorgeschalteter flissigchromatographischer Trennung und
anschlieBender Delttion durch hochauflosendakkurate Massenspektrometmatwickelt
werden, diesowohl eine Quantifizierung, als auch die Identifizierdeg Inhaltsstofferlaubt.
Grundlegende Fragmentierungseigenschaften der Anthocgalhen beschriebenwerden.
Diese charakteristischen Fragmentionen dienen anschlie3end Idantifizierung von
Anthocyanen und deren Metaboliten Extrakten und andererealen komplexenProben.
Besonders sollte auf neue Metabolite geprift werden. Dies waren in ersteGlunigonide,
sufatierte oder methylierte Anthocyansowie freie AnthocyanidineDie Verwendung
hochauflosendeiakkurater Massenspektrometder Quantifizierung und zur Identifizierung

soll fur eine sehr umfangreichélumansudie eine Tierstudie, Zellktdrstudien und
Pflanzenextraktegezeigt werden Eine vorgeschalteteuverlassige, robusteaber auch
schnelle chromatographische Trennungst ebenfalls unerlasslichum dem hohen
Probenaufkommen und den sehr unterschiedlichen Matrizes der verschiedenen Studien
(Zellkultur-, Tier und Humanstudie)gerecht zu werden.Ein Uberblick tber die
verschiedenen Studien und deren Ergebnisseleutlichenden Erfolg der entwickelten
Methode




2. Einleitung

In der Natur sind Anthocyane weitverbreit8ie kommen vorwiegend in Beeren, Ehien

und Bluten in erhdhten Konzentrationen wand sind fiir deren rote, blaue und violette
Farbung verantwortlichIn Pflanzen dienen sie als farbende Attraktantien, wodurch sie Tiere
anziehen und somit zur Verbreitung und Befruchtundrdogen Weiterhin wirken sie in

Pflanzen als Antioxidantien, Phytoalexine und zeigen antibakterielle Wirkung.

2.1 Chemische und physikalische Eigenschaften der Anthocyane

2.1.1 Struktur, pH-abhangige Umwandlung und chemischer Zerfall

Anthocyane zahlen zur Familie der Flavonoide, die wiederum den sogenannten
Pflanzenphenolen zugeordnet werden und €4 s-Grundgerist aufweisen. Somit leiten

sie sich strukturell vom Flavan ab und sind in fast jeder hohi&tanze prasent. Die Uber 500
Verbindungen zahlende Gruppe der Anthocyane beschreibt eine eigene Untergruppe der
Flavonoide, die sich imglykon und im Glycoglierungsmuster unterscheidedie leiten sich
chemisch von den Pyriliumsalzen ‘afMan findet sie als wasserlosliche Pigmente im Zellsaft
der Vakuolen, aber iberwiegend in Epidermisd Subepidermiszellen der Friichte.

In Abbildung 2-1 ist der Grundkorpeder sechs am héaufigsten in der Nawertretenen
Anthocyanidine dargeslit. Sie variieren im Substitutionsmuster desRiBgs in Bezug auf
Hydroxy- (-OH) und Methoxylierung -OCHs). Einigen selteneren Anthocyanidinen tehl
beispielsweise die-®H-Gruppe oder es sind Methoxygruppen an den Positionen 5 oder 7 im
A-Ring vorhande. Solche Anthocyanidine treten haufig in Bliitenblatterrn’auf.

Anthocyane sind mindestens mit einer Zuckerkomponente substituiert. Dies geschieht am C3
Atom meist durch Glukose, Galaktose, Rhamnose oder Arabinose. Ein weiterer Substituent
wird meist an Position C5 beobachtet- Dnd Trisacchade sind ebenfalls als Substituenten
moglich. Pflanzeneigene S&uren (aliphatische und aromatische) koénnen mit den
Zuckerkomponenten verestert sein und erhdéhen die Komplexitdt der Anthodyese.
Anthocyane werden als acyliert bezeichfietlierbei wird die betreffende Saure im Namen

vor dem Zucker angefuhrt ures wirddort vermerktan welchem €Atom die Veresterung




stattgetinden hat. Somit wird eine Veresterung durch Coumarsaure an Meadvidircosid

alsMalvidin-3-(6""-O-coumaryl)glucosid beschrieben.

Aglykon R? R2
Pelargonidin (Pel) H H
Cyanidin (Cy) OH H
Delphinidin (Del) OH OH
Peonidin (Peo) OCH, H
Petunidin (Pet) OCH, OH
Malvidin (Mal) OCH, OCH,

Abbildung2-1: Stuktur der in der Natur am haufigsten vertretenen Anthocyanidihe

Die Biosynthese der Anthocyane bedient sich der Augsgabstanzen AcetgoenzymA

und L-Phenylalanin, wobei alle Reaktionen enzymkatalysiert sind und zunachst das Chalkon
bilden Daraus wirdin mehreren Kaskaden vom Flavanon aus das Flavamhachdas
Anthocyanidin undetztlich das Anthocyan gebildét*?

Im wafdigen Milieu liegen Anthocyane in Abhangigkeitom pHWert in verschiedenen
Strukturen im chemischen Gleichgewicht nebeneinander vor, was in unterschiedlichen Farben
und Farbintensitaten resultiert. Bei sehr niedrigen\Vipétten (pH=13) Uberwiegt das
intensiv rot géirbte Flayliumkation. Bei steigendem pM/ert lagert sich am CAtom eine
Hydroxylgruppe an und esltet sich die farblose CarbinBlseudobase (Chromenol). Steigt
der pHWert weite an bildet sich das gelbe Chalk, wobei es nun zu einer Offnung des C
Ringes kommt. Ebenfalls konne&mnischeund chinoide Anhydrobasen entstehen, die eine ins

blaue gehende Farbung aufweisen (siebieildung2-2).** 4
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Abbildung2-2: Veranderung der Struktur in Abh&éngigkeibm pH-Wert

Der Grundkoérper deAnthocyane, das jeweilige Aglykanthocyanidin) ist chemisch sehr
instabil und zerféllt v.a. bei hoheren pMerten. Drei Theorien beschéaftigen sich mit der
Chemie des Zerfalls, von denen die am weitestnbreitetein Abbildung 2-3 dargestellt

wi rd. Nach der Ringdffnung e fiketdnedineAildehydb e r
und eine phenolische Carbonsaure. Erst die Glycosylierung bedingt eine grofRere Stabilitat
des jeweiligen Anthocyan&>*®

Derentstehende Aldehyrsultiertausdem ARing des Anthocyan®ie Substituenten am-A

Ring sind fur die am h&aufigsten in der Natur vorkommenden Anthocyane identischjsiiaher
der entstehende Aldehyd stets derselb&e aus dem HRing geildete Carbonsaure ist

hingegen flr das jeweilige Anthocyanidin charakteristisbh.entsteht beispielsweise beim




Zerfall von Malvidin Syringasaure, im Falle von Peonidin entsteht Vanillinsdure und im Falle
von Cyanidin entsteht 3;Bihydroxybenzoeéure (8DHB).

Die Zerfallsgeschwindigkeit der Anthocyane nimmt mit steigender Temperatur zu und ist eng
mit dem pHWert verknlpft. Eine Glycosylierung in-Bosition( siehe Flavyliumkation in
Abbildung2-3) zeigt einen deutlich stalsiierenden Effekt, auch wa nachangererZeit hier

ebenfalls ein Zerfall stattfindé? Acylierungen der Zuckerreste bewirken eine weitere
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Abbildung?2-3: Zerfall des Aglykons (nach Harper und Clifford)

2.1.2 Grundlegende physikalische Eigenschaften

Im Zuge der Arbeitermit den Verbindungen der Anthogya ist in besonderem Malie
aufgefallen, dass grundlegende physikalische Eigenschaften der Anthduoigdiee nur

aul3erst unzureichend ermittelt wurden. So kann beispielsweise keine Information zur Polaritét

aus Standardtabellenwerkeerhalten werden. Dies w& fur die chromatographische
Trennungeinesehrinteressante GroRda so deren Optimierung besser durchgefuhrt werden
kdonnt e. Weiterhin ist die Lo6slichkeit i n det
in Wassgdrosl iod i n MeethDienSchwitrigkbitediesei eementaren
physikalischen und hemischen Eigenschaften zermitteln beruht zum Teil auf der




Instabilitdt der Substanzen, andererseits der schwierigen Trennung der versci@aen

Verbindungen voneinander.

2.1.3 Absorptionsspektren

In saurem Milieu liegen die Anthocyane als Flavgikation vor, wobei die positive Ladung
durch das konjugierte aromatische System Uber das gesamte Molekil mesomerieverteilt ist.
Sie zeigen daher zwei AbsorptionsmaximasPrste liegt im sichtbaren Bereich mit einem
Maximum zwischen 46560 nm und die zwe im Bereich von 26275 nm. Das erste
Absorptionsmaximum (46560 nm) wird von der Struktur beeinflul3t, was sich somit auch in
der Farbanderung auRéttEine Erhohung des Hydroxylierungsgrades irRig bewirkt

eine Rotverschiebung (bathochromer Effekt), ie zunehmender Methylierungsoder
Glycosylierungsgrad, sowie eine Acylierung mit aromatischen Carbonsaeverkén eine
Blauverschiebung (hypsochromer &kt). Eine Acylierung mit aliphatischen S&uren hingegen

bewirkt keine Farbanderurig.?

2.1.4 Copigmentierung und Stabilisierung

Eine Stabilisierung der Anthocyane im nur schwach sauren Medium der Pflanzen bewirkt die
inter- und intramolekulare Cdgmentierung mit anderen Pflanzenphendfemiese fihrt
ebenfalls zu einem Anstieg der Farbintensitdt und einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums zu hoheren Wellenlan&eBei intramolekularer Copigmentierung
handelt es sich um Interaktionen innerhalb des Anthocgbekiils, bei denen es sich um
Wechselwirkungen zwischen dem Anthocyani@rundgerist und acylierten aromatischen
Carbonsauren handéht.Diese zum Teil hochkomplexeBebilde filhren dazu, dass diese
nicht mehr in geléster Form, sondern als Partikel vorliegen, weshalb man bei Anthocyanen

auchvon Pflanzenpigmenten spricht.




2.1.5 Metallkomplexe

Anthocyane sind in der Lage mit Metallionen, die vorwiegend dreifdodr auch zweifach
positive Ladung tragefomplexe zu bilden. In Pflanzen gehen tiberwiegend lonen wi€, Mg
Fe’*, AI*" oder C&" mit Anthocyanen eine Komplexreaktion ein. Durch die Komplexbildung
erfolgt eine Blauverschiebung (hypsochromer Shift) des Absorptionsspekff@okonnen

blaue Blutenfarben, wie etwa die der Kornblume oder der Hortensie hervorgerufen werden.
Durch die Komplexierung wird gleichfalls eine Stabilisierurgyvorgerufen, die vor allem

denenzymatischen Abbaterhindert*

2.2 Biologische und physiologische Wirkungen der Anthocyane

Die Anthocyane und andere phenolische bzw. polyphenolische Verbindungen dienen in
Pflanzen als Pigmente, Attraktantiegn Phytoalexine (u.azum Schutz vor Pilz und
Bakterieninfektionen)zum Shutz vor UVStrahlung® und dariiber hinaus auch zum Schutz

vor Insekterf” % 262 \eiterhin sind sie an der Regulation des pflanzlichen
Hormonhaushaltes, der Genexpression und der Enzymaktivitat beteiligt. Zudem tragen sie
zum Geschmack und zum Aussehen, insbesondere von Bliiten und Fribehfér®

Im Korper werden sie mit einer Reihe von gesundheitsférdernden Wirkungen in
Zusammenhang gebracht. Zum einen sind dies antioxidative Eigenschaften, ebenso sollen sie
vor koronaren Herzund Krebserkrankungen sitaen. Es wird ihnen weiterhiauch eine
antibakterielle und antivirale Wirkung zugesprochen.

Die antioxidativen Eigenschaftether Anthocyaneauf3ern sich durch die Moglichkeit des
Transfers von Elektronen oder Wasserstoffatomen von den Hydroxylgruppen auf freie

A3 Weiterhin koénnerfreie Radikale

Radikale. Dies konnte bereits vitro gezeigt werde.
abgefangen undurch das konjugierte Doppelbindungssystem stabilisiert werden, um so die
RadikatKettenreaktion zu unterbrechen.

Antientzindliche Effekte welen ebenfalls im Zusammenhang mit den Anthocyanen
diskutiert. Solche Effekte konnten nach dem Verzehr eines Smod#mneshtshake)aus
schwarzen Johannisbeeren nicht nachgewiesen w&rdienZuge dieser Diskussion wurde

auch auf den praventiven Schutz vor koronaren Herzerkrankungen verwiesen. Jedoch konnten

Giordanoet al. keine zellularen Marker fir eine maoglicheapentive Eigenschaft in einer




vienwdchigenStudiean 18 Personen feststel&Ebenfallssei hiereinegroRangelegte Studie

von Cassidyet al. genannt, in der simachgewiesen haben wollen, dass ein reichlicher
Verzehr vonFrichten, in jungen Jahren bereits dasikR eines Herzinfarktes im spéateren
Leben senken konri& Kritisch auRerte sictProf. Watzl (Max-RubnetInstitut, Karlsruhe)n

einem Interviewhierzu Er moche die Effekte nicht alleinlen Anthocyanen zuschreiben und
kritisiert, dass man uber die Aufnahme anderer Flavonoide aus der Studie nichts erfahrt.
Ebenfalls wird tiber die Aufnahme von Alkohol oder Kaffee keine Aussage gefhacht.

Durch die Mdglichkeit reaktive Sauerstoffspezies (ROS) abzufangenden im Zuge
epidemiologischer Studien auch die Anthocyane als mdglichkologisch praventiv
wirkende Substanzen diskutie®ie zeigen antikarzinogene Effekte ubedingenso die
Apoptoselnduktion (Einleitung des Zelltodes) in Tumorzel®n>° Die gréRten Effekte
erzielte man mit Delphinidin (Del), Petunidin (Pet) und Cyanidin (Cy). Es konnte den
Anthocyanen weiterhin ein néproliferativer Effekt (Wucherungsunterdriickung) zuge
schrieben werden, der die Metastasierung verhinkiennte*® **

Die antibakterielle und antivirale Aktivitat von Flavonoiden hangt mit der Phytoalexin
Wirkung in Pflanzen zusammen und beruht auf der Permeabilitatsanderung demzsim
ebenso wie auf der Bindung und Denaturierung von lebenswichtigen Enzymen in Bakterien,
Pilzen und Virer?. In verschiedenen Untersuchungkonnten Extrakten aus Holundemd
schwarzer Johannisbeere antivirale Aktivitat gegentuber Influenza A und B sowie gegen
Herpesviren 1 un@ zugeordnet werdefi*® In einer weiteren Studie konnteiiese Effekte

der Anthocyanfraktin eines JohannisbeExtrakteszugeordnet werdet

2.3 Bioverfugbarkeit, Metabolismus, Aufnahme- und Verteilungs-

mechanismen

Lange Zeit wurde angenommen, dass nur die Aglder Flavonoide vom Korper
aufgenommen werden kdnnen undaveinoid-Glucoside erst durch die intestinaleldfa
mikrobiell in das Aglykon und den Zuckgegalten werden missen, um fir den Organismus
verfugbar zu sein. Durch Studien, die eine bessere AufnateseFlavonoidQuercetin
Glucosid verglichen mit dem Aglykon Quercetirbelegten, wird diese Theorie stark

angezweifelf®>°




AnthocyanGlucoside fand mamach Aufnahme bislang v.a. in unmetabolisierter Form
wieder, so dass auf eine direkte Resorpéiaoh schon tber den MageBiut-Verteilung und
Exkretion (iber den Harn als Glosid geschlossen werden kontt&® Auch in anderen
Geweben, wie Leber, Augen oder Gehimmurden Anthocyane unmetabolisiert nach
gewiesen” *® Generell sei angemetktlassdie Anthocyane in Plasma undit) in nur sehr
geringen Konzentrationemerglichen mit der aufgenommenen Menggrtretersind>®

Nach oraler Aufnahme liegen ar@ Flavonoidgz.B. Quercetin)m Urin Uberwiegend in
metabolisierter Form al§lucuronsaureoder Sulfatkonjugate vof*®® Die metabolischen
Veranderungen finden dabei hauptsachlich im Dickdarm durch Bakterien und nach
Absorption in Leber und Niere stft®’ Die wichtigsten Reaktionen der Bakterien sind dabei

die Hydrolyse von Konjugaten und @gbsiden swie die Ringspaltung des Aglykons
wodurch Substanzen wie Benzoesaure, Hydroxybenzoesauren und Hydroxyphenylessigsauren
entstehen, die ihrerseitdederum absorbiert, metabolisiert und ausgeschieden w&rd&m

Leber und Niere finden GlucuronidierungsSulfatierungs und Methylierungsreaktionen
statt®® "

Fur die Anthocyane wurden solche Untersuchungen erst in juingerer Vergangenheit
durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, daks humane Darmflora in der Lage ,islie Anthocyane

bis zum jeweiligen Aglykon abzubauenund danachdie Degradation des Agykons
einzuleiten, wobei die jeweils typische Carbonsaure erhalten wiridser Prozess lauft
jedochnicht vollstandig ab. Es bleiben gréRere Mengen an Anthe@yacosiden erhalteft,

Auch die erhaltenen Carbonsauren wurden ebenfalls humaner Darmflora ausgesetzt, die sie
jedach nicht weiter metabolisierte Die meisten Studienzum Metabolismus und
Bioverfugbarkeit von Anthocyanarmfassten nur wege Probandennd in vielen Fallen nur
einenVersuchstag’ >

In Humanstudien fuhrteiel Verwendung von BlutorangensaftidBeeren Brombeeren oder
Karotten meist nur zur Zufuhr von Cyanidin bzw. PelargonidifDerivaten’> "3 "
Komplexere Proben, wie Hibiskusextrakt, Heidelbeere oder Aroniaexttakienwesentlich
selteneruntersubt.’® "> *Neben einefPublikationvom MaxRubnerlnstitut in Karlsruhe
(Bub et al) gab esnur eine weitereGruppe die Arbeiten zur Bioverflgbarkeitund dem
Metabolismusson Anthocyanen aus Traubkeferte’”"®

Die Metabolite der Anthocyane in Form vdslucuroniden, Sulfatiden oder ethylierten

Produkten werden in der Literatur noch kontrovers diskutiert. In einigen Fallen konnten




Glucuronide der Anthocyane detektiesterden™ 2% # Bub et al. und Kurilich et al.
beschrieberjedoch keine Metabolitein ihren Arbeiter’” 82 Weiterhin ist es unschliissig
welche weiteren metabolischen Produkte entstehen. Die von einigen Studien bereits gezeigten

A2 83und sulfatierteff* " ® Anthocyanmetabolite, kénnen nicht in allen Studien

methylierte
nachgewiesen werden. Es ist mdglich, dass die Struktur des Aglykons bestimmte
metabolische Reaktien ausschlief. So wurden bisher nur sulfatierte Spezies von
Pelargonidin und Cyanidin nachgewiesén’® ® Kurilich et al. konnten jedoch weder
sulfatierte noch gluconidierte Anthocyane nachweisen, obwohl die analytische Methode
explizit darauf ausgelegt wét Etwas spkulativ mutet die Annahme von Kagt al. an, dass
neben einer Methylierung auch eine Oxidation von Anthocyanen erfolgt. Hierbei wurde
beispielsweise Cyanidin bis hin zum Malvidin methyliert und oxidiert werden. Diese
Hypothese wird allerdings ohne eine gbgne detaillierte Analyse des Saftes aufgestellt,
welcher nur CyanidiDerivate enthalten soff &

Die Rolle der mdglichen Abbauprodukte in Form von Phenolsastemach wie vomicht
eindeutig zu beantworterVitaglione et al. konnten zwar hohe Kwentrationen vor8,4-
Dihydroxybenzoesaur€3,4-DHB) in Plasmaproben492 + 62 nmol/L) detektierenund
wiesen dies als Hauptmetabolit von Cyanidin im Menschen Esisvurden jedoctkeine
Angaben zum Gehalion 3,4DHB im Ausgangsprodukt (Saft) gemachtSomit ist eine
eindeutige Zuordnung zum Abbau von Anthocyanen nicht moéglich. In einer &hnlichen Studie
wurden weiterd’henolsauren gefundesine direkte Verbindung zu Ambcyanen wurde @

al s , spekul &iTeilwelse iusle leinecAmatytktin Bezug auf diese moglichen
Metabolite durchgefiihft *Um hier Klarheit zu schaffen, miisste mit radioaktiv markierten
Substanzen gearbeitet werden, um die wirklichen Abbauprodukte zu identifiziziesn.
wurde bereits firdas isotopenmarkiertf2“C]Quercetind-O-Glucosid durchgefiihrtHier
zeigte sich, dass die angenommene Phenolsaure nachgewiesen werderi’ Kbiites
miisste aber ebenfalls fiir isotopenmarkierte Anthocyane durchgefiihrt w&rden.

In der vorliegenden Arbeit soll in eineZellkulturstudie, einer Tierstudieind einer
Humanstudieein komplexefTraubeHeidelbeetSaft,-Smoothie oder Extrakdls Anthocyan
Quelle verwendet werden.cBwverpunktméRigsoll auf direkte AnthocyaiMetabolite wie
Glucauronide, freie Aglyka, methylierte und sulfatierte Spezies geprift werd®mn
besonderem Interesse ist die Fragestellwiymethylierte oder sulfatierte Produkten

Malvidin oder Peonidin nachgewiesen werden kdnnen. Glucuronide und intakte Anthocyan
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Glucosice sollen quantifiziert werdenEbenfalls sollen mdgliche Abbauprodukider

Anthocyanen Form von Phenolsauren (3RDHB, Syringasaure) quantifiziert werden.

2.4 Analysemethoden

Im Fogenden sollen die verwendeten Analysemethoden vorgestellt wésdeAnthocyane

in komplexen Medien qualitativ und quantitativ nachweisen zu kénnen sind verschiedene
analytische Methodeerforderlich Insbesondere die geringe Bioverfiigbarkeit und die daraus
resultierenden niedrigen Konzentrationébis ca. 20 nmol/L)erfordern eie sensitive
Analyse.Ein hohes Probemufkommen(n >1000) und sehr komplizierte Matrizes (Plasma,

Urin) erfordern zuséatzlickein robustes und dennoch schnelles analytisches System. Die
Komplexitat der einzelnen Proben erfordert eine vorgeschakbdt®matographische
Trennung der Analyten, die Uber eine Eleigpmy Ilonisation (ESI) mit deam
Massenspektrometgekoppelt werden kanmie hier auf Deutsch verwendeten Fachbegriffe
wurden aus dem Lehr bu-cEhi n, Maeshsrebnuscphe'.kGraseorme 8 @

tibernommen’®

2.4.1 Hochdruckflissigkeitschromatographie

Der Begriff Chromatographie geht auf den russischen Botaniker M. Tswett zErtiodnnte

1901 (verdffentlicht 1903) zeigen, dass sich bei der Elution der Blattfarbstoffe mit Petrolether
in einem mit Calciumcarbonat gefullten Glaszylinder unterschiedliche Farbzonen ausbilden.
So konnte er verschiedene Farbstoffe isolieren. Im Jaltr i@@vendete er fur diese Methode
erstmals den Begriff Chromatograpfte.

Auf der Grundlage der Arbeiten von  Tswet entwickelte sich die
Saulenflussigkesichromatographie. Eine dieser Entwicklungsstufen ist die HPLC, welche
haufig Anwendung in der Bioanalytik findet. Ein Pionief dam Gebiet der HPLC waétiel.

Er erreichte Mitte der sechziger Jahre, in einem zunachst wenig beachteten Experiment, die
Trenrung verschiedener Farbstoffe innerhalb weniger SekutfdEiir dieses Experiment
nutzte er eine mit geféalltem Kieselgel (Partikelgrof3e 12 um) gefillte kurze Glaskapillare und

einen Druck von 250 bar. In den siebziger Jahren setzten sich dann kieamtkebrolien
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auch allgemein durch (~10 prf).Heute geht der Trend zu noch kleinefeartikebroRen

von weniger als 2 pmEin weiteres Ziel ist die Verringerung der Flussrate und die Auftragung
kleinster Probenmengen. Dies ist beispielsweise in Form der nanoHPLC schon gelungen. Man
arbeitet hierbei mit Flussraten irBereich von Nanoliter pro Minute (nL/min) und
Probenmengerbenfalls im Bereich von Nanoliter®ie Entwicklung hin zu noch kleineren
Flussraten, einhergehend mit einem noch geringeren Probenvolumen und
Losungsmittelverbrauch, schreitet weiter voran.

In Abhangigkeit von seiner Ldslichkeit und derarwendeten Laufmittel wird der Analyt
entweder in einem Puffer oder in einer Mischung aus Wasser und organischen Laufmitteln
aufgenommen. Das Laufmittel wird auch als mobile Phase bezeichnet. Die
Wechselwirkungen zwischen Analyt und stationdrer Phase kemvieinen verzogerten
Transport der einzelnen Komponenten, so dass die jeweilige enthaltene Substanz eine
charakteristische Zeit, die Retentions4&il), zum Verlassen der Trennsaule bendétigt. Das
Laufmittel (L6sungsmittel), welches die jeweilig@nalyte enthalt, wird als Eluat bezeichnet.
Bleibt wahrend eines Laufes die Losungsmittelzusammensetzung unveréndert, so spricht man
von isokratischen Bedingungen. Andert sich dagegen die Zusammensetzung der mobilen
Phase wahrend eines Laufes, so bezeichnet riesnats Gradiententrennung. Hierbei kann

die Laufmittelzusammensetzung schrittweise (Stufengradient) oder kontinuierlich (linearer
Gradient) verandert werdéf.

Eine HPLCGAnlage besteht im einfachsten Fall aus einer Trennsaule, einer
Losungsmittelpumpe, der Probenaufgabeschleife und einem Detektor. Ein solches System
kann noch durch einen autonsahen Probenaufgeber, eine Vorséule und beispielsweise
einen Fraktionensammler erweitert werden.

Das Herzstlck einer solchen Anlage ist die Trennséaule. Diese besteht aus einer zylindrischen
Rohre, die mit einem Fillmaterial (stationare Phase) gepackt & nach verwendeter
stationdrer Phase unterscheidet man die NormalptéiBeQ (polare stationare Phase, wie
beispielsweise Silicagel) und die Umkehrphab#tLC (unpolare stationare Phasen, z.B C18,

ein Silicagel mit Gg-Ketten, als funktionelle Gruppenie Bezeichnungen ruhren aus der
Anfangszeit der Saulenflissigkeitschromatographie, da nur polare stationare Phasen bekannt
waren und diese somit als ,normal*“® definiert
Bei porosen stationdren Phasen steht den Analytmolekilen, sofern diese diteinals die
Partikelporen, neben der &ufleren Oberflaiche auch die innere Partikeloberflache flr
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Wechselwirkungen zur Verfigung. Niepbrése stationdre Phasen kann man hingegen in
kleinerenPartikeldirchmessern herstellen, was enrVorteil darstellt Durch die kleineren
Parti kel wird die Aufl dsung verbessert, da
Partikel der stationdren Phase zuriicklegen missen. Partikelgrof3el@@ @gm) und
PorengréRe (X200 nm) werden heute in modernen stationdren Phasegeveendet.
Weiterhin muss auch die physikalische Stabilitat berticksichtigt werden, da diedeihsatz

von hohen Driicken eine wichtige Rolle spiélt.

Als Laufmittel gehen eine gro3e Zahl von Losungsmitteln zur Verfliigung. Die Elutrope Reihe
stellt eine Liste der haufig verwendeten Lésungsmittel dar, in dieser sind die Lésungsmittel
entsprechend ihrer Polaritat geordietNeben vielen anderen sind dort aléingigste
Laufmittel unter anderem Wassétethanol oder Acetonitriterzeichnet

Mit Einfuhrung von fulktionellen Gruppen in die stationdre Phase wird deren
chromatographischer Trennmodus festgelegt. Die Funktionalisierung der Ausgangs
materialien erfolgt durch chemische Umsetzung der freien Hydroxylgruppen, die sich an der
Oberflache des Fillmaterials hadien, beispielsweise mit unpolaren Kohlenwasser
stoffketten. Fir die Umkehrphas@ihromatographie werden solche stationaren Phasen mit
hydrophoben Eigenschaften verwendet. Saulenfullmaterialien flr lonenaustauscher werden
mit geladenen Seitenketten funktadisiert®® %

Ein weiterer Schritt in der Entwicklung stellen die WkachdruckFlussigchromatographen
(UHPLC) dar. Sie erlauben mittels neuer Pumpentechnologie sowohl im nL als auch bis pL
oder mL-Bereich Driicke von 66Q000 bar zbetreiben Ein solches System kann die Dauer
einzelner Messungen sehr stark minimieren. Zretrgy. beschreiben, dass einedizierung

der Messzeit um den Faktor 10 bei Einsatz eindRILC-Systems moglich ist

Zur Detektion wird haufig ein U\Detekor eingesetzt hierfir werden bestimmnie
Wellenlangenbereiche verwendetlie ein charakteristisches Absorptionsmaximum des
Analyten einschlieBerim Falle derAnthocyane ligt dies bei einer Wellenlange von 58th

und fur die Abbauprodukte in Form von Syringasaure odeb8iB bei 320nm.

Eine weitere Moglichkeit der Detektiodie in dieser Arbeit ebenfalls verwendet wird, ist die
Kopplung des flussigchromatographischen Systems mit einem Massenspektrometer via

Elektrospraylonisation.
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2.4.2 Elektrosprayionisierung

Fur die Kopplung von HPLCnd MS hat sich die Elektrospragnisation (ESI) seit mehreren
Jahrzehnten bewahrt. Der Analyt wird kontinuierlich durch eine leitfahige Kapillare
zugefuhrt. Dieser wird durchdrungen von einem anliegenden elektrischen Feld. Hierdurch
kommt es zu einer Auftrennung der lonen, &hnlich dektidphorese. Liegt aul3erlich eine
positive Spannung an, so werden negativ geladene lonen aKagditaroberflache, die
positiv geladenen lonen zur Flussigkeitsmitte gezoBemch den Zug der an der Oberflache
akkumulierten positiv geladenen lonen incRung einer in der Nahe befindlichen
Gegenlathode Einlass Massenspektrometsird der Flissigkeitsmeniskus zu einem Konus
deformiert’® Dieser Kons wurde von ZelenY entdeckt und von Tayldt erstmals
theoretisch beschrieben. Der sd@ylor-Konusemittiert bei hohem elektschem Feldwenn

die Oberflachenspannungrdt die elektrostatischen Krafte berwundenwvst) seiner Spitze

aus einen kontinuierlichen, filamentartigen Flussigkeitsstrom mit einem Durchmesser von
wenigen Mikrometerfi® Der Strahl entsteht am Punkt der hdchsten Ladungsdichte und tragt
in obigem Beispiel einen groRen Uberschuss an positiven Iofi®m eirer Entfernung von
wenigen Nanometern votler Anode (Glaskapillare) wirdieser aber instabil und zdtfan
winzige aneinander ggeihte Tropfchen, die aufgnd von CoulomiAbstol3ung rasch
auseinanderdriftetf* Dieser Prozess fiihrt in Summe zu einem sehr feinen Spray

Durch Verdunsterdes Losungsmittes reichert sich dielropfchenoberflache nun zusehends
mit positiven Ladungen an, eiche keine Gegenionen mehr besitzen. Die Tropfchen
verkleinern sich durchkontinuierliches Desolvatisieren der L&sungsmittelmolekiiks
konstanter Ladung. Dies geschieht solange bis das so gemayieghLimit Uberschritten

ist und die CoulomiKrafte nicht mehr durch die Oberflachenspannung ausgeglichen werden
konnen Danach zerfallen die Tropfchen in viele kleine Tropfchen mit einem Durchmesser
von wenigen Nanometern. Dieser Vorgang wird @tsilombExplosionbezeichnetNeuere
Arbeiten zeigen jedochdass die Mikrotrépfchen nicht explodieren, sondaus ihrem
verjingten Ende eine dthe von noch kleineren Tropfchen abstol3en. Diese Erkenntnisse
wurden mithilfe der Blitzlick-Mikr ofotografie gewonnen, die zejgtass die Tropfchen nicht
vollkommen sphasch geformt sind. Hierdurch ist ebenfalls die Ladung nicht homogen
verteilt. Die kleinen Ableger der Tropfen tragen ihrerseits n@fdlder Masse, jedoch 10

18% der Ladung des Vorlaufertropfcheier Mechanismus findet bei Atmospharendruck
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statt unddie letztlich desolvatisiertedonen kénnen nun durch ein Einlal3system in das
Vakuumsystem des Massenspektrometers gelaigef?

Eine weitere relativ neue Theorie beschreibt die Freisetzung von lonen aus geladenen
Tropfchen. Hierbei wird die Bildung von desolvatisierten lonen durch direkte Verdampfung
von der Oberflache hochgeladener Mikrotropfchen angenommen.

Bei der Elektrosprajonisation handelt es sich um eine der sanftesten lonisierungsmethoden,
die auch grol3e Analytmolekile von mehr als 100 kDa unzersetzt in die Gasphase uberfihren
kann und diese zuganglich fir massenspektrometrische Untersucheniadiomolekile

ist die Methode hervorragend geeignet, da andere lonisierungverfahren diese haufig
zersetzer® Im Falle der Anthocyane erhalt maufgrund ihrer bereits vorhandenen Ladung

[M] *-lonen.

2.4.3 Hochauflésende FT-Massenspektrometer

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich Massenspektrometer mit hohem
Auflosungsvermégen und akkurater Massendetektion verwendet. Die komplexen
biologischen Proben und hohe Mengesich in der Molekularmasse numarginal
unterscheidende¥erbindungen machten diesen Schritt notwend@ie Massengenauigkeit

ist in dieser Arbeit angegeben atglative Massengenauigkeitwelche nachFormel
2-1definiert ist Durch Multiplikation mit dem Faktor fOkann die Massengenauigkeit

parts per million(ppm) angegebewerden®

Famel 2-1
dm/ m  wperihed®MZserechnel (M/Zerechnet
Analog zu Zubarevet al. soll im Folgenden fur die Akkuratesse eines einzelnen

Massensignals der Begriff Massenabweichung und der Begriff Mgesaunigkeit fir die

Beschreibung eines Gerats oder mehrerer Messungen verwendet W@rden.
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2.4.3.1 Fourier-Transform-lonenzyklotronresonanz Massenspektrometer
(FT-ICR-MS)

Das FouriefTransformlonenzyklotronresonanz Massenspektrometer-IER-MS) erlaubt
die Aufnahme vomMassenspektren mit ultrahohem Auflésungsvermdgers 10°-10°)10% 17

und héchster MassengenauigkdiE10%-10°u).1%® 1%|m Gegensatz zu einemrienfallen
massenspektrometer, bei welchem lonen sequentiell aus der Falle geschleust und dann
detektiert werden, sind hier Massenselektion wdétektion nicht raumlich voneinander
getrennt In der FTFICR-Zelle werden die loneniber Bestimmung des Radiefluenz
spektrums simultan detektiert.

Die FT-ICR-Zelle besteht aus mehreren Elektrod@nregungsplatten und Detektionsplatten,
sowie zwei Endkappen. Haufig ist die Zelle zylindrisch geformt und dabei l&ngs in vier
Segmente unterteilt, verschlossen wdid Zelle von zwei Endkappen. Eine ebenfalls haufig
verwendete Bauweise ist die kubische Form, deren Flachen elektrisch voneinander isoliert
sind. Eine der als Endkappen fungierenden Platten besitzt ein zentrisches Loch, welches als

loneneinlass dient (heAbbildung2-4).1 1+

Detektionsplatten

Fourier-
Transformation

o —>

Zeit- Frequnez-
Domane Domane:
Massenspektrum

Magnet-/
feld B

RF-Anregung

Abbildung2-4: Schema der Messzelle eines-FIRMassenspektrometers (verandert nach Thieu, Dissertaigh)

Die Endkappen sind mit einem elektrischen PotentiadiewelchedieselbePolaritat wie

die lonenbesitzt, so gelangediese in eine zentrale Potentialmulde, die ihre Bewegung in
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axialer Richtung einschrankt. Weiterhin herrscht ein homogenes Magnetfeld in der Zelle,
welches parallel zur Einflugrichtung der lonen steht und sie auf eine senkrecht zu den
Magnetfeldlinien sthende Kreisbahn zwingt. Die Bewegung der lonen wird in die
Zyklotronbewegung, die Magnetronbewegung und die Trappingbewegung untergliedert. Fur
die Aufnahme der Massenspektren kann jedoch nurZglidotronbewegung angewertde
werden, da nur sie von dbtasse der lonen abhangig ist. Digklotronbewegung beschreibt

eine Kreisbewegung um die Magnetfeldlinien, deren Frequiendurch Formel 2-2
beschreiben werden kann. kaas ist abzulesen, dass die IByfonfrequenz bei konstanter
magnetischer FluRdichte nur noch vonfeVerhéltnis der lonen abhangig ist. Da Frequenzen
unter allen physikalischen Grof3en mit der héchsten Genauiglesshar sind, bietet die

Zyklotronfrequenz eine ideale Voraussetzung fir eine leistungssterdnalyse.

Formel2-2
f zB
© 2mm

B = magnetische Flussdichte

z = Ladungszahl

m = Masse
Die Kreisbewegung der lonen ist im Vergleich @mRederICR-Zelle gering. Zur Detektion
wird ein kurzer Wechselstromimpuén den Anregungsplatten angelegt, der die lonen auf
eine grolRere Kreisbahn bringDer Radius der Kreisbewegung vdanen, die mit der
Frequenz des Impulses in Resonanz stehdrd durch Energieaufnahme vergroRebie
weiteren lonen verbleibeauf der Keisbahn im Zentrum der Zelle. Nach Beendigung des
Impulses bleiben die lonen noch einige Zeit auf der grof3eren Kreisbahn und induzieren einen
sogenannten Bildstrom auf den Empfangerplatten, welcher von der Anzahl der angeregten
lonen abhéangt. Die Frequerdieses Stromes ist charakteristisch flr das jeweilige
Verhaltnis der angeregten lonen. In der Praxis wird h&ufig ein linear anwachsender
Hochfrequenzpuls verwendet, der alle lonen gleichzeitig anregt. Die geblndelten lonenpakete
erzeugen so ein harmisches Signal in einen$pektrum der Zeitdoméane welches die
Cyclotronbewgung der unterschiedlichen lonen widerspiegelt und mittels Fouriertrans
formation in einFrequenspektrum transformiert wirl. Um eine Uberladung der Zelle bei
hohem Probenfluss und damit eine zu hohe lonendichte zu vermeiden, kann Uber eine

automatische Verstarkungsregef oder automatische Beladungsregal (automatedgain
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control, AGC) mittels eines Vorscans die Befiilldauer geregelt werdef* Eine zuhohe
lonendichte geht mit einem Raumladungseffekt einher, der die Massengenauigkeit der
Messung beeinfludt> Umgekehrtkann durch eine langere Befiilldaueauch eine héhe
Empfindlichkeit beisehrniedrigerlonenintensitagewahrleistet werden.

Das Auflésungsvermégen und die Scangeschwindigkeit delCRIMS nelmen linear mit

der Feldstarke des Magnetfeldes zu. Durch einen supraleitenden Magneten werden
Ublicherweise eine Feldstarken 7 Tesla s 9,4 Tesla erzeugt. Weiterhin benétigt das Gerat

in der ICRZelle ein Vakuumvon ca. 10° mbar um méglichst langeréie Weglangen zu
garantierer’?

Neben den hohen Betriebsind Anschaffungskosten liegen im Vergleich zu anderen
herkémmlichen Massenspektrometemige Voteile klar offen. Somit istlie lonemletektion

nicht destruktiv. Die lonen kbnnen so mehrere Sekunden in der Falle gehalten werden. Dies
bedingt die hohe Massenauflosung und Massengenauigk@it. weiterer wichtiger
Unterschied zu anderen Massegigpometern ist, dass die Massendetektion nicht von der
Energie der lonen abhandDurch externe Kalibration, kann das Gerét stabil Uber einen
langeren Zeitraum Massengenauigkeiten voh gpm erreichen, durch interne Kalibration,
sogar noch deutlich darter bleiberr”

Weiterhin sind dielonen fur MS-Experimente verfligbar Eine Fragmentierungkann
allerdings in der FAICR-Zelle nicht durchgefihrt wden. Mit dem in dieser Arbeit
verwendeten LTQ FTCR-MS (Thermo Fisher Scientifjeerfolgt die Fragmentierung eing
vorgeschaltete LTQ (linear trap quadrupole mittels stoRinduzierter Dissoziatioftollision-
induceddissociationCID).**® *"Die Fragmentierung erfolgt durdfollision des lonenstrahls

mit einem inerten Stol3géN,, He, Ar), welchediber ein Nadelventigingeleitet wird

2.4.3.2 Orbitalfalle n-Massenanalysator

Der OrbitalfallenMassenanalysatostellt eine lonenfalle dar, jedoch werden weder eine
Frequenzangung, noch ein Magnet bendétigt, um die lonen innerhalb der lonenfalle zu
halten Die 1923 von Kingdon énzipierte lonenfalle bestand saaeinem geraden Draht
entlarg einer Achse einer ihn umgetzsien zylindrischen Elektrode. lonen, die sich dem
Draht, an wathem ein anziehendes Potential anliegt, tangential néhern, treffen nicht auf

diesen auf, sondern werden in eine Rotationsbewegung um den Draht gezwungen. Die lonen
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werden durch ein elektrostatisches Feld festgehdltétf Die elekrostatische Anziehung in
Richtung der zentralen Elektrode (Draht) wird durch die Zentrifugalkraft kompensiert, die
von der anfanglichen Tangentialgeschwindigkeit der lonen herrthrt. Die lonen zeigen also
ahnliches Verhalten wie a&lliten auf ihrer Umlawahn® Knight entwickelte die
sogenannte ideale Kingddtalle mit einem in der Mitte groRBen und nach auf3en kleiner
werdenden Radius der aul3eren Elektrode. Die Falle erlaubte eine lonenspeicherung und einen
Auswurf auf einen Detektor, jedoch war kein/zAnalyse méglit.*?% 1%

Die Bildstromdetektion der Rotationsfrequenzen der lonen zur Massenbestimmung zu nutzen
hatte den Nachteil, dasich diese Frequenzen aufgd der loneneintrittsgeschwindigkeit in

die Falle nur schlecht definieren lieR&hMakarov hingegen machte sich die periodische
Vorwarts und Riickwartsbewegung der lonen entlang der zentralen Elektrode ztffiiize.
Voraussetzunghierfuir ist ein eakt definiertes Feld, das aus einem Quadrupolfeld der
lonenfalle und dem logarithmischen Feld eines in zwei Halften geteilten zylindrischen
Kondensators bestehBie ist also alseine nach Knight verfeinerte Kogdon-Falle zu
betrachten und verfligt Uber einspindelférmige Zentraleéttrode und einezylindrige

;121

zweiteilige auRRere Elektrod€.

Die Frequenz denarmonischen axialen Schwjang verhalt sich umgekehrt proportional zur

Quadratwurzel des MasgerLadungsVerhaltrisses der lonesiecheFormel2-3).1%3 12415
Formel2-3
ag
w, =, |Kee—
¢cM
¥ = Frequenz

k = Konstante (instrumentabhangig)
m; = Masse lon

g = Ladung
Di e Fr e,qler bannmonidmen axialen Schwigung, lasst sich durch Bildstromdetéd
mithilfe eines Differenzialverstarkers bestimmen, der mit den beiden Halften der &ufReren
Elektrode verbunden istif jedenm/zWert wird eine Sinuswelle erzeugdnalog zur FT
ICR wird der Bildstom aufgezeichnet, gespeichert unahittels schneller Fourier
Transformationin ein Signal der Fequenzdomanaimgewandelt Dies laf3teine exakte

Bestimmung desMesswergs fiir m/z zu'*® 2 Im Gegensatz zur FICR kommt die
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Orbitalfalle ohne Anregung vor der Detektion aus. Stattdessen induziert der elektrische
Feldgradient die axial8chwingung, wenn die lonen tangential, aber dezentral bezuglich der
Spiegelebene eingeschossen werden. Alle lonen haben dieselbe Amplitude, wéhrend sich die
Frequenz der Axialbewegung nach ihremeWert richtet.

Der Einschuss der lonen in d@rbitalfale ist ein wesentlicher Aspekt, um einen solchen
Analysator zu betreiben. Verschiedene Grundvoraussetzungen, wie etwa Injektionswinkel,
Ausbreitungswinkel und Position, aber auch die Dosierung der lonen sind hierbei zu
beachten. Das Ultrahochvakuufoa. 10" mbar) ist erforderlich, um die mittlere freie
Weglange fur zehn bis hunderttausende von ungehinderten Umkreisungen der
Zentralelektrode zu gewahrleisten. Durch die Verwendung smegschaltetegekrimmten
Radiofrequenuadrupols (Falle)ist die Akkumulation und Thermalisierung der lonen vor
dem Einschussn die Orbitalfalle gewahrleistet. Durch die Verwendung von Stickstoff
kénnen die lonen in der Mitte der€al | e gesammelt werden und
Ruhe®“ . -Féllée entkoPpelt damit di Orbitalfalle von der lonenerzeugung, der
Desolvatation und schlieRlich von der Selektion der Vorlaladieen® 12°

Um ein Massenspektrometer fir die Analyswauchbarzu machen muss die oben
beschriebene Geaegkombination noch mit einer lonenquelle verbunden werden. Daneben
kann &m Gerat um ein Hochstmall an Vielseitigkeit zu gewdahrleisteme voll
funktionsfahigelineare lonenfallevorgeschaltet werderkine solcheKombinationwurde in
dieser Arbeit verwetet. Das Instrument tragten Namen LTEOrbitrap (Thermo Fisher
Scientifi). Eine solche Komposition ermdglicht einerseits im EARschnitt
niedrigauflosende Massenspektrometrie undBgperimente, andererseitochauflésende
m/zAnalysender eingeschoseenlonenund Fragmentionen (nach CiD der LTQ)in der
Orbitalfalleim ppmBereich? 119 12828

Die Fragmentierung ist bei ein&TQ-Orbitrap nicht nurin der LTQ via CID mdglich,
sondernebenfallsnach Uberfilhren der lonen in einem separaten Oktopoks wird vom
Hersteller alsHigher-Energy ®llosional Dissociation (HCD) bezeichnet?® Mit dieser
OktopolStol3zelle dssen sich lonen Uber einen breitefzBereich einfangen und wieder in
die GFalle transferieren, dort werden sie thermalisiert und zur abschlie3erieanalyse in

die Orbitalfalle iberfiihrt?® 1%

Neben der LT@Orbitrap wurden in dieser Arbeit noch zwei weitere Massenspektrometer mit
OrbitalfallenrAnalysator verwendet. Das als ExactivEhérmo Fisher Scientificauf dem
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Markt gebrachténstrument bestelédiglich aus einer lonenquelle und ein@rbitalfallen
Analysator mit CFalle und Stof3zelle. Die lonen werden nach dem Einlal in das
Massenspektrometer direkt zwF@lle Gberfuhrt und von dort gelangen sie in @bitalfalle

Die Fragmentierung via HCDst hier ebenfalls mdoglich. Jedoch resultieresdin der
sogenannten , al I(AIR),dier werdea ¢pnea dds gyesamien ‘detektierten
Massenbereichs fragmentiert und hiernach alle daraus entstehendgmeriranen
hochaufgelOost akkuratermessen Ein MS/MS-Experiment mit vorheriger Isolierung des
interessierenden lons vor der Fragmentierung ist so nicht moglich.

Um eine vorherigeMassenselektion durchzufihren nde ein sogenanntes Q Exactive
Massenspektrometer verwendet. Zusatzlich Ewactive ist die Q Exactive mit einem
effektiven Quadrupol ausgestattet, welcher hier als Massenfilter benutzt Wieddurch
werdenMS/MS-Experimenteermdglicht(sieheAbbildung 2-5).

HCD- Octopol
Fragmen-

tierungszelle Quadrupol Massenfilter

IHIII_LJ AN

C- FaIIe

A..i
/ml

S-Linse — |

/
\

Orbitrap-Massenanalysator

2 {8 }ﬁ

Abbildung2-5: Schema eines Q Exact?%Orbitrap Massenspektrometerg36

Die Betriebskostensolcher Instrumentesind wesentlich geringer, als bei #IR-

Massenspektrometermla kein supraleitender Magnet mit flissigem Helium Gtidkstoff
gekuhlt werden muss.

In der vorliegende Arbeit wurden neben einem LTET-ICR-MS, wie in Kapitel 2.4.3.1

beschrieben, dreDrbitalfallenbasierte Massenspektrometer verwendet. Die LTQ Orbitrap
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Discovery {[Thermo Fisher Scientific verfugt wie da LTQ FTICR-MS Uuber eine
vorgeschaltete lineare lonenfalle und ermdglicht so hochaufgelosteExrimente. Mit

dem Exactive Orbitrap Massenspektrométamnntein einer Messung kontinuierlich zwischen
dem positiven und negativen lonenmodus geschaltetemennd zusatzlich AHEXperimente
durchgefuhrt werden. Das Q Exactive Instrument erlaubte zusatzlich die vorherige effektive

Isolierung von Molekulen vor der Fragmentierwig HCD.

2.5 Analytik der Anthocyane

Die geringe Bioverfugbarkeiler Anthocyaneverlangt eine dezidierte Probenvorbereitung,
welche in den meisten Fallen mit einer Festphasenextraktion zur Aufkonzentrierung und
Isolierung einhergeht. In der Literatur esden die verwendete Methoden zum Teil nur
ungenlgend charakterisiert utells missverstandlictbeschriebenSo istbeispielsweisaler
Faktor der Aufkonzentrierung der Festphasenextraktioimt nachvollziehbapder die genaue
Behandlung der Proben vor der MessunB. Kurilich et al. 2005%

Die Verwendung von L@JV-Messungen zur Identifizierung ist sehr weitverbréftet> 7 3

Uber die Veschiebung von Absorptionsmaxima kénnen Hinweise auf Metabolite, wie
Glucuronide oder die Anwesenheit von acylierten Zuckerkomponenten sowie mehrerer
Zuckerkomponentererhalten werdeft™ **?Einetatséchlichddentifizierung ist letztlich aber

nur Ube Standarderbindungen mdglich. Aber auch nur dann, wennTa®nnungoptimal
verlauft, was fur komplexe Gemische mit vielamalogen Verbindungemahezu nicht
moglichist.**® Standardverbindungesind fiir vielein der Natur vorkommenden Anthocyane
und derenMetabolite allerdings nicht verfigbdn der Flissigchromatographie kann fir die
Anthocyane eine charakteristische Elutionsreihe beobachtet werden. Zunachst werden
Diglucoside, danach die Monoglucoside und zuletzt die freien Aglyka, sowie acylierte
Verbindungen beobachtet. Mit optimierten HRBgstemen kénnen auch di#gemente der
einzelnen Gruppen getrennt werden, wobei die Elution durch die SubstitutionRieg<S
bestimmt wird*** Innerhalb jeder Gruppe eluiererunachstdie Anthocyane, die keine
Methoxygruppen trage Delphinidin zuerst, gefolgt von Cyanidinund Pelargonidin.
AnschlielRend eluieren die mit jeweils einer Methoxygruppe substituierten Anthocyane
Petunidin und Peonidin. Defsbschlussjeder Gruppe bildet das mit zwei Methoxygruppen

substituierte Malvidin.
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Eine universelle und sensitivere Methode stellt hier die Kopplung der HPLC mit der
Massnspektrometrie dar. Vielfach wde diese Kombination schomur Analyse von
Anthocyanen angewendgt > 8% 13% 13%Dje |dentifizierung erfolgt hier meist tber ein
MS/MS-Experiment in Form desSelected Reaction MonitorinSRM)) oder Multiple
Reaction Monitoring(MRM, in einem Zyklus werden zwei oder mehr Fragmentierungen
erfasst)in beiden Fallen muss vor der Analyse die ¥iaferverbindung und deren Fragment
bekannt seiff> *" *8wobei die Fragmentierung der Anthocyamsgenutzt wird, die jeweils
durch Abspaltung einer oder mehrerer Zuckerkomponenten, oder des acylierten Sudstitue
das Aglykon produziertSo kénnenVerbindungenmit gleicher nomineller Masse, aber
unterschiedlichenAglykon diffenrenziertwerden*® 4° Jedoch werden in diesen Studien
keine hochaufléendenakkuraten Techniken d&lassenspektrometrie verwendetaher sind

die detektierten Massen eines Massenspektrums nicht immer eindeutig zuzuweisen.
Insbesondere hochkomplek#issigkeiten, wie Urin oder Plasma, aber auch Traubenextrakte
enthalten molecherweise viele isomere Verbindungen, die es zu unterscheiden gilt. Eine
Differenzierung oder auch Identifizierung ist etwa tUberdiiarakteristischen Fragmente des
Aglykons mdoglich. Oliveira et al lieferten charakteristische Fragmentierungsspektren von
verschiedenen Anthocyanen, allerdings mit niedrigauflosenden Massenspetkrn und
schlugen verschiedene Fragmentierungsmechanismen fiir die¥e Barneset al. stellten

eine Studie zur Fragmentierung von Cyanidin und Pelargonidin vor, welche mit héherer
Massengenauigkeit arbeitete &$veira. Die Massenabweichurginzelner Signaléag aber
immer noch bei bis zu 70 ppm, was nicht immer eine eindeutige Zuordnung der
Fragmentionen zul&dsst. Weiterhin waren in dieser Studie keine Anthocyane mit
Methoxygruppen (z.B. Malvidin und Peonidin) enthaftén.

In anderen bioanalytischen Anwendungsgebieten nimmt die Verwendung von
hochauflosenden Massenspektrometern stetig zu. Dies gilt zum &eisipi die
Proteinanalytik****> Moderne Massenspektrometer erlauleéme hochgenaue Bestimmung
der Molekulmasse, bei gleichzeitiger hochempfindlicher Detektion der Fragmentionen. Diese
Informationen sind fur diestrukturelle Aufklarung derAnalyten von entscheidender
Bedeutungln lediglich einerStudiewurde hochauflosende Massenspektrometrie zur Analyse
von Anthocyanereingesetzt’ Hier wurden allerdings keine Metabolite beschrieher

auch die Identifizierung mittels Fragmentierung wundst durchgeftirt.
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Die Vorteile der hochauflésenden Massenspektrométiie-MS, High Resolution Mass
Soectrometry zur Analyse komplexer Proben wurden in den letzten Jahren fur mehrere
Anwendungsgebiete gezeigt. Im Bereich der Umweltchemie und Lebensmittelanalytik
wurden in jungerer Vergangenheit mehrere Methoden Q@mliitalfallenrMassenanalysatoren
(Exactive) publiziert. So koénnen full scan Massenspektren zur Identifizierung,
Quantifizierung und retrospektiven Identifizierung herangezogen wéttlelt’ Ebenfalls
wurden fir die Quantifizierung und Identifizierung von Pestiziden Komioinah aus
UHPLC (Ultra Hochdruck Flussigkeitschromatographiahd HRMS verwendet. Des
Weiteren wurde zur Identifizierung die AIF erfolgreich im Bereich Pestizidanalytik
eingesetzt?® Im Bereich der Allergenforschunghnten mittels solcher Systeme Proteine mit
allergischemPotential identifiziert werdet® Auch auf aderen Felden wird die HRMS
ebenfallserfolgreich eingesetzso kénnen adrcim Bereich Doping, klinische und forensische

Toxikologie diese Trends aufgezeigt werdén*°
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3. Methoderentwicklung

Durch die geringe Bioverfugbarkeit der Anthocyane in Blut und Urin war eine Extrahierung,
verbunden mit einer Isolierung durch eine Festphasenextraktion notwendig. Die komplexen
Medien erforderten eine chromatographische Auftrennung mit hbeRender
massenspektrometrischer Detektion. Aufgrund der Komplexitat wurden hier hochauflésende
akkurate Massenspektrometer verwendet, welche auch eine sehr sensitive Analyse
gewehrleisten. Die verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien zur ibwuocty

der Extraktion sind im Anhang ifabelleA-1 und TabelleA-2 aufgefuhrt. Die verwendeten
Gerate Flussigchromatographen und Massenspektrometer sind im Anhang in den Abschnitten
A.1.2, A.1.3 und A. 4 aufgelistet.

3.1 Probenextraktion

Aus der Literatur ist bekannt, dase dioverfligbarkeit der AnthocyarduRerstgeringist.
Nur kleinste Mengen werden in Blut und Urin detektieftbsorbierte Mengen der
Anthocyaneliegen im unteren nanomolaren Berbjcdaherwaren eine Aufkonzentrierung
aber auch eine Aufreinigung utdsdich, um verlassiche Datenaus den verschiedenen
hoctkomplexen Matrizes, wibrin und Plasmazu generierenWeiterhinwar eine Isolierung
der Anthocyane aus Darminhalbder Fazespben nétig die aus der Tierstudie zur
Verfugung standen. Hier sollten ¢&e Mengen an Verunreinigungn von den
Analysegeraten fernpaltenwerden Dazu wurden verschiedene Prozedwes der Literatur

tibernommen, weiterentwickelt und an die hier eirgaen Probendaptiert®: 15 151

3.1.1 Flussigextraktion

Eine Flussigextraktion war fur Darminhalind Fazesproben der Tierstudie notwendig. Die
Durchfihrung orientied sich an der Dissertation voDr. Susanne Skrbk (Max-Rubner
Institut, Karlsruhe) und soll im #lgenden beschrieben werd&n.Ein deutlicher Unterschied
zur Durchfuhrung in der Arbeit von Skrbek ist der Einsatz von Pelargegiditinosid(Pel
3-rut) als interner Standard, da der von ihr eingesetzte Standard (Cyasidiiglucosid Cy-
3,5-dgc) ein Bestandteil deden Rattergegebenesaftes darstellte.
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3.1.1.1 Darminhalt

Nachder Sektion wurdemlen Tieren jeweils drei Abschnitte des Darms entnommen, deren
Inhalte gesammelt und sofort b&0°C tiefgefrorenDie Abschnitte beliefen sichuf Teile

des Dunn und Dickdarms:lleum, Caecum und ColorEin Aliquot der aufgetauten und
homogenisierten Pben der einzelnen Darminhalterurde mit 50 pL Trifloressigsaure
(TFA) angeséauert. Mit 500 pL einer 50%igen wassrigen Lésung aus Methanol und.500
Ameisensaur€FA) wurde die Darrmhaltprobe fir 20 Minutemn einem mit Eis gekihlten
Ultraschallbad extrahiert. Die Losung wurde zentrifugi&g zeigten sich nun dr&hasen

die aus dem Bodensatz, einer dartberstehenden durch Anthocyane violettegefarbt
Flussigkeit und obenauf einer Fettschicht aus der Spezialnahrung der Tiere bestanden. Die
Flussigkeit wurdenittels einer sehr dinneMikropipettesehr langsam aufgenommemdie
Enthahme vorFett aus der Spezialnahrung der RaitervermeidenAnschlefRend wurdelie
Extraktion erneut durchgefiihrt. Die Uberstande wurdereinigt und nach Zugabe der
internen Standards P&lrut fiir den positiven lonenmodusid 2Chlor-5-Nitro-Benzoesaure
(2-CI-5-Nitro-B) fur den negativen lonenmodusjm Stickstoffstrom eingeengt. Die
Rucklésung erfolgte hier mit 1QL einer 5%igen wassrigenFA-Losung.Vor der Messung

wurdedie Probe jeweil8 Minutenim Ultraschallbadehandelundzentrifugiert

3.1.1.2 Fazes

Die Fazesproben wurden uber 24 Stunden in einem Stdise#difigam MaxRubner

Institut in Karlsruhegesammelt und tiejefroren. Die gesamte Menge der jeweiligen Probe
wurdein einem Maorseiin flissigem Stickstoff homogenisiert. Ein Aliquot der Homogenate
wurde mit 1 mL Methanol, 50QAL einer 50%igen wassrigeMethanollésung und 1 mL 1@
Salzsdure versetzanschlielend wurdgir 45 Minuten im Ultraschallbad unter Eiskiihlung
extrahiert. Die Losung wurde zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Diese Prozedur
wurde noch mindestens einmbeki starker Farbundurch noch enthaltene Anthocyasmeut
wiederholt. Im Anschluss wurde die organische Phase der vereinigten Uberstande im
Stickstoffstrom eingeengt und eine Festphasenextraktien wassrigen Phaseur
Eliminierung von Partikeln wie weiter unten bescheben, durchgefuhrt. Der wéassrige

Ruckstand war noch zu einem erheblichen Teil mit Pflanzenteilen und Fett aus der Nahrung
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der Tiere verunreinigt. Dies konnte auch mittels Pipettieren nicht entfernt wé&sl@murden
fur diesen SchrittStrata X Kartuschen100 mg, 6 mL, Phenomenex) verwendet. Die
Kartuschen wurden zunéchst mitmL Methanol undhiernachmit 4mL 10%iger wassriger
Ameisenséaure konditioniert. AnschlieRend wurde die komplette RigRe2,5mL) appliziert
und abschlieBendlie Kartusche mit anL destilliertem Wasser gewaschen. Nachdem die
Kartusche trockergezogen war, wurde mit /L 10%iger methanolischer Ameisensaure
eluiert Das Eluat wurdem Stickstoffstrom eingeengt, nachdem 2b konzentrierte FA
zugegeben wurden.

Die Rucklésung der Fazemben erfolgte in jeweils 100L 5% TFA in Wasser. Es schlof3
sich jeweils eine Behandlung inUltraschallbad (Eiskihlung) undanschlie3ender
Zentrifugationan. AnschlielRend wurden die Prolime zur Messungei-80°C tiefgefroren

3.1.2 Festphasenextraktion

Die Festphasenextraktion der humanen Uund Plasmaproben wurde in Zusammenarbeit

mit dem Institut fir Ern&hrungswissenschaften der Justus Liebig Universitat Giel3en
erarbeitet, etabliert und auch getestet. Die Festphasenextraktion der gesamten fur die
Humanstudie relevanten Proben wurde ebenfalls am Institut fir Erndhrungswissenschaften
der Justus Liebig Universitat Giel3en durchgefuihrt. Die vergleichenden Mesgiluazely,

LC-MS) der Proben der Optimierungsexperimente und der Humandamien am Ingiut

fur Anorganische unénalytische Chemie statt.

160.00

140.00

120.00

B Wiederfindung IS (Ricklésung 5% FA
+10% MeOH)

100.00

80.00
60.00

B Wiederfindung IS (Ricklésung 5% FA)
40.00

20.00

0.00

Wiederfindung interner Standard / %

Abbildung 3-1: Wiederfindung des internen Standardeach der SPEn Abhangigkeitdes organischen Anteils nach c

Rucklésung.
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Es wurden mehrere Verfahren aus der Literatur getestet, jedoch fir die Extraktion der
Urinproben der Humanstudie wurde schlie8lich die Methode nach-Sarpla et al.
verwerdet (siehe zur Durchfiihrung Abschnitt 3.1.22)Im Gegensatz zu Uriardaet al.

wurde in dieser Arbeit zur Ricklésung eine Mischung aus wassriger Ameisensaure und
Methanol verwende Der Vergleich der Wiederfindung des internen Standards mit rein
walriger 5 %iger Ameisensaure zeddgibildung 3-1. Mit einem 10%igen organischen Anteil
Methanol konnte einerseits eine hdohere Wiederfindung der Standards asisidtestiert
werden (siehé\bbildung 3-1) und andererseits wurde deutlich weniger Riickstand nach der
Rucklésung erhalten. Dies bildete gute Voraussetzungen fur die #RISSung. Der
organische Anteil erhoht die Ldslichkeit derthacyane deutlich, insbesondere bei kleinen
Volumina ist dies bedeutsam. Anthocyane werden als Pflanzenpigmente bezeichnet, die sich
auch in Beeren und Bluten nicht vollstandig l6sen, sondern zur Copigmentierung neigen.
Maoglicherweise entgehen sie mit rewéissriger Riucklésung auf diese Weise zum Teil der
Analyse. Weiterhin spielt die Matrix des Urins eine grof3e Rolle, da hier moglicherweise
Anthocyane an Partikel absorbieren, analog zur Copigmentierung, und so der Analyse nicht
zuganglich sindMit einem aganischen Anteil von bereits 10% Methanol &Rt sich diesen

Nachteélen vorbeugen.
Jeweils extrahiertes lonenchromatrogramm
m/z =153,015-153,020
Flacho. 2678396
100 ache:
80
60
40

20

Standard 3,4-DHB 0,5 uM
m/z = 153,0186

Fla PIRT:Z%g{B)453
dche:
=100

&
o O

3,4-DHB in Urin mit SPE

248 m/z = 153,0181

N b
o o

Relative Haufigkeit

Fla ﬁT: %‘7823;310
ache:
100

80
60
40
20 e T T

24 2,6 2,8 3,0 3,2 34 3,6 3,8

Zeit / Min
Abbildung 3-2: Vergleich der massenspektrometrischen Detektion von -B#B (3,4Dihydroxiberzoeséure) eine

3,4-DHB in Urin nach Stalmach
m/z = 153,0181

Standards (oben), einer Urinprobe mit SPE (mitte) und einer nach Stalmach eingeengten Urinprobe oh

(unten).
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Fur die Analytikvon Phenolsaure(3,4-Dihydroxybenzoesauré&yringasaure, Vanillinsaure)
als Degradationsprodukte der Anthocyane, wurden verschie@atraktionspozeduren
getestet Hierzu wurden Versuche mit humanen Urinproben, bezlglich der Option
durchgefuhrt, durch Vermeiden einer Festphasenextraktion die genanntBhenolséuren
besser detektieren zu kénnen. Es wurde befurchtet, dass durch die Festfhadem
vorhandene PhenolsaureerlorengingenHier wurde ein Vergleich der Prozedur nach Urpi

11°° mit der nach Stalmacht al*®? durchgefiihrt.Urpi-Sardaet al. wenden eine

Sardaet a
Festphasenextraktion atl. Das Verfahren nach Stalmach et al. beschreibt diiektes
Einengen der Urinprobe bis zur Trockne undsofortiges Ricklésen ohne sonstige
Behandlung?>? Hierbei wird jedoch ime erheblibe Anzahl an Stérsignalen erhaltetie die
Messung insbesondere im negativen lonenmodus massiv beeintrachtigen, die D@iektion
von 3,4Dihydroxybenzoesaurestérenund die Integration erheblich erschweren (siehe hierzu
Abbildung 3-2). Die schlief3lich verwendete Methode (nach tBprda) war deutlich besser
fur die Phenolsédureanalytik mit den verwendeten Analysengeréten geeignet, alsedsm and
getesteten Extraktionsmethoden, da wesentlich weniger Storsignale erhalten wurden.

Die Extraktion der Plasmaind Utinproben der Tierstudie wurdan MaxRubneriInstitut in
Karlsruhedurchgefuhrt Die Aufarbeitung der Darminhaltind Fazesproben fandollstéandig

im Institut fir Anorganische und Aalytische Chemie irGief3en stattDie verwendete
Methode war bereits in Karlsruhe durcte dirbeitenvon Dr. Susanne Skrbektabliert®
Auch derEinsatz vonTFA sollte, wie dort beschrieberbeibehalten werdenm Folgenden
sollen die verwendeten Methoden fur diemplexen Plasmaund Urinproben erlautert

werden.

3.1.2.1Plasma

Plasmaprobender Humanr als auch der Tierstudie wurdenin Absprache mit den
Projektpartnernnach der Methode voskrbek aufgearbeitet? Hier wurdendie internen
Standardsan die vorhandenen Probesngepasstund fir den positiven lonenmosiu
Pelargonidin3-Rutinosid, fir den negativen lonenmodus -Chlor-5-Nitrobenzoesaure
verwendet HumaneBlutproben wurderparallel zur Einnahme dem Anthocyanen reichen
Saftes(nach eier mehrtagigen speziellen Diat zur Reduzierung von Anthocyanen aus der
Nahrung)und 10, 20, 30, 40, 60, 90 und 120 Min danach entnommen. Blutproben der

Tierstudie wurden direkt nach der Dekapitierung der Tiere gesammelt.
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Das EDTA antikoagulierte Vollblut wurde nach Entnahme soffiit 15 Minuten und
temperiert auf 4°Cbei 290g zentrifugiert(Plasmaproben Tierstudie: 2@)07°C). 1 mL
Plasma wurde mit 5QiL einer 10mM wassrigenAscorbinsaurelésungnd 100uL einer
50%igen wassrigen Ameisensaurelosyny) zur Verhinderung einer Oxidation und zum
Ansauern der Losung versetahd bis zur SPE bei80°C tiefgefroren. Am Tage der
Festphasenextraktion wurden die Proben aufgetaut und erneut zentrifugiert. Anschlielend
wurden die internen StandarBelargonidir3-rutinosidfir den positiven lonenmodusd 2
Chlor-5-Nitro-Benzoeséaurefir den negativen lonenmodugugeflgt. Es wurde eine
Extraktionsmethode gewahlt, die schon von den Projektpartnern in Karlsruhe angewendet
wurde®®*® Die Strata X%Kartusche (polymere Umkehrphase; 30mg/lnfithenomenéx
wurde mit 2 mL Methanol und anschlieend mit n2 einer 10%igen wassrigen
Ameisensaureldésung konditioniert. 1mL Plasma wurde niitLleiner 10%igen w&srigen
Ameisensaureldosundv:v) verdinnt und anschlieend komplett appliziert. Die Kartusche
wurde mit 1 mL destilliertem Wasser gewastghanschlielendvurde sie mittels einer
Vakuumkammer trockengezogerct@ieRlichwurdemit 2 mL einer 10%ign methanaschen
FA-Losung eluiert. Das Eluat wurdeach Zugabe von 2%L TFA im Stickstoffstrom
eingeengt undhit 100pL einer 5%igen wassrigenFR rickgelost.

3.1.2.2 Urin

Humane Urinproben wurdeab eing Stunde vor der Einnahme bis zur Einnahme des
anthocyangichen Saftegesammeltum als Startwert zu dienen. Urinproben, die innerhalb
von drei Stunden anfielen, wurden jeweils zu einer Fraktion zusammengefadstSaftgabe
beliefen sich diese awWF3, 36, 69, 912, 1215 und 1524 Stunden (h) nach Einnahrdes
SaftesDer Urin der Tiere wurde Uber 24 h in einem Stoffwechselkafig gesammelt.

1 mL humanerJrins wurde mit 50uL einer 10mM wassrigen Ascorbinsaurelésung und 100
pL einer 50%igen wassrigen Ameisensaureldsfung), zur Verhinderung einer Oxidatio
und zum Ansauern der Losungersert. AnschlieRend wurde bei 259Q@nd temperiert auf
4°C fur 15 Minuten zentrifugiert. Bis zur Festphasenextraktion wurden die Probe80b@i
tief gefroren. Nach Auftauen und Zentrifugieren der Urinprobe wurde die i@mdrung
der Kartusche@asisHLB, 30 mg, 1 mL, Waters Umkehrphase mit hydrophildipophiler
Gruppe, um auch polare Metabolite zu absorbjereit 1ImL Methanol und 1 mL 1,5 M
wassrigerFA durchgefiihrt. Nach Applikation der Urinprobe wurde die Katiesmit 1 mL
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1,5M wassriger-A und 1 mL 5%igem wassrigen Methanol gewaschétach Trocken der
Kartusche mittels Vakuumkammevurde mit2 mL 0,1%ger methanolischeFA eluiert. Das
Eluat wurde im Stickstoffstrom eingeengt und mit 100 pL einer Losung YoR/A und 10%
Methanolin Wasse(v:v:v) aufgenommen®

Der nach Skrbek verwendeit@erne Standard Cyanidu3,5-diglucosid erwies sich als nicht
stabil®® Daher musste eine direk@uantifizierung tiber MaB-glc durchgefiihrt werden.
N&ahere Angaben zu dser Prozedur werden in KapiteB32 gemacht.

Urinproben der Tierstudie (24 h im Stoffwechselkéfig gesammelt) wurden fir finf Minuten
bei 3000 Runden/Minute und temperiert bei 7°C zentrifugiert. jp0Gdes Urins wurden
anschlieBend mit @ pL einer 50%igen wassrigen Losung véA angesauert. Vor der
Festphasenextraktion wurden die internesn8ards PeB-rut und 2Cl-5-Nitro-BS zugefugt.

Die Festphasenextraktion fir Urinproben der Tierstudie erfolgtd Wunsch der
Projektpartner aus Kiruhe nach dem gleichen Protokoll, wie das der Plasmaproben der
Humanstudie (sieh8.1.2.7). Die Methode war dort etabliert und die spezielle Matrix von
Rattenurin und die erwarteten héheren Konzentrationen unterstiitzen diesen Bdhritt.
Proben wurdenach dem Einengen beB0°C tiefgefroren und erst nach dem Transport nach
Giel3enruickgelost. Bis zur Analyse wurden sie b8°C gelagert. Die Ricklésung erfolgte

hier mit 100uL einer 5%igen wassrigerFA.

3.2 Hochdruckflissigkeitschromatographie

Die flussigchromatographische Methode wurde zunéchst an einer K&#llaL (SUMMIT

DioneX etabliert. Hierzu wurden verschiedene Saulen und Laufmittel unterschiedlicher
Zusammensetzung getestet. Zu einem spateren Stadium des Projektes stand ein
UltrahochdruckSystem zur Verfigung, welches fur die hohen Probenaufkommen der
Humanstudie und der Tierstudie verwendet wurde.

Eine sehr gute Trennung der Hauptanthocyane wurde mit der Kombination aus Wasser /
Ameisenséaure (LaufmitteA) und Methanol (Laufmittel Blan derKapillar-HPLC erzielt

Hier wurde zunadchst mit einem Anteil an Ameisensaure von 5% begonnen und bei relativ
langer Dauer eine hervorragende Trennung der AnthelRl@roglucoside eeicht Tabelle

3-1 zeigt den verwetteten Gradieten (Abwandlung naclleschhut): Hierbei wurde eine
NUCLEOSIL 300 C18 Saule (Macheragel GmbH + Co. KG) mit der Lange 150 mm und
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einem Innendurchmesser von 1 mm (PartikelgroRe 5 um) verwddigeDetektion erfolgte

bei einer Wellenlangevan = 52 0 n m.
Tabelle 3-1: Gradient fur die optimierte Trennung der Anthocyadonoglucoside (50-80 Minuten Spid und

anschlieRende Equilibrierungsphase)

Zeit [min] | Eluent A (5% FA in Wasser) [9 Eluent B (Methaol) [%] Flussate [mL/min]

0¢2 95 5 0,07
10-15 80 20 0,07
30 70 30 0,07
3540 63 37 0,07
41¢43 60 40 0,07
50¢ 62 5 95 0,07
70-80 95 5 0,07

Ein fur LC-MS-Methoden weit verbreitetes Laufmittel ist Acetonitril. In der Literatur wurde
dieses ach fiir die Trennung der Anthocyane und deren Abbauprodukte eingeSeit
Acetonitril als Laufmittel B konnte allerdingsin dieser Arbeitnicht die gewinschte
Trennleistung erzielt werden, da die Anthocyamppe (Monoglucoside) des Extraktes
immer sehr stark zusammengedrangt eluierte. Zudem waren die einzelnen Signale sehr breit
und Uberlagerten einander stak&leiches gilt fir die interessierenden Phenoksauwie 3,4

DHB und Syringaséurésine Verbesserung konnte auch mit dem Einsatz von ihiteatur
beschriebenen SaulenLupa C18, 150 x 1 mm, PartikelgréfRe 3 pMprengrofle 100A,
Phenoreney nicht realisiert werden. Verschiedene Optimierungsversuche it
unterschiedlichsten isokratisch&tufen und Gradientemussten verworfen werden. Auch

war die Dauer der einzelnen Messungen ungeeignet fur ein hohes Probenaufkommen.

Ein weiterer experimenteller Punkt bezog sich auf den Anteil der S&ure im walrigen
Laufmittel. Es wurdeausschlieRlichAmeisensaurererwendet da hier gute Erfahrungen in
Bezug auf die Detektion mit dem Massenspektrometer vorlagen. Hohere Saureanteile konnten
hier die Trennung mittels pi&radienten wéhrend des Laufs mit Acetonitril als aittel B
ebenfalls nicht verbessern. Daher wurde Methanol als Laufmittel B fur die Messungen der
realen Proben gewahlt. Ein zusatzlicher Vorzug des Methgegisniber Acetonitrilst die

geringere Toxizitgt die besonders im Hinblick auf die lonisierungsttmode des MS von
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Bedeutung war, da hierbei eine Verdampfung durch den angelegten Gaststitband gehe

Kapitel 3.3).

Es muss berlcksichtigt werden, dass die Dauer der Messun80 Minuten flr eine hohe
Probenanzahl, wie sie in diesem Projekt beseleiedenen Studien anfiel, ungeeignet war. Ein
weiterer Punkt war der hohe Anteil an Ameisensaure. Hier wurden verschiedene Anteile und
Gradienten getestet. Im Wesentlichen war ein Anteil von OfB3A%n Wasser zu gering, um
einen pHGradienten aufzubaueZiel war es unter 1%FA zu bleiben, da ansonsten die
Analyse der 3,/DHB im negativen lonenmodus nicht parallel durchgeftihrt werden konnte.
Letztlichwurde ein Anteil von 0,7% Ameisensawerwendet welcher einen deutlichen pH
Effekt zeigte, jedoch dieDetektion von 3,4DHB erlaubte. Dies warbenfallsfir das
Trennsystem und das Massenspektrometer von Vorteil, da diese nicht kontinuierlich der
hohen Menge an aggressiver und korrodierender Saure ausgesetzt waren. Viele Bauteile
beider Instrumente sindua Edelstahl oder Aluminium gefertigt und bei hoher Temperatur
gegen Ameisenséaure besonders empfindlich.

Fur die flissigchromatographische Trennung der Plasorad Urinproben der Humanstudie

und der Plasma Urin-, Darminhalt und Fazesproben der Tétwde wurde ein bindres
UHPLC-System (Ulta High Ressure Liquid Chromatographfioney® verwendet. Die
UltiMate 3000 RSLC (Rapid Separation LC) bestand aus einer Pumpe (mit zwei
Pumpeneinheiten) mEntgasungginheit und einem Autosampléiehe AnhangAbschnitt
A.1.3.2. Die Trennungerfolgte mittels einer 100 mm x 2.1 mm (ID) Kineté¥hénomenégx
Umkehrphasensaule (C18) mit einer Partikelgrof3e von 2.6 um.

Als Eluenten wurden, i oben bereits beschrieben, 7%, Ameisensaure in Wasser.v)
(Eluent A) urd Methanol (Eluent B) verwendet. Der geringe Saureanteil gewéh dessbet
Analyse deinteressierendeRhenolsauren und scherzugleich die Analysenapparaturen. Da

die Dauer der einzelnen Messung ebenfalls moglichst weit herunter gesetzt werden sollte,
resultierte dies in einer nicht optimalen Trennung, die jedoch durch die Verwendung
hochauflosender Massenspektrometer ausgeglichen wurde. Einen Vorteil bot der Gradient in
Bezug auf die Trennung dedirekten Abbauprodukte der Anthocyane in Form von
verstiedenenPhenolsaureri3,4DHB, Syringasaure)Beispielsweise wurden verschiedene
Dihydroxyphenolsauren mit dieser Methode sehrsgyariert(sieheAbbildung 3-12 unten)

Der verwendete Gradient ist frabelle3-2 aufgeftihrt.Hierbei wurden zeitweise Driicke von

bis zu 60Mbar erreicht, die nur durch den Einsatz der UHPLC verarbeitet werden konnten.
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Tabelle 3-2: Gradient fir Messungen der Humanund Tierstuie (1324 Minuten Spi und anschlieRende

Equilibrierungsphase)

Zeit [min] Eluent A Wasser/0,7% FA [% Eluent B Methanol [%]| Flussate [mL/min]
0¢0,5 98 2 0,4
1 93 7 0,4
5 85 15 0,4
10 60 40 0,4
13-16 30 70 0,4
18-24 98 2 0,4

Die Massenspure der Hauptanthocyandir den Gradienten au3abelle 3-2 sind in
Abbildung 3-3 dargestellt. Sie koénnen deutlich iraxtrahierten lonefromatogramm
detektiert werden und weisen eine verminderte&kBreste im Vergleichzum in Tabelle3-1
beschriebenen Gradienteauf Die Signale kdnnen unter diesen Bedingungen sehr gut
integriert werden, welchedlie Quantifizierung ermoglicht Weitere Einzelheiten zur
massenspekimetrischerAnalyse sind in Kapitel 3.3 beschrieben.

Extrahiertes lonenchromatogramm
100 8,79

. Del-3-glc
501 m/z = 465,0878-465,1178
100+ 9,26 S S
© Cy-3-gl A: Wasser 0,7% Ameisensaure
501 miz = 449,0928-449,1228 B: Methanol
= ] Ultimate 3000 RSLC (UHPLC)
20 054 Sdule: Kinetex C18, 100mm, ID
21007 .
8 1 Pet-3glc ) 2,1mm, 2,6um
B 50; m/z = 479,1034-479,1334 Saulentemperatur. RT
K.
& 0 10.02 MS: Exactive

1007
1 Peo-3-glc
501 m/z = 463,1085-463,1385
100+ 120
4 Mal-3-glc
507  m/z = 493,1191-493,1491
0 Bl
4 5 6 7 8 9 10 1 12
Zeit / min

Abbildung3-3: Massenspektrometrische Detektion der Hauptanthocyane auskBgo mittels des Gradienten aus Tabelle23
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Fur die Urinproben der Humanstudie wurde nach einigen Messungen zusatzlich ein Ventil
zwischen Trennsaule und Massenspektrometer eingeBazVentil wurde zwisched— 2,8
Minuten so geschaltet, dass die ersten hydrophilen Verunreinigungen in einen separaten
Behalter gelangterdieswurdewédhrend des Spulschrittes des Gradieaigischen 13,5- 24
Minutenwiederholt Dies beugtelibermafige Verschmutzerund schnellenVerstopfen der
Einlalkapillare des MSJurch stark hydrophile und hydrophobe Verunreinigungan Die
Analyse der enthaltenen Metabolitwie Glucuronideoder den enthaltenanteressierenden
PhenolsaureSyringasaure oder 3f2HB), wurde durch die Verwendung deeMils nidt
beeintrachtigtFir die Plasmaproben der Humanstudie wurde das Ventil 2y@8hMinuten

bzw. spater nach einddinute und dann ebenfalls bei 13,5 Minuten geschattetr wurde

TFA in der Rucklosung verwendet, diese sollte von der@®lle ferngehalte werden, da

TFA die lonisierung durch seine starke Polaritdt beeintrachtigt und somit die gesamte
Messung stortDie Messzyklerkonnten so deutlich verlangert werdemne das Stem zu
trennen und zu reinigen

Die verwendeten Injektionsvolumina wurddir fede Probenart diversifiziert und richteten
sich nach den prognostiziertenthaltenerKonzentrationen. Fur die Humanstudie waren es
jeweils 40uL fur Plasmaund Urinproben. In der Tierstudie wurden fir Plasma ebenfalls 40
pL verwendet, jedoch fir Urinnur 20 pL, da es sich um sehr konzentrierte und
matrixbelastete Proben handelte. Fur Darminhkaltund F&zesproben wurde ein

Injektionsvolumen von 5 uL verwendet.
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Abbildung3-4: Einfluss der Saulentemperatur auf die Trennung der Hauptanthocyane aus Dakapo

Fir Identifzierungsnessungen der Anthocyane und direkten (Bhas Anthocyan
Metabolite an der Q Exactive (siehe Kapitelstanden im weitereWerlauf der Analytik fir

die UHPLC zusatzlich ein Saulenofen und €iiv-VIS-Detektor zur Verfigung.Die
verwendeteKinetex Saule konnte bis zu einer Temperatur von 60°Cidi®n werden. Es
wurden verschiedene Temperarund Gradientekinstellungengetestet, jedoch konnten

bei 60°C die beste Trennung und Auflésung erreicht werden, widbibildung 3-4
dargestellt. Der Gradient wurde abschlielBend geringflgig variiert, wieTabelle 3-3
wiedergibt, um die Trennung von Peonififglucosid (Pea3-glc) und Malt3-glc zu
optimieren. Die Peakbreite konnte weiter reduziert werden, reziprok dazu nahm die Peakhthe
zu. Ebenfalls vaierten die Anfangs bzw. Maximaldricke mit und ohne S&ulenofen (bei

Messungen von Stanas) um max. 0,4 bar.
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Tabelle3-3: Gradientder UHPL@®Ur Identifikationsmessungen mit dem Q Exactive Massenspektieter

Zeit [min] Eluent A Wasser/0,7% FA [% Eluent B Methanol [%]| Flussate [mL/min]
0¢0,5 98 2 0,4
1 93 7 0,4
5 85 17 0,4
10 60 40 0,4
13-16 30 70 0,4
18-24 98 2 0,4

Die Variation der Temperatur des Saulenofens betrug nur etw@,2°C. Fir die
massenspektrometrische Analyse wurde fir den Einsatz des Saulenofens ebenfalls die
Reproduzierbarkeit der Messung bestimmt und dies Uber die Flachen der Hauptanthocyane
des DakapdExtrakts durchgefuhrt. Alle Hauptanthocyane zeigen sete hohe Stalitéat bei

einer Saulentemperatur von 60%kheTabelle3-4. Somit stellt der Einda des verwendeten

Saulenofengeine Nachteile fur die massenspektrometrische Analyse dar.

Tabelle3-4: Einflusder Saulentemperatur (60°C) auf die Stabilitat der massenspektrometrischen Detektion

Temperatur Del3-glc Cy3-glc Pet3-glc Peo3-glc | Mal-3-glcKonz
Saulenofen | Konz nmol/L | Konz nmol/L| Konz nmol/L| Konz nmol/L nmol/L
/°C
60 8,69 + 0,58 342 +£0,29 | 15,07 £0,52| 46,65+ 2,62| 100,58 + 6,24

Abschlie3end sei noch emusammenfassender Vergleich der ersten Methode &UMMIT
Kapillar-HPLC und derMethode mit Sélenofen (0,7% Ameisensaure) Abbildung 3-5
gezeidg. Mit ersterem System dante die Trennung der Hauptanthocy&hucoside (aus
Dakapg in etwa 48 Minuten (blaue Linie im oberen Teil der Abbildupgsehr
zufriedenstellend erfolgen. Auch die danach eluieremdgirerten Anthocyangsiehe Kapitel
4.1) konnten gerennt werden. Allerdingsvar die Dauer derMessungvon 80 Minuten
inakzeptabelnd Peakbreite ebenfalls nicht zufriedenstelldndunteren Teil deAbbildung
3-5 ist die Methode mit ieem Saulenofertemperiert au60°C undeinem Anteil von0,7%
Ameisensdurén Laufmittel A dargestellt. Dies gewahrleiste eine vergleichbarelrennung
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der Hauptanthocyanéie jedoch bereits naata. 8 Minuten abgeschlossewar (blaue Linie
im unteren Bereich dekbbildung3-5).

Die chromatographischen Signale sind deutlich sbtéimund weisen auch beigeringen
Konzentratioen eine annehmbareIntensitat auf. Durch den geringeren Anteil an
Ameisensaure wden auch die Analysengerate geschont und es ermda@gkotd pardlele
Messung in positivem und negativem lonenmodus (siehe Kapid2.1). Die erhohte
Grundlinie in Abbildung 3-5 untenresultiertausder geringen Korentration der Probe von
0,1 umol/L (bezogen auf MaB-glc) und ist daher ke Indiz flr eine schlechte Sensitivitat

oder instabile Messung.

100
88 ] A A Wasser 5% Ameisensaure 44,72 A = 520nm
751 B: Met_hanol _ Dakapo-Extrakt: 50uM
] Summit Kaplliar-HPLC Injektionsvolumen: 10uL
63 Saule: Nucleosil 300 C18; 150mm,
250 ) ID 1mm, Sum Klassische HPLC
E 551 Saulentemperatur: Raumtemperatur bis 250 bar
25 3216 39,28 o412
131 ‘J\/\\w
10 5 10 15 20 25 30 35 40 451 50 55 60 €5 70
- 7,55 Time (min)
1400 — B A: Wasser 0,7% Ameisensaure A =520nm
1200 E B: Methanol Dakapo-Extrakt: 0,1uM
1 Ultimate 3000 RSLC (UHPLC) Injektionsvolumen: 40uL
1000 | 17,67  Saule: Kinetex C18, 100mm, ID 2.1mm,
2 8005 718 1 910 ‘l" ) 2,6 um . UHPLC
5 ] | Séaulentemperatur: 60°C bis 600 bar
600 — 'w
7 645 JM uj /«J \
400 ﬂ lU - L
200 | W MM
O L L e B B B
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Zeit / min

Abbildung 3-5: Vergleich der Dauer und Separationsleistung des ursprunglichen Gradienten (oben) und des optin

Gradienten mit Saulenofen (untenElution der HauptanthocyarGlucoside endet mit der blauen Linjie

3.3 Massenspektrometrische Analyse

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Massenspektrometern haedetich ausschlief3lich
um hochaflosende Gerate mit akkurater Massendetektidbmsgesamt kamen vier

unterschiedliche Gerate zum Einsatz. Zum ewende ein FTICRMS verwendet welches
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zur Optimierung der LaMS-Methodebenutztwurde. Da an diesem Instrument eine Messung

in nur einem loenmodus moglich ist, wurdehier nur wenige reale Proben vermessen.
Jedoch sind mittels vorgeschaltetéfQ detaillierte MS-Experimente moglich. Zu Beginn

des Projektes stand noch eine LTQ Orbitrap Discovery zu Verfiigung, mit welcher detaillierte
Fragmenerungsexperimente vowerfligbarenStandardverbindungedurchgefihrt wurden.
Analog zum FTICRMS sind hier mittels LTQ MS$Experimentemdglich. Hier ist neben
sto3induziertemDissoziation(CID) auch Higher energy collisionadissociation(HCD) als
Fragmetierungsmethode ausfihrbarAn den beiden anderenOrbitalfallen basierten
Massenspektrometerrexactive und Q Exactiveist im Gegensatz zum FTICRIS ein
kontinuierliches Wechseln der Polaritator{fenmodup innerhalb einer LEMS-Messung
moglich, ebenfallssind deutliche Sensitivitatsvorteile vorhanden. Weiterhin bieten diese
Gerate die Moglichkeit der AIFAIl lon Fragmentationvgl. Kapitel 2.4.3.2)Hierbei werden

alle lonenim gesamten Massenbereich von defr@p in die HCDBZelle tberfihrt und dort
effektiv fragmentiert. Die Fragmente werden anschliel3end inOdietalfalle tberfiihrtund
hochaufldsend und mit hoher Massengenauigkeit analysidgtdings sind arder Exactive

keine MS/MSExperimente eines vorher isolierten lonsndglich sondern nur AlF
Experimente Dies wird an der Q Exactive durch einen vorgeschalteten Massenseparator
(effektiver Quadrupollermaglicht, jedoch sind keine NMExperimente(n>2)durchfiihrbar.
Durch Verwenden von HCD als Fragmentierungsmethode fuhrt dies alterzoiceinem
Nachteil, da auf diesem Wege geniigend hohe Kollisionsenergien erreicht werden kénnen, um
eine effektive Fragentierung durchzufihremlle massenspektrometrischen Daten wurden
mit der Software Xcalibur (Thermo Fisher Scientific, Bremen) bearbeitet.

Vor jederMessserie wurde das jeweilige Massenspektrometer im positiven und im Falle von
Exactive oder Q Exactive auch im negativen lonenmodus kalibriert. Uber eine interne
Kalibrierung mittels Referen¥a s s ok masg-Funktion) konnte flprbitalfallenbaierte
Massenspektrometer die Massengenauigkeit im positiven lonenmodus zumeist auf < 1 ppm
optimiert werden. Zu diesem Zweck wurden im positiven lonenmodus mfeWerte
verwendet: m/z = 391,28428 ([M+H], Diisooctylphtalat, GHzg0s), m/z = 429,08872
([IM+H-CH4]", Polysiloxan,[GHeSiO)s) und m/z = 519,13882 ([M+H], Polysiloxan,
[C,HeSiO]).

Welche Geratekombination zur Messung bestimiateben verwendet wurde, istTrabelle

3-5 angegeben.
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Tabelle3-5: Auflistung Probenart und jeweilige Geratekombination

Probe lonenmodus Geratekombination
Standardverbindungen positiv LTQ Orbitrap Discovery (nan&Sl)
DakapaeTraubeRrExtrakt positiv SUMMIT-HPLC-FTICR-MS
Zellkultur basal positiv UHPLC-FTICR
Tierproben Fazes/Darminhalt positiv UHPLC-FTICR
Tierproben Urin/Plasma
Humanproben Urin/Plasma postiv/negativ UHPLC-Exactive
DakapoeTraubenExtrakt
Identifizierung verschiedenste Prober positiv/negativ UHPLC-Q Exactive

Fur LC-MS-Messungen wurde das jeweiligerwendete Massenspektrome(&iTICR-MS,
Exactive oder Q Exactivellirekt mit der S&dule oder demV-Detektor des fl&sig
chromatographischefrennystems Uber eine Elektrospr®uelle (lonMax,ThermaFisher
Scientifig verbunden. Bei Messungen neinem Eluentenfluf’on 0,07 mLmin konnte mit

den Einstellungenin Takelle 3-6 ein stabiles Spragrhalten werden.Im nachsten Schritt
wurde die Kapillartemperatur optimiert. Hier zeigte sich, dass bei einer Temperatur von
250°C eine mehr als ausreichende Intensitéat der Analytionen, aber auch eine sehr gute
Stabilitat der Messung erreicht werden konven hoheren Temperaturen wurde abgesehen,

da ein Anteil von 5% Ameisensaure in Laufmittel A verwendet wuvtlele Bauteile des
Instruments sind aus Edelstahl oder Aluminium gefertigt und bei hoher Temperatur gegen

Ameisenséaure besonders empfindlich.

Takelle 3-6: MS-Parameterfir Eluentenflussvon 0,07 mL/min

Parameter Wert
Sheath gas 4 (willkuirliche Einhei)
Auxillary Gas 8 (willkurliche Einheip
Spray Voltage 4,4 kV
Capillary Voltage 25V
Capillary Temp. 250°C
Tube Lens 135V
AGC on 1E6
Auflosung 100000
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Um dem hohen Probenaufkommgarecht zu werden, wurde einlPLC-System fur die
weiteren Analysen eingesetzt. Die Einstellungen wurden zunachst am fM3CRTQ FT
Ultra, Thermo Fisher Scientifjcoptimiert. Der wesentlich héhere Eluentenfluss von 0,4
mL/min der UHPLC {ItiMate3000, Dione® im Gegensatz zu 0,07 rfrhin der HPLC
(SUMMIT , Dionex erforderte andere Bedingungen in Bezug dief Stabilitatdes Sprays,
siehe hierzurabelle3-7. Aufgrund dergeringerenSaurekonzentration von 0,7% wurde die
Temperatur der Einlasskapillare auf 350°C angehoben. Weiterhin wurde fir die
Einlasskapillare eine neue Dichtung aus Graphit verwendet,sidie auch fur hohe
Temperaturen eignetMit diesen Einstellungen wurden die Messungen von Darmininadt
Fazesproben der Tierstud{eiehe Kapitel 5.2.1gurchgefuhrt(Kombination ausUltimate
3000U-HPLC-FTICR-MS, vgl. Tabelle3-5).

Tabelle3-7: MS-Parameterfir einen Eluentaflussvon 0,4 mL/min

Parameter Wert
Sheath gas 18 (willkurliche Einheit)
Aux Gas 6 (willkirliche Einheid
Spray Voltage 4,5kvV
Capillary Voltage 40V
Capillary Temp. 350°C
Tube Lens 120V
AGC on 1E6
Auflésung 100000

Fur Messungen der Plasmaind Urinproben de Humanstudie sowie Plasma und
Urinprobender Tierstudiewurde ein LGMS-System bestehend aus eiriditiMate 3000
UHPLC zur chromatographischen Trennung, verbunden mit &radive verwendet Die
Einstellungen fir die Temperatur und Sprayparameter wurden, widalmelle 3-7
beschriebeniibernommen. Im negativen lonenmodus wurde eine Sfpaynung $pray
Voltagg von-3,5kV verwendet.

Weitere Einstellungen fur die hier verwendete AIFund die jeweiligen optimierten
Massenbereichaler verschiedenen Studienprobeimd in Tabelle 3-8 und Tabelle 3-9

aufgefuhrt.
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Tabelle3-8: Parameter UHPLCGEXxactive

Parameter Wert
Injection time (positivelonermodus) 250ms
Injection time fiegativedonenmodus) 250ms

AIF HCD (ab 6 Minutehpositiver lonenmodus (nur be
humanenUrin) fir m/z100-850

15%

Tabelle3-9: Detektierter Massenbereictbei verschiedenen Proben in positivem und negativem lonenmogiEsactive)

Probe lonenmodus Massenbereich
_ positiv m/z=180-850
Urin human :
negativ m/z=100-850
positiv m/z=200-850
Plasma human :
negativ m/z=120-850
_ _ _ positiv m/z=200-850
Tierstudie: Plasma und Urin :
negativ m/z=100-850

Fur die Identifizierung der einzelnen Anthocyane und ihrer Metabolite wurd€eihective
(Thermo Fisher Scientificverwendet. Hier ist neben der AIF eine Massenselektion der zu
fragmentierenden lonen Uber einen Quadrupol Massenfilter mdglich. Die NMsadagonist

so effektiv, dass bis herunter zu ein€mn s t e Mm/zv @4 selektiert werden kanDie
Kollisionsenegie fur CID- und HCD-Experimente werden nicht mit einer Abs@aingabe
sondern in Prozent (%) angegebbie Einstellungen der verschiedenen Paramet@éabelle
3-7, Tabelle 3-8 und Tabelle 3-9 wurden verwendet. Wehe Kollisionsenergien fur die
angegebenen Experimenteerwendet wurde, wird inden jeweiligen Kapiteln separat
beschrieben. Es wurde hier auf den negativen lonenmodus verzichtet, dagtasnerk
primar auf den Anthocyeen und deren direkten Metabeht (Glucuronidefreie Aglykd lag.

Wie oben bereits beschrieben, stand zu Beginn dieser Arbeit B@rbitrap Discoveryu
Verfligung. Hiermit wurden Experimenteur gezielten Fragmentiang verfligbarer
Anthocyarstandard und ExtraktedurchgefiihrtHierzu wurd@ nancESIExperimenteohne
vorherige chromatographische Trennuwhgchgefuhrt Die Messungen der Standards wurden
immer in zwei verschiedenen Fragmentiersniethoden durchgefuhrtjeweils MS"-

Experimente mit CID und ebenfalls mit HCD.Fur diese Experimente wurden
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goldbeschichtete narieSFNadeln mit ca. 30 pL einer schwach sauren Lésung des jeweiligen
Standards befillt und mit den EinstellungenTabelle 3-10 eine stabile Messung erhalten.
Die Kollisionsenergien wurden bei CHBxperimenten von 28-50% variiert. Ab einer
Energie von 50%onnte im CIDExperiment keine Veranderung mehr erhalten werden. In

HCD-Experimenten wurden Energien bis zu 8@%rwendet.

Tabelle 3-10: Parameter fiir naneESIMessungen

Parameter Wert
Spray Voltage 19kVv

Capillary Voltage 30V
Capillary Temp. 250°C
Tube Lens 100 V

3.3.1 Identifizierung von Anthocyanen, Metaboliten und Abbauprodukten

Von vielen Verbindungen der Anthocyane, insbesondere aber von Metaboliten, wie
Glucuronide oder sulfatierten Speziesind keine Standardverbindungen verfligbar. Eine
Identifizierung von Signalenhochaufgeldsteakkurater Massenspektresollte daherdurch
Fragmentierungsexperimenédgesichert werderkEine Fragmentierung zeigiunachsteine
charakteristische Abspaltung déacylierten) Zuckerkomponente bzw. der metabolischen
Komponente. Diaei entsteht das AglykofAnthocyanidin)des jeweiligerAnthocyans Eine
Identifizierung des Aglykons kann uber sden exakte Masse undcharakteristische
Fragmentionererfolgen Dies ist insofern notwendig, als komplexen Medien, wie Plasma

und Urin eine hohe Anzahlasmerer Verbindungen vorhandish

3.3.1.1 Charakteristische Fragmente der Anthocyaneaus Standardprobenmittels
hochaufiosender akkurater Massenspektrometrie

In der Literatur beschéftigen sich zwei Quellen intensiv mit der Fragmentierung der Aglyka
der Anthocyane. Oliveirat al. beschriebemittels MS/MS Experimenten an einem-b@F
Hybridmassenspektrometer (orthogeBaschleunigeFlugzeitHybridmassenspektrometer)

bereits einige charakteristische Fragmente und wiesen hierbei auch Struktdtézum.
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anderen arbeiteten Barnetsal. mit einem lonenfalleiT OFHybrid-Massenspektrometer und
setzten neben hoheréMassengenauigkeit auch compiisierte Simulationerein, um
Strukturen  zuzuweise’t’> Beide Quellen beziehen sich auf die generellen
Nomenklaturempfehlungen fir Flavonoidfragmente nacheMal, in welcher die Fragmente
nachihrem Entstehungsqraus A und B-Ring, kombiniert mit der Fragmentierung durch den
C-Ring als Hochzahlerhenannt werden (sietfbbildung 3-6).2>°> Auch in dieser Arbeit soll
diese Nomenklatur angewendet werden.

Zudem beschrigen Oliveiraet al, sowie Abrako et al. verschiedene Spaltprodukte der
Zuckerkomponenten, die noch mit dem Aglykon verbunden’$iricf Dies wurde bereits von
Domon und Cetello fiir andere Flavonoide besielben, konnte aber von Barnesal. nicht

fir Anthocyanebestatigt werdefr 42

Insgesamt konnen die Anthocyane in zwei Gruppen eingeteilt werden. Die eine Gruppe
beschreibt Anthocyane ohne Methoxygruppen als Substituenten-RmgB wie Cyanidin
oder Delphinidin. Die zweite Gruppe enthalt Anthocyane mit einer oder mehreren
Methoxygruppen am 4#Ring, wie Malvidin oder Peonidin. Oliveirat al. bearbeiteten
Substanzen aus beiden Grupp&rim Detail wurden Strukturen fiir Fragmente von Malvidin
und Delphinidin leschrieben Barneset al. beschranten sich af die erste Gruppe und
beschriben $ektren und Strukturen fiir Cyanidin und Pelargonitff.

Fir die Gruppe der Anthocyane ohne Methaxypgpen am BERing (Cyanidin, Delphinidin
und Pelargonidihwurden von Oliveiraet al. jeweils die AbspaltungeinesRadikak « O H
beschriebert*! Die Messungen mitéheer Massengenauigkeit in démbeiten von Barnest

al. zeigten diese Fragmentieruatierdingsnicht Beide beobachten hingegen Fragmente, die
sie nach der Empfehlung von M al. als °3A*, °?A™, “B* und °?B*-CO beschrieben und
ihnen Strukturen zuwiesen. Barnesal. gingen noch einen Schritt weiter und simutien
computerbasiert die energetisch giinstigste KonfiguratioR#if, ®2A* und ®?A*. Hierbei
stelten sie fest, dasgeweils die cyclisierte Variantedieser Strukturendie energetisch
gunstigere darstellBeide Quellen beschihen weiterhin, dass kleine Molekile, wie CO oder
H,O aus dem €Ring abgespalten werden (sieAbbildung 3-6). Oliveira et al. geben fir
diesen Vorgang bei Delphinidin auch Strukturertdn.

Die Gruppe der Methoxygruppen tragend&nthocyane wurde von Barnest al. nicht
bearbeitet*? Oliveira et al. beschrieben hier Strukturendidie dafiir notwendige Abspaltung
bestimmter Fragmente wie —CO, -H,O oder -"OCH:;.*** Neben der Detektip der
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Fragmentionen aus-Ring und BRing von Malvidin, wurden auch Strukturen fiveitere
detektierteFragmeninenangegebefm/z= 178,m/z= 203,m/z= 229,m/z= 270,m/z= 287,
m/z= 300, m/z= 315 undm/z= 316. Fir alle Anthocyane dieser Grupgennte zunachst
eine Abspaltung von formalCH;z beobachtet werdemusgehend davon konnte, wie oben
beschriebeneine Eliminierung von CO oder weiteren kleineren Molekilen oder Radikalen

beobachtet werden.

OH \
02B+—> 02B*- CO

~xc
A =0
0.3A+ - CO, C2H20, H2O | 2T
0,2:\+

Abbildung3-6: Charakteristische Fragmente der Anthocyane nach &tal. , Oliveiraet al. und Barneset al. *****

In der vorliegenderbeit wurden von verfiigbaren Standardverbindungen aller sechs in der
Natur hauptsachlich vorkommenden Anthocyanidine (Aglyka) Fragmentierungsexperimente
durchgefuhrt. Hier standen folgende Verbindungen zur Verfigung: Pethdbnid
(Extrasynthesg Muyrtillin-Chlorid (Del3-glc-Chlorid, Extrasynthesge Pea3-glc-Chlorid
(Extrasynthesg CyaninChlorid (Cy-3,5dglc-Chlorid, Extrasynthesg Pel3-rut-Chlorid
(Extrasyntheseund OenirChlorid (Mal-3-glc-Chlorid, Extrasynthese Mit Hilfe von nane

ESI Expermenten konnten an einer LTQ Orbitrap Discovery (siehe Kapitel 3.3)
Fragmentierungen via HCD und auch CID durchgefuhrt werden. Die hochaufgeldsten
akkuraten Daten wurden zur lIdentifizierung von Anthocyanen in biologischen Proben
herangezogerDie verschiednenFragmentierungsmusteus diesen Experimenten wurden
dazu genutztden erzeugterFragmenta von Malvidin teilweise Strukturen zuzuweisen.
Hierzu wurden neben Ergebnissen aus vorherigen Veréffentlichungen auch Berecldasgen
kommerziellen Programme®lasg-rontier 7.0 (Thermo Scientific verwendet. Eine
wesentliche Neuerung ist die Nutzuekkurater und hochaufgeloster Massenspektrometrie

(Massengenauigkeit < 1 ppmihd Zuweisung neuéfragmentstrukturen.
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Abbildung 3-7: Charakteristische Fragmeitnen von Cyanidir8-glucosid mit Nachweis zweier Signale, die ol

hochauflésende MS nicht detektiert wiirden (LTQ Orbitrap Discovery)

Die Gruppe deAnthocyanidineohne Methoxygruppesei hier reprasentiedurch Cyanidin.
Wie in Abbildung 3-7 dargestht, kdnnen sowohl das lon des Aglykofme/z= 287,055) als
auch dessercharakteristischeFragmerionen %A*, %?A*, %2B* und ®?B*-CO mit einer
Massembweichungvon -0,9 ppm bis +0,3 ppm detektiert werden. Neben Signalen, die
ebenfalls bei Oliveirat al. und Barnet al. beschrieben wden, kdnren kleinere Sigale,

di e si cim/z=n0W36 umtemsakiden detektiert werde****? Hier kannfiir Cyanidin
nebenm/z= 203,0703 zusatzlich das Sigmalz= 203,0339Massenabweichung0,4 ppm)
detektiert werden, wasormal durch einen Verlust von zwei C,H,O Fragmenten erklart
werden kann Weiterhin kann neben dem Signal/z = 157.0648 auchm/z = 157.0284

(Massemabweichungt0,2 ppm)detektiert werden, welches einem zusétzlichen Verlust von
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CO und HO ausm/z= 203,033 entspricht(sieheAbbildung 3-7). Mittels Fragmentierung
durch HCD kKnnen neue Fragmentionen detektiert werderhesspielsweise das Signal bei
m/z = 131,0491(Aglykon- 3CO - 2CG,H,0). Die Intensitat dieser Fragmentionen istrseh
gering und im Spektrum konnen diese erst nhach Vergrél3erung beobachtet Wertitem
kénnen sie mit eineMasseabweichung< 2 ppmdetektiertwerden.In Tabelle A-3 (siehe
Anhang sind die detektierten Fragmentionen fur Cyami8iglucosid aufgelistet. Die
Fragmentionenspektren von Delphinidirglucosid und Pelargonidi¥8-rutinosid mit
Zuweisung einiger wichtiger Fragmeriensind inAbbildungA-3 und AbbildungA-2 (siehe
Anhang) gezeigt. Auch hier konnte mit einer Massengenauigkeit von < 2 ppm detektiert
werden.

Fur die Methoxygruppen tragenden Anthocyaswl im Folgenden Malvidin im Detail
besprochen werden. Malvidin stellt in den Anthocyanquellen der verschiekiengpzeigten
Studien das Hauptanthocyafs Glucsoid und im Falle der Tierstudie als Diglucatad Es

ist daher von besonderem Intereddalvidin ausfihrlich zucharakterisiezn In Abbildung

3-8 ist ein typisches Fragmentionensprakn von Malvidin3-glucosiddargestellt. Fur jedes
Signal sind die Masse, die jewgi Elementazsammesetzung und die Massenabweichung
angegeben. Da&glykon (m/z= 331,0813) sowie dieandererbeobachteten Signaleknten

mit einer Massegbweichung/on < 0,6 ppm detektiert werden.

Die Bildung von Radikalkationerkannim Verlauf der Fragmentierung zur Erklarung von
einigen Fragmendnen dienen. Die riative Stabilitéat eines Radikaliorist méglicherweise
Uber die Stabilisierung durch das aromatische teBysgegeben. Nichtradikalische
Molekulionenzeigen teilshéhere Intensitatind damit bevorzugt&tabilitat. Ein sehr gutes
Beispiel hierfur sind die Signale/z= 315,0501 undn/z= 316,0579. Fum/z= 315,0501
wird eine Abspaltung von formal GHangenommee, wohingegen fiim/z = 316,0579 ein
formaler Verlust von CH beobachtetwird. Die Intensitat fir das Produkt dedgs nicht
radikalisch postulierteWorgangs ist wesentlich héher, als die des Produkts des postulierten
Radikalmechanismusm Gegensatz dazzeigen sich Signale, wim/z= 242,057 odem/z=
150,031 als sehr intensive Sae im Vergleich zu deren nighdikalischen
NachbarmolekilenDurch die Position des radikalischen Elektrons am Aromatembe+
242,057 oder die Moglichkeit eine cyclidierStruktur einzugehen kénnte die besondere

Stabilitat erklart werden.
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Abbildung3-8: Charakteristische Fragmentionen von MalvidBiglucosd mit Zuweisung der Elementarzusammensetzung

Massenabweichung
Eine Ubersicht der moglichen Strukturen &inige detektiert&ragmentionervon Malvidin

ist in Abbildung 3-9 gegebenDiese Vorschlage beziehen siabf neueBerechnungen via
Masg-rontier 7.0, welche die Vero6ffentlichungen von Oliveiraet al. (blau) und die
Berechnungen von Barnes al. (rot) implementiert**" ** Die plausibelsten Vorschlage der
Software wurden durch manuelle Intervention ausgewd&@hé. verschiedenen gegebenen
Strukturen im Falle der Radikatonen kdnneniber Reaktionen  wi e-Spdltung von
Bindungen, radikalische Umlagemgen etc. (siehe Anhang Kapitel A.8rklart werden. Mit

» L 1 (bibrary) werden Reaktionspfade bezeichnet, die bei Oliveiral. oder Barnest al.

bereits beschrieben, jedoch nicht néher chariasleer wurden.*** 1*? Insgesamt bestétigen

die Messungen und manuell ausgewahlter Berechnungen mittels der Software die Struktur der
Signalem/z= 316,057,m/z= 315,050,m/z= 287,055m/z= 270,052 (d& nach Oliveiraet

al.) und m/z= 150,031 (nach Barnest al). *** **? Fur die Signalem/z= 299,055 m/z=

286,047 m/z= 242,057 m/z= 213,049m/z= 179,033 unan/z= 163,B1 konnten erstmals
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charakteristischer Fragmentionen von Malvidirbasierend auf Berechnungen d&oftware MassFrontie **-*?
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Strukturen mit den zu ihnen fihrenden Reaktionen angegeben werden, welche auf
Berechnungerder Softvare MassFrontierberuhen Die Signalem/z = 258,052 undm/z =
229,049 beruhen auf Reaktionen, die expln anderen Anthocyanidinen in der Literatur
(Oliveira et al. sowie Barne®t al)** *? beschrieben wurden und nuon der Softwar@uf
Fragmentionen vorMalvidin angewendet wurden. Das Signal bwiz = 300,06 ¢iehe
Abbildung 3-9) konnte nur einmal in einem CiBlassenspektrum mit sehr geringer Intensitat
detektiert werdenHierflr kann einesehr instabile Verbindun@hgenommen werden

Groltenteils kdnnen aber die von Barmdsal. dargestellten Ergebnisse bestétigt werden.
Jedoch gebeBarneset al an, dass mit hoher Massengenauigkeit gearbeitet wselienist
jedoch die Masseabweichung einzelner Signaleeiner als 2 ppmi? Im Falle der
Fragmentionermdes Cyanidins werdedassenabweichungeron bis zu18,8 ppm angegeben.
Weiterhin lieferte @ systematischer Fehler in rdBetrachtung des FragmentioAglykon-
ACO-C,H,Oe i nen We rm/z=0,d061rzu hoaoh lieyt. Fur Pelargonidieispielsweise
wurde angegeben, dass dieses Fragment detektiert vesielglibt sich soflr das detektierte
m/z= 117,0781 mit einem theorsthenm/z= 117,069%ine Massemabweichungvon +70
ppm*?  Mit einer solchen Abweichung der Massenagigkeit ist die Angabe der
Zusammensetzung sehr unsicher. Bei Verwendung dédbgalfallenMassenanalysatqrs

wie er in der vorliegenden Arbekerwendet wurdesind diese Werte deutlich kleiner und
stabiler (< 1 ppm) Daher sind diese Ergebnisse bessizu geeignet die exakte
Zusammensetzung zu bestimméiin weterer wichtiger Aspekt istlie Massenauflésung.
Diese gewabhrleistet neben der hohen Massengenauigkeit, dass keine Signale von anderen
Uberlagert werdenbzw. zu Signalen zusammenfalleégie kémen bei der Interpretation zu
falschen Annahmen fihren. Bei dem von Baretesl. verwendeten lonenfalleROFHybrid-
Massenspektrometer ist die Massenauflosung stark begrenzt, dagegen ist sie bei Verwendung
von OrbitalfallenMassenanalysatoren deutlich kofi*? Fur diein diesem Kapitefezeigten
Messungen wurde eine Auflésung von R = 3008 m/z= 200) verwendet.

Die Fragmentierung mittels HCD erlaubt die Detektion von Fragmentionen, welche bei
Barneset al.zum Teilnur berechnet wurden, jedoch nicht detektiert werden korifftepls
Beispiel sei hiem/z=131,0491 genannt (vglabelleA-3 im Anhang).

Fur Malvidin konnten in dieser Arbeit hochaufgelGsk&urate Massensgtren de\glykons

und verschiedenasharakteristischeFragmentionen erhalten werdddie von Oliveiraet al.
beschriebenen Fragmentionen konngedRtenteilsbestétigt werdeh*! Die Fragmentmasse,
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welchevon Oliveiraet al. mit m/z= 300angegeben wde, konnte in dieser Arbeit nur einmal
in sehr geringer Intensitét detektiert werd€rOliveira et al gebendiesegedochals ein sehr
intensivesund scheinbar kontinuierlich detektier@ignal ar.*' Die Ergebnisse dieser Arbeit
legen flur die hier verwendeten Methoden nahe, dass es sich dabei méglicherweiss
Signal beim/z= 299,05 handelt, welche®n Oliveiraet al. nicht beschrieben wde.**! Eine
Massengenauigkeit kann fir die Messungen Oliveiraet al. nicht angegebewerden, da
keine Dezimalstellen derm/zWerte angegeben wurdenobwohl ein orthogonal
BeschleunigeFlugzeitHybridmassenspektrometer fiir diese Messungen eingesetzt Wiirde.
Oliveira et al. beschribenweiterhin Spaltprodukte der Kohlenhydrate, welche noch
mit dem Aglykon verbundegind!*! In der vorliegenden Arbeit konnteBignale, die in der
Nahe dieser mf¥Verte liegen detektiertverden. Aberweder mit CID noch mit HCD
Fragmentierungkonnten sinnvolle Zusammensetzungen fur diese Massen, sowohl fir
AnthocyanGlucoside, als auch fiur Anticyan3,5diglucoside, sowie Anthocyan3-
Rutinoside beschrieben werden. Hierfur wurden Massenabwegen von > 70 ppm
erhalten. Des deckt sich mit den Angaben von Barnes al.'** Daher muss davon
ausgegangen werden, dass mit den in dieser Arbeit verwendeten Fragmentierungsmethoden
die Zuckerkomponente als Ganzes abgespaltahund sogleich das Aglykon nachgewiesen
werden kann.
Die vorliegenden Ergebnisse machen die Notwendigkeit der hochaufldsemalehgenauen
Massenspektrometriir solche Anwendungen deutlich. Um eine fundierte Aussage Uber die
exakte elementare Zusammensetzung treffen zu kdnnen, ist der Hiresgr modernen
Technik unerladgeh. Die mit sehr hoher Massengenauigkeit (< 1 ppnaufgenommenen
Fragmentionenspektren konnean die in den Arbeiten von Barnesal. und Oliveiraet al.
vorgeschlagenen Skturen bestatigen. Mittelder SoftwareMassFrontierkonnten weitere
Strukturenvorgeschlagemwerden, die in der Literatdnishernicht beschrieben wurden.
Im Folgenden sollen diese Fragmente als Schablonen dienen, um das Aglykon mdglichst
zweifelsfrei zu identifizieren, wenn dies aus Verbindungen hervorgeht, welche nicht als
Standardsubstanz erworben werden nken. Die aufgenommesn hochaufgelosten
Massenspektren defFragmentionenfir die weiteren vier Aglyka der Anthocyane
Pelrgonidin Delphinidin, Pemidin und Petinidin sind in Abbildung A-1, Abbildung A-2,
AbbildungA-3 und AbbildungA-4 (siehe Anhangyezeigt.
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3.3.1.2UnterschiedezwischenHCD- und CID -Fragmentierung

Wie im vorherigen Kapitel beschriebaimagendie Fragmenbnendes Aglykonszu desn
Identifiziemung bei Um charakteristischeFragmentionenzu erzeugen kann man sich
verschiedener Techniken bedienen. Hier standen die @i die HCDFragmentierung zur
Verfugung. CID findet dabei mittels stoRBinduzierter Dissoziation durch einigiotisgas
innerhalb der lonenfalle (hier LTQ) statt. HCD findet in einer separaten Ok&tpBkelle

statt und gewahrleistetie Stabilisierung einedreiten Massenbereishsowie hdhere
Kollisionsenergienals CID. In Abbildung 3-10 ist die Fragmentierung von Madlin-3-O-
(6”"-O-coumary)-Glucosid mittels HCDTechnikan einem Q Exactive Massenspektrometer
dargestelltMan erhélt neben dem Signal des Aglykons von Malvidin anignsive Signale
charakteristischre Fragmentionen welcre schon im vorhergehenden Kapiteh Detail
beschriebenwurden. Der Massenbereich, welcher rziDetektion zur Verfligung steht
erstreckt sich vom/z = 50-700. Die grau eingefarbte Flache symbolisiert den mit@&B-
Fragmentierungnicht detektierbaremn/zBereich.Die Fragmentierung erfolgt hierbei zwar
ebenfalls in einem Quadrupol, dieser ist allerdings als lineare lonenfalle konzipiert. Der
detektierte Massenbereich reicht hier, abhéngig von der Masse des Vorlauferions durch die
Isolierung nur bis zum/z= 165 herab (detektierter Massensbereith= 165650).Via CID

kénnen daher nur bestimmte diskrete Massenbereiche, abhéngig von der Masse des
Vorlauferions aufgenommen werden. So kann hier falvidin-3-O-(6""-O-coumaryl}
glucosidnur mittels HCD dasir die Aglyka der Anthocyane charakteristische Fragment des
A-Ringesm/z= 150,031 detektiert werden und so zur Identifizierung beitrdgehesondere

bei Verbindungen, die nicht als Standardsubstanzen erworben werden kénnen, wie etwa
acylierte Anthocyae oder Metabolite, wie Glucuronidet dies vorgrol3erBedeutung.

Ein weiterer interessanter Punkt ist die effektiv nutzbare Kollisionsenergie, die anhand der
Fragmentionen beobachtet werden kann. Mittels CID kann auch bei sehr hohen
Kollisionsenergien war das Aglykon als Hauptfragmention detektiert werden.
Charakteristische Fragmentionen konnen lediglich mit sehr geringer Signalintensitat
beobachtet werden (vglAbbildung 4-1 in Kapitel 4.1). Bei gleichernomineller
Kollisionserrgie (beispielsweise 50 %n LTQ Orbitrap kdnnen hingegen mittels HCD

charakteristische Fragmentionen mit hoher Intensitdt bereits im M&MB8riment
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beobachtet werderie realen Kollisionsenergieweichen daher offensichtlich voneinander

ab.Die Geomé&rie derHCD-Zelle ist speziell auf die Fragmentierung ausgerichtet, aber auch

die Stol3prozesse laufen hier in anderer Art und Weise ab. So sind hier Mehrfachsté3e der

Fragmentionen selbst méglich, welche eine Fragmentierung der Fragmentionen zur Folge

halen und diese in hdheren Intensitaten beobachtet werden koénnen, als dies bei CID

Experimenten der Fall ist.
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Abbildung3-10: HCBFragmentierung am Beispiel von Malvidin aus seinem Coumgtytosid (m/z =639,171, Q Exactjve

Dies

bedeutet

Fragmentierungsexperiment

ebenfalls,

dass

mittels CID mindestens ein weiteres

(M)S erforderlich wére, um eindeutige Signale mit

ausreichender Intensitat der Fragmentiodes Aglykonszu erhalten.Ein solcher Schritt

ware nnerhalb eines LBAS-Experimens von Nachteil, da wertvolle Zeit fur die Aufnahme

von

weiteren massenspektrometrischenDaten

verloren ginge und kleinere

chromatographche Signale nicht ausreichend detektiert wirdéerwendet man hingegen

eine Fragmentierung via HCD, so kann schoainem M3MS-Experimentdas Aglykonund

dessercharakteristisch&ragmenteerzeugtwerden Die Messzeikann so deutlicheffektiver
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gerutzt werden, um ausreichend chromatographische Daten zur Quantifizierung zu

generieren

3.3.1.3 All ion fragmentation (AIF) als Maoglichkeit der retrospektiven

Identifizierung

Humane Urinprobe 0-3 h nach Saftgabe
AIF Massenbereich m/z = 200-850
Fragmentierung: HCD = 15 eV
Extrahiertes lonenchromatogram

m/z = 331,0809-331,0829

100 — 10,28 Min
%0 = Mal-3-glc + Mal-glu
80
70 3
=
280 3
:8 Z
I50
2 3
Tgp 4
S0
o -
30 Mal-acetyl-glc  Mal-coumaryl-glc
20 5 /‘ /
10 - 12,10 Min
- /J\_1/\2,88Min
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Abbildung 3-11: AlFlonenchromatogramm einer humanen UrinprobeEkactivg zeigt Aglykonsignale vc

Malvidin zur Retentionszeitvon dessen Glicosid bzw. Glucuronid und adglter Spezies

Im Zuge der Messunge der humanen Urinproben konnte mit Hilfe der neuartigen
Fragmentierungsmethode HGDi ne sogenannt e , @AIF) durthgefiihrtFr a g me
werden. Hierbei wird dagesamtdonenpaket dedetektierterMassenbereichesagmentiert

und anschlieBendlle Fragmenionenhochaufgeldstind mit hochgenaueMasse vermessen.

In Abbildung 3-11 ist ein extrahiertesAlF-lonenchromatogrammder Masse vorMalvidin

(m/z= 331,0809331,0829 eing humana Urinprobedargestellt Das Experiment wuae an

einem Exactive Massenspektrometer durchgefiihig.Fragmentierung liefert nach Spaltung

der Zuckerkomponente das Aglykdmalvidin. Das Glucosid und das Glucuronid eluieren

hier parallel, dementsprechersdl das Signal beginer Retentionszeitvon 10,28 Minutenflr

die beiden Substanzen identisclAcylierte Spezies von Malvidin eluieren bei
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Retentionszeiter 12 Minuten. Die hier gezeigten Signale stammen von3J&tO-acety}
glucosid) und MaB-(6-O-coumaryiglucosid). Weitere Signale sind nichtuzbeobachten,
daher kann ausgeschlossen werden, dass Metabolite, wie Sulfatide oder Gjlumsiohide

in den Proben in relevanten Mengen enthalten waren.

Die verschiedenen Probenartemurden, wie vorhergehend beschrieben, ebenfalls auf
Aglykon-Fragmeng gepriift, diezu Retentionszeiten detektiert werden, die nicht mit den
bekannten Anthocyanen oder Glucuroniden korrelieren. Bei diesem Verfahren konnten keine
weiteren hohen Aufkommen von Aglykdfragmentenneuer Verbindungendetektiert
werden.Speziell wirde nach sulfatierten oder methylierten Verbindungen der Anthocyane
gesucht, da diese in der Literatur, vor allem fir andere Flavonoide, wie Quercetin,
beschrieben wurdeff®® Daher wurdespezifisch nach Signalen gesucht, diezu einer

identischen Retentionszeit auftreten. Dies fubkenfallszu keiner weiteren Identifizierung.

3.3.14 Stabilitat des Isolationsrermégensdes Q Exactive Massenspektrometers

Es wurde eine Prifung am Q Exactive Massenspektrometdighelz der Stabilitat des
Isolationsvermégens bei MS/MS Experimenten, abhéngig vom gewahlten Isolationsfenster,
durchgefuhrt.Dies geschah um zu gewadhrleisten, dass durch die teilweise sehr geringe
Isolationsbreite auch bei unterschiedlichen Konzentraticsiabile lonenstrome vorhanden

sind. Die Messungvurde jeweils finfmal wiederholt und eim@llisionsenergie von 25 %

(HCD) verwendet. Die resultierende Flache Beagmentionen der Anthocy&aGlucoside

ist dabei auf3erordentlich stabil und variiert niehmals 7% (siehe Anhanbabelle A-6).

Somit kanne i n kl ei nes Ma s s e n ik g dltzerrisolationtverrderal b v
Fragmentierung verwendet werden, um so auch zu gewahrleisten, dass zu einer hohen
Wahrscheinlichkeit tatsachlich nur die jeweilige interessierende Masse fragmentiert wird. Das
Isolatiorsvermdgen wurde somit deutlich gegentber der lonenfalle verbessert und erlaubt
auch eine Isolierung vorm/zWerten, die relativ nahe beieinander liegen, um eine
Differenzierung tber ihre Fragmente vorzunehmen.

Es ist allerdings ebenfalls zu beachten, dhsgh die geringe Breite des Isolationsfensters

auch eine kleinere Anzahl von \faufeiionen in die HCDZelle gelangn Hierdurch sinken

die resulterenden Flachen der Signale den Fragmembnerspektren Kollisionsenergie

jeweils 25%). In Tabelle3-11i st die Fl &ache bei em/z=@m@uf | sol a:
100% festgel egt. B eni/z= & istrdiedetekfReedflachkei neriura bisgzu a u f /£
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12, 6% Ei n em/ax@®,b texiltiededdtle id ener Abmahmen g a u f

um bis zu 35,2%. Da aber diese Messungen sehr hohe Stabilitat zeigen, ist es moglich eine

geringer.

solch niedrige Breite fir das Isolationsfenster zu verwenden, allerdings sollte fir sehr gering

vorliegende Substanzen beachtet werden, dass die resdeer Fragmente mdglicherweise

in ihrer Intensitat stark gemindert werd®a h e r

Messung verwendet.

wurde ein

Ingze L zut i

Tabelle3-11: Detektierte Flachen der jeweiligen Fragmentionen (Aglykonbei unterschiedlichen Isolationsbreiten

Isolationsfenster/ %Flache %Flache %Flache %Flache %Flache
km/z AglykonDel Aglykon Cy | Aglykon Pet | Aglykon Peo| Aglykon Mal
2 (n=5) 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
1 (n=5) 94,7 94,6 87,4 92,7 91,9
0,5 (n=5) 76,3 73,9 66,8 68,1 64,8

3.3.2 Quantifizierung

Neben der Identifierung der verschiedenen Substanzen stand die Quantifizierung im Fokus
der verschiedenen StudieBine Quantifizierung erfolgte mittels Dakagxtraktldsungen.

Durch umfangreiche quantitative Untersuchungen der Forschungsanstalt Geisenheim konnte
der Gelalt an Mai3-glc im Extrakt ermittelt werderDie Konzetration vonMal-3-glc in den
Extraktlosungen debDakapoeTraubewurde hierbei Gber eineStandargerbindungermittelt

und dies regelmalRig UberpriftEine Losung des Traubenextrakts diente in der Folge a
immer wieder vermessene RefereDBasin der ExtraktlosungnthalteneMal-3-glc wurdeals
Referenzzur Quantifizierung allerAnthocyane verwendet wie es oftmals bei LG-MS-
basiertenAnthocyanstudien durchgefiihrt vde.>> > 18 Pje Griinde fir dieses Verfahren
sindunterschiedlicheNatur. Einerseits war der Extrakt kostentral in ausreichender Menge

vom Projektpartner aus Geisenheim zu erhaltemd unterlag bei -20°C keinen
Veranderungen Andererseits geithrleisteten dieweiteren enthaltenenAnthocyane des
ExtraktseinekontinuierlicheUberprufung der Stabilitat der Retentionszeit und der Linearitét
der SignalintensitatEine Quantifizierung sollte nicht num positiven, sondern auch im
negativen lonenmags durchgefuhrt werden, um parallel auch moéglichéadiprodukte der
Anthocyane wie -BBB oder

in Fan von phenolischen Sauren, Syringasaure
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durchzufiihren. Das Hauptaugenmerk lag aber auf der AnalysAndleocyane selbst und

ihrendirekten(Phasel) Metaboliten, wie Glucuronida.

3.3.2.1 Simultane Messungen im positiven und negativen lonenmodus

Wie bereits in Kapitel 2.1.1 beschrieben, degradieren Anthocyane in neutralem oder schwach
basischem Milieu zu einer Aldehydnd einer Phenolsaurekomponertach fir den Abbau
durch Mikroorganismergsiehe Tierstudie Darminhaltproben Kapitel 5.2:)d eine solche
Reaktion angenommen. Phenolsduren, wie Syringasaure od&HBA4werden massen
spektrometrisch im negativen lonenmodus detektiert. Bei Exactive @ndExactive
Massenspektrometern besteht die Mdoglichkséhr schnell zwischen dem positiven und
negativen lonenmodus zu schalten. Das Wechseln desnimaelis kann wahrend einer LC
MS-Messung kontinuierlich durchgefiihrt werden. Bei einemI€ER-MS ist dies nicht
maoglich. Die Beschrankung auf eine Polaritat pro Experiment ist notwendig.

Wie in Abbildung 3-12 dargestellt erhaltman in beiden Modchromatographische Signale

fur lonen, die eine Quantifizierung gewdahrleisten. So kaeispelsweise parallel auf
Malvidin-glucuronid im positiven lonenmodus (A) und auf Dihydroxybenzoes&uren im
negativen lonenmodus (B) analysiert werden.

Urin- und Plasmaproben der Humanstudie wurden kontinuierlich in beiden lonenmodi
vermessen. 3;®HB, ein Bestandteil des verzehrten Saftes, konnte in den verschiedenen
Proben identifiziert und quantifizienterden(siehe Kapitel 53).

Im Falle der Syringasaure, debBegradationsprodukt von Malvidin (Hauptanthocyaer
DakapoeTraube), war die Detektionsschweljedoch so hdt dass diese erst in héherer
mikromolarer Konzentration detektiert werden konnte. Um eine Aussage Uuber diese
Verbindung macherzu konnen, wurde mit dem neuenHPLC System eine UV/VIS
Methode entwickeltum diese Saure zu quantifizieren. Falle von Zellkulturversuchen war
dies auch moglichBei Plasma oder Urinproben war die Verunreinigung mit anderen
Substanzen zu grof3, um eine solche Analyse via UMBH®mMatogrammen durchzufihren.
(vgl. Kapitel 4.2 und Kapitel 4.3).
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Extrahiertes lonenchromatogramm
100 3 pPositiver lonenmodus
i m/z=507,112-507,114

60 3 A Mal-glucuronid

100 3 Negativer lonenmodus |
goj M/z=153,016-153,020 | 3,4-Dihydroxybenzoesaure

Relative Haufigkeit

Zeit / Min

Abbildung 3-12: Simultane Aufzeichnungler Massenspektrenim positiven (oben) und negativen (unten) lonenmoc

anhand einer humanen Urinprobéxactive Massenspektrometer)

3.3.2.2 Wahl und Bedeutung des Massenfensters

Die exakteBestimmungdesm/zWertesist nicht nur beider Identifizierungsonderrauch bei

der exaktenQuantifizierungvon BedeutungDurch die héhere Spezifitdt der Messungein
hochaifldsenden hochgenauen Massenspektrometern (FTIGRS oder Orbitalfallen
Massenanalysatpr kann auf MS/MSExperimente bei der Quantifizierungverzichtet
werden'®® ! Dies bietet den Vorteil, dass mehrere Analymitgleich analysiert werden
kénnen. Darlber hinaus mussen nicht alle Analyten (und deren Fragmentierungsverhalten)
vor der Messung bekannt seBokonnen eventuell interessante Analyten auch noch nach der
Messung zugeordnet werden. Dies ist bei herkboimah Messungen miMRM- (Multiple
Reaction Mnitoring) oder SRM (Selected Reaction dhitoring) Modusnicht ohne weiteres
maoglich.

In Abbildung 3-13 wird deutlich wie sich die quantitative Information fir einen Analyten

einer hunanen Urinprobe ireinem extrahierten lonenchromatogrardarch Eingrenzen des
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Massenbereiches prazisieren lasst. Bei einem Massenfenstar miz = 0,QA ist eine
deutliche chromatographische Schulter sichtbar. Bei einer Reduktion des Massenfensters auf
Am/z= 0,002 ist hingegen munoch das Signal von Peonid@lucuronid sichtbar und man ist

in der Lage eine wesentlich genauere Quangifung Uber die Peakflachen der
lonenchromatogrammedurchzufiihrenDies ist nur méglich, da die gewahlte Methode der
verwendeten Massenspektrometer kontinuierlich stabil lauft, so dass ein sehr kleines
Massenfenster dauerhaft zur Integration der Dateanigezogen werden karWie sich dies

auf die quantitativen Daten auswirkst in Kapitel 5.3.1 inAbbildung 5-11 néher erlautert.

Eine Ausnahme stellen die Kapitel 3.3.2.3angesprochenen apikalen Zellkulturproben dar.
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Abbildung3-13: Einfuss des Massenfensters auf die Quantifizieungsdaten am Beispiel einer humanen Urinprobe

Durch die kontinuierliche Messung mit hoher Massengenauigkeit und hoher Auflgsung i
einem breiten Massenberei¢im/z= 180850 bzw.m/z= 200-850) wird eine retrospektive
Identifizierung ermdoglicht. Esst moglich die Daten zu einem spéteren Zeitpunkt nach der
Messung nach chromatographischen Signalen bestimmtzWerte zu durchsuchen und

dieseauf ihre Zusammensetzung bis herunter zu sehr geringen Abweicheingegrenzen
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Dies kann donchrdigeenpt®dadti dn“ weltheeaufspardllel z t
auftretende Aglykonfragmente geprift werden kann (vgl. Kapigel 3.

3.3.23 Rekalibrierung und Massenverschiebung

Wie in Kapitel 33 bescheben wurde kontinuierlich eine interne Kalirung der einzelnen
Spektren mittels, lock mas$-Funktion im positiven lonenmodusdurchgefuhrt.In einigen
wenigen Messungen wurdenirgdh einSoftwareproblendie ausgewéahlteReferenzMassen
nicht mehr korrekt zugeordnetfolgedesserbelief sich die Masenabweichung in diesen
Messungen auf 500 ppm.Dieses Problem wurde nur einmal flir wenige Messungen (n < 15)
beobachtet.Durch die Mdglichkeit derRekalibrierungvon ganzen LEMS-Messungen
(,RecaDffline“-Funktion) aufinterne Standardsoder bestimmte kntinuierlich auftretende
Signale, welche auch als Referdviassen verwendeturden (siehe Kapitel 3.8 konnten
diese Daten trotzdem verwendet werdeNach der Rekalibrierung konnten die
interessierenden Substanzen mit einer Massengenauigkeit < 4 ppiifizjaet werden.

In apikalen Zellkulturmedien mit sehr hohen KonzentratioaenAnthocyanerkonnte ein
Phanomen beobachtserden, bei welchem sich die Masis Hauptanthocyane, whdal-3-

glc, bei zunehmender Intensitat erh6Bei geringerer Konzerdtion ist dieses Phanomen
nicht in diesem Ausmal} festzustellevie beispielsweise fur G$-glc. Wie ausAbbildung

3-15 zu entnehmen ist, kann mit einem Massenfenster vorn=n#23,133493,138 (A) ein
chromatographisches Signalzeugt werden. & einem Massenfensteton A m/ z 062 O,
bricht die Intensitatam vorherigen SignalmaximuntB) abrupt ein, um am Ende des
chromtographischen Sigls wieder anzusteigen. Wie die aufgetragdasseigenauigkeitn

C zeigt, weicht das Signal vadal-3-glc zunachst nur mit 0,dpm von der exakten Masse ab.
Im Maximum aus A jedoch weist es eine Abweichung ved gpm auf. Fur die
Quantifizierung mugs hier beachtet werden, dass kontinuierlich grél3ere Massenfenster zur

Integration verwendet wden.

60



100 9,97

80

60 m/z = 493,133-493,138

40

20 Extrahiertes lonenchromatogramm
Zellkultur
Inkubation mit

B ,“ Mal-3-glc 50uM

100

Relative Haufigkeit
©
&)
3y

80
60 _ A
m/z = 493,133-493,135 | y|
40

20

[
0 ...‘m“u‘.u|m‘uW.\|uwu“ul...ﬁu‘uW.hm‘\Ju

8 9 10 11 12 13
Zeit / Min

4 :?’

X

Massengenauigkeit/ ppm

-2

7 8 1 12 13

10
Zeit / Min
Abbildung 3-15: Massenverschibung in einem L@ASExperiment einer apikalen Zellkulturprobe bei Verwendu

eines Exactive Orbitrap Massenanalysators

Fir FTICRMassenspektrometer ist déss Phanomenbereits beschrieben wordé&hn.
Interessanterweise wurde dieser Effekt auch fir ei@gbitalfallenMassenanalysator
beobachtet, dieaber weit unempfindlicher gegen dieses Phanos®n sollten.Hierbei
erzeugerviele lonen gleicher Msse und Ladung eine Veranderung der Wechselwirkung von
Raumladunif?*®* und Bildstromef?®>. Dies resultiert in einer veranderten gemessenen
Frequenz, Uber welche dmm/zWerte bestimmt werdenDas Phanomen trat trotzner
angevendt en A @GtGmatedga i n ¢ automatische “Verstarkungsragael) auf, die

fur alle Experimente verwendet wurde, um die Konzentration der lonen i@ribgalfalle

61



gering zu haltenParallelwurde diekontinuierlicheRegelung der Injektionszeit von 250 ms

auf ein Minimum vonnur 2 ms beobachteDies reichte nicht aus, um den abeeschrie

benen Effekt zu unterbinden.

Dieses Phanomen konnte nur bei einzelnen apikalen Probenl() der Zellkulturstudie
beobachtet werden, bei welchapsichtlichein sehr hohes Injektionsvolumen bezogen auf die
Konzentration gewahlt wurdem mdglche sehr gering enthaltene Metabolite zu sucbem

solche Probleme auszuschlieRen wurde kontinuierlich eine manuelle Uberprifung der Daten
durchgefuhrt. Im Verlauf dieser Prifung aller Studien konnte auch bei sehr hoch
konzentrierten Proben (Plasma, Uribarminhal) kein analoges Phanomen beobachtet

werden.

3.3.24 Stabilitat der Messung

Im Folgenden soll dargestellt werden, dass die hochkomplexen Proben reproduzierbar
vermesen weden konnten Den Urin und Plasmaproben wurde vor der SPE ein interne
Standard zugegeben, welcher Schwankungen bei der Prozedur der Extraktion oder der
Messung korrigieren soll. Mittels kontinuierlicher Messungen von Referenzlésungen
(DakapoeExtrak) und Betrachtung des internen Standards soll die Stabilitdt der Messung
Uberpraft werden.

Im Falle deshumanerlrins wurdevor der Fefphasenextraktion Cyanidi®,5-Diglucosid als
interner Standard zugegeben. Entgegen dewor durchgefuhrten Versuche mit
Standardldsungestellte sich diese Substanz im Geflige der Urinmatrixretabil heraus.
Dahermusste eine direktQuantifizierung Gber Malvidi¥8-Glucosid durchgefuihrt werden
(siehe auch Kapitel.3.2.2)

Um die Stabilitat der Messung in dieser komplexen Matrix zu prifen, wurde eine
Urinmischprobeaus verschiedenen humanBnoben der Fraktion-8 h siebenmal naeh
einandervemmessen Die relative Standardabweichung stellt hier Werte mit maxigg#o

dar, welches didirekteQuantifizierung als ausfuhrbar bestatgieheTabelle3-12).
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Tabelle 3-12: Sieben Wiederholungsmessuag einer Urinmischprobe und di&tabilitat zweier Hauptanthocyane und

deren Glucuronide

Mal-3-glc Mal-3-glu Peo3-glc Peo3-glu

Konz./ nM + Stdabw.
458 + 0,39 3,80+0,31 289 +0,16 10,04 £ 0,72

Es wurden kontinuierlich DakapeExtraktLosungen (vgl. Kapitel 3.3.2ywischen den
Probenreihen einzelner Probandemalysiertum die Stabilitdt und den Einfluss der Proben
auf die Mesanordnung zu pruferZu bestimmten Zeiten wueddas System getrennt und
gereinigt.Dies ergibtfunf Messabschnitte Jedem liegeine geltende Kalibrieeihe zugrunde
Die Standardabweichungurde hier firMal-3-glc bestimmt.Die Urinproben sind &auf3erst
komplex und beeinflussen die Messung sehr stadch durch Verwendung eines Ventils,
welches zu Beginn der Trennung stark hydrophile und wahrend des Spilschritts stark
hydrophobe Verunreinigungen vom System fern hielt (vgl. Kapitel Bdt)nte eine mit der
Zeit eintretende Verschmutzung des Esstgsems nichtganzlich unterbunden werden.
Trotzdem konnte auch Uber eindangen Zeitraum von nahezu 140 ddengen eine
Abweichung von maximall3% (Stdabw)der als Standard verwendeten Dakéapxtrakt

Losungbeobachtet werdefsieheTabelle3-13).

Tabelle 3-13: Standardabweichung der Standardprobe¢(Mal-3-gic) welche in einzelnen Messabschnitten zwischen

Urinproben gemessen wurden

Standard zwischen Probenreihen irJrin proben (Mal-3-gic)

Messabschnitt 1 2 3 4 5
Anzahl
Messungen 116 138 96 64 113

im jeweiligen | 7 Standards| 29 Standardg 14 Standardg 12 Standardg 17 Standards
Abschnitt

Stdabw % 10 13 12 13 13

Den Plasmaprobemwurde schon vor der Festphasenextrakfet3-rut als interner Standard
zugegeben, welcher eine sehr gute Stabilitat in diesen Proben zdigtekonnte aufgrund
der geringen zur Verflgung stehenden Volumina der einzelnen Prebech keine
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Mischprobe, analog zu Urjrerstellt werden. Um ehnoch eine Aussage zur Stabilitat der
Messung machen zu konnen, wurdeargtlel zu den Messihen der Plasmaproben
kontinuierlich Standardlésungen vermessen. Es ergaben sich aufgrund verschiedener Faktoren
(Reinigen des Einksystems und der E®Juelle insgesamt 4 Abschnitte wahrend der
Messserieder Plasmaproben. Fir jeden Messabschnitt gilt eine Kalibriereihe, die auf ihre
Eignungubepruft wurde. Wie au3abelle3-14 zu entnehmen ist, sind di€erte firMal-3-

glc auch fur sehr lange Mesdden sehr stabil und zeigen bezuglich ihrerelativen

Standardabweichuriyerte deutlich unterhalb von 10%.

Tabelle 3-14: Standardabweichung der Standardproben (Malglc/Pet3-rut), welche in einzelnen Messabschnitten

zwischen Plasmaproben gemessen wurden

Standard zwischen Probenreihen in Plasmaproben (M&B-glc/Pel3-rut)
Messabschnitt 1 2 3 4
Anzahl
Messungen im 137 281 73 54
jeweiligen 7 Standards 30 Standards 6 Standards 11 Standards
Abschnitt
Stdabw / % 4,1 3,8 1,3 7,2
Stabilitat interner Standard in Plasmaproben-Reihen (Pel-3-rut)
Messabschnitt 1 2 3 4
Stdabw / % 8,3 6,2 7,0 8,7

Der interne Standar@Pel3-rut) der Plasmaproben war iM/esentlichen ebenfallsehr stabil

und die Standardabweichungliegt gemittelt fur jeden Messabschnitt unterhalb von 10% (vgl.
Tabelle 3-14). Bei einigen Proben jedoch wurden leicht erhéhte cdark verminderte
Intensitatsverte fir den internen Standard detektierivelche auf ein geringflgiges
Injektionsproblem, wahrscheinlicher jedoch auf die Festphasenextraktion und Effizienz der
Rucklésungzurickzufiihren sindin einigensehr wenigeri-allen musstenochmalsinjiziert
werden, da die Mssungunvermitteltabbrach die Ursache konnte nicht geklart werdém
diesem Fall warudemnicht mehr gentigend Volumen vorhanden und so der absolute Wert
fur den IS geringeiln diesem Fall wurde ein Vermerk fur diese Probe ers@dherellwurde

hier jedoch nie eine hthere Abweichurads 15% berechnet Sollten sich Probleme im

Gasstrom der ESQuelle oder Verstopfung der Eiskkapillare einstellen, so ist die
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Quantifizierung Uber den internen Standard in der Ldgs zukorrigieren Der verwendet
interne Standardragt so maf3geblich dazu belie Qualitat der Quantifizierung tber eine
langere Messdauer aufrecht zu erhalten

3.3.25 Sensitivitat

Die Nachweis und die Bestimmungsgrenzgerden klassisch Uber einen Bezug atén
Mittelwert und de Streuung des(chromatographiscim@ Signak fur einen wassrigen
Blindwert (Konzetration = OnM) angegeberHier wurde auf die Methode zur Bestimmung
der Nachweisgrenze bzw. der Bestimmungsgrenze aus den Lehrbiichern von’Mur@ite.
Schwedt® zuriickgegriffen. Zur Berechnung der Nachweisgrenze (NWG) wizdm
Mittelwert dessen dreifache Standardabweichung addiert. Die Bestimmungsgrenze (BSG)
wird Uber den Mittelwert des Blindwertes unter Addition der sechsfachen
Standardabweichung berechnet.

In dieser Arbeit wurdenw diesem Zweckeale Urin- und Plasmamben der Humanstudie
verwendet, welche theoretisch frei von Anthocyanen sein solEsnkann aber nicht
auglexhlosenwerden dass ein Proband vor dem Verzehr dgseSachon Anthocyanaus
irgenceiner Quelle zu sich geommen hat und diese in der erstenaktion vonPlasma oder
Urin enthalten waren

Fur die Berechnundger Nachweisgrenzaus Urin wurden dahelle Proberdes Zeitpunktes

1 -0 h (vor der Gabe des anthocyanreichen Safs)Blindwere verwendet.Aus diesen
Proben(n = 40)wurde Uber digeweilige Kalibrierfunktion eine Konzentration ermitteliie
Nachweisgrenze fur Urin betraginter Addition der dreifachen Standardabweichungnm
Mittelwert NWG = 0,47 nmol/L. Die Bestimmungsgrenze betragt nach der Addition der
sechsfachen Standardabweingzum MittelwertBSG = 081 nmol/L.

Die Angabe der Nachweisind Bestimmungsgrenze Rlasma wurde analogstellt. Hiermit
ergibt sichNWG = 0,07 nmol/L. Damit betragt BSG- 0,13nmol/L. Beobachtungen in realen
Plasmaproben zeigten zusatzlich, dassWaerte unterhalb O,Jhmol/L nur noch unvoll
standige chromatographiselBignale erhalten wurdekin Grund fir dieBertucksichtigung
dieser Daten die gesondert markiert wurdenstellten die kinetisch sinnvollen
Konzentrationsgrlaufe dieser Substanzen uhtb der BSG dafvgl. Kapitel5.3.1). Die im
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Vergleich zu Plasma relativ hohe BSG des Urins kann mdglicherweise auf zuvor

aufgenommene Anthocyane zuriuickgefiihrt werden

3.4 Diskussion

Mit den zuvoraufgezeigten Sachverhalten kdnneaus denverschiedenen dthkomplexea
Medien und Extrakie enthalteneAnthocyane extrahiert und aufkonzentriert werden, um
anschlie3end spezifisch vermessen zu werden.

Die Behandlung der Proben vor der Messung ist von essentieller Bedeutung waedinvur
einigen Punkten optimiebzw. den Proben angepasst. Hierbei wurden insbesondere die
Rucklésung der verschiedenen Prolpeih einem bestimmten Anteil Methanoptimiert und

die verwendeten internen Standaessdie Proben und die beiden Messmodi (positiver und
negativer lonenmodusingepasstBei denhumanenUrinproben wurde bei der Rucklésung
auf TFA verzichtet, um die Qualitat der Massenspekuiad die Sensitivitat nicht zu
beeintrachtigenFir humane Plasmaproben konnte durch Einbau eines Ventils die enthaltene
TFA vom Massensparometer ferngehalten werden, ohne die Analyse der interessierenden
Substanzen zu beeintrachtigen.

Die Messungenvarenstabil und empfindlich genugm eine qualitative Analyssowie eine
Quantifizierung durchzufiihren. Dem hohen Probenaufkomimen1000) konntemit einer
robusten,sehr schnellen chromatographischen Trennung, verbunden mit einer simultanen
massenspektrometrischen Detektion im positiven und negativen lonennReisung
getragenwerden. Derreduzierte Anteil an Ameisensaure im Eluenten bekigr einen
ausreichendempH-Gradienten,um zur Trennung der Anthocyane beizutragen. Durch den
spater verfugbaren Saulenofen konnte Uber eine Saulentemperatur von 6@G&paliation

der Anthocyaneoch weiter optimiert werdemie Detektion von Phenolsaurarmar mdglich,
jedoch zeiten diese teilweise ¢ sehr hohe Detektionsschweller Fokus dieser Arbeit lag
jedoch auf Anttocyanen und spezifischen Phdiséletaboliten (Glucuronide und sulfatierte
Anthocyane).

Mittels de Fragmentierung des Aglykonsikaen charakterissche Signale generiert werden.
Mithilfe der SoftwareMasg-rontier und Vergleich mit der LiteratuiOliveiraet al, Barneset

al.) konnte einigensignifikanten Fragmenten von Malvidin eine mdgliche Struktur mit
postulierte Reaktiosmechaismen zugewiesen werden. Dies trug maligeblicir

Identifizierung von Verbindungerlie nicht alsReinsubstanz erworben werdemkten, bei
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Auf dieseResultatewurdefur die Identifizierung von Anthocyanen aus biologiscRenben
zurlickgegriffen

Die reltiv neue Methode deHCD-Fragmentierung stellt ein wesentlich effektiveres
Fragmentierungsverfahren dar, als die bisher gebrauchlicheviétbode, um in lediglich
einem MS/MSSchritt das Aglykon und dessen charakteristische Fragmiengnem sehr
breiten Massenbereiclzu generieren und zu detektieren. Durch diese Instrumentievang
weiterhin die sogenannte , Al l |l on Frdiegment a
Messung wesentlich effektiver zu nutzen, um beispielsweise nach weiteren Metaboliten
suchen.

Die Suche nach Metaboliten und die korrekte Quantifizierung ibdPraer verschiedenen
Studien wuden durch die hohe Stabilitat der Messung selbst, aber auch durch die
Massengenauigkeit urdie hohe Auflésung der Massenspektrometer gewéhrteldterdurch

war es mdglich die Integration mit einem sehr khgin Masseienster verlasslich
durchzufihren, um falsch positiv integrierte Signale zu vermeiden. Falsch negativ detektierte
Signale wurden nur sehr selten, bedingt durch technische Problenegigen wenigen
apikalen Zellkulturproben beobachtet.

Die hier entwickelte Methode ist dazu geeigrietthocyane und deren direkte Metabolite aus
komplexen biologischen Proben zu extrahieren, sdith zu identifizieren und zu
guantifizieren, wie es imen Kapiteln 4 und 5 dargesteliird. Die Grenzen der in dieser
Arbeit etablierten Methode zagn sich bei der Analyse von schwer ionisierbaren
Phenolsauren, wie z.B. Syringasaure, was sich in einer fur diese Substanzen stark erhdhten

Nachweisgrenze nierschlagt.
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4. |dentifizierung von Anthocyanen und Metaboliien
verschiedenen biologischen Proben

Im Detail soll in diesemKapitel auf die identifizierten Anthocyane der verschiedenen
biologischen Proben eingegangen werden. Hierzu zéahlen awsthietene Abbauprodukte
und Metabolite aus Proben der Humamd der TierstudieZur ldentifizierung wirden
hochaufgeldsteakkurate massenspektrometriscigignale der jeweiligen Anthocyane und
Metaboliten unddie ihrer charakteristischen Fragm@nen herangezogen.Zusatzlich
konnten Gber Retentionszeit unBlutionsreiheweitere Hinweise zur ldentifizierung erhalten

werden.

4.1 Identifizierte Anthocyane in Dakapo-Trauben-Extrakt

Zunachst sollen die identifizierten Anthocyane des Extrakts der Weintraubap®ak
besprochen werden. Dakapo ist eine Rebsorte, die 1972 an der Forschungsanstalt Geisenheim
gezuchtet wurde und aus einer Kreuzung von Deckrot mit Blauer Portugieser hervorgegangen
ist.’®” Durch die Forschungsanstalt wurdbareits teilweise qualitative und umfangreiche
quantitative Untersuchungen durchgefiffiftin Erganzung dieser Messungen komnte

dieser Arbeit mit hochauflosendeakkuraten Daten eine Reihe von Anthocyanen erstimals
DakapeTraubenExtrakt identifiziert werden. Die Identifizierung acylierter Anthocyane im

DakapoExtrakt konntebesondergausgeweitet werden.

Tabelle4-1: Bereitsbekannteund neu identifizierte Anthocyane im DakapBxtrakt

Bekannte Substanzeff® Neu nachgewiesene Substanzen
Delphinidin-3-glucosid Pelargonidir3-glucosid
Cyanidin3-glucosid Hydroxy-Delphinidinglucosid
Petunidin3-glucosid Cyanidin3-(6""-O-Acetyl)glucosid
Peonidin3-glucosid Cyanidin3-(6""-O-Coumaryl)glucosid
Malvidin-3-glucosid Delphinidin-3-(6""-O-coumaryl)glucosid
Delphinidin-3-(6""-O-Acetyl)glucosid Malvidin-3-(6"-O-caffeoyl)glucosid
Malvidin-3-(6""-O-Acetyl)glucosid Malvidin-3-(6""-O-coumaryl)glucosid
Peonidin3-(6 "-O-Acetyl)glucosid Peonidin3-(6""-O-coumaryl)glucosid

Petunidin3-(6""-O-Acetyl)glucosid Petunidin3-(6""-O-coumaryl)glucosid
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In Tabelle 4-1 sind die durch Kooperationspartner bereits detektierten Verbindungen in
Spalte 1 aufgelistet. In Spalte 2 sind diejenigen Verlngdn aufgelistet, die mit der in dieser
Arbeit verwendeten Analysemethode erstmals fir den Extrakt dieser Traubensorte
nachgewiesen wurden (siehe aushbildung A-7 und Abbildung A-8 im Anhang). Der
Dakam-Extrakt besteht zu einem Uberwiegenden Teil aus den finf Anthocyan
Monoglucosiden von Malvidin, Peonidin, Petunidin, Cyanidin und Delphinithnsehr
geringen Konzentrationen konnte Befjlc nachgewiesen werden (sieAbbildung A-9 im
Anhang). Dies ist insofereine Besonderheit, da Berenie seiner Dissertatioteschreibt,
dass in Weinreben Petpnidin generell nicht vorkommf® Durch dieeffektive Extraktion

nach der Methoel aus Geisenheim (1 L ergibt ca. 1 g Feststoff an Anthocyanen) und die
sensitive Analysennethode der vorliegenden Arbeit, konnte nach bisheriger Recherche
erstmals Pelargonidin in Weinreben nachgewiesen wéf8&amit wurden alle in der Natur
hauptéichlich vorkommenden AnthocydBlucoside (Mabidin, Pemidin, Cyanidin
Delphinidin, Petinidin, Pelrgonidin) im DakapeTraubenextrakkonstatiert.

An acyliertenVerbindungenwaren bereits einige durch Essigsaure veresterte Anthocyane
bekanntlIn der Literatur werdenebenEssigsaurauchKaffeesaure und Coumarséure als die
zur Acyliertng von Anthocyanen moglichen Verbindungen in Trauben geri&hbties
konnte in der vorliegenden Arbeit fur die Dakap@ube bestatigt werden. Neben
verschiedenenweiteren Acetyl-Glucosiden, konntenCoumarytGlucoside und auch ein
CaffeeoytGlucosid in Dakapo nachgewiesen werden.

Unter der Berlcksichtigunglass in den vorliegendé&omplexenProben vielenteressierende
Verbindungen in unterschiedlichsten Konzentrationen auftreten, die sich zum Teil nur
unwesentlich in ihrerm/zWert unterscheiden, kann mittelochauflosendehochgenauer
Massenspektrometrie beispielsweise zWwst Malvidin3-(6""-O-coumaryl)Gucosid (Mat
coumglc, m/z= 639,1713) und MalvidiRRutinosid (Matrut, m/z= 639,1919) unterschieden
werden. Hierbei handet s si ch | ediglich um enizn@02Dief f er er
hohe Massengenauigkeit der Messurigt in hohem Mal3e zutorrekten Analysesolch
komplexer biologischer Probdrei, ohne die eine eindeutige Zuordnung teffabelle4-1
genannten Anthocyane nicht méglich wére.

Fragmentierungsexperiment unterstiitzen die Identifizierung zusétzlich durch die
Absicherung des Aglykons, welches bei der Fragmentierung ent8ehtDifferenz zum
Vorlauferion entspricht der (evtl. doyrten) Zuckerkomponente. Bei genigend hoher
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Kollisionsenergie kénnen zuséatzlich charakteristische Fragomemsignale des Aglykons
detektiert werden (she Kapitel 3.3.1)1 Wie aus oben genanntem Beispiel (Malmglc
und Malrut) deutlich wird,ist jedoch die exakte Masse notwendig, um den Substituenten
korrekt zuzuordnen, daier als Fragmentioim beiden FalleMalvidin entsteht. ImPAbbildung
4-1 ist zu dieser Prozedur eiNlS/MS-Experimentmittels CID gezeigt. Die Ausgangs
verbindung Malcoumqglc (m/z= 639,1713) konnte zuvor mit einer Massengenauigkeit von
+0,7 ppm detektiert werden. Das GHXperiment liefert in diesem Fall das Aglykon
Malvidin (m/z= 331,081%, welches mit einer Massabweichungvon +1,1 ppmdetektiert
werden kannUber die Differenz des Vorlauferions zum Aglykon Malvidin kann nun auf das
Coumaryiglucosid als Substituent geschlossen werden. Weitere charakteristische
Fragmenbnen des Aglykons, die schon in den Standardverbindungen detektiert werden
konnten (siehe Kapitel 3.3.1.1), tragebenfallszur Identifizierung des Aglykons bei.

MS? Malvidin-3-(6""-O-Coumarylglucosid)

CID=25eV @ m/z=639,17

T x50 ]
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Abbildung 4-1: Charakteristische Fragmente von Malvidin, hervorgegangen aus dem acylierten Mai@id@O-

Coumarylglucosid) an einem FTH8Rssenspektrometer durchgefihrt
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Die Retentionszeistellt ein zusatzlichetndiz fir ein acyliertes Anthocyan, welchm der
Elutionsreihe nach den Monoghsiden erschetndar Der Nachweis mittels exakter Masse,
MS/MS-Experiment und Absicherung Uber die relative Retentionszeide fiur alle in
Tabelle 4-1 aufgefuhrten acylierten Verbindungeaturchgefiihrt (siehe Abbildung A-8,
Abbildung A-9 und Abbildung A-10im Anhang).

Weiterhin  wurden Signale bei m/z = 481,09 detektierf dese passten zur
Elementarzusammetzung des sehr seltenen Antho¢ygaroxy-DelphinidinGlucosid Die
relative Retentionszeitfir diese Verbindungpasst zur Elutionsreihe der Anthocyan
Monogucoside. Hier konnten via HCDBFragmentierung das Aglykon und weitere
Fragmenbnen detektiert werden. Nach den Verdffentlichungen von Olivetaal. und
Barneset al. konnten einigen Fragmenten Struktummgeordnet werden, wie iAbbildung
4-2 dargestellt** **? Diese Fragmente werdgrarallel zur Fragmentierung des Delphinidin
gebildet. Die Fragmentionerdes ARinges konnen jeweils mit einem zuséatzlichen
Sauerstoffatom nf/z+ 16) detektiert werden, dies ist ein Indiz flr eineeitere
Hydroxygruppe an diesem Rinmsbesondere die FragmeftA* (m/z= 165,018) und~A*
(m/z = 137,023), die jeweils mit einer Massémeichungvon +0,39 bzw. +0,65 ppm
detektiert wurden, zeign eine zuséatzliche Sauerstoffeinheit in ihrer Zusammenmggtmd
unterstitzen diese Schlfisigerung.Mit diesen Messungen karallerdingsnicht festgestellt
werden, ob sich die Hydroxygruppe auf Position 6 oder 8 d&inges befindethierzu
mussten NMRExperimente durchgefuhrt werden. Eine Isolierung dieser Weudnig ware
wegen der aulierst geringen Menge und der Komplexitat des Extraktes mit einem sehr hohen
Aufwand verbundenMit Bezug auf die Arbeivon Saitoet al, in welcherin Alstroemeria
(Inkalilie) 6-Hydroxy-Delphinidin-3-Rutinosid detektiertund via NMR und FABMS (Fast
Atom Bombardment)dentifiziert wurde,liegt die Schlussfolgerung nahdass es sich hier
ebenfalls umein 6Hydroxy-Delphinidin-Derivat handelt, welches nun erstmals fir eine
Traube beschrieben wurd®. Ebenfalls wrden in der vorliegenden Arbeit erstmals
charakteristische Fragmenter fdieses Anthocyanidin beschrieben und zur ldentifizierung
herangezogerDie Konzentration dieser Verbindung spielt jedoch fiir die Anthodyaenge
der Traube keine Rolle und ist einBleberkomponentewelche vermutlich nurdurch die
effektive Extraktion (Forschungsansalt Geisenheim) und durch deewendete, aul3erst

sensitive Nachweisathode nachgewiesen werden konnte.
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Fragmentierung 6-OH-Del-glucosid
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Abbildung 4-2: Charakteristische Fragmemthen von 60HDelphinidin und der Zuweisung Zusammensetzung, Strukturen

Masserabweichung(Q Exactive Massenspektrometer)

4.2 ldentifizierung von Anthocyanen in Proben der Zellkulturstudie

Die Zellkulturen wurden mit einer Losurties Dakapo Extrakts inkubiert. Zu verschiedenen

Zeitpunkten (Inkubationszeiten) wurden apikale und basale Proben genoriimden

apikalen Proben

der

Zellkulturstudien

konnten

jeweils

nur

die unverdnderten

Hauptanthocyane des verwendeten Dakaptvakts n unterschiedlichen Konzentrationen

detektiert werden (vgl.

Kapitel 51). In den basalen Proben konnten zu spateren

Inkubationszeiten ebenfalls intakte Anthocy@hucoside im Konzentrationsbereich von bis

zu 100 nmol/L detektiert werdgsiehe Kapitel 8..2). Metabolite wie Glucuronide konnten

nicht detektiert werden. Auch LOV/VIS Untersuchungen der Proben in Bezug auf
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Syringasaure, als Hauptdegradationsprodukt von Malvidin, dem Hauptanthocyan des
Dakapoextraktsywurden durchgefuhrt. Diese lieferten peth keine eindeutigen Erkenntnisse

in Bezug auf dieBedeutungder Syringasaure als Degradationsprodukt von Malvigdiehe
Kapitel 5.1.2)

4.3 ldentifizierung von Anthocyanen und deren direkten Metaboliten in

Proben der Tierstudie

Die Tiere erhielten @en an Anthocyanen reichen Saft als einzige FlussigkeitsgBelleler
Durchfiuhrung der Tierstudie standen durch jahrgangsbedingte Schwankungen nur sehr
wenige Dakapotrauben zur Verfigung. Daher wuatteSaft, bestehend aesa Mischung

aus Accent, Dadpo und Heidelbeeren eingesetzt. Durch die Verwendung von Accent
Trauben wurden nun Anthocy&h5-diglucoside zugefiigt. Das Profil ist hier zugunsten der
Diglucoside von Malvidin, Peonidin und Petunidin verschobenhdieals Hauptanthocyane
dominieren®® Weitere Hauptanthocyane stellen didonoglucoside von Malvidin und
Peonidn dar. Im Anhang befindet sich eine Auflistung und die Menge der von der
Forschungsanstalt in Geisenheim detektierten Anthocyane fir den Extrakt dieser Mischung
(sieheTabelleA-5).

In den Plasmaund Urinproben der Tiere dominear die Diglucoside von Malvidin und
Peonidinvor den Monoglaosiden der Hauptanthocyane. Glucuronide von Malvidin oder
Peonidin wurden hier nur in sehr geringen Mengen detekierhe Kapitel 5.2.2)Die
Identifizierung erfolgte hier analogu den oben fur humane Probenbeschriebenen
Messungen

In Darminhaltproben der Tierstudie konnten teils hohe Konzentrationen von Anthocyan
Monoglucosiden und Anthocydbiglucosiden detektiert werden. Weiterhin konnten
Aglykonsignaleder Anthocyane detektiert werden. Kbbildung 4-3 ist ein extrahiertes
lonenchromatogramm fiir die Masse der Aglyka von Malvidin und Petunidin dargestellt. Bei
den Signalen zu einer Retentionszeit (RT) von 9,95 bzw. 9,34 Minuten handelt es sich um
Spaltprodukte dejeweiligen Glucoside von Malvidin und Petunidin, welche durch den ESI
Prozess entstanden. Ein weitaus intensiveres Signal zeigt die Masse der Aglyka fur Malvidin
bei RT = 12,26 Minuten und fur Petunidin bei RT = 11,66 Minuten. Um auszuschlie3en, dass
es sch hierbei um Fragmentionen von acylierten Verbindungen handelt, wurde gezielt nach

diesen gesuchtHier konntennur sehr geringe Mengettetektiert werdendie fur die sehr
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intensiven Sigale nicht verantwortlich sein koten Acylierte Anthocyane stellenur einen

sehr geringen Anteil im gegebenen Saft dar. Die relativen Mengen der acylierten
Verbindungen sind so gering, dass die hier detektierten Signale nicht von Fragmentionen
acylierter Spezies aus dem HSbzess stammen kénnen. Die detektierten Aglglgnale

waren wesentlich intensiver, als diejenigen, welche aus der Fragmentierung des weitaus hoher
konzentrierten MaB-glc herriihrten.Eine Petunidin (Aglykon) Standardverbindung wurde
ebenfalls mit gleicher Methode vermessen Die Standardverbindusgewie Retentionszeit

von 11,49 Minuten auf, sieheAbbildung 4-3 C. Die Retentionszeit fur die
Standardverbindung und der des freien Petunidins aus der Caecumprobe korrelieren sehr
stark. Die Retentionszeit dézien Aglykons vorMalvidin pass mit 12,26 Minuten sehr gut

zur allgemeinen Elutionsreine der Anthocyane. Diese freien Aglyka stammen aus der

bakteriellen Verstoffwechselung im Darm der Tiere (siehe 5.2.1).

Extrahiertes lonenchromatogramm
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Abbildung 4-3: Signale des Aglykons von Malvidin und PetunidFiTICRVMassensp&trometer) aus Darminhaltproben (.
und B) und eines Standards von Petunigiglykon (C)
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4.4 Identifizierung von Anthocyanen und deren direkten Metaboliten in

Proben der Humanstudie

Im Weiteren soll auf die verschiedenen Proben der Humanstudie eingegangen werden. Die zu
analysierenden biologischen Flussigkeiten beliefen sich auf- Wimd Plasmaproben zu
verschiedenen Zeitputén nach der Safteinnahme. Es konnten hier, wie in der Dakapqtraube
die funf Hauptanthocyane (E€3tglc, Del3-glc, Pet3-glc, Pee3-glc und Mal3-glc) in
unterschiedlichen nanomolaren Konzentrationen nachgewiesen werden. Der Nachweis
erfolgte auch Uber di Fagmentierung mittels HCD und dieharakteristischen
Fragmenbnerspektren der jeweiligen Anthocy&rundstruktur. Ebenfalls konnten hier

deutliche Signale der Glucuronide von Malvidin und Peordeitektiert werden.
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Abbildung 4-4: Identische Fragmentionewon Malvidin aus dessen Glucosid (unteBtandardrerbidung)und dessen Gluaronid

(oben) auseiner humanenUrinprobe (Q Exactive Instrument)
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Mit Hilfe der HCDFragmentierung wurden diese wéahrend einesMS&Experiments
fragmentiert. Es zeigten sich die charakteristischen Fragmemnsignale fur das jeweilige
Aglykon. In Abbildung 4-4 ist der direkte Vergleich der Aglykfnragmentonen aus einem
Standard von Mal-3-glc und von MalvidirGlucuronid aus einer humanen Urinprobe
dargestellt. BeideFragmentionespektrenwurden mit einerKollisionsenerge von 50%
(HCD) erzeugt und zeigen nach der Abspaltung des Zuckétandard)bzw. des
Glucuronsauresubstitutenten (Metabolit) neben dem Aglykamnz (= 331,081) die
charakteristischen Signale, wie sie schon in Kapitel 3.3.1.1 beschrieben wurden. Die hier zur
Identifizierung gezielt durchgefuhrte Fragmentierung bis hiau charakterisschen
Fragmentionerdes Aglykons aus einem Guronid wird hier erstmalsn Detail eingesetzt
und dargestelltZudem wirden erstmad) Fragmentionen des Aglykongon Anthocyan
glucuroniden mit akkuraterhochaufgeloster Masse beschrieb&relche einenwichtigen
Beitrag zur Identifizierung des Aglykons und damit zur Interpretation der Daten liefern
Neben MalvidinGlucuronid konnte auch Peonid@lucuronid auf diese Weisgachgewiesen
werden (siehe Abbildung A-11 im Anhang). Das Adykon, welches aus dem Glucuronid
hervorgeht, zeigt in der Fragmentierung die typischen Fragmentebeispielsweisaden
Verlust von CH und das Fragmert’B*. Es soll hier hervorgehoben werdedass ritels
massenspektrometrischer Analysalein die Pog&ion des Glucuronsdureadduktam
Anthocyanidin nicht geklart werdenkann. Derprognostizierte Metabolismuspricht hier

jedochfiir die Position 3 am ®Ring®°
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5. Quanttative Ergebnisse

Um die Relevanz der zuvor entwickelten Methoden zu demonstresnm Folgenden auf

die unterschiedlichen Studien mitrém verschiedenerkomplexen Proben eingegangen
werden. Hierbewar die stéandige Interaktion mit den Kooperationspartnern der verschiedenen
Fachbereiche sehr wichtig, um kontinuierlich die erhaltemgmantitativen Daten zu
UberprufenDie quantitativen Date wurden mit der Software Quanbrowser (Bestandteil der

Software Xcalibur) erstellt.

5.1 Zellkulturstudien

Zur Studiedes Transpors und der Verstoffwechselung der Anthocyane des Dakapimakts
durchhumaneDarmzellenwurden Intestinalzellen (Cae?) in der Arbeitsgruppe Prof. Kunz
(Institut far Erndhrungswissenschaften, Justus Liebig Universitat Gieféer) der Leitung
von Dr. Sabine Kuntz ausgeséat und als zusammenhéangende ¢egiichtetin Abbildung
5-1 ist ein Schema desAufbaus dieser Versuche dargestellt. Die aufgewachsene
zusammenhéangende Zellschidymbolisiert die Darmwanddiese wird von der apikalen
Losung bedeckt, welche das Volumen des Dasmimsuliert Das basale Kompartiment
symbolisiert die nachste Zellreiheglwhe am Transport der Néahrstoffe, oder in diesem Fall
der Anthocyangin das Blutsystem beteiligst. Die Losung des Extrakts wurde aufgegeben
und nach bestimmten Inkubationszeiten zur Analys&gefroren Zur Simulation
verschiedener Abschnitte des Darmurden zudem Mixturen mit HTZ2ellen ausgesét und
mit DakapeExtrakt inkubiert.*”*'"* Die Ergebnisse der Zellkulturstudie sind im Anhang in
Abschnitt A.5 im Detail aufgelistet.

apikales Kompartiment

mit Extraktlosung von
Dakapo -Trauben

Zellschicht N eacemacoaad
intestinaler Zellen \

basales Kompartiment

Abbildung 5-1: Schema eines Zellkulturexperiments mit apikaler Lésung auf den jeweiligen Zellen und ba

Kompartiment im unteren Behahis
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5.1.1 LC-UV- und LC-MS-Messungen der apikalen Proben

Zur Untersuchung der apikalen Kompartimente wurde eindJM@ris-Methode (SUMMIT
Kapillar-HPLC, sieheTabelle3-1 in Kapitel 32) herangezogen, da die Konzentrationen mit
50 umol/L (Mal-3-glc) ausréchendhoch warenum sie auf die Weise zanalysieen Neben

den Inkubationsproben wurden hier Degradationsexperimente ohne Zellen verndéssen,
zeigensollen wie schnell die Anthocyane unter diesen Bedimggn (gel6st in Nahrlésung,

pH = 7,4)zerfallen Ein Vergleich beider MessungerséiRiickschlisse aufie tatsachliche
Aufnahme der Anthocyane in diellen zu Abbildung5-2 zeigt ein Degradationsexperiment
und ein Inkubationsexperiment mit Ca2ellen. Die Konzentrationm Degradations
experiment nimmt durch den Zerfall der Anthocyane kontinuiediztDie Endkonzentration

in diesem Experiment liegt bei 38 pmol(bzgl. Mat3-glc). Das Inkubationsexperiment mit
Darmzellen zeigt hingegen eine deutlich schnellere Abnahm&alezentratiorvon Mal-3-

glc auf 12 pmol/L nach bereits 90 Minuten. Die Endkonzentration liegt bei nur etwa 3
pmol/L. Dies laltden Schlusgu, dass die ausgesaten humanen Darmzellen die Anthocyane
absorbieren. Dies wurde bereits von Skrimkal®® *"* beschrieben, indem die Zellen
gewaschen und im Utraschallbad zum Platzen gebracht wurden. Diese Ldsung wurde

anschlieRend positiv auf Anthocyagepruift.
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Abbildung5-2: Degradation von Mal3-glc aus Dakapo bei pH = 7 und der apikale Konzentrationsverlauf bei Inkubation

von Cace2-Zellen mit Dakape_dsung

Bei Zellmischungen mit einem hoheren gihian HT29Zellen konnten leichte Unterschiede
im Verlauf der Abnahme detektiert werdé&ieheAbbildung 5-3). Da HT29Zellen nurzu
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einem geringen Teil Uber GloseTransporter verfligen, die inWVesentlichen fir den
AnthocyanTransport verantwortlich sein solletkkénnen hier geringere Aufnahmeraten zur
Erklarung herangezogen werdgh

Dakapo Inkubation Caco-2 : HT29=9:1 vs. 8:2 vs. 7:3
43.00
—s—Mal-3glc 9:1

= 38.00 Mal-3-glc 8:2
E ——Mal-3glc 7:3
2
= 33.00
@
N
c
L]
N

28.00

23.00

0 500 1000 1500

Inkubationszeit/ Min

Abbildung 5-3: Apikale Losungen eines Inkubationsexperiments zweier Zellarten in unterschiedli

Mischungsverhaltnis mit Dakapé&xtrakt

Die verschiedeenin der Dakapd.dsung enthalteneAnthocyanewerdennach dem gleichen
kinetischen Verlauf von den Zellen aufgenomimeas wiederum zu einem grof3en Teil auf
den aktiven Transport durch einefuGseTransporter schlielen ldssnaloge Ergebnisse
konnten fir eine Mal-3-glc Standardlésung erhalten werddbie jeweilige Zwei- bzw.
Dreifachbestimmung zgie einehohe Stabilitaler HPLC-UV/VIS-Messungen, mit dem alle
apikalen Proben der Vorexperimente vermessen wuiienWerte aller Messungen sind im
Anharg in TabelleA-7, TabelleA-8, TabelleA-9, TabelleA-10, TabelleA-11, TabelleA-12
und TabelleA-13 angegeben.

Mit massenspektrometrischer Detektion wurden die Proben ebenfalls auf Metabolite
untersuchtund vergleichsweisehohe Injektionsvoluminavon bis zu 100pLverwendet
Hierbei konntendie Hauptanthocyanenit sehr intensign Signalendetektiert werden. In
keiner Probejedoch wurdenAnthocyanGlucuronide,weder methylierte noch sulfatte

Speziesdetektiert
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5.1.2 LC-MS-Messungen der basalen Proben

Basale Kompartimente einiger der zuvor genamiersuchewurden ebenfadl vermessen.

Da sich in Vorversuchen mit basalen Prolsrehe Abbildung 5-1) eine sehr geringe
Konzentration der inkubierten Anthocyane abzeichnete, fir welcHedlgV/VIS-Detektion
nicht empfindlich genug war, wurde hier eib€-MS-Methodeanalog der Dakapénalyse
gewahlt(sieheTabelle3-3 in Kapitel 3.2; siehdabelle3-7 in Kapitel 3.3) Zusatzlich wurden
diese Proben mittels Festphasenextrakf@goralog zthumanem Plasmajehe KapiteB.1.2.1)
aufkonzentriert. Die Auswertung dieser Proben eeigiss bei den héheren Inkubationszeiten
héhere Konzentrationen der Anthocyane detektierbar (sietieAbbildung 5-4). Neben den
beidenHauptanthocyaneMal-3-gic und PeeB-glc konnten in basalenProbennach einer
Inkubationszeit von 240 Minuteauch die weniger konzentrierten Anthocyane aus dem

DakapoExtrakt wie Cy3-glc und Pet3-glc detektiertverden

Dakapo Inkubation
Caco-2: HT29=10:0 vs. 8:2

180

160 —B-Mal-3-glc 10:0
140 ——Mal-3-glc 8:2
120

100
80
60
40
20

Konzentration / nM

0 100 200 300
Inkubationszeit / min

Abbildung5-4: Basale Konzentrationen von Malvidi&-Glucosid bei unterschiedlichen Zellmischungen

Die Variation der basalen Proben ist allerdings sehr,gitaBsnur die allgemeine Aussage
gemacht werden kanndass die Zellen die Zielsubstanzen tatkélchin das basale
Kompartiment Uberfihren. Metabolite, wie Anthocy@lucuronide, methylierte oder
sulfatierte Spezies sowie spezielle AbbauproguktForm vonSyringasauréaus Malvidin)

konnten indesmassenspektrometrischicht nachgewiesen werdemeshalb wurde i@e
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spezielle Methode zur Analyse von Syringasaure via UHBMZVIS entwickelt. Hierbei
wurde der Gradient analog zu delessungen der Humanstudierwendet. Zusatzlich wurde
eine U\tDetektiondurchgefiihrt Im Bereichvon 0,32 pmol/L konntendamit Spuren der
Saure detektiert, werden. Bezogen auf die inkubierte Menge an Anthodpénenol/L), ist
dies aber nur eiauRersgeringer Teil 0,44% apikal; 0,15% bagaFur Syringsaurdieferten
die Datenweiterhinkeine eindeutigen Konzentratioreslaufe die Aufschlusglartibergeben
kbnnen, ob diese Substarin Degradationsprodukt darstellt oder ob sie schon im Extrakt
enthalten warSomit spielen si&kaum eire Rolle fur eén Verbleib der Anthocyane nach der
Aufnahmein die jeweiligen ZellenDie Daten sind inTabelle A-14 und Tabelle AL5 im
Anhang einzusehen.

Bezuglich sulfatierter und glucuronidierter Spezies bedeutet dies, dasMéiabelitennicht
einmal 1 ppm der inkubierten Menge an Anthocyanen in apikalen asaldn Zellmedien

darstellen wiirden.

5.2 Tierstudie

In derTierstudiewurden12 FischerRatten(durch Inzucht sind alle Tiere genetisch identisch)
fur zehn Wochen eingestallt undechs dieser TiergVerumtiere) erhielten einen
anthocyanreichen Acceitakgyo-Heidelbeersaft (Forschungsanstalt Geisenheiey von
den Tieren sehr gut angenommen wuidgser Saft enthielt zu einem dominanten Antell
AccentTrauben, die einen hohen Beitrag AanthocyanDiglucosiden lieferter(vgl. Tabelle
A-5im Anhang) Die anderenechs Tiere erhielten einen Placebqgsdéir nur noch kleinste
zu vernachlassigende Spuren an Anthocyanen enthielien der InterventiofiGabe des
Saftes Uber mehrere Wochem)irden dieTiere tber 24 Stunden in einegatoffwechselkéfig
belassen. DotonntenFazes und Urinprobergetrenntgesammeltverden um Daten fir die
Bioverfugbarkeit der Anthocyane zu gewinnémm Tage der Sektion wurdelPlasma und
Darminhaltproberaus drei Abschnitten (lleum, Caecum und Colemnonmen Die Flissig
und Festphasenextraktion dieser Probemde mit den in den Kapiteln 3.1.1 undl2
besprochenen Methoden durchgefihrt und mitinleten Kapiteln3.2 und 33 entwickelten
Methode vermessen. Die Quantifizierumgpfasste hierbei folgendgubstanzenDiglucoside
und Monoglucoside von Meidin, Pemidin, Petinidin, Cyanidinund Dephinidin, sowie die
freien Aglyka und Glucuonide von Matidin und Peaidin. Diese Substanzen wurdaits

Mal-3-glc-Aquivalentequantifiziert(vgl. Kapitel 3.3.2).
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Die Verumtiere konnteeweils sehr deutlichanhand der Messwerteon den Placebotieren
unterschieden werdem den unterschiedlichen Proben (Plasma, Urin, Darminhalt und Fézes)
der Placebotieresind keine Anthocyaa derhalb der Nachweisgrenzeetektiebar (siehe
Anhang Tabellen A16, A-17, A-18, A-19, A-20 und A21).

Die Ergebnisse der Tierstudie wurden bereits vertffentliChé Daten konnten keine
generellen antiinflammatorischen Effelfig die Anthocyane zeigenSolche Effekte werden

als komplexeiZusammenhang zwischen der Anthocyanquelle, der iBidtintergrund der
Untersuchung oder des allgemeinen Entzingsstatus im Kopeangenommeh’ Die hier
gesammelten Daten zeigen, dass die Anthocyane nur in sehr geringen Mengen im Kérper der
Tiere nachgewiesen wurdeflle Mel3ergebnisse der Tierstudie sind im Angpan Abschnitt

A.6 im Detail aufgelistet.

5.2.1 Darminhalt und Fazes
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Fur die Messung der Proben aus Darminhalt und Féazes wurde eine Kombination aus UHPLC
und FFICR-MS verwendet (vgl.Tabelle 3-5 in Kapitel 3.3). Die Schwierigkeit in der
Auswertung und Interpretation der Daten bestand darin, dass nicht genau festgestellt werden
konnte, wann das jeweilige Tier zuletzt getrunkettehand welches Volumen es dabei
akkumulierte. Dies ist vermutlich eine der Ursan fir die hohe Variabilitédder Ergebnisse

in dieser Studie

Die Darminhaltproben wurden aus den Bereichen lleum, Caecum und Colon gewonnen.
Generell lagen, wie ausbbildung 5-5 ersichtlich, die héchsten Anthocyangehalte inurihe

vor, da hier noch die Stabilisierung durch Copigmentierung und nur einen leicht erhéhten pH
Wert gegeben istm folgenden Darmabschnitt, Caecuwgr die absolute Konzentration der
Anthocyane, verglichen mit lleum, bereits stark reduziert und andkrzsia Colon hin nicht

mehr signifikant. Im Caecurkonntenrelativ gesehemdhere Werte fidie Monoglucoside
gegenuberden Digluosiden ermittelt werdenda die Anthocyane von denm Darm
enthaltenerMikroorganismen abgebauwterden odererfallenzusatzlid durch den erhghten
pH-Wert!’® 7 Diglucoside werden zu Monoglucosiden abgebaut und Monoglucoside zu
freien Aglyka, welcheauch in den Darminhaltproben detektiert werdemnten In den
Abschnitten von Caecum und Colon konnten die héchsten KonzentrationexieanAglyka
detektiert werden(vgl. Abbildung 5-6). Die Quantifizierung der freien Aglyka wurdén
Ubereinkunft mit den Projektpartnerauf die beiden Hauptanthocyanidibalvidin und

Peonidin begrenzt.
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Abbildung5-6: Konzentration an freien Aglyka von Malvidin und Peonidinden verschiedene

Darmabschnitten der Tiere
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In kaner Darminhaltprobd&onntenGlucuronide der Anthocyane detektiererden was die
Erkenntnisse auslen apikalenProben der Zellkulturstudiebestatigt Die Aktivitat der
Darmzellen Glucuronideder Sulfatidezu bilden ist somit zu vernachlassigénan solte
sich allgemein hier vor Augen fuhrenass die Anthocyane im Darmvolumen nicht als
Flavyliumkation, sond® Uberwiegend in Form des Chalis also nicht geladen und mit
gedffnetem ERing, vorliegen und auch so von den Zellen aufgenommen wé&rd&n-’s: 17
Im Falle der Fazesproben domiresr die Monogluoside von Matidin und Peaidin sehr
deutlich und nur die Diglucosiddieser beiden Hauptanthocyanenkien noch detektiert
werden,wahrend dies beiréien Aglyka nicht moglich war.Eine Erklarung hierfir kénnte

deren Instabilitéohne die Kohlenhydratsubstituentsin.

5.2.2 Plasma und Urin-Proben

Die Urin- und Plasmaproben der Tierstudiairden wie in Kapitel 3.2 und 3.3 bereits
erwahnt mit der bereits bschriebeneriKombination aus UHPLC uné&xactivevermessen
(vgl. Kapitel 3.3) Hier wurdendie Anthocyanein niedrigennanomolarerKonzentrationen
guantifiziert Die Verteilung der Anthocyane entsprichtetwader Verteilung im gegebenen
Verumsaft(vgl. TabelleA-5im Anhang) und ist vergleichb&ir Plasma und UrirDies kann
maoglicherweise durch eine Aufnahme eines Grol3teils der Anthocyane in Magen und Jejunum
erklart werden>*® Es wurden die Digleoside von Peonidin und Malvidin als
Hauptkomponemn detektiertlnteressant ist hier di€atsahe, dass sowohl das Diglucosid
als auch das Monoglosid von Penidin in hoherer Konzentration auftritt, als dasesigiche
Hauptanthocyan Maidin. Die Daten dieser Studie zeigen somit, dass die Aufnahme von
intakten AnthocyatDiglucosiden zur Bioverfiugbarkeit von Anthocyanen beitragen.

In Plasma und Urin konnten weiterhim einzelnen Probelucuronide von Malidin oder
Pemidin nachgewiesen werdewas tbereinstimmenf@r andereTierstudien in der Literatur
beschrieben wird®*'®! Dabei konntePeamidin-Glucurorid in héherer Menge detektiert
werden als das Glucuronid vavialvidin (siehe Abbildung 5-7). Welche Ursache diesem
Sachverhalizugrundeliegt, ist aus chemischer Sicht nicht vollstdndig nachzuvollziehen, da
sich beide Verbindungemur in einer Methoxygruppe am-Bing unterscheiderDies genugt
aber moglicherweise um PeonidirDerivate deutlich effektiver in den Korper zu
transportieren als jenevon Malvidin. Dies konnte ebenfalls von Garefdonso et al.
beobachtet werdeti.
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Abbildung5-7: Gemittelte Anthocyankonzentrationen in Urirund Plasmaproben der Verumtiere

Glucuronide wurden in der Tierstudenfalls von Skrbek und Ichiyanagial. beschrieben;

im Gegensatz dazkonnten Borgeset al. keine Glucuronice nachweisen ®%'8%¢ jedoch

wurden hier komplexe Anthocyanwie das Cyanidir8-O-(2-O-Glucosylrutinosid) in Plasma

beschrieben, welche mit den in dieser Arbeit detektierten AntheRyeiglucosiden

verglichen werden kinen.

5.3 Humanstudie

Die BioverfugbarkeitdHumanstudie wurde miinsgesamt 10 Probanden durchgefihiir F

jeweils 4 Versuchstge (VT) wurdenPlasma und Urinproben z8 bzw. 7 Zeijpunktenab

Gabe eines anthocyaitken Getrdnkes gewonnévgl. Kapitel 3.1.2.1 und Kapitel 3.1.2.2)
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Zuvor mussten die Probanden eine spkzibiat halten, die die Zufuhr von Anthocyanen
verhinderte. Eine Quantifizierung der Anthocyane und deren Metaboltede fir die
gewonnenerProben durchgefiihrt Die Messung der ca. 660asma und Urinproben sowie
der erforderlichen Kalibrierlosungeerfolgte mit de in den Abschniten 3.2 und 33
beschriebenen L&S-Methode(UHPLC in Kombination miExactivg, wobei die Probemi
aufkonzentriertefForm (fir Plasma siehe Kapitel132.1; fur Urin siehe KapiteB.1.2.2
vorlagen.Die endgtltige Auswertunger Studieist aus erndhrungswissenschatftlicher Sicht
noch nicht abgeschlosseatgher sollen im Folgenden beispielhaft einige Daten vorgestellt und
grundlegende Zusammenhange diskutiert werbésm Messergebnisse der Humanstudie sind
im Anhang in AbschnitA.7 im Detail angegeben (Plasmaprob&abellen A22, A-23, A-

24, A-25, A-26, A-27,A-28, A-29, und A-30; Urinproben Tabellen A-31, A-32, A-33, A-34,
A-35, A-36, A-37, A-38, A-39 und A40).

5.3.1 Plasmaproben

In den Plasmaproben der Humanstugiatnonmen bei 0, 10, 20, 30, 40, 60, 90 und 120
Minuten nach Einnahme des Saftes/Smoothikghnten, wie in Kapitel 4.2 bereits
beschriebendie flinf Hauptanthocyatlucosidesowie die Glucuronide voMalvidin und
Pemidin im positiven lonenmodus identifiziertasden. Fur diese Substanzen konnte eine
Quantifizierung durchgefiihrt werden. Analog dazu konnte im negativen lonenmodus 3,4
DHB quantifiziert werden. Fur die Hauptanthocya@Glucoside kann ein
Konzentrationsmaximum zwischen 60 und 90 Minuten detektiertemerd Abbildung 5-8

ist diesfur den Probanden CF48 &13 arhand der beiden Hauptanthocy@lucosideMal-

3-glc und PeeB-glc dargestellt Die im Verlauf des Metabolismugelldeten Glucuronide

von Malidin und Peaidin weisen en spateres Konzentrationsmaximum aals die
jeweiligen GlucosideDas tatsachliche Konzentrationsmaximum der Glucuron@igt sich

aber moglicherweiseerst zu einem spéateren Zeitpunkind ist aus diesen Daten nicht
ersichtlich, da keine Proben fir spé&teZeitpunktevorhanden waren3,4-DHB ist bei den
meistenPradbanden bereits bei der Proh@ Minutert® detektierbar Diese Substanz wurde
somit vorher schon in ausreichender Menge mit der Nahrung aufgenommen. In ihrem
weiterenkinetischen Verlauéhnelt s¢ den AnthocyaiGlucosiden.

Aus der Literatir konnte nur eine Aussage zum Konzentrationsverlauf der Anthocyan
Glucoside gefunden werden. Novotayal. zeigten einen ahnlichen Verlauf flr verschiedene

CyanidinDerivate mit Ausnahme von Glucuronidemelcte nicht detektiert wurdel?® Einen
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analogen Verlauf beschrieben auch Vitaglienal.”> Bub et al. hingegen beschriebenrftlie
Anthocyane eines Traubensaftes ein gemitteltésht eindeutiges Maximum fir 8080
Minuten nach Verzeh.

Analog zu den Ergebnissen der Tierstudie konnten hier oft héhere Konzentrationen an
Pemidin-Glucuronidals an MalvidinGlucuronidbeobachtet werden. Diésinn ebenfalls als
Hinweis darauf gewertet werdemlass die zusatzliche MethoxygruppesdMalvidin die
Verstoffwechselung beeintracht@jtin den Plasmaproben d@ierstudie konnterebenfalls

keine sulfatierten Spezies der Hauptanthocyane detektiert werden. Méglicherweise sind
ebenfalls die Methoxygruppe am BRing ein Grund fir das Ausbleiben sulfatierter
Metabolite

CF48 VT3 Plasma
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<3 o8 o &
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T 4 15 &= e Peoglu
5 0.4 1 ¢
% Q ——3,4-DHB
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Min nach Saftgabe

Abbildung 5-8: Konzentrationsverlauf der Glucoside und Gluomide von Makidin und Pemidin sowie 3,4

Dihydroxybenzoesaure in Plasmapben einerVersuchsperson an Versuchstag 3

Interessant war der mit der Saftgabe einhergehende Konzentrationsanstieg-an 3,4
Dihydroxybenzoesaurés,4-DHB). Diese Saurd&ann auch alsAbbauprodukt des Cyanidins
angesehen werdefedoch konnten die enthaltenéfengen an Cyanidin hierflr niclter

Grund sein NachUntersuchung des gegebenen Saftes konnte festgestellt werden, dass 3,4
DHB in Konzentrationen voretwa 10umol/L bereitsim Saft enthalterwaren Die Kinetik

der 3,4DHB ahnelt derjenigen der Anthocy&iucoside unddeutet darauf hin, dass diese
Substanz, parallel zu den Anthocyanen aufgenommen wurde und nicht im Verlauf des
Metabolismus als Abbauprodukt erzeugt wurd&e ermittelten Konzentrationen sind
physiologisch vertretbar und korrelieren mit dlemgaben aus der Literat@ipresonders Bubt

al., Novotnyet al.und Milbury et al. beschrieben hnliche Konzentrationen in Plastha™®

182 Meist konnte in den Nullwerten (0 iNuter) ein geringer Anteil an 34DHB detektiert
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werden. Dies deutet darauf hin, dass 8S&urein den Lebensmitteln despeziellen Diat

bereits vorhanden war

In der Literatur wird h&ufig eine Mitteltung tUber alle Probanden aufgetragen, dies soll in

Abbildung 5-9 dargestellt werdenDiese Auftragung bestétigt die oben gewonnenen
Erkenntnisse der Kinetik flr AnthocydBlucoside,-Glucuronide und 3;/DHB, die am
Beispiel eines einzelnen Probande\bbildung 5-8 diskutiert wurden.

Plasma: gemittelte Konzentrationen (n = 39) mit Standardabweichungen
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Abbildung5-9: Gemittelte Konzentrationen von MaB-glc, Cy3-glc, Malglu und 3,4DHB in humanen Plasmaproben

Wie in Kapitel 3.3.2.5 beschrieben, wurden die quantifizierten Daten, wenn sie unter eine

bestimmte Konzentration fielen, nur unter Vorbehalt verwendet.

Ein Grund fir die

Bertcksichtigung der Daten ist allerdings die Tatsache, dass aucthalinteler BSG

Konzentrationsverlaufe, analog den in héheren Konzentrationen vorliegenden Substanzen

erhalten wurdenAbbildung 5-10 zeigt die Plasmaproben der Probanden C40 und CF49 an

VT2 bzw. VT5. Sie lassen deutliche Unterschiedeimaividuellen Verlauf erkennenSo

steigt die Gesamtkonzentration bei Proband CF49 nur auf maximal 0,65 nmol/L, wohingegen

Proband C40 eine maximale Konzentration von 2,5 nmol/L-34glc zeigt. Die rechts

angegebene zweiteAchse stellt die Konzentration fir Delpindin-3-glucosid dar und zeigt
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jeweils Werte unterhalb der angegebenen BSG. Die Kinetik de8-Flel(blaues Dreieck) ist
ahnlich zu der von Mal3-glc und PeeB-glc. Sogar unterhalb von 0,1 nmol/L konnten fir
Proband CF49 noch sinnvolle Verlaufe beobdchterden. Daher war es interessatiese
Daten nicht zu verwerfen, sondern sie mit der noétigen Sorgfalt und Vorsicliein
Betrachtungemit einzubeziehen, da diese sowohl die Stabilitdt als auch die Sensitivitat der

Methode innerhalb einer Probenreitentbnstrieren.
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Abbildung 5-10: Sinnvolle Konzentrationsverlaufe von D8lglc unterhalb oder nahe d¢

Quantifizierungsgrenze

Um die zuvor beschriebenguantitativen Ergebnisse, dieAtbildung5-8 und inAbbildung
5-9 dargestellt sindabzusichernsei hier noch eine Betrachtung der quantieat Resultate in
Beziehung zuwerwendetemmassenspektrometrischen Methadierchgefihrtund diskutiert
wie stark disedie Ergebnisse beeinflusdVie bereits in Kapitel 3.3.2.2 beschriebet es
sehr wichtig das verwendete Massenfensteei der Integation der massenchromato
graphischen Signaleptimal auszuwéhlenEine Variationdessen kann die biologische

Aussage der Messung deutlich verédndern und damit die Ergebnisse der Studie verfalschen.
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Daher ist eserforderlich die jeweilige analytische Methe exakt zu priufen und deutlich
derenVorteile undLimitierungen herauszuarbeiten.

Abbildung 5-11 A zeigt drei unterschiedliche extrahierte lonenchromatogramme einer
humanen Plasmaprobe, die 90 Minuten nach Saftgabe genommen . wiDrde
unterschiedlichen Massenf em/a=t elr, 2w ui/ger 608 )mi tA e
(rot)m/aend0 , 002 (bl au) ausgewanma=t0,2 (giim) zeigMa s s e r
noch sehr viele intensive Signale. Auch kann die Integration nich¢ktogrfolgen, da keine

kl ar e Basislinie vor handemz =i0902 (rot) ergilot eiMa s s e n
chromatographisches Signal, welches ohne Probleme integriert werden, kédoth zeigen

sich immer noch weitere Signale im lonenchromatogramm. Blbenfat die integrierte

FI achen/zeo 0, 2 ( o/zi00P (ro) um elwa 50% abgenommen. Eine weitere
Reduzierung des mMadIR hiefed airs dineeinass craomatographisches

Signal mit einer noch einmal geringeren Flache. Died imsbesondere deutlich, wenn die y
Achsen der absoluten H&aufigkeiten betmizacht et
= 0,2 eine absolute Hauf i gkn&gFr 0,02 rotnnuré@l 00 Ei
20000 Einheiten und eine Integration ded €l h ®/z =A0,002 um die exakte Masse des
Analytions nur nocheine relative Haufigkeit vo@500 Einheiten.

Ein Massenspektrum iAbbildung 5-11 C aus dem Maximum des Signals von 8,8 Minuten

zeigt, dass GB-glc mit einer Massabweichungvon + 0,4 ppm detektiert werden kann.
Vergleicht man jedoch das aufsummierte Massenspektrum dieser Ptialdung5-11 D

mi t vor heriger Beobachtung, S0 zna 9 0,2 si ch,
beispielswese das sehr intensive Signal befz= 449,1993 mit einschliel3t. Hierbei wirde

man, wie im Diagramm imbbildung 5-11 B dargestellt, Uber alle Proben hinweg eine zu

hohe Konzentration erhalten.m/Z&&0bvditden nceh ei ne
Schultern benachbarter Signale integriert. Dies wirde den Anschein einer zu hohen
Konzentration und ein Verbleiben des Anthocyans in Plasma bis hin zu 120 Minuten nach
Saftaufnahme erwecken (B). Erst bei einem gewéhlten Integral Arafz = 0,002
gewahrleisten die hohe Massengenauigkeit und die hohe Auflosung des Massenspektrometers
eine exakte Quantifizierung. Der Verlauf beginnt hier bei Konzentrationen unterhalb der BSG

und beschreibt anschlieRend ein Konzentrationsmaximum zwid€@h Minuten. Danach
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Extrahierte lonenchromatogramme, verschiedener Massenfenster,
einer humanen Plasmaprobe, 80 Min nach Saftgabe
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Abbildung5-11: Einfluss des Massenfensters auf die Quantifizierung von Cyaridiiucosd in humanen Plasmproben (Cy3-
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nm/z =0,2-0,02 weitere intensive Signale integrie(D))
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fallt die Konzentration wieder auf Gré3en in der Nahe der BSG. Es ist daher sehr wichtig bei
Messungen solch komplexer Proben darauf zu achten, welcher apparative Hintergrund diesen
Daten zugrunde ligg Bei Verwendung eines lonenfalldhassenspektrometers oder
Quadrupols ist eine Fragmentierung des Anthodggarcosids notwendig, um eine korrekte
Quantifizierung Uber das Fragment des Aglykons durchfihren zu kdnnen. Dies ist durch die
VerwendunghochaufbsenderMassenspektrometer nicht notwendig. Die Mdglichkeit der
direkten Quantifizierung (ohne MS/MS) er6ffnet die Chamaehr Informationen aus einer
Messung zu gewinnen, als dies mit anderen Methoden mdglich ist (siehe auch Kapitel
3.3.1.3).

5.3.2 Urinproben

Mit der Sammlung delrinproben der Humanstudie wur@ene Stunde vor Safteinnahme
begonnen. Nach der Safteinnahme wurde in Intervallen von jeweils drei Stunden bis zu 15
Stunden gesammelt. Die letzte Fraktion bestand aus einer Sammlung dekbi2dnStunden
nach Safteinnahmdn Abbildung 5-12 sind die Konzentrationen verschiedener Analyten
gemittelt Uber alle Probanden dargestellt. Die Konzentratialen Urinproben wurdgweils

auf den im Institut fir Erndhrungswissehaften bestimmten Kreatininwedrmiert welcher
eine Referenziiber die ausgeschiedebeinmengedarstellt Ist der Kreatininwert sehr klein,

so wurde ein groRes Volumen Urin ausgeschieden. Uber diese Verkniipfung kadereine
ausgeschiedenen UrinmengegepasstAnthocyankonzentration dargestellt werden.

Die hochsten Werte von Anthocy&lucosiden, Anthocyalucuroniden und 3;DHB
konntenin der Fraktion 8 h nach Verzehr des Saftes detektiert werden. Die gemittelte
Konzenration derAnthocyanGlucuronideerreichtejedoch in der nachsten Fraktion-§3)

das Maximum. Dies deutetarauf hin, dass nach 120 Mien das Maximum imPlasma
moglicherweise noch nicht erreicht wurde. Die Konzentration vor3at sankbereits in

der Fraktion 912 h aufnicht mehr nachweisbare Konzentrationen ab

Vitaglione et al. beschrieberein Verbleiben der Anthocyanm Organismusis hin zu 12 h
nach Saftaufnahmen der Studie von Vitaglioneet al. wurde ein Blutorangensatft als
Anthocyanquéé eingesetzt, welcher nur Cyanieirerivate enthielf? Die Signale fiir Cy8-

glc kdénnen in der vorliegenden Arbabenfalls bis zu 15 h nach Safteinnahme detektiert
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werden (sieheAbbildung 5-12). Méglicherweisewerden CyanidirDerivate schlechter als
andere Anthocyane ausgeschieden und verbleiben so langer im.Korper

3,4DHB weist einedhnliche Kinetik wie die AnthocyarGlucoside auf. Diedeutet in
Analogie zu den Untersuchungen im humanen Plasma darauf hin, dass die Saure nicht aus
dem Metabolismus stammt, sondern aus dem Saft aufgenommen wurde und unverandert Uber
den Urin ausgeschieden wie. Ahnliche Verlaufe beschrieben bereits Nuehial; sie
verwenden ein Beerenpiiree, welches ebenfallDB|B enthielt>® Novotny et al. machten

keine Angabe zu der Konzentration von-BHB im Urin, im Plasmgedoch wurden sehr

hohe Konzentrationen gefundedies ist wilersprichlich Die Substanz muisste bei den

angegebenen Konzentrationen im Plasma auch im Urin nachweisbdf%ein.
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Abbildung5-12: Gemittelte Verlaufe fur Mal3-glc, Cy3-glc, Matglu und 3,4DHB in humanem Urin bzgl. Kreatir

5.3.3 Reproduzierbarkeit

Wie bereits in Kapitel3.3.2.4 beschrieben zeigten die zwischen den realen Proben
vermessenerStandartbsungen einezufriedenstellendeStabilitdt der Messung Uber die
gesamte Meserie Die komplexen Proben mit Verunreinigundgeeeinflussen die Stabilitat
des Messystens sehr starkMit Hilfe einer Mischprobe vonUrinproben in der auch die

interessierenden Substanzen in einer realen Konzentration vorhanden kearde gezeigt
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werden, dass die Schmeungen fir Mad3-glc oder Mal3-glu eine relative
Standardabweichungvan 1 0 % Die Stgndandbweichungen der Urinproben aus den
Reihenmessungen zeigten Standardabweichungen-$6%68

Fur Plasma konntaufgrund des geringen Probenvolumkiame Mischprobe erstellt werden,

die die noétigen Voraussetzungen fir eine Betrachtung, analog zu Urimdier wurde der
kontinuierlich verwendete interne Standard und auch die Standardlésungen, die parallel dazu
vermessen wurderzu einer Diskussion herangezogen. Innerhalb einer Probenreihe eines
Probanden schwanktbe Wiederfindung demternen Standard meist nur <10 %. Maximal
wurde eine Schwankung vor6% beobachtet. In Bezug z&tabilitat der Standardiésungen
Uber die gesamte Messzeit der humanen Plasmaproben kann hi&taxidardabweichung

von 8-9 % angegebewerden.

5.3.4 AbschlieBende Betrachtung zum humanen Metabolismus

In diesem Kapitel soll noch einmal detailliert auf die verschiedenen mdglichen Metabolite
eingegangemverden Aus ernahrungswissenschaftlicher Sicht missten die Anthocyane durch
ihre  Ahnlichkeit mit anderen Flavonoiden, wie dmelsweise dem Quercetin, im
Metabolismus einer kEthylieungund einer Sulfatierung unterliegen. Die Literatur Ioeehtet

auch immer wieder, aber nickinheitlich von solchen Metaboliteft: ' 88182

In einan abschlieBenden Experimesolite noch einmal gezielt nach diesen Verbindungen
gesucht werden. Die UHPL-Bnlage wurde um einen S&uofen erweitert undhit einem Q
ExactiveMassenspektroeterverbunden

Eine humane Urinprobmit hoher Konzentration an Amocyanenaber hdherer Quantitat an
AnthocyanGlucuronidenwurde gezielt ausgewahlt umait dem mehrfachen Probenvolumen

(5 mL statt 1 mL)m Vergleich zum Standardprotok@iner Festphasenextraktion unterzogen
und vermessen. Diese Vorgehensweise konidet routinemafdig durchgefihrt werden, da
nicht immer ausreichiel Probenvolumen vorhanden wBie Probenvorbereitung sollte ike
Probleme fiir die Detektioder sulfatierten odenethylierten Spezies darstellen, da diese sich
in ihren physikochemischeikigenschaften nicht wesentlich von den unmetabolisierten
Anthocyanen unterscheiden sollterDaher sollten diese Substanzen durch die

Festphasenextraktion ebenfalls effektiv aufkonzentriert werden.
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Der Saulenofen bewirkt eine weitere Verbesserung der Testunhg und tragt somit auch zur
Verbesserung der Sensitivitdt der Messung bei. Mit zunehmender Temperatur wird die
chromatographische Trennleistung deutlich erhoht, da die Peakbeaimendert wird. (siehe
Kapitel 32). Dies geht mit einer Intensitatséhung und schliellich mit verbesserter
Sensitivitat einher. Die massenspektrometrische Messung ist auch unter Verwendung des
Saulenofens sehr stabil und reproduzierbirch Abschlussler Messungen der humanen
Probenreihen standhd neuartigdlassenspektimeter Q Exactivésiehe Kapitel 2.4.3.2ur
Verfugung. Eggewébhrleistet eine weitere Steigang der NachweisgrenZea. Faktor 10) im
Vergleich zunvorhereingesetzten Exactive

Auch unter diesen optimierten Bedingungen wurden keine sulfatierten odbylieréen
Produkte der Anthocyane detektiert. Die Kombination aus neuer Instrumentierung und
gezielter Aufarbeitung fuhetzu einer Verbesserung der Nachweenzeum den Faktor 50

im Vergleich zu den routineméaRigen Messreinatird dieserFaktor berlckishtigt, liegt die
Nachweisgrenze der Messung bei 8 pmol/L. Dies entspricht etwa 0,1% der detektierten
Konzentration des PeonidBiGlucuronids welchesden mit derhdchsten Konzentration
detektierten Mtabolien darstellt Folglich kénnte man sulfatierté®onidinauch dann noch
nachweisen, wenn dieser Stoffwechselweg #a@@ geringer ausgepragt ware, als die
Glucuronidierung. Bezogen auf die urspriingliche Konzentration im Saft/Smoothie ergibt sich
sogar ein Wert von 0,1 ppm an eingetstr Anthocyan, wiehes mit dieser Methode noch
nachgewiesen werden konnte. Ahnliche Werte ergeben siculfatiertes oder methyliertes
Malvidin und Cyanidin Dies bestatigt die Ergebnisse derherigen Messungen, dass die
metabolischen Pfadder Methylierungund Sulfaierung fir die enthaltenen Anthocyane in
derdurchgefihrtetHumanstudienicht vorliegen

Ein spezielles Problemstellt die Methylierungim Verlauf des Metabolismudar. Bei einer
Methylierurg, beispielsweise von Petigdin, wirde Malvidin bzw. IseMalvidin entstehen.
Durch den hohen Anteil an Malvidin in den verschiedenen Proben, kdidéridin und
iso-Malvidin nicht voneinanderunterschieden werden. Eine Methylierung von Malvidin
hingegerkdnnte nachgewiesen werden.

Mit Hilfe von AIF-Experimenten (sieh&apitel 3.3.13) wurde nach anthocyanspezifischen
Fragmenten(Aglyka) gesucht. Alle detektierten Signale konnten durch Glucoside und

Glucuronide der Anthocyane bzw. durch freie Aglyka erklart werden. Dies istiaterer
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Hinweis darauf, dass keine weger (unbekannten) Modifikationen der Anthocyaime
signifikanten Konzentrationen der Probe vorliegen.

Durch die hier beschriebenen Experime(#E mit mehrfachem appliziertem Volumen,
Instrumentierung aus UHPLC und Q Exactive@nn ein Sensitivitdtsprédam bei der
Detektion weiterer Anthocyanmetabolit@usgeschlossen werden. Zudem ist die hier
verwendete Messmethode &ulerst spezifisch (akkurate Massen und detaillierte- MS/MS
Experimente), so dass falsch positive Ergebnisse nahezu ausgeschlossen weskten kén
Insgesamt kdnnen die hier vorliegenden Ergebnisse mit den Arbeiten von Netvalnsehr

gut verglichen werdetr®'®® Hier werden fiir CyanidifDerivate ausspeziellenvioletten
Mohren &hnliche Konzentrationen in Plasnrad Wrin detektiert. Weiterhin koten keine
sufatierten Spezies nachgewiesen werden. Dass keine Glucuronide detektiert,vistrden
dagegen Uberraschenkh der vorliegenden Arbeit konnte@lucuronidevon Malvidin und
Peonidin identifiziert und quantifiziert werdemteressant wiederunst die auch af die
Ergebnisse dieser Arbeit passende Feliisty, dass die Bedeutung desrrespondierenden
Phenolsauré ***im (humanenMetabolismus nach wie vor urgist!’® *°Oftmals werden

die erwarteten Metabolite oder Abbauprodukte nicht detektiert oder nicht in der erwarteten
Quantitat nachgewiesen. Der Verbleib eines Grolteils der Anthocyane ist somit nach wie vor

unklar.
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6. Zusammenfassungnd Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgestellt®lethodeist die erste die hochauflésendeéhochgenaue
Massenspektrometrie in Verbindung mit verschiedenen modernen Fragmentierungsmethoden
und UHPLCfur Anthocyane und deren Metabol@ewendet Diese Methodevurdefir eine
Zellkultur-, Tier und Humanstudie, verbunden mit dentersuchungder eingesetzten
anthocyanreichen Getranked Extraktegenutzt

Detallierte Fragmentierungsexperimente aller Aglyka der Hauptanthocyarger Natur
(Cyanidin  Delphinidin, Malvidin, Pehrgonidin Pemidin und Petinidin) wurden
durchgefuhrtDenFragmentionewon Malvidinwurdenmittels hochauflésendérochgenauer
Massenspektren basierend auf Berechnungeainer Spezialsoftware Strukturen und
Fragmentieungswegeugewiesen

Im DakapoeExtrakt konntendie Glucoside vorMalvidin, Peanidin, Petinidin, Cyanidin und
Delphinidin sowie dieAcetylglucosidevon Malvidin, Pemidin, Petinidin und Dephinidin
bestatigt werden. Erstmals konnten d@umaryblucoside von Malidin, Petnidin,
Pemidin, Delphinidin und Cyanidin, sowieCyanidin3-(6-O-Acetyl-Glucosid) und Malvidin
3-(6-O-CaffeoytGlucosid) erstmals tber detaillierte Fragmentierungsexperimente in Dakapo
detektiert werden.In einer Traube generelkonnte erstmals PehrgonidirGlucosid
nachgewiesen werden. Weiterhin konnte das sehr seltétd-Belphinidin-Glucosid zum

ersten Malein einer Traube nachgewiesen werden. Erstmals wuddecharakteristische
FragmentionewnliesesAglykonszur Identifizieunggenuzt.

In Zellkulturstudien konnten in apikaleBrobeneine Abnahme der Konzentration und in
basalen Proben eine Zunahme der Konzentration der Anthocyane beobachtet werden. Jedoch
konnten nur die eingesetzten AnthocyaesDakapeExtrakis detektiert werdenEs wurden

keine Metabolite, wie Glucuronide nachgewiesgamit konnte die Aufnahme von intakten
AnthocyanGlucosiden durch humane Darmzellen simuliert und beobachtet werden.

Die Tiere der Tierstudieerhielten einen Saft aus Dakapond AccerdTrauben, swie
Heidelbeeren. Die Hauptamttyane waren hier Malvidi,5-Diglucosid, Peonidif8,5
Diglucosid und deren Monoglucosida.Darminhaltproben der Tierstudie konntegben den

im gegebenen Saft vorhandenen Anthocyafreme Aglyka als Metabolite (Darmflay
anhand ihrer Retentionszeit und erstmals mit Hilfe ihrer charakteristischen Fragmentionen

nachgewiesen werderin Plasma und Urinprobender Tiee konnten ebenfalls intakte
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AnthocyanGlucoside und Anthocyabiglucoside detektiert werden. In sehr gerimge
Mengen konnten Glucuronide von Malvidin und Peonidin identifiziert werden.

Analog zur Zellkulturstudie konnten intak#&nthocyane in Plasmaund Urinprobender
Humarstudie nachgewiesenerden. Es konnten weiterhi@lucuronide von Malvidin und
Peonidin deektiert werden diese konntenmittels ihrer charakteristischen Fragmesrien
identifiziert werden. Ebenfalls konnte parallel im negativen lonenmodus3,4
Dihydroxybenzoeséure in humanen Proben detektiert werden. Da diese S&uraichih
unerheblicherBedandteil des gegebenen Saftes darstéll® umol/L), kann hier nicht von
Abbauprodukten des Cyanidinswelches in sehr geringen Konzentrationen vorlag,
unterschiede werden. 3,4-Dihydroxybenzoeséaure stellt das Degradationsprodukt von
Cyanidin dar.

Um weitere Metabolite zu detektieren, wurdeitmife von speziellen Fragmentierungs
e x per i malR‘t)each afthocyanspezifischen Fragmeni{éwylyka) gesucht Alle
detektieren Signale konnten durctie oben beschriebeneglycosiierten, acylierten und
glucurondierten Anthocyane bzwdurch freie Aglykaerklart werden. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass keine weiteren (unbekannten) Modifikationen der Anthocyane in der Probe
vorliegen.

In Darmnhaltproben der Tierstudie konnten kontintieh abnehmende Konzentianen der
Anthocyane vom lleum tuber Caecum zum Colon hin beobachtet werden. In Plasina
Urinproben der Tierstudie wurden speziell von mdm-3-Glucosid hthere Quantitaten
gegenuber Maidin-3-Glucosid detektiert. Dies kann nicht vollends auf die Hunstadie
Ubertragen werden, aber beide Studien weisen in ihren RlasmaJrinproben eine héhere
Konzentration an Peonidi@lucuronid gegenuber MalvidiGlucuronid auf. Dies deutet
darauf hin, dass sich die Aglykonstruktur ebenfalls auf die Metabolisiewmy die
Aufnahme in den Korper auswirkt.

In den Proben deHumanstudie konnten Konzentrationsverlaufe fur Anthodgarcoside
und -Glucuronide von Malvidin und Peonidin beobachtet werden. Die AntheGyacoside
weisen in den Plasmaproben ein Konzerdremaximum(ca. 2-9 nmol/L) bei 6080
Minuten nach Saftgabe auf. Die Glucuronide, welche @usth metaboli€he Reaktionen
entstehen, @isen ein spateres Maximurbei 120 Minuten,auf. In humanen Urinproben
konnte de hdchste Konzentration an Anthocy@tucosiden und-Glucuroniden jeweilsn
der Fraktion 03 Stunden nach Saftgabdetektiert werden(ca. 2-15 nmol/L) Diese
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Ergebnisse sind mit einem Grof3teil zuvor durchgefihrter Studien in Einklang zu bringen und
zeigen, dasglie Anthocyanenur relativ kurz im Korper verbleibenund die maximalen
Konzentrationen von bis ca. 10 nmol/L in Plasnma Vergleich zur gegebenen Mengehr

gering sind.

Die Metabolisierung von Anthocyanen im (menschlichen) Organismus wird in der Literatur
immer noch kontrovers diskutie Der Fokus der vorliegenden Studie und der entwickelten
Analysenmethode waren direkte Metabolite der Anthocyane, wie Glucuronide, sulfatierte und
methylierte VerbindungerDie eingesetzten Anthocyanquellanderer Studiemvurden oft

nicht auf bereits wdandene Phenolsduredie auch als Degradationsprodukte erwartet
wurden, gepruft. Daher wurdan dieser Arbeitexplizit eine Analyse hinsichtlich 3,4
Dihydroxybenzoeséaurien Saft der Humanstudie durchgefuhrt. Diédgenolsaur&onnteim

Saft mit einer Korzentration von 1Qumol/L nachgewiesen werdeimd wurde ebenfallsn
Plasma und Uriner Probanden nach Saftgabe&lonzentrationen von-20 nmol/L (Plasma)

und 2080 nmol/L (Urin) detektiert Diesekannvon Abbauprodukeén ausCyanidin, wie oben
beschriebennicht unterschieden werdejedoch deutet der kinetisch@nzentrationserlauf

und die detektierteKonzentrationerauf eine Aufnahme aus dem Saft.Hmanderen Studien
konnten die postulierten Hauptabbauprodukte in Form der Phenolsauren sehr oft nicht
nachgewiesen werden. Die Annahme, dass diese Abbauprodukte sofort und génzlich in andere
Phenolsduren metabolisiert werden, muss als spekulativ bezeichnet werden. Die Bedeutung
der Bildung von Phenolsauren ianthocyanMetabolismusist daher nicht abscle3end zu
beantwortenEine detaillierte Untersuchung kleinerer (unspezifischer) Abbauprodukte von
Anthocyanen im Organismus wirde die Verwendung isotopenmarkfautgrangsprodukte
voraussetzerDies kdnnte allerdings nur in Tierstudien zur Anwendung komme

Aus ernahrungswissenschaftlicher Sicht wurde insgesamt eine hohere Quantitat an
Metaboliten der Anthocyane, analog zu anderen Flavonoiden, enianetinstrumentierung
bestehend aus dem neuartigen, sensitiveren Massenspektraqhesactive und dem
bestehenden UHPL-System, verbunden mit einkochkonzentriert@ Urinprobe konnte eine
Sensitivitatssteigerung von Faktor 50 erreicht werdeach hier konntendie erwarteten
methylierten oder sulfatierten Metabolite der Anthocyaioht detektiertverden Damit sind

diese metabolischen Produkte fir die Anthocyane Malvidin und Peonidin scheinbar nur von
untergeordneter Bed&ung. Sulfate wurden bisherigeRecherchen zufolge nur fir
Pelargonidin und Cyanidin beschrieb&ne hier gezeigten Ergebnisse kénnedoch durch

99



die angewandten Malnahmen, wie methodisch saubere Arbeit und verschiedene
Identifizierungsexperimente, abgelsert werden. Eine Sulfatierurspwie eine Methylierung

der Hauptanthocyane konnte, wie oben beschrieben, nicht beobachtet werden. Die
widerspricht den Erkenntnissen anderer Studien zu Flavonoiden, wie beispielsweise dem
Quercetin. Die Anthocyane lassen beziglich ihres Verbleibs im Korper und ihres
Metabolismus noch viele Fragen offen und bleiben daher ein interessantes Forschungsfeld.
Die in dieser Arbeit gewonnem Erkenntniss&onnten nur durch eine sehr sensitive, robuste
und dennoch schnelle Analysgewonnen werdenDer Einsatz von hochauflésenden
hochgenaueMassenspdrometern ist in der Bioanalytigtabliert Die hohe Anzahl ud die
hochkomplexa Proben verlangn nach einem ihrer Vielschichtigkeit entsprechenden
AnalysenverfahrenDurch den Einsatz hochauflosendeochgenaueMassenspektrometrie

ist die Quantifizerung direkt aus Massenspektréher die Peakflachen demugehdigen
lonenchromatogrammendglich. Eine sehr stabile hohe Massengenauigkeit (< 1,5 ppm)
ermoglichte hier die Ver we/mnd0002gDies ermogidet s senf
das parallele Erfassaneler Analyten, ohne dass vorher ihre spezifische Retentionszeit oder
ihr Fragmengrungsverhalten bekannt sein ntess Ebenfalls wares mdglich durch
kontinuierliches Wechseln der Polaritat innerhalb einesM&Experiments im positiven und
negativen lonenmodus Daten aufzunehmen, die eine Quantifizierung zul&asemn
dezidierte Frgmenterungsexperimente mit effektiveRragmentierungmethodenkonnten
Metabolite und Analyte, die nicht als Standardverbin@mngerfiigbarwaren (insbesondere
Glucuronide der Anthocyane und acylierte Anthocyam#gntifiziert werden.Interessant

waére esweitere Studiermit der vorliegenden Methode detailliert zu analysigdia Safte

oder Extrakte verwendemwelchereich an Cyanidinoder PelargonidibDerivatensind. Dies

wirde im Detail darlegen welchen Einfluss die Aglykonstruktur auf die jeweilige
metabolische Reaktion haNeue Anthocyanaind deren Metabolitékdnrten mit den hier
aufgefuhrten Methodeaus verschiedensten Proben extrahardrakterisiert und identifiziert
werden ohnedafir eine NMRAnalyse, dieaufwendige Extraktionen erforderturthfihren

zu mussen Die Anwendung der ausgearbeiteten Methoden lasst sich auf viele
Anthocyanquellen ausweiten (Obst, Gemduse, Bliten, div. biologische Flissigkeiten).

Die vielen mdglichen positiven Eigenschaften der Anthocyane in Bezug auf die Gesundheit
des Menschen wurden in erster Linieianvitro-Systememmit sehr hohen Konzentrationen

(teilweise 500 pmol/Lerforscht. Im Kdrper weiseAnthocyanen Blut und Urin, und damit
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auch in vielen inneren Organen, nur eine sehr geringe Konzentratigoaabfl0 nmol/L).
Die Konzentrationst vermutlich zu gering, umnaiinflammatorisch oder antikarmmgen zu
wirken. Dies konnte ebenfali® derTierstudiezusammen mitinser@ Kooperationspartner
aus Karlsruhe (MaRubnerinstitut) bestatigt werdenDie kurz Verweildauer(120-180
Min) im Korper ist, verbunden mit den sehr niedrigen Konzentratioserdeutliches Indiz
den Anthocyanen kee zu grof3en praventiven Poteae zuzuschreiberinsgesamt hat aber
wohl eine ausgewogene Erndhrung mit viel frischelost@nd Gemduse eine grof3ere positive

Wirkung, alsallein darauf zu achtehohe Mengen an Anthocyanen zu sich zu nehmen.
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Anhang

A.1 Materialien, Chemikalien und Gerate

A.1.1 Materialien und Chemikalien

TabelleA-1: Lige der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller Artikelnummer
Strata X Kartusche 30mg, 1m Phenomenex 730039-11
Strata X Kartusche 100mg, Phenomenex 29510
6mL
OASIS HLB 30 mg 1mL Waters WAT094225
Flasche G1/10 klar, ImL | CSChromatographie Service Gmblk 301131
Schraubkappe mit Septum| CS-Chromatographie Service Gmb 97578
Mikroeinsatz mit Feder, | CS-Chromatographie Service Gmb, 301401
150mL
Safe lock Gefal3: 0,5 mL 0030 121.023
1,5mL Eppendorff 0030 120.086
2,0 mL 0030 120.094
Pipettenspitzen
20uL (lange Spitze) 5242 956.003
20uL (lange Spitze, schmal) 0030 001.222
50-1000uL Eppendorff 0030.000.919
2-200pL 0030.000.870
0,1-100uL 0030.000.811
0,1-20uL 0030.000.838
5um-Nanospray (Glas) DNU-MS GbR BM120F10
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TabelleA-2: Liste der verwendeten Chemikalien

Substanz Hersteller Artikelnummer
PetunidinChlorid Extrasynthese (Genay) 0942
Muyrtillin -Chlorid Extrasynthese (Genay) 0938

Peondin-3-GlucosidChlorid Extrasynthese (Genay) 0929
CyaninChlorid Extrasynthese (Genay) 0932 S
Pelargonidir3-Rutinosid Extrasynthese (Genay) 0943
Cholorid
Oeninchlorid Roth, Karlsruhe K030.1
Kuromaninchlorid Roth, Karlsruhe 6136.1

Methanol Lichrosolv Merck 1.06007.2500
Acetonitril Lichrosolv Merck 1.00030.2500
Ameisensaure 98% Fluka 94318
Wasser (for HPLC) SigmaAldrich 95304
Suprapur Salzsaure 30% Merck 1.00318.0250
Trifluoressigsaure Fluka 91699
3,4DHB Aldrich D10.980
2-Chlor-5-Nitro-Benzoesaurg Fluka 25415
Syringasaure Merck 8.08638.0100
Stickstoff, flissig Linde 2200901
A.1.2 Gerate
SPEKammer
Chromabon8 Vakuumkammer mit 12 Positionen
REF: 730150
Vakuumpumpe
KNF NeubergerB811KT.18
Seriennummer: 2.04745584
Pipetten
Eppendorff0,1-2,5uL; 0,510uL; 20-200uL; 1061000uL
Mikrowaage

Mettler-ToledoAX26 Comparatoy SNR: 1121433491
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Ultraschallbad
VWRT2023SX
Seriennummer: 17515
Autoklav

SystedX-65
Seriennummer: DO575
Auflichtmikroskop
Zeiss,Stemi DRC (2,5und 4fache Vergréf3erung)
Zentrifuge

Eppendorff minispin
Seriennummer: 545201987
Morser

Pistill

A.1.3 Flissigchromatographen

A.1.3.1 SUMMIT (Kapillar -LC)

Pumpe:

P580 A HPG

Seriennummer: S/N 1780004

Entgasungseinheit:

DEGASYS DG 1210

Probengeber:

ASF100T Automated Sample Injector

Seriennummer: S/N 6680504

Detektor:

uUVvD 340U

Seriennummer: S/N 1910002

Saulen:

NUCLEOSIL 300 C18 Saule MachereyNagel GmbH + Co. K@ 150x1 mm
(ID),PartikelgrofRe 5 um

Luna C18 Phenomengx150x1 mm (ID), Partikelgrof3e 3 pm
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A.1.3.2UltiMate 3000 LHPLC

Entgasungseinheit:

Model: Degasser
Seriennummer: 8032346
Pumpe:

Model: HRG 3200 RS
Seriennummer: 8031762
Probengeber

Model: WPS3000 TRS
Seriennummer: 8032329
Saulenofen

Model: TCG300 RS
Seriennummer: 8050703
UV/VIS-Detekter: DAB3000
Seriennummer: 8050556
Saule:

100 mm x 2.1 mm (ID) KinetexPhenomenexAschaffenburg) Umkeaphasensaule (C18),
Partikelgréf3e 2.6 um

A.1.4 Massenspektrometer

A.1.41LTQ FT ULTRA (FT -ICR-MS)

Model: FinniganLTQ FT
Seriennummer: SN 6115 F

A.1.4.2 LTQ Orbitrap Discovery

LTQ Orbitrap Discovery
SN01656

A.1.4.3 Exactive Orbitrap und Q Exactive Orbitrap

Exactive Orbitrap:
Model: EXACTIVE
Seriennummer: SN 01173 P
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Q Exactive Orbitrap:
Model Q EXACTIVE
Seriennummer: SN 01202 L
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A.2 Charakteristische Fragmentionen fur Aglyka der Anthocyane aus

Standardverbindungen mittels hochauflésender, akkurater MS

Tabelle A-3: Detektierte Fragmentionen von Cyanidin, in rot neue Fragmentionen, orange hinterlegt: nur mit -HCD

Fragmentierung detektiert.

CyanidinFragmente Zusammensetzun{ Detektiertes Signal Massen

Fragment Theor. Massem/z m/z genauigkeit/
vergleichbarBarneset
al.t? Nur in HCD detektiert LTQ OrbitrafDiscovery ppm
Cy3-glc 449,1078 GiH1On1
Cyanidin 287,055 CisHi10s 287,0546 -1,393
02K 149,0233 GHsOs 149,023 -1,013
0.24 ¢ 150,0311 GHsOs 150,0309 -1,333
03A 121,0284 GHO, 121,0282 -1,653
0.2B 137,0233 GH:s0; 137,0231 -1,460
0.2B-CO 109,0284 GHsO, 109,0282 -1,834
0.2B -CGCO 81,0335 GHsO 81,0334 -1,234
M- H20 269,0444 CisHeOs 269,0445 0,372
M-CO 259,0601 Ci4H110s5 259,0601 0,000
M-/ wl h 258,05232 CiaH100s 258,0523 -0,078
M-GH,O 245,0447 CiaHeOs 245,0443 -1,632

242,05738 CiaH100, 242,0574 0,083
M-H,O-CO 241,0495 Ci4HOy 241,0496 0,415
M-/ w I-HhO 240,04173 CiaHsO4 240,0417 -0,125
M-CGCO 231,352 CizH1104 231,06518 -0,087
M-GH,O, 229,04946 CizHeO4 229,0495 0,175
M-H,O-GH,O 227,0339 CisH;04 227,0337 -0,881
M-H,O-H,O-CO 223,0389 CiH:0; 223,0389 0,000
M-H,O-COCGCO 217,04953 Ci2HeOy 217,0495 -0,138
M-CHO-CCH 216,04170 CioHgO4 216,0417 0,000
M-CHGCQ 214,06247 CizH100s 214,0625 0,140
M-H,O-COCO 213,0546 CizHy O3 213,0546 0,000
M-H,O-COCGH 212,04676 CisHgOs 212,0468 0,189
M-GH.O, 205,0495 Ci1HOy 205,0495 0,000
M-COCQGCO 203,0703 CioHi1 Os 203,0703 0,000
M-GH,0-CO 203,03392 C1H,0, 203,034 0,394
M-COCQOCCH 202,06243 CioHi00s 202,0625 0,346
M-CHO-CGCO 201,05481 Ci2HoOs 201,0546 -1,044
M-MeOH (CkD)- COCO 200,0467 CioHgOs 200,0466 -0,500
M-H,O-COGH,O 199,039 CoH; O 199,039 0,000

196,05194 CisHgO, 196,052 0,306
M-H2GCGCGH20 195,0441 Csz:H, O, 195,0441 0,000

193,04953 CioHoO;4 193,0495 -0,155
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Fortsetzung Tabelle R

M-CGCOGH,O
M-COCOGH,O-H
M-COCOGH,O-H,
M-COCQ-/ wl h
M-H,O-COGCGCO
M-H,O-CO/ wl h
M-H,O-COCHO
M-CGH,O-GH;O
M-GHs-CQ

M-/ w I-COCOGH,
M-CGCOCQGCO
M-GH,O-GH,O-CO
M-COCOCO/ wl h
M-CGCGOCGCHO
M-COCO/ w I-CHO
M-H,0-COCOGH,O
M-CQ-COCOH;O
M-CQ-CO/ w I-HO
M-H,O-COCOCGH,0O
M-CGCOGHs
M-COCOGH,0O
M-CGCOGH,0-CO
M-GH,0-GH,O-COO+H
M-GH,O-COCGMeOH
(CHOH)
M-H,O-COCOCGCO
M-/ w I-HBO-COCOCO
M-GHs-CQ-CO
M-GH,O-GH,O-CGCO
M-H,O-COCOGH,0O-CO
M-H,O-COCOH,0-CO
CO+H
M-H,O-COGCGH,0-CGCO
M-COCOGH,O-GH,
M-CGCOGHs-CO
M-COCOGH,O-COCO
M-CGCOGH,0-CGGH,0O
M-H,O-COCOCOCGCO
M-H,O-COCOGCGCGCGH
M-H,O-COCOCOCOCQOH,
M-GH,O-GH,O-CO
M-GH,O-GH,O-COCO
M-GH,O-GH,O-COCHO
M-GH,O0-GH,O-CGCOCO

191,03388
189,0546
188,0468

187,03896

186,06761
185,0597
184,0519
183,0441

179,03393

177,01823

176,04684
175,0754

175,039

174,06755

173,05972

172,05184
171,0441

169,06472

168,05696
167,0491
165,0182

163,039
161,0597
160,0519

157,02837
157,0648
156,05697
149,02328
147,0441
143,0491

141,0698
139,0542
139,0389
137,02325
133,0647915

131,0491
129,0699
128,0621
127,0542
127,03885
123,04398
121,0284
119,04913

GiHO,
CGiHy O
GuiHsOs
GuHGs
GioH100,
C2Hy O,
Gi2HsO;
GHO;
GH,O,
GHsO,
CioH:Os
G1HL O,
Gt G5
CllHlOOZ
CGHO;
GuiHsO;
CuiH O
CioHoO
GHsO
G.H;, O
G H Oy
GH G
CioHo O
GoHs O

GioH:O;
CGiH O
GuH:O
GHsOs
GH, G,
GoH;, O

GiiHo
CllH7
GH, O,
GH:Os
GH, O
GH,O
Cio Ho
GioHs
G H
GHOs
GH,O,
GHsO,
GH,O

191,0339
189,0546
188,0468
187,039
186,0677
185,0597
184,0519
183,0439
179,034
177,0182
176,0469
175,0754
175,039
174,0675
173,0597
172,0519
171,0441
169,0648
168,057
167,0491
165,0182
161,0597
160,0519

157,0284
157,0648
156,057
149,0233
147,044
143,0491

141,0698
139,0542
139,0389
137,0233
133,0647
131,0491
129,0698
128,062

127,054

127,0389
123,044

121,0283
119,0491
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0,105
0,000
0,000
0,214
0,484
0,000
0,000
-1,093
0,391

-0,169
0,341
0,000
0,000
-0,287
-0,116
0,349
0,000
0,473
0,238
0,000
0,000

0,000
0,000

0,191
0,000
0,192
0,134
-0,680
0,000

0,000
0,000
0,000
0,365
-0,688
0,000
-0,775
-0,781
-1,574
0,394
0,163
-0,826
-0,252




Fortseetzung Tabelle /8

M-H,O-COCGGH,O-CGCO 115,0542268 GH; 115,0542 -0,233
M-GH,O-GH,O-CGH,O 109,02834 GHO, 109,0284 0,550
M-GH,O-COCQOCOCQCO 105,06988 GHo 105,0699 0,190
M-GH,O-CHO-COCQOCQO
(6{0) 103,05424 GH, 103,0542 -0,388
M-GH,O-GH,O-COGCQOCQO
(6{0) 91,0541 GH, 91,0542 1,098
M-GHs-CHO-CGCGCQOCO 79,01778 GH:O 79,0177 -1,012
0,2A+
m/z = 149,0233
0,47
o 0.2A+ ppm ox™ myz = 302,0421
Petunidin m/z = 150,0311 -0,1 ppm
MS/MS m/z = 317,065 -0,23 ppm
HCD =45 eV HO
LTQ Orbitrap XL
Intensitat: S5ES 02g+ 02B+. CO
m/z =167,0338 ——> m/z=139,0389
03A+ +0,1 ppm -0,4 ppm
. 30 m/z = 121,0283
100 ] —0,87 ppm 302,0421
é 60 é 150,0311 274 0472 0,53 ppm
ﬁ w0 3 149,0233 177,0183 '
% . E 126,031 11 0038 167,0339 2t5 04
1210284 ‘ 192,018 205.0999 2170496 0 40 271,0603 294,861
N 1 O o el 7 TN SV B W

m/z

AbbildungA-1: Char&teristische Fragmentionensignale vdPetunidin
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0.2+
m/z = 149,0233

02+ -0,5 ppm
miz = 150,0311 02B*-2CO
0,2 ppm m/z = 65,0386
Pelargonidin Ho +0,3 ppm
MS/MS m/z = 579,171 T
CID=23eV
MS3 m/z =271,060 02B* 02B*- CO
_ m/z =121,0283 ——> m/z=93,0334
HCD = 7,3 ev 03A+ -0,8 ppm -0,9 ppm
LTQ Or.bltrap XL m/z = 121,0283
Intensitat: 4E3 -0,8 ppm
2 R e
100 121,0283 149,0233
] 150,0311
© 80
§ ] 17,0897 Aglykon Pelargonidin
50 93,0334 271,0599
3 -0,5 ppm
240 -
% Josnage 0099 07,0703
= 20| 87,642 \ 141,087 1690846 1890099
o: 58,9969 94,43.51 N 13?14234 | [[1ss.0601 “Iﬂgov‘gﬂs | mspree 2430649353 0492
T T 8\0 T T 1 T T T \12\0 T T T 14\.0 T 1] I16\0 T T \18|o T T T 20|o T T \22\0 T T \24|'0 T T \26\0 T T
miz
AbbildungA-2: Char&teristische Fragmentionensignale vdpelargonidin
0.2A+
m/z = 149,0233
0.2p+ -0,2 ppm
miz = 150,0311 ¢2B*-2C0O
0.1 ppm miz = 97,0284
Delphinidin HO -0.1 ppm
MS/MS m/z = 465,10 T
CID=22eV b2 528+ . CO
3 — ' BT -
MS? m/z =303,050 m/z = 153,0182 ——> m/z = 125,0233
HCD=75eV 03A+ -0,1 ppm -0,3 ppm
LTQ Orbitrap XL m/z = 121,0283
Intensitat: 8E3 -0.4 ppm
A = &
100 — 229,0495
] 125,0233
80
é ] 150,0311
§60: 149,0233
§ 97,0284 153,0182
q 179,0339
£41 121,0283 173,0597
§ ] 107,0702 131,0491 201,0547 Aglykon Delphinidin
207 ‘ ‘ ‘ 159.0441 | |187.0300  [205,0496 3:35-':’5']'31
4 257,0445 -4 m
o L1l H AT .L [l M C L |\ AW | 200018 || 270472 285,030 [306.4206
‘10‘0 H \12‘0 ' ‘14‘0 C I16|O n ‘18‘0 T \20‘0 s ‘22‘0 \ ‘24|0 t IZG‘O t ‘28‘0 s ‘30‘0 o

m/z

AbbildungA-3: Char&teristische Fragmentionensignale vddelphinidin

128



0,2A+

Peonidin m/z = 149,0233
MS/MS m/z = 463,12 ozps 0T ppm -
CID = 25 eV m/z = 150,0311 m/z = 286,0473
MS? m/z 301,070 0.3 ppm *0.5 pem
HCD =55 eV HO
LTQ Orbitrap XL
Intensitat: 7E3 0.2+ 02B*-CO
m/z =151,0380 ——> m/z = 123,0441
03A+ +0,1 ppm +0,3 ppm
m/z = 121,0284
+0,1 ppm
100 — 286.0473
90
N 80 2580524
870
< 60
250
2 40 | 149.0233 202.0625 301.0708
a0 | 150.0311 2300574 CuethiiO
20 —|121.0284 123.0441 161.0389 213.0546 - pem
107 | L 1650182 176 0467 ‘ |216 0417 2430268 268.0367
0 —— [ — T 4 t T B e e B B e C e e T
120 140 160 180 200 220 240 280 280 300
m/z

AbbildungA-4: Charakteristische Fragmeiunensignale von Poenidin
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A.3 MassFrontier und FISh-Suche

MassFrontier 7.0ist eine kommerzielle Software zur Metabolitidentifizierung ausME&
Messungen mit mehreren Funktionen. Eine dieser Funktionen ist FISh (Fragment lon Search).
Hiermit wurden verschiedene Messungen von Traubenextrakten und humarien Pro
bearbeitet. Das Programm ist in der Lage verschiedene Fragmente einer zuvor eingegebenen
Grundstruktur, beispielsweise Malvidin aus der Literatur oder bei unbekannten Verbindungen
mit Hilfe von bestimmten Fragmentierungspfaden zu generieren und diesden
Fragmentspektren zu suchen und zuzuordnen.

Es besteht die Mdglichkeit bei AlExperimenten eine Suche nach Verbindungen mit gleicher
Grundstruktur in LGMS-MessungerdurchzufiihrenDie Signale zeigehierbeidie Intensitat

von Verbindungen gleicherGrundstruktur bzw. Fragmenten aber unterschiedlicher

Precursormasse.

Ermittlung maoglicher Fragmentierungs-Mechanismen und Fragmente:

experimentelle allgemeine Literatur Eintrage
MS" Daten Reaktionsmechanismen MF 7

LC 128 Il Dakapo 50 Test3#314 RT: 27.55 AV:1 NL: 2.70E4 e T owe T e |
T: FTMS + p ESl d Fullms3 493.14@cid25.00 331.09@cid35.00 [80. ... . T | R e .
315.0487

100+ s o > -
807 ° g SO e g o

eoé % | — R .
40%

Relative Abundance

20; 257-‘0535 M.C. Oliveira, P. Esperanca, M A. Ferreira, Characterisation

of anthocyanidins by electrospray ionisation and collision —
induced dissociation mass spectrometry, RCM, 2001, 15, 1525

L e e e B e oy e e L L e e 1
270 280 290 300 310 320

- Moglicher Fragmentierungs-Mechanismus
und Strukturen von Fragmenten

OH
-~ 0
_ead o o
O " O O R O
P -
B o /
T oH

m/z299 0550
m'z 331.0812 mz316.0578 m'z316.0578

AbbildungA5: Durchfiihrung einefFIShSuche auslen MS Daten mittels der allgemeinen Reaktionsmechanismen und Eintrage

der Literatur hin zu Fragmentierungsvorschlégen
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Ein weiterer Vorteil dieser Software ist die Mdglichkeit fir verschiedene Fragmente den
jeweiligen moéglichen Fragmentierungsweg zu berechnen. Die Zuweisung dereRtagms

dem Molekilm/z=299,0535n Abbildung A5 wurde mitHilfe der FISh-Suche gestaltet. Die
FISh-Suche wird mit den ilbbildungA 6 gezeigten kemischen Reaktionsmechanisnfién

die Zuweisung des Fragmentierungswegs durchgefihrt, aber ebenso werden auf bereits in der
Literatur angegebene spezifische Fragmentierungen aufgefuhrt.

Ionization Cleavages Hydrogen Rearrangements Electron Shifts

o -Bond Dissociation

o. -Cleavage Radical-Site Rearrangement Electron Sharing
+e

i —2 . i = | O On tHy +H’ I (ﬁ/ 68 CH
e /U\ ;L/ P U T U N 1>

7T —Bond Dissociation Hydrogen Radical Lost o, B —Charge-Site Rearrangement Charge Stabilization
a H H
LI X i . 3 tHp +.7 ct
\/\\ s S OH -H OH )L+/ — - "
+ . K/ lk/ Ui N x>
IR e NN Hp  HO
+H

Inductive Cleavages Radical Resonance
Non-Bonding Electron Lost

0 o tHp H$ 4o +
i | H,O\/ —_— \\ H - OH
S i i
- ~ +
)J\ —_ (a]
o~

\/
il \
07 | &

& e Cha.xge Site Re&nmgemem =
co
Protonation |U\/\ —_— +/\
/

-H: ¥
HO/\ et HO/\

0
Hydride Abstraction

Adduct Formation

Charge-Remote Rearrangement
mot N +
HO —_— Hy +
o ali /T —e R
+ H Copyright ® 1398-2010 HighChern, Ltd.

AbbildungA 6: Allgemeine Reaktionsmechanismen fur die Zuweisung von Rregtierungspfaden(aus Software

Unterlagen der Software MassFrontier, Thermo Fisher Scientific)
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A.4 Anthocyane in Dakapo-Extrakt und Metabolite, hochaufgeldste,
akkurate Massenspektren und mit akkurater Masse detektierte
charakteristische Fragmente, div. Stabilititsmessungen

Tabelle A-4: Anthocyane aus Dakap8aft urd Tresterextraktionssaft in mg/l{(via Cy3-glc, HPLC/UV, Mittelwerte aus

Doppelbestimmungen). Pe8-rut wurde in dieser Arbeit als PeB-(6"-O-Coumaryl)gleosid identifiziert (Analyse aus

Geisenheim)

Dakapotrester-
Substanzen Dakapo-Saft extraktionssaft
Delphinidin-3-glucosid 234,4 173,2
Cyanidin3-glucosid 44,0 47,2
Petunidin3-glucosid 204,3 164,5
Peonidin3-glucosid 238,6 345,2
Malvidin-3-glucosid 738,3 767,6
Delphinidin-3-(6"-O-Acetyl)glucosid | 37,8 20,6
Petunidin3-(6"-O-Acetyl)glucosid 42,1 22,6
Peonidin3-(6"-O-Acetyl)glucosid 131,8 137,9
Malvidin-3-(6"-O-Acetyl)glucosid 19,6 13,0
Petunidin3-rutinosid 81,5 74,3
Summe 1.772,5 1.766,1

TabelleA-5: Anthocyne im Extrakt des Saftes der Tierstudie (Analyse aus Geisenheim)

Substanzenn Extrakt Gaft derTierstudie) 9/100g
Delphinidin3,5-diglucosid 0.3
Malvidin-3,5-diglucosid 0.3
Petunidin3,5-diglucosid 0.7
Delphinidin3-glucosid 11
Peonidin3,5-diglucosid 2.5
Malvidin-3,5-diglucosid 3.0
Petunidin3-glucosid 1.0
Peonidin-3-glucosid 1.4
Malvidin-3-glucosid 1.6
Delphinidin3-(6"-O-Acetyl)glucosid 0.2
Petunidin3-(6"-O-Acetyl)glucosid 0.3
Peonidin-3-(6"-O-Acetyl)glucosid 0.3
Malvidin-3-(6"-O-Acetyl)glucosid 0.2
Summe 12.9
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Full MS Spektrum MS/MS (HCD) Spektrum

Cy-3-glc — -
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Abbildung A-7: Identifizierung der HauptanthocyaiMonoglumside mittels exakter Masse des Molekéihs und de

exakten Masse der charakteristischen Fragmentionen
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Abbildung A-8: Identifizierung der bekannten AcetyGlucosideder Anthocyane mittels exakter Masse des Molekilic

sowie der charakteristischen Fragmente
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Abbildung A-9: FullMS-Spektren mit der exakten Masse von P&lglc, Cyacglc und Cycoumarykglc und die

zugedrigen HCI3pektren, welche charakteristische Fragmente zeigen
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Abbildung A-10: FUl-MS-Spektren mit der exakten Masse vdheo, Pet und Delcoumarylglc sowie Mat
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caffeoytglc und die zugedrigen HEEpektren, welche charakteristische Fragmente zeigen
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AbbildungA-11: Charakteristische Fragmente des Aglykons von Peonidin aus seinem Glucuronid
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AbbildungA-12: Besondere Stabilitat des Aglykons von Peonidin im Fragmentierungsexperiment
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TabelleA-6: Stabilitat der Flache des Fragments bei verschiedenen Einstellungen des Isolationsfeast€) Exactive

Isolationsfenster Flache Flache Flache Flache Flache
[ km/z FragmentDel | FragmentCy | FragmentPet | Fragment o | FragmentMal
Stdabw/% Stdabw/% Stdabw/% Stdabw/% Stdabw/%
2 (n=5) 4,7 3,6 4,0 6,9 3,6
1 (n=5) 5,1 4,2 3,3 5,2 2,4
0,5 (n=5) 2,9 3,3 2,3 3,5 3,0
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A.5 Ergebnisse der Zellkulturstudien

TabelleA-7: Degradationsexperiment MaB-glc 50uM 61440 Min, Dreifachbestimmung (LQV)

Degradation Mal-3-glc
Zeit/ min _|Konz./pyM *Stdabw
0 44 5
30 45 5
90 41 1
180 40 2
240 45 4
360 40 3
1440 33 3

TabelleA-8: Zwei Inkubationsexperimentdapikal) Cace2-Zellen mit Mat3-glc 50uM, Dreifachbestimmung (LGV)

Inkubation | Zellkultur Mal-3-glc
Zeit / min Caco2 |Konz./uM + Stdabw
0 49 1
30 100% 18 1
90 100% 18 2
180 100% 18 1
240 100% 22 1
Inkubation | Zellkultur Mal-3-glc
Zeit / min Caco2 |Konz./puM =+ Stdabw
0 49 1
30 100% 17 2
90 100% 21 3
180 100% 21 2
240 100% 24 1

TabelleA-9: Degradationseperiment zu Tabelle 1@ DakapeL6sung 50uM, Dreifachbestimmung ({LG/)

Degradation Del-3-glc Cy-3-glc Pet-3-glc Peo-3-glc Mal-3-glc
Zeit /min [Konz. /pM +Stdabw  Konz. / pM +Stdabw  Konz. / uM +Stdabw  [Konz. / pM +Stdabw  [Konz. / pM +Stdabw
0 58 0,4 54 0,1 12 1 19 1 55 2
30 4,9 0.4 5,0 0,1 10 1 17 1 45 1
920 3.9 0.3 4,9 0,2 8,1 L1 16 | 40 3
180 32 0.3 4,9 0,1 6.9 0.8 17 1 42 1
240 3.0 0,1 4.5 0,1 5.5 0.8 15 1 37 3
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TabelleA-10: Zwei Inkubationsexperimentdapikal) Cace2-Zellen mit Dakaped.dsungsOuM, Dreifachbestimmung (LOV)

Inkubation| Zellkultur Del-3-glc Cy-3-glc Pet-3-glc Peo-3-glc Mal-3-glc
Zeit / min | Caco-2 [Konz. / pMiStdabw  [Konz. / pM+tStdabw  Konz. / pM+EStdabw  [Konz. / pM+Stdabw  Konz. / pMEStdabw
30 100% 1.3 0.3 3.8 0.1 9.7 0.1 17 1 47 1
90 100% 1.3 0.0 1.6 0.1 1.3 0.1 5.5 1.1 12 3
180 100% 1.3 0.0 1.3 0.0 1.5 0.0 2.5 1.0 3.2 2.7
240 100% 1.3 0.0 1.3 0.0 1.5 0.0 2.5 0.4 3.0 1.8
0 3.8 0.6 3.5 0.6 9.3 2.1 14 49 1
30 100% 6.8 1.0 33 0.2 8.7 1.0 14 1 39 2
90 100% 4.9 0.6 3.1 0.2 7.3 0.7 13 1 35 2
180 100% 4.4 0.2 3.1 0.1 7.5 0.5 14 1 40 2
240 100% 3.6 0.2 3.0 0.1 6.9 0.4 14 1 39 1
TabelleA-11: Degradationsexperiment €1440 Mnuten einer 50uM Dakape_dsung bei pH=7
Degradation Del-3-glc Cy-3-glc Pet-3-glc Peo-3-glc Mal-3-glc
Zeit / min Konz. / pM +Stdabw Konz. / pM £Stdabw Konz. / nM £Stdabw [Konz. / pM +£Stdabw [Konz. / pM +Stdabw
0 8.5 0.2 1.6 0.1 8.3 0.4 12 0.6 43 0.6
30 7.1 0.1 1.5 0.1 7.2 0.2 11 0.4 39 0.8
90 5.0 0.1 1.5 0.1 5.9 0.3 11 0.4 37 0.3
180 2.9 0.1 1.5 0.1 4.6 0.2 11 0.4 36 0.7
240 2.3 0.1 1.4 0.1 4.2 0.2 11 0.5 36 0.6
360 1.4 0.1 1.4 0.1 3.3 0.4 10 1.0 34 2
450 0.6 0.2 1.2 0.1 2.2 0.3 10 0.5 33 0.4
1440 0.0 0.0 0.8 0.1 0.1 0.1 6.0 0.4 19 1
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TabelleA-12: Zellkulturexperimente diverseZellmischunger{apikal)inkubiert mit 50uM Dakapolésungbzgl. Mat3-gic),

Dreifachbestimmunger{LCGUV)

Inkubation| Zellkultur Del-3-glc Cy-3-glc Pet-3-glc IK Peo-3-glc Mal-3-glc
Zeit / min | Caco-2:HT29 Konz. / nMzStdabw Konz. / pM +Stdabw Konz. / pM +Stdabw Konz. / pM +Stdabw Konz. / pM +Stdabw
0 7.9 0.1 1.6 0.0 8.1 0.2 12 0.1 43 0.5
30 09:01 6.2 0.1 1.3 0.0 6.6 0.1 11 0.2 36 0.3
90 09:01 5.0 0.1 1.1 0.0 5.9 0.2 10 0.6 34 1.6
180 09:01 33 0.0 0.9 0.1 4,7 0.2 9.4 0.1 33 0.4
240 09:01 3.1 0.0 1.0 0.0 5.0 0.1 10 0.2 36 0.8
360 09:01 2.3 0.0 0.9 0.0 4.4 0.0 9.0 0.0 34 0.5
450 09:01 2.2 0.0 0.8 0.0 4.5 0.1 9.0 0.1 36 0.0
1440 09:01 0.4 0.0 0.2 0.0 2.0 0.0 3.6 0.1 24 0.1
0 8,0 0,0 1,6 0,0 8,1 0,1 13 0,0 42 0,6
30 09:01 6,0 0,0 1,2 0,0 6,3 0,0 10 0,0 33 0,1
90 09:01 4,3 0,0 11 0,0 5,2 0,1 8,9 0,2 30 1,0
180 09:01 3,3 0,1 1,0 0,0 4,8 0,0 8,9 0,0 30 0,2
240 09:01 2,9 0,0 1,0 0,0 4,6 0,1 9,3 0,1 31 0,0
360 09:01 2,1 0,0 0,9 0,0 4,1 0,1 8,8 0,1 31 0,4
450 09:01 1,6 0,1 0,5 0,0 3,6 0,0 8,8 0,1 31 0,1
1440 09:01 0,4 0,1 0,3 0,0 2,0 0,0 4,2 0,1 24 0,6
0 7,9 0,1 1,6 0,0 8,1 0,2 12 0,1 43 0,5
30 08:02 6,0 0,1 1,2 0,0 6,4 0,2 10 0,3 35 1,1
90 08:02 4,5 0,1 11 0,0 5,5 0,2 9,9 0,0 33 0,3
180 08:02 3,8 0,1 1,0 0,0 5,3 0,1 10 0,3 35 0,0
240 08:02 3,3 0,1 1,0 0,0 5,0 0,1 9,5 0,4 35 0,0
360 08:02 2,9 0,1 0,9 0,0 5,0 0,1 9,2 0,4 37 1,1
450 08:02 2,3 0,0 0,8 0,0 4,6 0,1 8,6 0,4 36 0,4
1440 08:02 0,7 0,0 0,2 0,0 2,6 0,1 4,0 0,1 28 0,0
0 8.0 0.0 1.6 0.0 8.1 0.1 13 0.0 42 0.6
30 08:02 5.9 0.0 1.2 0.0 6.2 0.1 9.9 0.0 33 0.4
90 08:02 4.7 0.0 1.1 0.0 5.5 0.1 9.5 0.0 31 0.2
180 08:02 3.6 0.0 1.0 0.0 5.2 0.2 9.4 0.1 32 0,1
240 08:02 3.0 0.0 0.9 0.0 4.6 0.1 8.8 0.2 31 0.0
360 08:02 2.3 0.0 0.8 0.0 4.3 0.1 8.1 0.2 31 0.1
450 08:02 1.9 0.0 0.8 0.0 38 0.1 7.9 0.2 31 0.2
1440 08:02 0.6 0.0 0.2 0.0 2.3 0.0 3.3 0.2 24 0.3
0 7,9 0,1 1,6 0,0 8,1 0,2 13 0,1 43 0,5
30 07:03 5,3 0,0 1,0 0,0 5,8 0,0 9,5 0,1 34 0,0
90 07:03 4,3 0,1 0,9 0,0 51 0,1 9,1 0,2 32 0,4
180 07:03 3,7 0,0 0,9 0,0 51 0,0 9,6 0,1 36 0,2
240 07:03 3,1 0,1 0,8 0,0 4,3 0,6 8,7 0,2 33 1,4
360 07:03 2,6 0,0 0,8 0,0 4,6 0,1 9,3 0,2 37 0,1
450 07:03 2,2 0,1 0,7 0,0 4,4 0,1 8,7 0,2 37 0,7
1440 07:03 0,5 0,0 0,2 0,0 2,0 0,2 3,3 0,3 25 1,9
0 8,0 0,0 1,6 0,0 8,1 0,1 13,1 0,0 42 0,6
30 07:03 5,5 0,0 11 0,0 5,8 0,1 9,5 0,2 31 0,3
90 07:03 4,2 0,0 1,0 0,0 5,0 0,1 8,9 0,3 30 0,3
180 07:03 3,4 0,0 1,0 0,0 4,9 0,1 9,4 0,2 32 0,3
240 07:03 3,0 0,0 1,0 0,0 4,8 0,1 9,3 0,2 33 0,1
360 07:03 2,3 0,0 0,8 0,0 4,3 0,0 8,4 0,1 32 0,0
450 07:03 2,2 0,0 0,8 0,0 4,5 0,1 8,7 0,1 36 0,2
1440 07:03 0,5 0,0 0,2 0,0 2,3 0,0 3,7 0,1 26 0,2
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Tabelle A13 Zellkulturexperimente diverse Zellmisahgen (apikal), Inkubation mit 50pl

Mal-3-glc Lésung, Zweifachbestimmungen (U®)

Inkubation | Zellkultur Mal-3-glc
Zeit / min | Caco-2:HT29 [Konz. / ptM =+ obere/untere Grenze
27 0,2
22 0,0
21 0,1
23 0,1
21 0,1
25 0,1
23 0,2
24 0,1
29 04
24 0,2
22 0,1
24 0,2
24 0,0
24 0,0
25 0,1
24 0,3
27 0,2
22 0,0
21 0,2
23 0,1
24 0,0
24 0,2
24 0,1
22 0,0
29 04
23 0,3
23 0,0
24 0,0
24 0,3
24 0,1
24 0,0
22 0,1
28 0,2
22 0,0
22 0,2
22 0,0
23 0,1
23 0,3
24 0,0
22 0,0
28 0,0
23 0,3
22 0,5
25 0,9
25 0,1
25 0,3
26 0,6
24 0,3
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TabelleA-14: Basale Zellkompartimentélnkubation mit Mal3-glc jew. 50 uM LGMS)

Inkubation Zellkultur Inkubations-| Del-3-glc | Cy-3-glc | Pet-3-glc |Pe073fglc |Malf3fglc‘ Mal-glu ‘ Peo-glu
Zeit / min | Caco-2:HT29 losung Konz. basales Zellkompartiment / nM
basal ng = nicht quantifizierbar

0 Mal-3-gle nq ng nq nq nq nq nq
30 Caco-2 Mal-3-glc nq ng ng nq nq nq nq
90 Caco-2 Mal-3-glc nq ng ng 1.3 25 nq nq
180 Caco-2 Mal-3-glc nq ng nq 1.6 32 nq nq
240 Caco-2 Mal-3-glc nq ng ng 34 61 ngq nq
0 Mal-3-glc nq ng ng nq nq nq nq
30 Caco-2 Mal-3-glc nq ng nq nq 0.8 nq nq
90 Caco-2 Mal-3-glc nq ng ngq nq 4.1 nq nq
180 Caco-2 Mal-3-glc nq nq nq 1.4 22 nq 1nq
240 Caco-2 Mal-3-glc ngq ng ng 3.8 66 ngq nq
0 Mal-3-glc nq ng ngq nq nq nq nq
30 Caco-2 Mal-3-glc nq nq nq nq 0.0 nq nq
90 Caco-2 Mal-3-gle nq nq nq nq 0.6 nq nq
180 Caco-2 Mal-3-glc nq ng ng 0.1 2.7 nq nq
240 Caco-2 Mal-3-glc nq ngq nq 0.2 1.4 nq 1nq
0 Mal-3-gle nq ng nq nq nq nq nq
30 09:01 Mal-3-glc nq ng ng nq 1.9 nq nq
90 09:01 Mal-3-gle nq nq nq 0.1 4.7 nq nq
180 09:01 Mal-3-glc nq ng nq 0.6 18 nq nq
240 09:01 Mal-3-glc nq nqg nq 1.0 18 nq nq
0 Mal-3-glc nq nq nq nq 1nq nq 1nq
30 09:01 Mal-3-glc nq ngq nq nq 1.0 nq nq
90 09:01 Mal-3-glc nq ng ng 0.2 4.3 nq nq
180 09:01 Mal-3-glc nq nq nq 0.2 9.5 nq 1nq
240 09:01 Mal-3-glc nq ngq nq 0.8 13 ngq ngq
0 Mal-3-glc nq ng ng nq nq nq nq
30 08:02 Mal-3-glc nq nq nq 0.0 3.1 nq nq
90 08:02 Mal-3-glc nq ng ngq 0.3 10 nq nq
180 08:02 Mal-3-glc nq ng ng 0.8 22 nq nq
240 08:02 Mal 3-glc nq nq nq 1.4 37 ngq 1nq
0 Mal-3-glc nq ng ngq nq nq nq nq
30 08:02 Mal-3-glc nq ng ng nq L5 nq nq
90 08:02 Mal-3-gle nq nq nq 0.1 5.7 nq nq
180 08:02 Mal-3-glc nq ng ng 0.2 14 nq nq
240 08:02 Mal-3-glc nq nq nq 0,6 17 nq nq
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TabelleA-15: Basale Zellkompartimente (Inkubation mit Dakaplodsung, jew. 50uM)massenspektrometrische Analyse

Inkubationv| Zellkultur |Inkubations-|Del-3-glc | Cy-3-glc | Pet-3-glc | Peo-3-glc ‘Mal{’:fglc |Malfglu | Peo-glu
Zeit /min |Caco-2:HT29 losung Konz. basales Zellkompartiment / nVL
basal nq = nicht quantifizierbar

0 Dakapo nq nq nq nq ngq nq nq
30 Caco-2 Dakapo nq nq nq nq nq 1nq nq
90 Caco-2 Dakapo nq nq nq nq ngq nq nq
180 Caco-2 Dakapo nq nq nq nq nq 1nq nq
240 Caco-2 Dakapo ngq ng ngq 0.2 0.7 ng ng
0 Dakapo nq nq nq nq nq 1nq nq
30 Caco-2 Dakapo nq nq nq nq ngq nq nq
90 Caco-2 Dakapo nq nq nq nq ngq nq nq
180 Caco-2 Dakapo nq 1.9 1.7 42 63 nq nq
240 Caco-2 Dakapo ng 5.3 0.6 89 157 ngq ng
0 Dakapo nq nq nq nq ngq nq nq
30 09:01 Dakapo nq nq nq 22 29 nq nq
90 09:01 Dakapo nq nq 0.0 54 9.0 nq nq
180 09:01 Dakapo nq 0.4 nq 18 25 1nq nq
240 09:01 Dakapo nq 1.1 0.4 20 31 nq ng
0 Dakapo nq nq nq nq ngq nq nq
30 09:01 Dakapo nq nq nq 1.7 21 nq nq
90 09:01 Dakapo nq 0.1 nq 4,6 6.6 1nq nq
180 09:01 Dakapo nq 1.3 1.7 31 44 nq nq
240 09:01 Dakapo nq 0.7 0.3 13 19 ng ng
0 Dakapo nq nq nq nq ng nq ng
30 08:02 Dakapo nq nq 0.1 3.0 4,2 1nq nq
90 08:02 Dakapo nq 0.4 nq 9.4 10 nq nq
180 08:02 Dakapo 0.1 0.7 1.1 16 22 nq nq
240 08:02 Dakapo ng 1.1 ng 25 36 ng ng
0 Dakapo nq nq nq nq nq 1nq nq
30 08:02 Dakapo nq 0.1 nq 3.5 4.9 nq nq
90 08:02 Dakapo nq 0.2 10,9 18 ngq nq nq
180 08:02 Dakapo nq 1.6 0.5 35 46 nq nq
240 08:02 Dakapo ng 0.9 ng 26 39 ngq ng
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A.6 Ergebnisse der Tierstudie

TabelleA-16: Anthocyane in Plasmaprobe(Tierstudie

Tier |Del-3,5-dglc [Cy-3,5-dglc[Pet-3,5-dglc| Peo-3,5-dglc [Mal 3,5-dglc[Del-3-glc|Cy-3-glc| Pet-3-glc [Peo-3-glc Mal-3-glc|Peo-glu | Mal glu
Konzentration Plasma /nM
ng = nicht quantifizierbar
10 a nq 0.8 L3 7.5 5.5 L5 0.7 1.0 2.8 1.9 0.7 nq
10b nq 0.2 0.3 3.3 2.4 0.5 nq 0.4 1.1 0.8 nq nq
14 a nq 0.3 0.4 2.8 1.9 0.8 nq 0.4 1.1 0.8 0.4 nq
14b nq 0.5 0.8 4.4 3.0 0.8 0.4 0.7 L3 1.0 0.3 nq
27a nq nq nq 1.1 0.7 nq nq nq 0.3 0.4 0.2 nq
27b nq nq nq 1.8 1.3 0.5 nq 0.4 0.8 0.5 nq nq
19a nq nq nq nq nq 04 nq nq ngq ngq nq nq
19b nq nq nq nq nq 0.3 nq nq ngq ngq nq nq
25a nq nq nq nq nq nq nq nq ng ng nq nq
25b nq nq nq nq nq nq nq nq ngq ngq nq nq
32a nq nq nq nq nq 04 nq nq ngq ngq nq nq
32b nq nq nq nq nq nq nq nq nq nq nq nq

TabelleA-17: Anthocyane in 24KUJrin (Tierstudi€e)

Tier | Del 3,5 dglc|Cy 3,5 dglc|Pet 3,5 dglc| Peo 3,5 dglc [Mal 3,5 dglc|Del 3 glc|Cy 3 glc| Pet 3 gic [Peo 3 glc[Mal 3 gl Peo glu | Mal glu
nmol / 24h Urin
ng = nicht quantifizierbar
10a 0.1 0.1 0.3 2.5 1.9 0.4 0.3 0.3 1.1 0.8 0.1 ngq
10b 0.1 0.1 0.2 2.4 1.9 0.4 0.4 0.3 1.6 1.1 0.1 0.1
14a ngq 0.1 0.2 2.2 1.7 0.3 0.3 0.3 1.3 0.9 0.1 nq
14b nq 0.1 0,2 2.5 1.8 0.4 0.3 0.3 1.2 0.9 0.1 nq
27a 0.1 0.3 0.6 4.8 3.5 0.6 0.6 0.4 1.7 1.4 0.1 0.1
27b 0.1 0.1 0.2 2.3 1.7 0.3 0.2 0.2 1.0 0.7 0.1 ng
19a nq nq nq nq nq 0.1 nq nq nq nq nq nq
19b nq nq ngq ngq nq 0.1 nq ngq nq nq ngq nq
25a nq nq ngq ngq nq 0.1 nq ngq nq nq ng nq
25b nq nq nq nq nq nq nq nq nq nq ngq nq
32a nq nq ng 0.1 nq 0.1 nq ngq nq nq ng nq
32b ng ng ng ng ng 0,1 ngq ng nq nq ng nq
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TabelleA-18: AnthocyanDiglucoside in FazesprobgTierstudie)

Tier Del-3,5-dglc Cy-3,5-dglc ‘ Pet-3,5-dglc ‘ Peo-3,5-dglc Mal-3,5-dglc
nmol / g Fiizes
nq = nicht quantifizierbar
10a nq nq nq 8.6 5.8
10b nq nq ngq 12 8.0
14 a nq 1nq nq 5.0 3.6
14 b nq 1nq nq 3.8 24
27a nq nq ngq 3.1 1.7
27b ng ng ng 5.1 4.0
19a nq nq ngq nq nq
19b ng nq ng nq ng
25a nq nq nq nq nq
25b nq nq ngq nq ngq
32a nq nq ngq nq ngq
32b ng ng ng nqg ng

TabelleA-19: Restliche Anthocyane in FazesprobgFierstudie)

Tier Del-3-glc | Cy-3-glc | Pet-3-glc | Peo-3-glc ‘ Mal-3-glc | Peo-glu | Mal-glu | Aglykon Peo | Aglykon Mal
nmol / g Fizes
nq = nicht quantifizierbar
10 a 6.4 2.6 10 25 41 nq nq nq nq
10b 10 7.3 14 38 55 nq ngq nq nq
14 a 5.3 4.8 7.3 24 32 nq nq nq nq
14 b 3.7 2.2 6.6 24 33 nq nq nq nq
27a 3.0 5.5 6.0 22 32 nq ngq nq nq
27b 4.7 3.3 6.8 20 29 ng ng nq nq
19a nq nq nq nq nq nq ngq nq nq
19b nq nq nq nq nq nq nq nq nq
25a nq nq nq nq nq nq nq nq nq
25b nq nq nq nq nq nq ngq nq nq
32a nq nq nq nq nq nq nq nq nq
32b ng ng ngq ng ng ng ng nq nq
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TabelleA-20: AnthocyanDiglucoside in DarminhalterfTierstudie) (Messunsicherheit 8.0%, vgl. Kapitel 3.3.2.4)

Darm- |Del 3,5 dglc |Cy 3,5 dglc| Pet 3,5 dglc | Peo 3,5 dglc |Mal 3,5 dgle
Tier |abschnitt nmol / g Gewebe
nq = nicht quantifizierbar
Tleum 11 20 30 212 122
10a (Colon 1.0 1.9 3.0 26 18
Caecum 1.2 2.6 3.9 29 19
eum 1.2 5.1 5.9 79 37
10b |Colon nq 0.5 0.7 7.5 4.8
Caecum ng 0,3 0.5 5.2 3.6
eum 13 21 28 207 125
14a [Colon nq nq 0.7 10 8.4
Caecum ng ng ng 5.8 5.0
eum nq nq nq 7.8 3.8
14b  |Colon nq nq nq 6.8 5.2
Caecum ng ng ng 2.8 1.4
eum nq 2.2 2.8 21 12
27a |Colon nq 0.3 0.5 43 3.0
Caecum ng 0,3 0.5 4,5 3.3
eum 7.4 12 17 114 61
27b |Colon nq nq 0.2 2.1 1.5
Caecum ng ng 0.3 2.5 2.1
eum nq nq nq ng nq
19a |Colon nq nq nq nq nq
Caecum nq nq nq nq nq
eum nq nq nq ng nq
19b Colon nq nq nq nq nq
Caecum nq ng ng ng nq
eum nq nq nq ng nq
25a |Colon nq nq nq nq nq
Caecum ng ng ng ng ng
eum nq nq nq ng nq
25b Colon nq nq nq nq nq
Caecum nq nq nq nq nq
eum nq nq nq ng nq
32a |Colon nq nq nq nq nq
Caecum nq ng ng ng nq
eum nq nq nq nq nq
32b Colon nq nq nq nq nq
Caecum ng ng ng ng ng
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Tabelle A-21: Restliche Anthocyane in DarminhaltgfTierstudie) (Messunsicherheit 8.0%, vgl. Kapitel 3.3.2.4)

Darm- |Del-3-glc | Cy-3-glc |Pet—3—glc‘ Peo-3-glc |Mal—3—glc | Peo-glu |Mal—glu |Aglyk0n Peo‘Aglykon Mal
Tier @abschnitt nmol / g Gewebe
nq = nicht quantifizierbar
Teum 74 138 127 228 136 nq nq 0.8 nq
10a (Colon 8.2 8.5 1 36 48 nq ng 2.8 3.3
Caecum 9.6 9.3 13 29 43 ng ngq 4.8 5.8
Teum 17 31 25 62 63 ngq nq nq nq
10b (Colon 2.1 2.5 3,1 9,2 12 nq nq nq nq
Caecum 1.7 1.6 2.3 6.0 8.3 ng ng 0.3 0.2
Teum 70 62 118 219 236 nq nq nq nq
14a |Colon 7.0 5.1 6.8 17 29 nq nq nq nq
Caecum 3.7 2.6 34 12 18 nq ng ng ngq
Teum 3.9 5.6 5.9 20 15 nq nq nq nq
14b  |Colon 2.2 1,9 2.8 10 14 nq nq nq nq
Caecum 1.4 2.1 24 7.6 5.6 ng ng ng ng
Tleum 6.6 7.4 11 29 30 nq nq nq nq
27a |(Colon 1.9 1.6 2.3 6.7 9.8 nq nq 0.3 nq
Caecum 2.1 1.7 2.9 8.2 13 nq ngq 0.7 0.9
Teum 44 39 71 108 151 nq nq nq 0.6
27b |Colon 1.1 1.1 1.5 4.5 6.1 nq ng 0.2 ng
Caecum 1.0 0.6 1.5 4.1 6.0 ng ng 0.7 0.8
Tleum nq ng nq nq ng nq nq nq nq
19a |Colon nq nq nq nq nq nq nq nq nq
Caecum nq ng ng ng ng ng ng ng ng
Tleum nq ng nq nq ng nq nq nq nq
19b [Colon nq nq nq ng ngq nq ng ng ng
Caecum ng ng nq ng ng nq ng ng ng
Tleum nq ng nq ngq ng ng ngq ngq ng
25a |Colon nq nq nq nq nq nq nq nq nq
Caecum ng ng nq ng ng ng ng ng ng
Tleum nq ng nq nq nq nq nq nq nq
25b [Colon nq nq nq ng ngq nq ng 0.3 ng
Caecum nq ng ng ng ng ng ng ng ng
Tleum nq ng nq ngq ng ng ngq ngq ng
32a |Colon nq nq nq nq nq nq nq nq nq
Caecum ng ng nq ng ng nq ng ng ng
Tleum nq ng nq nq ng nq nq nq nq
32b (Colon nq nq nq nq nq nq nq nq nq
Caecum ng ng nq ng ng ng ng ng ng
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A.7 Ergebnisse Humanstudie

TabelleA-22: Anthocyane, Malglu und Pecaglu sowie 3,4DHB in Plasma Proband C@@essunscherheit 810%, vgl.

Kapitel 3.3.2.4)

Proband Plasma Del-3-glc ]Cy—.?o—glc] Pet—3—glc]Pe0—3—glc h\-‘lal—3—glclPe0—glul1\-'Ial—glu]3,4—DHB
C40 / Min Konz. Plasma / nV
VT nach Saftzabe nq=nicht quantifizierbar
2 0 nq nq nq nq nq nq nq 2.6
2 10 nq nq 0.0 0.1 0.1 nq nq 5.3
2 20 0.1 0.1 0.1 0.1 0.3 nq nq 5.9
2 30 0.2 0.1 0.1 0.6 1.0 nq nq 7.4
2 40 0.4 0.4 0.4 1.1 2.0 0.6 0.1 8.7
2 60 0.4 0.6 0.5 1.6 2.8 1.2 0.3 9.8
2 90 0.5 0.3 0.3 0.9 2,2 2.6 1.0 5.8
2 120 0.2 0.3 0.2 0.6 1.4 2,7 1.3 5.3
3 0 0,0 nq nq nq nq nq nq 0.9
3 10 nq nq nq 0.0 0.1 nq nq 23
3 20 0.1 0.1 nq 0.2 0.4 0.2 0.1 3.8
3 30 0.1 0.3 nq 1.0 2.0 0.4 0.2 7.5
3 40 0.4 0.5 0.2 1.8 3.8 0.7 0.4 10.1
3 60 0.3 0.4 0.1 1.4 3.5 1.2 0.7 9.2
3 90 0.0 0.2 0.0 0.6 L5 2.0 L5 6.4
3 120 0.1 0.1 ngq 0.4 1.1 24 1.8 5.1
4 0 nq nq nq nq nq nq nq 1.1
4 10 nq nq nq 0.0 0.0 0.0 nq 24
4 20 nq 0.0 0.0 0.1 0.3 0.3 0.2 24
4 30 0.1 0.0 0.1 0.2 0.4 0.4 0.2 2.6
4 40 0.2 0.0 0.2 0.5 0.9 0.7 0.4 3.4
4 60 0.2 0.0 0.2 0.4 1.1 0.9 0.5 3.5
4 90 0.2 0.1 0.1 0.3 0.8 L.9 1.0 3.9
4 120 0.0 0.0 0.1 0.2 0.7 2,2 1.5 1.7
5 0 nq nq nq nq nq nq nq nq
5 10 nq nq nq 0.1 0.1 0.1 0.1 4.9
5 20 0.2 0.0 0.2 0.9 1.7 0.6 0.3 11.5
5 30 0.6 0.1 0.7 2,2 4.2 0.9 0.5 8.5
5 40 1.2 0.2 1.4 4.2 7,7 1.4 1.0 10.0
5 60 2,0 0.5 24 6.7 13,3 1.9 1.3 133
5 90 1.0 0.2 1.1 3.2 6.6 2.4 24 4.7
5 120 0.4 0.1 0.5 1.3 3.4 2.6 2.0 6.8

1
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TabelleA-13: Anthocyane, Malglu und Peeglu sowie 3,4DHB in Plasma Proband C@essunsicherheit 8.0%, vgl.
Kapitel 3.3.2.4)

Proband Plasma Del-3-glc }Cy—.}—glc} Pet-3-glc } Peo-3-glc }h-‘lal—3—glc}Pe0—glu} Mal-glu } 3,4-DHB
C41 / Min Konz. Plasma / nM

VT nach Saftgabe nq=nicht quantifizierbar

2 0 nq nq nq nq nq nq nq .8
2 10 nq nq nq 0.1 0.1 nq nq 3.1
2 20 0.0 0.1 0.1 0.2 0.3 0.0 nq 4.4
2 30 0.1 0.1 0.2 0.6 0.9 0.1 nq 5.4
2 40 0.2 0.2 0.2 0.6 1.2 0,2 nq 3

2 60 0.4 0.4 0.2 0.9 1.7 0.3 0.0 4.7
2 90 0.2 0.2 0.2 0.7 L5 0.7 0.1 6.0
2 120 0.2 0.2 0.2 0.5 1.3 1.0 0.2 7.3
3 0 nq nq nq nq 0.0 0.1 nq 1.1
3 10 nq nq nq nq 0.0 nq nq 2.0
3 20 0.0 0.0 nq 0.1 0.2 0.0 nq 4.0
3 30 0.1 0.1 0.0 0.5 0.9 0.1 0.0 438
3 40 0.0 0.2 0.1 0.6 0.8 0.1 0.0 4.0
3 60 0.1 0.3 0.1 1.0 1.9 0.3 0.2 5.0
3 90 0.1 0.1 0.0 0.4 1.0 0.5 0.2 7.8
3 120 0.1 0.1 0.0 0.4 0.9 0.7 0.3 7.5
4 0 nq nq nq nq nq nq nq nq
4 10 nq nq nq 0.0 0.1 nq nq 1.8
4 20 0.0 nq 0.0 0.2 0.3 0.0 nq 23
4 30 0.1 0.1 0.1 0.3 0.8 0.1 0.1 3.1
4 40 0.1 0.0 0.1 0.4 0.8 0.2 0.1 4.6
4 60 0.1 0.0 0.1 0.4 0.9 0.5 0.2 4.4
4 90 0.1 0.0 0.1 0.4 0.7 0.7 0.4 5.2
4 120 0.1 | 0.1 0.2 0.6 0.8 0.4 3.5
5 0 nq nq nq nq nq 0.1 nq nq
5 10 0.7 0.2 0.6 L5 2.9 0.1 nq 1.9
5 20 0.8 0.2 0.8 1.6 34 0.2 0.1 2.0
5 30 0.6 0.2 0.6 1.2 2,5 0.4 0.2 3.8
5 40 0.5 0.1 0.5 0.9 1.7 0.9 0.2 3.5
5 60 0.5 0.1 0.5 0.9 L 0.9 0.3 5.6
5 90 0.3 0.1 0.3 0.6 1.0 0.6 0.6 3.8
5 120 0.3 0.1 0.3 0.5 1.1 0.5 0.7 4.6
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TabelleA-24: Anthocyane, Malglu und Peeglu sowie 3,4-DHB in Plasma Proband C@8essunsicherheit 80%, vgl.
Kapitel 3.3.2.4)

Proband Plasma Del-3-glc }Cy—.}—glc} Pet—3—glc}Pe0—3—glc}1\-'131—3—glc}Pe0—glu}1\-'Ial—glu}3,4—DHB
C43 / Min Konz. Plasma / nM
VT nach Saftgabe nq=nicht quantifizierbar
2 0 nq nq nq nq nq nq nq 3.0
2 10 nq nq nq 0.0 0.1 nq nq 4.7
2 20 0.0 nq nq 0.2 0.3 0.0 0.0 4.7
2 30 0.1 0.1 0.0 0.3 0.6 0.2 0.1 6.4
2 40 0.1 0.1 0.0 0.5 0.9 0.3 0.1 6.7
2 60 0.2 0.2 0.1 0.9 1.7 0.7 0.3 7.3
2 90 0.1 0.1 0.1 0.5 1.0 0.8 0.4 7,7
2 120 0.1 0.1 0.0 0.4 0.9 1.4 0.5 6.8
3 0 nq nq nq nq nq nq nq 1.0
3 10 nq nq nq 0.0 0.0 nq nq 23
3 20 0.0 nq 0.0 0.1 0.2 0.1 0.0 1.7
3 30 0.1 nq 0.0 0.1 0.3 0.2 0.1 1.8
3 40 0.1 0.0 0.1 0.2 0.4 0.5 0.2 24
3 60 0.1 0.0 0.1 0.3 0.6 1.0 0.4 2.0
3 90 0.1 0.0 0.1 0.3 0.7 1.8 0.8 2.6
3 120 0.2 0.0 0.2 0.3 0.7 2,2 0.9 2.1
4 0 nq nq nq nq nq nq nq nq
4 10 nq nq 0.0 0.1 0.1 0.1 nq 1.2
4 20 0.1 0.0 0.1 0.1 0.2 0.1 nq 1.1
4 30 0.1 0.1 0.1 0.3 0.5 0.4 0.2 L5
4 40 0.1 0.1 0.1 0.4 0.7 0.4 0.1 L5
4 60 0.7 0.3 0.4 1.2 2.6 1.0 0.5 2,2
4 90 0.5 0.3 0.5 1.3 24 1.1 0.5 1.1
4 120 0.4 0.2 0.3 0.6 1.5 0.9 0.5 1.1
5 0 nq nq nq nq nq nq nq 0.8
5 10 nq nq nq 0.1 0.1 0.1 nq 1.7
5 20 0.0 nq 0.0 0.2 0.3 0.3 0.1 24
5 30 0.0 nq 0.1 0.2 0.5 0.5 0.3 3.2
5 40 0.1 nq 0.1 0.4 0.7 0.8 0.4 4.2
5 60 0.2 0.0 0.2 0.7 1.1 1.3 0.6 6.0
5 90 0.1 nq 0.2 0.5 1.0 2.0 1.1 3.6
5 120 0.1 | 0.1 0.4 0.9 2,2 1.2 3.8
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TabelleA-25: Anthocyane, Malglu und Peeglu sowie 3,4DHB in Plasma Proband C@8essunsicherheit 8.0%, vgl.
Kapitel 3.3.2.4)

Proband Plasma Del-3-glc k?y—.}—gld Pet—3—glc}Pe0—3—glc ]Mal—3—glc}Pe0—glu}Mal—glu}3,4—DHB
C45 / Min Konz. Plasma / nM
VT nach Saftgabe nq=nicht quantifizierbar
2 0 nq 0.1 nq nq nq nq nq 2,7
2 10 nq 0.0 nq nq 0.0 nq nq 5.4
2 20 0.0 0.1 0.0 0.2 0.3 0.2 0.0 5.8
2 30 0.1 0.1 0.1 0.3 0.7 0.6 0.2 6.9
2 40 0.1 0.2 0.1 0.4 0.9 1.0 0.3 5.3
2 60 0.2 0.3 0.1 0.1 1.6 24 0.7 6.4
2 90 0.2 0.2 0.1 0.4 1.2 3.1 0.9 5.9
2 120 0.2 0.3 0.0 0.4 1.7 4.9 2.0 4.7
3 0 nq nq nq nq nq nq nq nq
3 10 nq nq nq nq nq nq nq 1.6
3 20 0.1 nq 0.0 0.1 0.3 0.3 0.1 3.0
3 30 0.1 nq 0.1 0.3 0.6 0.6 0.3 33
3 40 0.0 nq 0.1 0.3 0.7 0.6 0.4 3.5
3 60 0.1 nq 0.1 0.3 0.8 1.0 0.7 3.0
3 90 0.1 0.0 0.2 0.3 1.0 2,2 L5 2,5
3 120 0.0 0.0 0.1 0.3 0.7 23 1.9 1.6
4 0 nq nq nq nq nq nq nq nq
4 10 nq nq nq 0.0 0.0 0.1 nq 1.2
4 20 0.0 0.0 0.0 0.1 0.3 0.2 0.0 1.7
4 30 0.1 0.1 0.1 0.3 0.5 0.3 0.0 1.7
4 40 .2 0.1 0.2 0.4 1.0 0.7 0.4 2.0
4 60 0.3 0.2 0.3 0.6 L5 1.8 0.5 23
4 90 0.3 0.1 0.2 0.5 1.4 2,5 1.2 1.8
4 120 0.2 0.1 0.2 0.4 1.2 24 1.6 1.1
5 0 nq nq nq nq nq nq nq 1.0
5 10 nq nq nq 0.1 0.1 nq nq 2.1
5 20 nq nq nq 0.1 0.3 0.3 0.1 3.8
5 30 0.0 nq 0.1 0.2 0.4 0.5 0.4 3.9
5 40 0.0 nq 0.1 0.3 0.5 1.1 0.6 5.1
5 60 0.1 nq 0.1 0.5 0.8 24 1.2 5,7
5 90 0.1 nq 0.1 0.4 1.0 3.9 2.8 4.9
5 120 0.1 | 0.1 0.3 0.7 2.9 2.8 2.8
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TabelleA-26: Anthocyane, Malglu und Peeglu sowie 3,4DHB in Plasma Proband CF(34negativer lonenmodus nicht
verwendbar)(Messunsicherheit 8.0%, vgl. Kapitel 3.3.2.4)

Proband Plasma Del-3-glc }Cy—.?o—glc}Pet—.}—glc }Peo-.?o—glc }1\-‘131—3—glc}Pe0—glu}Mal—glu }3,4—DHB
CF44 / Min Konz. Plasma / nM

VT nach Saftgabe nq=nicht quantifizierbar

2 0 nq nq nq nq nq nq nq nq
2 10 nq nq nq 0.1 0.2 nq nq L5
2 20 0.0 nq 0.0 .2 0.3 0.1 0.1 23
2 30 0.0 nq 0.1 0.3 0.5 0.4 0.3 2,7
2 40 0.0 nq 0.1 0.3 0.5 0.5 0.3 3.1
2 60 0.0 nq 0.1 0.3 0.5 0.8 0.5 3.9
2 90 0.0 nq 0.1 0.3 0.7 1.9 1.2 4.0
2 120 0.0 | 0.1 0.3 0.8 2.0 1.3 2.9
3 0 nq nq nq nq nq nq nq nq
3 10 nq nq nq 0.0 nq nq nq 1.4
3 20 0.0 nq nq 0.1 0.1 0.4 0.2 1.9
3 30 0.0 0.0 0.0 0.1 0.2 0.4 0.4 1.8
3 40 0.1 nq 0.1 0.2 0.3 1.1 0.8 2,7
3 60 0.1 0.0 0.1 0.2 0.4 2.0 1.4 2.6
3 90 0.1 nq 0.1 0.3 0.5 34 2,5 1.4
3 120 0.1 0.0 0.1 0.3 0.6 3.4 3.2 2,
4 0 nq nq nq nq nq nq nq 1.2
4 10 nq nq nq 0.1 0.2 nq nq 2,
4 20 nq nq 0.1 0.2 0.4 0.3 0.1 1.9
4 30 0.0 nq 0.1 0.4 0.6 0.6 0.2 2.6
4 40 nq 0.0 0.1 0.5 0.7 1.0 0.3 3.7
4 60 0.1 nq 0.1 0.4 0.8 1.9 0.8 2.6
4 90 0.1 nq 0.1 0.4 0.8 2,5 1.2 2.6
4 120 0.0 | 0.1 0.4 0.9 3.0 1.6 2.1
5 0 nq nq nq nq nq nq nq -k
5 10 nq nq nq 0.1 nq 0.1 nq -k
5 20 nq nq nq 0.3 0.1 0.4 nq -k
5 30 nq nq nq 0.4 0.4 0.4 0.2 -k
5 40 nq nq nq 0.6 0.4 0.8 0.3 -k
5 60 nq nq 0,1 0.6 0.6 1.1 0.3 -k
5 90 nq nq 0,1 0.6 0.6 1.8 0.6 -k
5 120 1nq 1q 0,2 0.6 0,7 1.9 1.0 -

154



TabelleA-27: Anthocyane, Malglu und Peeglu sowie 3,4DHB in Plasma Proband CR48negativer lonenmodus nicht
verwendbar)(Messunsicherheit 8.0%, vgl. Kapitel 3.3.2.4)

Proband Plasma Del-3-glc }Cy—.}—glc} Pet-3-glc } Peo-3-glc }h-‘lal—3—glc}Pe0—glu} Mal-glu } 3,4-DHB
CF46 / Min Konz. Plasma / nM
VT nach Saftgabe nq=nicht quantifizierbar
2 0 nq 0.0 nq nq nq nq nq 5.1
2 10 nq nq nq 0.0 0.0 nq nq 438
2 20 0.0 0.0 nq 0.1 0.2 0.2 0.2 438
2 30 0.1 0.1 0.0 0.1 0.4 0.8 0.7 5.2
2 40 0.0 0.1 0.0 0.2 0.5 2.1 1.0 5,7
2 60 0.1 0.1 0.0 0.2 0.6 34 1.6 7.4
2 90 0.1 0.1 0.0 0.3 0.9 6.3 3.2 7.0
2 120 0.1 0.1 | 0.2 0.7 4.9 3.2 5.0
3 0 nq nq nq nq 0.0 0.1 nq 1.7
3 10 nq nq nq nq nq nq nq -k
3 20 0.0 nq 0.0 0.1 0.3 0.4 0.2 2.9
3 30 nq 0.0 0.1 .2 0.4 0.8 0.5 33
3 40 0.1 0.0 0.0 0.3 0.5 1.7 1.1 43
3 60 0.0 nq 0.1 0.3 0.5 2,7 1.6 33
3 90 nq nq 0.1 0.2 0.6 33 1.7 3.8
3 120 nqg 1nq 0,0 0.2 0,7 4.5 2.8 3.3
4 0 nq nq nq nq nq 0.0 nq nq
4 10 nq nq nq 0.1 0.1 0.1 0.0 1.2
4 20 0.0 0.0 0.0 0.2 0.3 0.4 0.3 1.4
4 30 0.1 0.0 0.1 0.3 0.5 1.1 0.6 2,2
4 40 0.1 0.0 0.1 0.4 0.7 23 1.0 2,2
4 60 0.1 0.0 0.1 0.5 0.8 4.2 1.6 2.8
4 90 0.1 nq 0.1 0.3 0.7 5,7 2,5 2,2
4 120 0.1 0.0 0.1 0.2 0.5 5.1 3.0 1.5
5 0 nq nq nq nq nq nq nq 1.2
5 10 0.0 nq 0.0 0.1 0.3 0.2 0.1 1.9
5 20 0.1 0.0 0.1 0.3 0.5 1.2 0.4 2,5
5 30 0.2 nq 0.2 0.3 0.6 2,5 1.1 3.0
5 40 0.2 nq 0.2 0.4 0.9 43 2.1 3.5
5 60 0.2 0.1 0.2 0.5 1.2 7,7 4.0 4.0
5 90 0.3 nq 0.2 0.4 1.1 9.2 5.4 3.1
5 120 0.1 | 0.2 0.3 0.9 7.7 7.8 2.5
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TabelleA-28: Anthocyane, Matglu und Peeglu sowie 3,4DHB in Plasma Proband CF47 (*=negativer lonenmodus nicht
verwendbar) (Messunsicherheit 8.0%, vgl. Kapitel 3.3.2.4)

Proband Plasma Del-3-glc }Cy—.}—glc} Pet-3-glc } Peo-3-glc }h-‘lal—3—glc}Pe0—glu} Mal-glu } 3,4-DHB
CF47 / Min Konz. Plasma / nM

VT nach Saftgabe nq=nicht quantifizierbar

2 0 nq nq nq nq nq nq nq nq
2 10 nq nq nq nq 0.0 nq nq 1.3
2 20 0.1 nq 0.1 0.2 0.4 0.2 0.0 2,2
2 30 0.1 nq 0.1 0.3 0.5 0.4 0.3 2,2
2 40 0.1 0.0 0.1 0.3 0.7 0.9 0.5 3.6
2 60 0.1 0.0 0.2 0.4 0.8 L5 L2 2.9
2 90 0.1 nq 0.2 0.4 L2 2.0 2.1 0.5
2 120 nqg nqg nqg 1nq 0.8 1.4 3.8 nqg
3 0 nq nq nq nq nq nq nq nq
3 10 nq nq nq 0.0 nq 0.0 nq 0.8
3 20 nq 0.0 0.0 .2 0.3 0.3 0.2 2.3
3 30 0.1 0.0 0.1 0.3 0.5 0.6 0.3 2.0
3 40 0.1 0.0 0.2 0.3 0.6 1.0 0.6 2.5
3 60 0.1 0.0 0.2 0.3 0,8 1.1 0.9 2,2
3 90 0.1 0.0 0.2 0.4 1.1 2.1 2.6 2.0
3 120 0.1 0.0 0.2 0.3 1.0 1.9 2.4 0.5
4 0 nq nq nq nq nq nq nq nq
4 10 nq nq nq 0.0 0.1 0.1 0.0 0.6
4 20 nq nq nq 0.1 0.1 0.3 .2 0.6
4 30 0.0 nq 0.0 0.2 0.3 0.6 0.3 2,7
4 40 nq nq 0.0 0.2 0.3 0.8 0.3 3.4
4 60 0.0 nq 0.1 0.3 0.4 1.7 0.6 3.7
4 90 nq nq 0.1 0.2 0.5 1.8 1.7 1.7
4 120 nqg 1nq 0,1 0.2 0.5 1.5 1.6 nqg
5 0 nq nq nq nq nq nq nq -k
5 10 nq nq nq 0.1 0.1 nq nq -k
5 20 nq nq nq 0,2 0.2 0.2 nq -k
5 30 Probe nicht messbar aufgiund von Niederschlag

5 40 Probe nicht messbar aufgiund von Niederschlag

5 60 Probe nicht messbar aufgiund von Niederschlag

5 90 Probe nicht messbar aufgiund von Niederschlag

5 120 Probe nicht megsbar aufgrund von Niederschlag
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TabelleA-29: Anthocyane, Malglu und Pecglu sowie 3,4DHB in Plasma Proband C F48 (*= negativer lonenmodus nicht
verwendbar)(Messunsicherheit 8.0%, vgl. Kapitel 3.3.2.4)

Proband  Plasma Del-3-glc |Cy-3-glc| Pet-3-glc| Peo-3-glc[Mal-3-glc[Peo-glu/ Mal-glu|3,4-DHB
CF48 / Min Konz. Plasma / nM
VT nach Safteabe ng = nicht quantifizierbar
2 0 nq nq nq nq nq 0.2 nq nq
2 10 nq nq nq 0.0 0.1 nq nq nq
2 20 nq 0.0 nq 0.1 0.3 0.1 0.1 0.8
2 30 0.1 0.1 nq 0.3 0.6 0.3 0.1 0.9
2 40 0.1 0.1 0.0 0.5 1.1 0.5 0.4 nq
2 60 0.1 nq 0.1 1.0 0.7 1.2 0.4 -
2 90 0.0 0.1 nq 0.3 0.6 1.0 0.7 0.5
2 120 ng 0.0 ng 0.2 0.5 1.0 0.9 0.8
3 0 nq nq nq nq nq nq nq 1.4
3 10 nq nq nq nq 0.0 nq nq 1.8
3 20 0.0 nq 0.0 0.1 0.3 0.1 0.1 1.5
3 30 0.1 nq 0.1 0.2 0.6 0.2 0.1 2.7
3 40 0.1 nq 0.1 0.3 0.8 0.6 0.3 2.9
3 60 0.2 0.0 0.2 0.4 1.2 1.0 0.6 3.5
3 90 0.2 nq 0.2 0.5 1.4 1.7 1.3 2.9
3 120 0.2 0.0 0.2 0.3 1.3 1.9 1.8 2.0
4 0 nq nq nq nq nq nq nq nq
4 10 nq nq nq 0.0 nq nq nq 1.2
4 20 0.1 0.0 0.0 0.1 0.3 0.2 0.1 2.2
4 30 0.1 0.0 0.1 0.2 0.5 0.3 0.1 2.2
4 40 0.1 0.1 0.1 0.3 0.8 0.7 0.4 2.6
4 60 0.2 0.1 0.2 0.3 0.9 1.3 0.6 2.7
4 90 0.2 0.0 0.2 0.4 1.0 2.3 1.2 3.7
4 120 0.1 0.0 0.2 0.3 1.0 2.4 1.5 1.7
5 0 nq nq nq nq 0.0 nq nq 2.8
5 10 nq nq nq 0.1 0.2 0.1 0.0 7.2
5 20 0.0 nq 0.1 0.3 0.5 0.3 0.2 8.1
5 30 0.1 nq 0.1 0.4 0.7 0.6 0.3 8.8
5 40 0.1 nq 0.1 0.5 0.9 0.8 0.4 14
5 60 0.0 0.0 0.1 0.6 0.8 1.4 0.6 21
5 90 0.1 nq 0.1 0.4 1.0 1.7 1.5 6.0
5 120 0.1 ng 0.1 0.3 0.8 1.5 1.7 5.1
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TabelleA-3014: Anthocyane, Maiglu und Peeglu sowie 34-DHB in Plasma Proband CHA®essunsicherheit 8.0%, vgl.
Kapitel 3.3.2.4)

Proband Plasma Del-3-glc |Cy-3-glc| Pet-3-glc Pe0—3—glc]1\-‘13]—3—glc]Pe0—glu]1\-'Ial—glu 3,4-DHB
CF49 / Min Konz. Plasma / nM

VT nach Saftgabe nq = nicht quantifizierbar

2 0 nq nq nq nq nq nq nq nq
2 10 nq nq nq nq 0.0 nq nq 1.8
2 20 nq nq nq 0.1 0,2 0.1 nq 1.9
2 30 0.0 nq 0.0 0.2 0.4 0.3 0.1 3.3
2 40 0.1 0.1 0.0 0.5 0.7 0.5 0.1 54
2 60 0.1 0.1 nq 0.4 0.6 0.5 0.1 3.6
2 90 0.1 0.1 0.0 0.3 0.8 0.8 0.2 4.5
2 120 0.0 0.1 0.0 0.2 0.4 0.4 0.1 3.9
3 0 nq nq nq nq nq 0.1 nq 0.4
3 10 nq nq nq nq 0.0 0.1 nq 1.4
3 20 0.0 nq 0.0 0.1 0.1 0.1 nq 2.3
3 30 0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.1 nq 2,5
3 40 0.1 0.1 0.1 0.3 0.4 0,2 0.0 24
3 60 0.1 0.0 0.1 0.3 0.5 0.6 0.1 3.5
3 90 0.1 0.0 0.1 0.2 0.5 0.9 0.2 2.9
3 120 0.1 0.0 0.1 0.2 0.4 1.0 0.3 1.7
4 0 nq nq nq nq nq nq nq nq
4 10 nq nq nq nq nq nq nq 1.9
4 20 0.0 0.0 0.0 0.2 0.3 0.0 nq 2,7
4 30 0.1 0.1 0.2 0.9 1.3 0.3 0.1 3.3
4 40 0,2 0.2 0.3 1.1 1.9 0.3 0.1 4.8
4 60 0.3 0.1 0.4 1.2 1.9 0,7 0.2 4.1
4 90 0,2 0.1 0.2 0.7 1.3 1.0 0.2 2,7
4 120 0.1 0.1 0.2 0.5 0.9 0.8 0.2 2.0
5 0 nq nq nq nq nq nq nq 1.2
5 10 nq nq nq 0.0 0.0 nq nq 2,5
5 20 0.0 0.0 0.0 0.1 .2 0.2 0.0 3.1
5 30 0.0 0.0 0.1 0.2 0.3 0.3 0.1 4.0
5 40 0.1 0.1 0.1 0.3 0.5 0.6 0.1 4.4
5 60 0.1 0.1 0.2 0.4 0,7 1.3 0.2 4.6
5 90 0.1 0.0 0.2 0.3 0.6 1.6 0.3 3.7
S 120 0.1 0.0 0.2 0.3 0.6 1.4 0.3 3.0

Fur nachfolgende Werte der Urinproben gilt allgemein, dass durch die Umrechnung auf
nM/mg Kreatinin sehr kleine Werte erhalten werdeDie Auflistung von vier

Dezimalstellen beidieser Angabe sagt nichts tber deren Signifikanz aus!
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TabelleA-31: Anthocyane, Malglu und Peeglu sowie 3,4DHB bezogen auf Kreatinin in Urin Proband @Keeatininwert bestimmt am Institit fir ErnahrungswissenschaftedIi(U Giel3en

Messunsicherheit dr urspriinglichen massenspektrometrischen Messun@®%, vgl. Kapitel 3.3.2.4. Nathmrechnung auhM/mg Kreatinin Angabe vorier Dezimalstelleh

Del-3-glc | Cy-3-glc | Pet-3-glc | Peo3-glc |Ma|-3—g|c| Peoglu | Mal-glu | 3,4DHB

Del-3-glc | Cy-3-glc

Pet-3-glc | Peo3-glc | Mal-3-glc |

Peaglu | Mal-glu

| 3,4DHB

Proband Urin Kreatinin
C 40 Fraktion / h Konz. Urin / nM / (mg/dL) Konz. Urin / (nM / mg Kreatinin)
VT ng = nicht quantifizierbar ng = nicht quantifizierbar
2 -1-0 nq ngq ngq nq nq nq nq 48 22,0 nq ng ng nq nq nq nqg 0,22
2 0-3 0,7 nq 0,8 3,7 4,2 4,3 1,6 269 26,1 0,0027 nq 0,0031 0,0140 0,0160 0,0165 0,0060 1,03
2 3-6 0,1 0,4 0,1 1,0 1,7 2,7 15 32 32,5 0,0004 0,0011 0,0004 0,0031 0,0052 0,0083 0,0046 0,10
2 6-9 nq 0,3 nq 0,2 0,1 13 0,3 63 12,2 nq 0,0024 nq 0,0017 0,0011 0,0107 0,0029 0,52
2 9-12 nq 0,3 ng nq nq 0,1 nq 20 51,8 nq 0,0005 nq nq nq 0,0003 nqg 0,04
2 12-15 nq nq nq nq nq nq nq 26 48,2 nq nq nq nq nq nq nq 0,05
2 15-24 nq nq nq nq nq ng ng 24 46,1 nq nq nq nq nq ngq ngq 0,05
B -1-0 nqg nq nq nq nqg nq nq 34 23,5 ng ng ng nq nq nq nq 0,01
B 0-3 0,6 nq 0,5 3,6 3,2 2,6 1,0 55 9,4 0,0061 nq 0,0056 0,0381 0,0338 0,0278 0,0106 0,59
B 3-6 nq 0,8 nq 1,3 1,5 33 15 20 34,4 nq 0,0022 nq 0,0037 0,0044 0,0096 0,0044 0,06
B 6-9 nqg nq nq 0,2 nqg 0,3 0,2 6,9 23,1 ng ng ng 0,0008 nq 0,0014 0,0007 0,03
B 9-12 0,1 0,3 0,1 nq 0,4 0,2 nq 25 49,7 0,0002 0,0006 0,0002 nq 0,0007 0,0004 nq 0,05
3 12-15 0,1 0,2 nq nq 0,2 nq nq 42 51,1 0,0002 0,0004 nq nq 0,008 nq nq 0,08
B 15-24 nqg ng ng nqg nq nq nq 38 86,3 nq ng ng nq nq nq nq 0,04
4 -1-0 nq nq ng nq 0,1 nq nq 75 10,8 nq ng ng nq 0,0013 nq nq 0,07
4 0-3 0,2 0,1 0,2 0,8 84 2,0 0,8 21 10,8 0,0015 0,0009 0,0018 0,0079 0,0775 0,0189 0,0078 0,20
4 3-6 nq 0,2 nq nq 1,0 15 0,5 39 66,4 nq 0,0003 nq nq 0,0015 0,0023 0,0008 0,06
4 6-9 0,7 0,9 0,2 0,5 0,3 0,5 0,3 107 112,0 0,0006 0,0008 0,0002 0,0004 0,0003 0,0004 0,0002 0,10
4 9-12 nq 0,2 0,2 nq 0,3 1,4 0,6 132 76,1 nq 0,0003 0,0003 nq 0,0004 0,0018 0,0008 0,17
4 12-15 nq ng 0,1 nq nq nq nq 19 197,0 nq nq 0,0001 nq nq nq nq 0,01
4 15-24 nq ng ng 0,2 nq nq nq 61 82,6 nq ng ng 0,0002 nq ng nq 0,07
5 -1-0 nq nq nq nq nq nq nq 16 60,1 nq nq nq nq nq nq nq 0,03
5 0-3 1,7 1,8 2,1 14 15 3,2 15 40 9,6 0,0175 0,0187 0,0218 0,1496 0,1580 0,0330 0,0154 0,42
5| 3-6 nq 0,5 0,5 1,8 2,8 21 1,3 36 37,8 nq 0,0013 0,0013 0,0047 0,0074 0,0055 0,0034 0,10
5 6-9 0,2 2,9 0,5 nq nq nq nq 35 21,5 0,0009 0,0134 0,0025 nq nq nq nq 0,17
5 9-12 nq 2,2 nq nq nq nq nq 60 114,0 nqg 0,0019 ng nqg nqg nq nq 0,05
5 12-15 nq nq nq nq nq nq nq 42 34,0 nq nq nq nq nq nq nq 0,12
5 15-24 nq ng ng nq nq nq nq 36 75,2 nq ng ng nq nq nq nqg 0,05
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TabelleA-32: Anthocyane, Malglu und Peeglu sowie 3,4DHB bezogen auf Kreatinin in Urin Proband @lfeatininwert bestimmt am Institit fir ErndhrungswissenschaftedIi(U Giel3en

Messunsicherheit der urspriinglichen massenspektrometrischen Messuii§% vgl. Kapitel 3.3.2.4. Naddmrechnung auhM/mg Kreatinin Angabe vorvier Dezimalstelleh

Del-3-glc | Cy-3-glc | Pet-3-glc | Peo3-glc | Mal-3-g|c| Peoglu | Mal-glu | 3,4DHB

| Cy-3-glc

| Pet-3-glc | Peo3-glc | Mal-3-glc |

Mal-glu | 3,4DHB

Proband Urin Kreatinin Del-3-glc Peoglu
C 41 Fraktion / h Konz. Urin / nM / (mg/dL) Konz. Urin / (nM / mg Kreatinin)
VT ng = nicht quantifizierbar nqg = nicht quantifizierbar
2 -1-0 0,6 nq nq nq 0,2 nq nq 26,5 153,0 0,0004 nq ng nq 0,0001 ng ng 0,02
2 0-3 0,5 nq 1,4 7,1 7,9 3,7 0,3 536 124,0 0,0004 nq 0,0012 0,0057 0,0064 0,0030 0,0003 0,43
2 3-6 0,8 nq 0,5 1,2 2,4 14 0,2 148 45,0 0,0018 nq 0,0011 0,0026 0,0052 0,0031 0,0004 0,33
2 6-9 nq 0,4 nq 0,4 1,0 04 nq 78 103,0 nq 0,0004 nq 0,0004 0,0010 0,0004 nq 0,08
2 9-12 nq 0,1 nqg nq 0,1 nq nq 74 101,0 ng 0,0001 ng nq 0,0001 ng ng 0,07
2 12- 15 nq nq nq nq nq nq nq 131 140,0 nq nq nq nq nq nq nq 0,09
2 15-24 nqg nqg nqg nqg ng 0,1 nq 104 31,3 nq nq ng nq nq 0,0003 ng 0,34
3 -1-0 nq nq nq nq nq nq nq 43 160,0 nq nq nq nq nq nq nq 0,03
3 0-3 0,4 0,5 0,7 4,3 4,9 2,1 0,5 144 38,2 0,0011 0,0014 0,0019 0,0112 0,0127 0,0055 0,0012 0,38
3 3-6 nq 0,6 0,4 0,9 1,2 0,9 0,2 12 15,2 nq 0,0038 0,0025 0,0062 0,0080 0,0059 0,0016 0,08
3 6-9 nq 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 nq 12 16,5 nq 0,0011 0,0008 0,0008 0,0012 0,0006 nq 0,08
3 9-12 nq nq 0,1 nq 0,1 nq nq 31 48,8 ng ng 0,0003 nq 0,0002 ng ng 0,06
3 12- 15 nq 57 nq 0,3 ng nq nq 44 65,6 nq 0,0087 nq 0,0004 nq ng ng 0,07
3 15-24 nqg nqg nqg nqg ng nq nq 15 68,1 nq nq ng nq nq ng ng 0,02
4 -1-0 nq nq nq nq ng nq nq 4,8 34,9 nq nq nq nq nq ng ng 0,01
4 0-3 0,2 nq 0,4 1,7 2,1 1,7 0,6 56 10,8 0,0021 nq 0,0034 0,0159 0,0194 0,0160 0,0052 0,53
4 3-6 11 0,3 ng 0,6 0,9 11 0,3 25 46,1 0,0024 0,0007 nq 0,0013 0,0020 0,0023 0,0006 0,06
4 6-9 0,3 nq nq 12 0,6 nq nq 48 29,7 0,0011 nqg ng 0,0417 0,0020 nq ng 0,16
4 9-12 0,3 nq nq 8,5 0,2 0,1 nq 29 50,4 0,0006 nq nq 0,0168 0,0004 0,0002 nq 0,06
4 12-15 nq nq nq 0,6 ng nq nq 129 237,0 nqg nqg ng 0,0002 nqg nq ng 0,05
4 15-24 nq nq nq 0,1 ng nq nq 120 194,0 nq nq ng 0,0001 nq ng ng 0,06
5 =15-0; nq nq nq nq nq nq nq 35 39,8 nq nq nq nq nq nq nq 0,01
5 0-3 0,5 0,4 0,4 17 2,3 0,8 03 37 14,8 0,0032 0,0028 0,0030 0,0114 0,0155 0,0055 0,0019 0,25
5 3-6 0,2 nq nq 0,1 1,1 1,4 0,1 43 69,4 0,0003 nq nq 0,0002 0,0016 0,0021 0,0002 0,06
5 6-9 0,1 nq nq nq ng nq nq 32 37,5 0,0004 nqg ng nqg nqg ng ng 0,09
5 9-12 0,2 nq 0,2 nq ng nq nq 36 53,0 0,0003 nq 0,0004 nq nq ng ng 0,07
5 12-15 nq 0,1 nq nq ng nq nq 116 127,0 nqg 0,0001 ng nqg nqg ng ng 0,09
5 15-24 nq nq nq nq ng nq nq 25 46,2 nq nq ng nq nq ng ng 0,06
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TabelleA-33: Anthocyane, Maiglu und Peeglu sowie 3,4DHB beogen auf Kreatinin in Urin Proband C42 (Kreatininwert bestimmt am Institut fir Erndhrungswissenschaften, JLU Giel3en)
(Messunsicherheit 8.0%, vgl. Kapitel 3.3.2.4)

Proband Urin Del-3-gle | Cy-3-gle | Pet-3-glc | Peo-3-gle Mal-3-gle Peo-glu | Mal-glu | 34 DHB | Kreatinin | Del-3-gle Cy-3-gle Pet-3-glc Peo-3-gle Mal-3-gle Peo-glu Mal-glu | 34-DHB
Cc42 Fraktion/h Konz. Urin /nM / (mg/dL) Konz. Urin /(nM / mg Kreatinin)
VI ng = nicht quantifirierbar ng = nicht quantifizierbar
2 -1-0 ngq ngq ngq ng ng ng ng 70 1670 ng ng ng ng ng ng ng 0,04
2 0-3 02 nq 1.0 5.9 73 5,2 1,3 282 12,6 0,0017 nq 0,0080 0,0468 0,0583 0,0414 0,0103 2,24
2 3.6 03 nq nq 1.1 30 2,6 03 140 343 0,0008 nq nq 0,0032 0,0088 0,0076 0,0025 0,41
2 6-9 04 nq nq 02 05 1,0 02 100 24,0 0,0017 nq nq 0,0007 0,0021 0,0042 0,0008 0,42
2 9-12 ngq ngq ngq ngq 03 07 ng 192 83,7 ng ng ngq ngq 0.0003 0,0009 ng 0,23
2 12-15 ngq ngq ngq ngq ngq ng ng 17 6,5 ng ngq ngq ngq ngq ng ng 0,27
2 15-24 nq nq nq 1nq 1nq 0,2 ng 55 107,0 1nq 1nq 1nq 1nq ng 0,0002 ng 0,05
3 -1-0 ngq ngq ngq ng ng ng ng a7 1020 ng ng ng ng ng ng ng 0,05
3 0-3 05 nq 05 24 31 43 1,3 36 14,0 0,0037 nq 0,0037 00174 0,0222 0,0310 0,0091 0,26
3 3.6 04 nq 23 43 59 1,8 102 91,3 0,0004 nq 0,0007 0,0025 0,0048 0,0064 0,0020 0,11
3 6-9 ngq 0.2 ngq ngq 13 09 0,2 a1 107,0 ng 0,0002 ngq ngq 0,0013 0,0008 0,0002 0,09
3 9-12 ngq ngq ngq ngq 0.2 0,2 01 102 1370 ng ngq ngq ngq 0.0002 0,0002 0,0001 0,07
3 12-15 ngq ngq ngq ng ng ng ng 109 1410 ng ng ng ng ng ng ng 0,08
3 15-24 nq nq nq nq 1nq ng ng 10 46,7 1nq 1nq 1nq 1nq ng ng ng 0,02
4 -1-0 ngq ngq ngq ng ng ng ng 53 1040 ng ng ng ng ng ng ng 0,05
4 0-2 0.8 03 0.8 20 30 5.7 16 26 10,6 0,0080 0,0028 0,0076 00191 0,0285 0,0534 0,0153 0,25
4 3.6 13 04 21 5.0 82 16 6,4 104 105,0 0,0013 0,0004 0,0020 0,0048 0,0078 0,0159 0,0061 0,10
4 6-9 ngq ngq ngq 49 03 0,3 0,1 25 84 ng ngq ngq 00583 0,0040 0,0032 0,0015 0,31
4 9-12 ngq ngq ngq 22 04 0,2 ng 21 15,6 ng ng ngq 0,0140 0,0023 0,0013 ng 0,14
4 12-15 ngq ngq 0.1 0.6 04 0,3 ng 40 20,8 ng ngq 0,0006 0,0030 0,0022 0,0015 ng 0,20
4 15-24 ng ng ng ng 0.6 02 ng 20 411 ng ng ng ng 0.0016 0,0005 ng 0,05
= -1-0 ngq ngq ngq ngq ng ng ng 13 719 ng ng ng ng ng ng ng 0,02
5 0-2 0.3 0.6 0.3 1.1 20 21 0,3 12 7.7 0,0066 0,0073 0,0059 00144 0,0253 0,0266 0,0042 0,16
H 3.6 nq 0.6 0,1 0.6 1.0 2,2 04 ) 50,9 ng 0,0012 0,0002 0,0012 0,0019 0,0043 0,0008 0,08
5 6-9 02 03 ngq ngq ngq 0,5 ng 21 24,4 0,0008 0,0014 ngq ng ng 0,0020 ng 0,09
5 9-12 0.1 0.2 ngq ngq 0.1 0,2 ng 22 24,3 0,0004 0,0006 ngq ngq 0,0004 0,0007 ng 0,09
= 12-15 ngq ngq ngq ngq ngq ng ng 139 20,0 ng ngq ngq ngq ngq ng ng 0,10
5 15-24 nq nq 0.3 nq 1nq ng ng 16 36,0 1nq 1nq 0.0007 1nq ng ng ng 0,05
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TabelleA-34: Anthocyane, Malglu und Peeglu sowie 3,4DHB lezogen auf Kreatinin in Urin Proband C43 (Kreatininwert bestimmt am Institut fir Erndhrungswissenschaften, JLU GielRen)
(Messunsicherheit 8.0%, vgl. Kapitel 3.3.2.4)

Proband Urin Del-3-gle | Cy-3-gle ‘ Pet-3-gle | Peo-3-gle Mal-3-gle Peo-glu Mal-glu 3.4 DHB Kreatinin | Del-3-gle Cy-3-gle Pet-3-gle Peo-3-gle Mal-3-gle Peo-glu Mal-glu 3.4 DHB
Cc43 Fraktion/h Konz. Urin /nM / (mg/dL) Konz. Urin /(nM / mg Kreatinin)
VI ng = nicht quantifizierbar nq = nicht quarntifirierbar
2 -1-0 ngq ngq ngq ng ng ng ng 36 3240 ng ng ng ng ng ng ng 0,01
2 0-2 0.1 02 0.3 33 27 2,0 0,5 225 56,5 0,0002 0,0004 0,0008 0,0039 0,0049 0,0036 0,0009 0,40
2 3-6 ng 02 02 0.8 1.7 23 0,8 51 35,8 ng 0,0005 0,0005 0,0022 0,0046 0,0063 0,0023 0,14
2 6-9 ngq ngq ngq 0.1 03 0,3 ng 17 15,3 ng ng ngq 0,0009 0,0018 0,0019 ng 0,11
2 9-12 ngq ngq ngq ngq 0.1 0,2 ng 5.9 6,3 ng ng ngq ngq 0.0014 0,0027 ng 0,09
2 12-15 ngq ngq ngq ngq ng ng ng 3.4 9,6 ng ng ng ng ng ng ng 0,03
2 15-24 nq nq nq 1nq 1nq ng ng 44 1890 1nq 1nq 1nq 1nq ng ng ng 0,02
3 -1-0 ng ng ng nq 0.1 ng ng 10 104,0 nq nq nq nq 0,0001 ng ng 0,01
3 0-2 1.0 .7 13 56 7.0 13 41 80 57.5 0,0018 0,0013 0,0022 0,0007 00121 0,0240 0,0072 0,14
3 3-6 .7 04 0.8 22 33 5.8 17 28 37,5 0,0018 0,0011 0,0022 0,0038 0,0089 0,0154 0,0044 0,08
3 6-9 0.1 .2 04 12 0,7 2,8 09 20 48,7 0,0002 0,0003 0,0008 0,0024 0,0015 0,0058 0,0018 0,04
3 9-12 ngq 0.1 ngq ngq 05 0,2 0,2 20 10,7 ngq 0,0010 ngq ngq 0,0049 0,0018 0,0015 0,19
3 12-15 ngq 03 ngq ngq ngq 0,5 ng 20 37,7 ng 0,0007 ngq ngq ng 0,0013 ng 0,05
3 15-24 ng ng 02 ng ng ng ng 18 42,3 ngq ng 0.0004 ng ng ng ng 0,04
4 -1-0 ngq ngq ngq ngq ng ng ng 27 817 ng ng ng ng ng ng ng 0,03
4 0-2 16 7 7 8.4 53 2,8 0,2 304 102,0 0,0016 0,0016 0,0017 0,0083 0,0052 0,0027 0,0002 0,30
4 3-6 04 04 04 19 34 13 0,4 33 26,3 0,0016 0,0016 0,0015 0,0071 00128 0,0048 0,0016 0,13
4 6-9 ngq ngq ngq 0.6 1.1 0,4 ng 31 57,1 ng ng ngq 0,0010 0,0020 0,0007 ng 0,05
4 9-12 ngq ngq ngq .2 03 0,1 ng 24 26,7 ng ng ngq 0,0007 0,0012 0,0006 ng 0,09
4 12-15 ngq ngq ngq ngq ngq ng ng 40 63,0 ng ngq ngq ngq ngq ng ng 0,06
4 15-24 ng ng ng ng ng ng ng 16 349 ngq ngq ng ngq ngq ng ng 0,05
= -1-0 ngq ngq ngq ngq ngq ng ng 8,6 39,4 ng ngq ngq ngq ngq ng ng 0,02
5 0-2 04 04 0.3 27 36 5,3 1.4 83 19,1 0,0020 0,0021 0,0029 0,0140 0,0190 0,0279 0,0076 0,44
5 3-6 0.1 04 02 20 48 4,4 2,4 37 79,3 0,0001 0,0005 0,0002 0,0025 0,0060 0,0056 0,0030 0,05
5 6-9 ng 0.1 02 03 1.0 1,0 0,3 21 10,1 ng 0,0015 0,0022 0,0028 0,0095 0,0100 0,0031 0,21
5 9-12 ngq 0.1 ngq 0.1 03 0,3 ng 12 31,8 ng 0,0003 ngq 0,0003 0,0010 0,0010 ng 0,04
= 12-15 ngq ngq ngq ngq ngq 01 ng 27 27,1 ng ngq ngq ngq ngq 0,0004 ng 0,10
5 15-24 ng ng ng ng ng ng ng 55 109,0 ngq ngq ng ngq ngq ng ng 0,05

162



TabelleA-35: Anthocyane, Malglu und Peeglu sowie 3,4DHB lezogen auf Kreatinin in Urin Proband CF 44 (Kreatininwert bestimmt am Institut fir Erndhrungswissenschaften, JLU Gief3en)
(Messunsicherheit 8.0%, vgl. Kapitel 3.3.2.4)

Proband Urin Del-3-gle | Cy-3-gle | Pet-3-gle | Peo-3-gle Mal-3-gle Peo-glu Mal-glu | 3.4 DHB Kreatinin | Del-3-gle Cy-3-gle Pet-3-gle Peo-3-gle Mal-3-gle Peo-glu Mal-glu 3.4 DHB
CF 44 Fraktion/h Konz. Urin /nM / (mg/dL) Konz. Urin /(nM / mg Kreatinin)
VI ng = nicht quantifizierbar ng = nicht quantifizierbar

2 -1-0 ngq ngq ngq ng ng ng ng 9.8 161,0 ng ng ng ng ng ng ng 0,01
2 0-2 ng 0.1 .2 1.0 14 2,0 0,6 41 237 ng 0,0005 0,0007 0,0043 0,0060 0,0083 0,0026 0,17
2 3-6 ng ng 0.1 0.8 12 1,8 0,6 29 1420 ng ng 0,0001 0,0006 0,0008 0,0013 0,0004 0,02
2 6-9 ngq ngq ngq 03 0.8 1.4 0.5 20 1740 ng ngq ngq 0,0002 0.0004 0,0008 0,0003 0,01
2 9-12 ngq ngq ngq ngq ngq 0,2 ng 25 103,0 ng ngq ngq ngq ngq 0,0002 ng 0,02
2 12-15 ngq ngq ngq ngq ngq ng ng 83 7.5 ng ngq ngq ngq ngq ng ng 0,11
2 15-24 nq nq nq nq ngq ng ng 9,0 32,3 ngq ngq ngq ngq ng ng ng 0,03
3 -1-0 ngq 0.2 ngq ngq 1.0 ng ng 38 142,0 ng 0,0001 ngq ngq 0,0007 ng ng 0,03
3 0-3 0,1 02 1,0 nq 2 12 46 148 125,0 0,0001 0,0002 0,0008 ngq 0,0002 0,0103 0,0037 0,12
3 3-6 ngq ngq 04 ngq » 13 0.5 10 7.9 ng ngq 0.0054 ngq 0.0031 0,0170 0,0058 0,14
3 6-9 ngq ngq » ngq 04 0,6 0,2 10 9.1 ng ngq 0.0020 ngq 0.0039 0,0070 0,0019 0,12
3 9-12 ngq 0.1 03 ngq ngq 0,4 ng Ng 53,0 ng 0,0002 0,0005 ngq ng 0,0007 ng ng

3 12-15 ngq ngq ngq ngq 03 0,2 ng 7.7 116,0 ng ng ngq ngq 0.0002 0,0002 ng 0,01
3 15-24 ng ng ng ng 0.1 ng ng 5,1 33,4 ng ng ng ng 10,0004 ng ng 0,02
4 -1-0 ngq ngq ngq 02 04 ng ng 72 80,5 ng ngq ngq 0,0002 0.0005 ng ng 0,09
4 0-2 .2 .2 04 19 3.7 12 3,7 65 225 0.,0009 0,0009 0,0019 0,0082 0,0166 0,0564 0,0166 0,29
4 3-6 ngq 0.1 ngq 0.5 18 4,5 13 31 27,4 ngq 0,0004 ngq 0.0019 0,0065 0,0165 0,0048 0,12
4 6-9 ngq ngq 0.1 ngq 03 12 03 68 45,2 ng ngq 0.0002 ngq 0.0007 0,0027 0,0006 0,15
4 9-12 ngq ngq ngq ngq 0.1 03 ng 82 119,0 ng ng ngq ngq 0.0001 0,0002 ng 0,07
4 12-15 ngq ngq ngq ngq 0.2 ng ng 49 32,6 ng ng ng ng 0.0003 ng ng 0,15
4 15-24 nq nq nq nq 0.1 ng ng 26 14,2 1nq 1nq 1nq 1nq 0.0010 ng ng 0,18
5 -1-0 03 03 0.1 ngq ngq ng ng 47 102,8 0,0003 0,0003 0,0001 ngq ngq ng ng 0,05
5 0-2 ng 0.6 03 0.3 1.0 47 1,8 51 39,5 ng 0,0016 0,0008 0,0013 0,0024 0,0119 0,0046 0,13
= 3-6 ngq 04 ngq 04 0.5 26 10 30 91,5 ngq 0,0005 ngq 0.0005 0,0005 0,0029 0,0011 0,03
H 6-9 nq 03 nq 0,1 0.1 1,0 03 15 6,2 ng 0,0049 nq 0,0019 0,0019 0,0157 0,0045 0,25
= 9-12 ngq » ngq 0.1 03 11 0.4 12 181 ngq 0,0010 ngq 0.0005 0,0014 0,0060 0,0021 0,07
5 12-15 ngq 03 ngq ngq 03 ng ng 61 55,6 ng 0,0005 ngq ngq 0,0005 ng ng 0,11
5 15-24 ng 0.3 ngq ngq 0.1 ng ng 45 456 ng 0.0006 ngq ngq 0.0002 ng ng 0,10
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TabelleA-36: Anthocyane, Malglu und Peeglu sowie 3,4DHBbezogen auf Kreatinin in Urin Proband C45 (Kreatininwert bestimmt am Institut fur Erndhrungswissenschaften, JLU Giel3en)
(Messunsicherheit 8.0%, vgl. Kapitel 3.3.2.4)

Proband Urin Del-3-gle | Cy-3-gle | Pet-3-gle | Peo-3-gle Mal-3-gle Peo-glu Mal-glu | 3.4 DHB Kreatinin | Del-3-gle Cy-3-gle Pet-3-gle Peo-3-gle Mal-3-gle Peo-glu Mal-glu 3.4 DHB
CF 44 Fraktion/h Konz. Urin /nM / (mg/dL) Konz. Urin /(nM / mg Kreatinin)
VI ng = nicht quantifizierbar ng = nicht quantifizierbar

2 -1-0 ngq ngq ngq ngq ngq ng ng 9.8 161,0 ng ngq ngq ngq ngq ng ng 0,01
2 0-2 ng 0.1 .2 1.0 14 2,0 0,6 41 237 ng 0,0005 0,0007 0,0043 0,0060 0,0083 0,0026 0,17
2 3-6 ng ng 0.1 0.8 12 1,8 0,6 29 1420 ng ng 0,0001 0,0006 0,0008 0,0013 0,0004 0,02
2 6-9 ngq ngq ngq 03 0.8 1.4 0.5 20 1740 ng ngq ngq 0,0002 0.0004 0,0008 0,0003 0,01
2 9-12 ngq ngq ngq ngq ngq 0,2 ng 25 103,0 ng ngq ngq ngq ngq 0,0002 ng 0,02
2 12-15 ngq ngq ngq ngq ngq ng ng 83 7.5 ng ngq ngq ngq ngq ng ng 0,11
2 15-24 nq nq nq nq ngq ng ng 9,0 32,3 ngq ngq ngq ngq ng ng ng 0,03
3 -1-0 ngq 0.2 ngq ngq 1.0 ng ng 38 142,0 ng 0,0001 ngq ngq 0,0007 ng ng 0,03
3 0-3 0,1 02 1,0 nq 2 12 46 148 125,0 0,0001 0,0002 0,0008 ngq 0,0002 0,0103 0,0037 0,12
3 3-6 ngq ngq 04 ngq » 13 0.5 10 7.9 ng ngq 0.0054 ngq 0.0031 0,0170 0,0058 0,14
3 6-9 ngq ngq » ngq 04 0,6 0,2 10 9.1 ng ngq 0.0020 ngq 0.0039 0,0070 0,0019 0,12
3 9-12 ngq 0.1 03 ngq ngq 0,4 ng Ng 53,0 ng 0,0002 0,0005 ngq ng 0,0007 ng ng

3 12-15 ngq ngq ngq ngq 03 0,2 ng 7.7 116,0 ng ng ngq ngq 0.0002 0,0002 ng 0,01
3 15-24 ng ng ng ng 0.1 ng ng 5,1 33,4 ng ng ng ng 10,0004 ng ng 0,02
4 -1-0 ngq ngq ngq 02 04 ng ng 72 80,5 ng ngq ngq 0,0002 0.0005 ng ng 0,09
4 0-2 .2 .2 04 19 3.7 12 3,7 65 225 0,0009 0,0009 0,0019 0,0082 0,0166 0,0564 0,0166 0,29
4 3-6 ngq 0.1 ngq 0.5 18 4,5 13 31 27,4 ngq 0,0004 ngq 0.0019 0,0065 0,0165 0,0048 0,12
4 6-9 ngq ngq 0.1 ngq 03 12 03 68 45,2 ng ngq 0.0002 ngq 0.0007 0,0027 0,0006 0,15
4 9-12 ngq ngq ngq ngq 0.1 03 ng 82 119,0 ng ng ngq ngq 0.0001 0,0002 ng 0,07
4 12-15 ngq ngq ngq ngq 0.2 ng ng 49 32,6 ng ng ng ng 0.0003 ng ng 0,15
4 15-24 nq nq nq nq 0.1 ng ng 26 14,2 1nq 1nq 1nq 1nq 0.0010 ng ng 0,18
5 -1-0 03 03 0.1 ngq ngq ng ng 47 102,8 0,0003 0,0003 0,0001 ngq ngq ng ng 0,05
5 0-2 ng 0.6 03 0.3 1.0 47 1,8 51 39,5 ng 0,0016 0,0008 0,0013 0,0024 0,0119 0,0046 0,13
= 3-6 ngq 04 ngq 04 0.5 26 10 30 91,5 ngq 0,0005 ngq 0.0005 0,0005 0,0029 0,0011 0,03
H 6-9 nq 03 nq 0,1 0.1 1,0 03 15 6,2 ng 0,0049 nq 0,0019 0,0019 0,0157 0,0045 0,25
= 9-12 ngq » ngq 0.1 03 11 0.4 12 181 ngq 0,0010 ngq 0.0005 0,0014 0,0060 0,0021 0,07
5 12-15 ngq 03 ngq ngq 03 ng ng 61 55,6 ng 0,0005 ngq ngq 0,0005 ng ng 0,11
5 15-24 ng 0.3 ngq ngq 0.1 ng ng 45 456 ng 0.0006 ngq ngq 0.0002 ng ng 0,10
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TabelleA-37: Anthocyane, Malglu und Peeglu sowie 3,4DHBbezogen auf Kreatinin in Urin Proband CF 46 (Kreatininwert bestimmt am Institut fir Erndhrungswissenschaften, JLU GielRen)
(Messunsicherheit 8.0%, vgl. Kapitel 3.3.2.4)

Proband Urin Del-3-gle | Cy-3-gle | Pet-3-gle | Peo-3-gle | Mal-3-gle | Peo-glu | Mal-glu | 34-DHB Kreatinin Del-3-gle | Cy-3-gle | Pet-3-gle | Peo-3-gle | Mal-3-gle | Peo-glu | Mal-glu | 34-DHB
CF 46 Fraktion/h Konz. Urin /nM / (mg/dL) Konz. Urin /(nM / mg Kreatinin)
VI ng = nicht quantifizierbar ng = nicht quantifizierbar
2 -1-0 ngq ngq ngq ng ng ng ng 49 180,0 ng ng ng ng ng ng ng 0,03
2 0-3 12 nq 12 0.6 07 a7 1,8 11 16,0 0,0013 nq 0,0011 0,0037 0,0045 0,0296 0,0115 0,07
2 3-6 ngq ngq ngq 6.6 0.6 3,9 13 21 35,1 ng ngq ngq 00189 0.0018 0,0110 0,0038 0,06
2 6-9 ngq ngq ngq ngq 03 11 0.4 20 55,6 ng ngq ngq ngq 0.0005 0,0020 0,0007 0,04
2 9-12 ngq ngq ngq ngq 0.2 09 03 26 90,4 ng ngq ngq ngq 0.0003 0,0010 0,0004 0,03
2 12-15 ngq ngq ngq ngq 0.1 ng ng 32 200,0 ng ng ng ng 0,0001 ng ng 0,02
2 15-24 ng ng ng ng ng ng ng 23 158,0 ngq ngq ng ngq ngq ng ng 0,01
3 -1-0 ngq ngq ngq 0.9 .2 ng ng 36 2180 ng ngq ngq 0,0004 0,0001 ng ng 0,02
3 0-3 ngq ngq 0.5 ngq 1.8 9.1 4.9 56 39,0 ng ngq 0.0012 ngq 0.0047 0,0232 0,0126 0,15
3 3-6 » ngq 0.5 ngq 1.0 7.5 3,8 20 44.4 0,0004 ngq 0.0010 ng 0,0023 0,0168 0,0086 0,05
3 6-9 ng 0.1 0.1 ng 0.3 3,0 16 5,4 106,0 ng 0,0001 0,0001 nq 0,0004 0,0023 0,0015 0,01
3 9-12 ngq ngq ngq ngq ngq 01 01 52 152,0 ng ngq ngq ngq ngq 0,0001 0,0001 0,00
3 12-15 ngq ngq ngq ng ng ng ng 37 193,0 ng ng ng ng ng ng ng 0,02
3 15-24 ng ng ng ng 02 ng ng 60 2180 ngq ngq ng ngq 10,0001 ng ng 0,03
4 -1-0 ngq ngq ngq ngq 0.1 ng ng 128 288,0 ng ng ng ng 0,0000 ng ng 0,04
4 0-2 ng ng 0.3 24 26 13 6,2 218 175,0 ng ng 0,0003 0,0014 0,0015 0,0075 0,0036 0,12
4 3-6 ng ng 02 6.1 14 7.1 3,0 96 185,0 ng ng 0,0001 0,0033 0,0008 0,0039 0,0016 0,05
4 6-9 ngq 03 ngq 0.2 0.7 19 0,6 69 1550 ngq 0,0002 ngq 0.0001 0,0004 0,0012 0,0004 0,04
4 9-12 ngq ngq ngq 0.5 ngq 09 03 102 179,0 ng ngq ngq 0.0003 ngq 0,0005 0,0002 0,06
4 12-15 ngq ngq ngq 03 ngq 03 01 111 164,0 ng ngq ngq 0.0002 ngq 0,0002 0,0001 0,07
4 15-24 nq nq nq 0.3 1nq ng ng 184 1950 1nq 1nq 1nq 0.0001 ng ng ng 0,09
= -1-0 ngq ngq ngq ng ng ng ng 69 2100 ng ng ng ng ng ng ng 0,03
5 0-2 .7 .7 11 36 6.8 34 12 83 226,0 0,0003 0,0003 0,0005 00016 0,0030 0,0152 0,0054 0,04
5 3-6 ng ng 0.1 2 2, 14 51 221 156,0 ng ng 0,0001 0,0008 0,0016 0,0092 0,0032 0,14
5 6-9 ngq ngq ngq 1.8 0.6 2,7 0,8 117 86,8 ng ngq ngq 00021 0,0006 0,0031 0,0009 0,14
5 9-12 0.1 ngq ngq 0.9 ngq 0,5 0,1 79 163,0 0,0001 ngq ngq 0,0005 ngq 0,0003 0,0001 0,05
= 12-15 ngq ngq ngq 04 ngq 0.5 ng 56 104,0 ng ngq ngq 0.0004 ngq 0,0005 ng 0,05
5 15-24 nq nq nq ngq ngq ng ng 61 2030 ngq ngq ngq ngq ng ng ng 0,03
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TabelleA-38: Anthocyane, Malglu und Peeglu sowie 3,4DHB bezogen auf Kreatinin in Urin Proband CF 47 (Kreatininwert bestimmt am Institut flr Ernahrungswissenschaften, JLU Gief3en)
(Messunsicherheit 8.0%, vgl. Kapitel 3.3.2.4)

Proband Urin Del-3-glc | Cy-3-gle | Pet-3-glc | Peo-3-gle | Mal-3-gle | Peo-glu I Mal-glu I 3.4-DHB Kreatinin Del-3-gle ‘ Cy-3-gle ‘ Pet-3-glc I Peo-3-gle I Mal-3-gle I Peo-glu I Mal-glu | 3.4-DHB
CF 47 Fraktion/h Konz. Urin /nM / (mg/dL) Konz. Urin /(nM / mg Kreatinin)
VI ng = nicht quaniifirierbar ng = nicht quantifizierbar
2 10 nq ng ng 02 ngq nq ng 16 1380 ngq ngq ngq 0,0001 ng ng ng 0,01
2 0-3 Lo ng L0 3.7 5.0 6,5 3,6 152 121,0 0.0008 nq 0,0008 0,0030 0,0041 0,0054 0,0029 0,13
2 3-6 ngq ngq 0.1 1.8 13 19 1,0 84 125,0 ng ng 0,0001 0,0063 00011 0,0015 0,0008 0,07
2 6-9 0.2 ngq ngq 1.8 0.2 03 01 64 107,0 0.0002 ng ng 0,0073 0,0002 0,0003 0,0001 0,06
2 9-12 ng ng ng 27 03 ng ng 59 116,0 ng ng ng 0.0023 0,0002 ng ng 0,05
2 12-15 ngq » ngq ngq 0.2 01 ng 12 47,5 ng 0.0004 ngq ngq 0.0004 0,0002 ng 0,03
2 15-24 nq 0.1 nq ngq ngq ng ng 45 175,0 ngq 0.0001 nq ngq ng ng ng 0,03
3 -1-0 ngq ngq ngq 0.1 0.1 ng ng 10 1230 ng ngq ngq 0,0001 0,0001 ng ng 0,01
3 0-3 0.9 05 08 30 37 7.2 25 86 98,2 0,0009 0.0005 0.0008 0.0030 0,0037 0,0073 0,0025 0,09
3 3-6 ngq 0.2 ngq 03 0.3 15 0,3 2,6 53,8 ng 0,0005 ng 0,0005 0,0009 0,0023 0,0006 0,00
3 6-9 ngq ngq ngq 03 ngq 03 ng 3,2 49,5 ng ng ngq 0.0006 ngq 0,0006 ng 0,01
3 9-12 ngq ngq ngq ng ng 0,2 ng 3,2 86,4 ng ng ng ng ng 0,0002 ng 0,00
3 12-15 ngq 0.1 ngq ng ng ng ng 15 140,0 ng 0.0001 ng ng ng ng ng 0,00
3 15-24 ngq nq nq nq 0.1 ng ng 0,8 1320 ng ng ng nq 0,0001 ng ng 0,00
4 -1-0 ngq ngq ngq ngq ngq ng ng 26 289,0 ng ngq ngq ngq ngq ng ng 0,01
4 0-3 03 04 04 2, 2, 7.6 13 152 156,0 0,0002 0,0002 0.0002 00016 0.,0013 0,0048 0,0009 0,10
4 3-6 ngq ngq ngq 16 04 3,1 1,1 a5 240,0 ng ngq ngq 0,0007 0,0002 0,0013 0,0005 0,04
4 6-9 ngq ngq ngq 01 01 0,4 ng 35 175,0 ng ng ngq 0,0001 0,0001 0,0002 ng 0,02
4 9-12 ngq ngq ngq 0.1 ngq 01 ng 39 2290 ng ng ngq 0,0000 ngq 0,0000 ng 0,02
4 12-15 ngq ngq 0.1 3.3 ngq 01 ng 9,8 73,6 ng ngq 0,0001 00072 ngq 0,0001 ng 0,01
4 15-24 bals] ngq ngq 0.9 0.1 ng ng 6,3 64,2 ng ng nq 0.0014 0.0001 ng ng 0,01
5 -1-0 ngq ngq ngq ngq ngq ng ng 23 163,0 ngq ngq nq nq nq ng ng 0,01
= 0-3 0.1 0.5 0.2 13 15 2,2 1,0 66 67.9 0,0002 0.0007 0.0002 0.0019 0,0022 0,0033 0,0014 0,10
= 3-6 0.1 03 ngq 0.6 1.0 20 11 36 164,0 0,0001 0,0002 ngq 0,0004 0,0006 0,0012 0,0007 0,02
= 6-9 ngq 03 0.1 0.1 0.1 0,6 01 24 107,0 ng 0,0003 0,0001 0,0001 0,0001 0,0006 0,0001 0,02
5 9-12 ngq 0.1 ngq ngq ngq 0,3 ng 19 140,0 ng 0,0001 nq ngq ng 0,0002 ng 0,01
5 12-15 ng ng ng 01 ng ng ng 22 159,0 ng ng ng 0,0001 ng ng ng 0,01
5 15-24 ngq ng ng ng ng ng ng 19 159,0 ngq ngq ng ngq nq ng ng 0,01
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TabelleA-39: Anthocyane, Malglu und Peeglu sowie 34-DHB bezogen auf Kreatinin in Urin Proband CF 48 (Kreatininwert bestimmt am Institut flr Ernahrungswissenschaften, JLU Gief3en)
(Messunsicherheit 8.0%, vgl. Kapitel 3.3.2.4)

Proband Urin Del-3-gle | Cy-3-gle | Pet-3-gle | Peo-3-gle Mal-3-gle Peo-glu Mal-glu 3.4 DHB Kreatinin | Del-3-gle Cy-3-gle Pet-3-gle Peo-3-gle Mal-3-gle Peo-glu Mal-glu 3.4 DHB
CF 48 Fraktion/h Konz. Urin /nM / (mg/dL) Konz. Urin /(nM / mg Kreatinin)
VI ng = nicht quantifizrierbar 1q = nicht quarntifirierbar

2 -1-0 ngq ngq ngq ngq ng ng ng ng 92,0 ng ng ng ng ng ng ng ng
2 0-2 02 02 03 14 1.7 23 12 51 29,3 0,0007 0,0008 0,0011 0,0048 0,0059 0,0078 0,0041 0,18
2 36 ngq ngq ngq 05 0,7 1,6 1,0 20 22,4 ng ngq ngq 00024 0,0032 0,0069 0,0044 0,09
2 6-9 ngq ngq ngq 0.1 03 0,7 ng 17 76,5 ng ng ngq 0,0002 10,0004 0,0009 ng 0,02
2 9-12 ngq ngq ngq 0.1 ngq 0,5 0,3 15 146,0 ng ngq ngq 0,0001 ngq 0,0003 0,0002 0,01
2 12-15 ngq ngq ngq 0.2 ng ng ng 34 173,0 ng ng ng 0,0001 ng ng ng 0,02
2 15-24 ng ng 0.2 ng 0.2 ng ng ng 1120 ng ng 0.0001 nq 0.0002 ng ng ng |
3 -1-0 ngq ngq ngq ngq ng ng ng 3,3 917 ng ng ng ng ng ng ng ng
3 0-3 0.6 nq 07 2, 39 5,6 2,6 97 26,4 0,0022 nq 0,0027 0,0001 0,0149 0,0211 0,0097 0,37
3 3-6 0.1 03 02 0.6 14 3,2 1,8 36 444 0,0003 0,0006 0,0005 0,0014 0,0032 0,0073 0,0041 0,08
3 6-9 ngq ngq ngq ngq 0.1 0.5 ng 14 93,0 ng ng ngq ngq 0.0001 0,0005 ng 0,02
3 9-12 ngq ngq ngq ngq ngq ng ng 18 140,0 ng ngq ngq ngq ngq ng ng 0,01
3 12-15 ngq ngq ngq ng ng ng ng 10 1110 ng ng ng ng ng ng ng 0,01
3 15-24 ng ng ng ng ng ng ng 13 93,0 ngq ngq ng ngq ngq ng ng 0,01
4 -1-0 ng ng ng nq 02 ng ng 9,2 40,9 nq nq nq nq 0,0004 ng ng 0,02
4 0-2 nq .2 0.1 16 20 44 17 57 347 ngq 0,0005 0,0003 0,0046 0,0038 0,0127 0,0050 017
4 3.6 0,1 nq 12 13 13 3.9 1,4 68 111,0 0,0001 nq 0,0001 0,0012 0,0014 0,0035 0,0013 0,06
4 6-9 ngq ngq ngq ngq 0.1 1,0 03 52 103,0 ng ngq ngq ngq 0.0001 0,0010 0,0003 0,05
4 9-12 ngq ngq ngq ngq ngq ng ng 32 49,9 ng ngq ngq ngq ngq ng ng 0,07
4 12-15 ngq ngq ngq 0.5 ng ng ng 54 139,0 ng ng ng 0.0004 ng ng ng 0,04
4 15-24 nq nq nq nq ngq ng ng 67 24,0 ngq ngq ngq ngq ng ng ng 0,08
= -1-0 ngq ngq ngq ng ng ng ng 106 235 ng ng ng ng ng ng ng 0,45
5 0-2 02 02 0.3 21 2, 3,5 1,8 320 342 0,0006 0,0005 0,0014 0,0062 0,0083 0,0102 0,0054 0,94
5 3-6 ng ng 0.1 1.0 14 14 0,8 275 70,0 ng ng 0,0001 0,0014 0,0019 0,0019 0,0011 0,39
5 6-9 ngq ngq 0.1 0,7 ngq 0,2 ng 270 109,0 ng ngq 0,0001 0,0007 ngq 0,0001 ng 0,25
5 9-12 ngq ngq ngq 0.2 .2 ng ng 197 146,0 ng ng ngq 0,0002 0,0001 ng ng 0,14
= 12-15 ngq ngq ngq ng ng ng ng 96 112,0 ng ng ng ng ng ng ng 0,09
5 15-24 ng ng ng ng ng ng ng a3 106,0 ngq ngq ng ngq ngq ng ng 0,09
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TabelleA-40: Anthocyane, Malglu und Peeglu sowie3,4-DHB bezogen auf Kreatinin in Urin Proband C F49 (Kreatininwert bestimmt am Institut flr Ernahrungswissenschaften, JLU Gief3en)
(Messunsicherheit 8.0%, vgl. Kapitel 3.3.2.4)

Proband Urin Del-3-gle | Cy-3-gle | Pet-3-gle | Peo-3-gle Mal-3-gle Peo-glu Mal-glu 3.4 DHB Kreatinin | Del-3-gle Cy-3-gle Pet-3-gle Peo-3-gle Mal-3-gle Peo-glu Mal-glu 3.4 DHB
CF 48 Fraktion/h Konz. Urin /nM / (mg/dL) Konz. Urin /(nM / mg Kreatinin)
VI ng = nicht quantifizrierbar 1q = nicht quarntifirierbar

2 -1-0 ngq ngq ngq ngq ng ng ng ng 92,0 ng ng ng ng ng ng ng ng
2 0-2 02 02 03 14 1.7 23 12 51 29,3 0,0007 0,0008 0,0011 0,0048 0,0059 0,0078 0,0041 0,18
2 36 ngq ngq ngq 05 0,7 1,6 1,0 20 22,4 ng ngq ngq 00024 0,0032 0,0069 0,0044 0,09
2 6-9 ngq ngq ngq 0.1 03 0,7 ng 17 76,5 ng ng ngq 0,0002 10,0004 0,0009 ng 0,02
2 9-12 ngq ngq ngq 0.1 ngq 0,5 0,3 15 146,0 ng ngq ngq 0,0001 ngq 0,0003 0,0002 0,01
2 12-15 ngq ngq ngq 0.2 ng ng ng 34 173,0 ng ng ng 0,0001 ng ng ng 0,02
2 15-24 ng ng 0.2 ng 0.2 ng ng ng 1120 ng ng 0.0001 nq 0.0002 ng ng ng |
3 -1-0 ngq ngq ngq ngq ng ng ng 3,3 917 ng ng ng ng ng ng ng ng
3 0-3 0.6 nq 07 2, 39 5,6 2,6 97 26,4 0,0022 nq 0,0027 0,0001 0,0149 0,0211 0,0097 0,37
3 3-6 0.1 03 02 0.6 14 3,2 1,8 36 444 0,0003 0,0006 0,0005 0,0014 0,0032 0,0073 0,0041 0,08
3 6-9 ngq ngq ngq ngq 0.1 0.5 ng 14 93,0 ng ng ngq ngq 0.0001 0,0005 ng 0,02
3 9-12 ngq ngq ngq ngq ngq ng ng 18 140,0 ng ngq ngq ngq ngq ng ng 0,01
3 12-15 ngq ngq ngq ng ng ng ng 10 1110 ng ng ng ng ng ng ng 0,01
3 15-24 ng ng ng ng ng ng ng 13 93,0 ngq ngq ng ngq ngq ng ng 0,01
4 -1-0 ng ng ng nq 02 ng ng 9,2 40,9 nq nq nq nq 0,0004 ng ng 0,02
4 0-2 nq .2 0.1 16 20 4.4 17 57 347 ngq 0,0005 0,0003 0,0046 0,0038 0,0127 0,0050 017
4 3.6 0,1 nq 12 13 13 3.9 1,4 68 111,0 0,0001 nq 0,0001 0,0012 0,0014 0,0035 0,0013 0,06
4 6-9 ngq ngq ngq ngq 0.1 1,0 03 52 103,0 ng ngq ngq ngq 0.0001 0,0010 0,0003 0,05
4 9-12 ngq ngq ngq ngq ngq ng ng 32 49,9 ng ngq ngq ngq ngq ng ng 0,07
4 12-15 ngq ngq ngq 05 ng ng ng 54 139,0 ng ng ng 0,0004 ng ng ng 0,04
4 15-24 nq nq nq nq ngq ng ng 67 24,0 ngq ngq ngq ngq ng ng ng 0,08
= -1-0 ngq ngq ngq ng ng ng ng 106 235 ng ng ng ng ng ng ng 0,45
5 0-2 02 02 0.3 21 2, 3,5 1,8 320 342 0,0006 0,0005 0,0014 0,0062 0,0083 0,0102 0,0054 0,94
5 3-6 ng ng 0.1 1.0 14 1.4 0,8 275 70,0 ng ng 0,0001 0,0014 0,0019 0,0019 0,0011 0,39
5 6-9 ngq ngq 0.1 0,7 ngq 0,2 ng 270 109,0 ng ngq 0,0001 0,0007 ngq 0,0001 ng 0,25
5 9-12 ngq ngq ngq 0.2 .2 ng ng 197 146,0 ng ng ngq 0,0002 0,0001 ng ng 0,14
= 12-15 ngq ngq ngq ng ng ng ng 96 112,0 ng ng ng ng ng ng ng 0,09
5 15-24 ng ng ng ng ng ng ng a3 106,0 ngq ngq ng ngq ngq ng ng 0,09
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