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Evaporative Light Scattering Detector
Ostrogenrezeptor a bzw. 8 (Estrogen Receptor)
Elektrosprayionisation

und andere (lateinisch et alii)

epididymales Fettgewebe

Ameisensaure (Formic Acid)

Fettsauresynthase

Food and Drug Administration

Fibroblast Growth Factor 15/19

Farnesoid Rezeptor X

FXR-Response Element

Gut-Associated Lymphoid Tissue
Gaschromatographie

Glycocholsaure (Glycocholic Acid)
Glycochenodeoxycholsaure (Glycochenodeoxycholic Acid)
Glycodeoxycholsaure (Glycodeoxycholic Acid)
keimfrei (Germfree)

Globally Harmonized System
Glycolithocholsaure (Glycolithocholic Acid)
Glucagon-like Peptide 1
Glycoursodeoxycholsaure (Glycoursodeoxycholic Acid)
Hyocholsaure (Hyocholic Acid)
Hyodeoxycholsaure (Hyodeoxycholic Acid)
High-Density Lipoprotein

Hamatoxylin-Eosin

High Fat Diet

Human Metabolome Database

Hochdruckflissigkeitschromatographie (High Performance Liquid Chroma-

tography)

Hochleistungsdinnschichtchromatographie (High Performance Thin Layer

Chromatography)
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HSDH Gallensaure-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (Bile Salt Hydroxysteroid
Dehydrogenase)

IBABP Intestinal Bile Acid-Binding Protein

i.D. Innendurchmesser

IgA Immunoglobulin A

IS Interner Standard

ISO-DCA Iso-Deoxycholsaure (Iso-Deoxycholic Acid)

ISO-LCA Iso-Lithocholsaure (Iso-Lithocholic Acid)

LA Linearer Arbeitsbereich

LC Flassigchromatographie (Liquid Chromatography)

LCA Lithocholsaure (Lithocholic Acid)

LLE Flussig-Flussig-Extraktion (Liquid-Liquid-Extraction)

LLoD Nachweisgrenze (Lower Limit of Detection)

LLoQ Bestimmungsgrenze (Lower Limit of Quantitation)

LRH-1 Liver Receptor Homolog-1

LXR Liver X Receptor

LXRE LXR-Response Element

M Methode

MeOH Methanol

MetaHIT Metabolome of the Human Intestine

Mio. Million

MM Minimal Medium

MMMDB Mouse Multiple Tissue Metabolome DataBase

MRM Multiple Reaction Monitoring

MRP2/3 Multidrug Resistance Associated Protein 2 bzw. 3

MS Massenspektrometrie

MTBE Methyl-tert-butylether

MW Mittelwert

mWAT mesenteriales Fettgewebe

n/a nicht verfiigbar (not available)

NAFLD nicht-alkoholische Fettleber (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease)

NASH nicht-alkoholische Steatohepatitis (Non-Alcoholic Steatohepatitis)

NMR Kernresonanzspektroskopie (Nuclear Magnetic Resonance)

NTCP Na'-Taurocholate Cotransporting Pump

P Signifikanzniveau

PCA Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis)

PG Prufgrenze

Q Quadrupol

Qal Qualifier

QC Quality Control

Qnt Quantifier

QaQ Triple Quadrupole

RE Relativer Fehler (Relative Error)

RE Umkehrphase (Reversed Phase)
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RNS
ROS
RP

RT
RXR
SCFA
SD

SIM
SLE
SPE
SPF
SWAT
T-a-MCA
T-B8-MCA
TBA
TCA
TCDCA
TDCA
TGR5
THDCA
TIC
TLCA
TMSH
TUDCA
UDCA
UPLC
uv

vgl.
VGL
VLDL
WAT
WD
XIC

z. B.
ZIEL
a-MCA
B-MCA
w-MCA
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reaktive Stickstoff-Spezies (Reactive Nitrogen Species)
reaktive Sauerstoff-Spezies (Reactive Oxygen Species)
Umkehrphase (Reversed Phase)

Retentionszeit

Retinoid X Receptor

kurzkettige Fettsauren (Short Chain Fatty Acids)
Standardabweichung (Standard Deviation)

Selected lon Monitoring

Fest-Flussig-Extraktion (Solid-Liquid Extraction)
Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction)
spezifisch pathogenfrei (Specific Pathogen Free)
subkutanes Fettgewebe

Tauro-a-Muricholséure (Tauro-a-Muricholic Acid)
Tauro-B-Muricholséure (Tauro-B-Muricholic Acid)
Gesamtgallensaurenkonzentration (Total Bile Acid Concentration)
Taurocholsaure (Taurocholic Acid)
Taurochenodeoxycholsaure (Taurochenodeoxycholic Acid)
Taurodeoxycholsaure (Taurodeoxycholic Acid)

G Protein-coupled Bile Acid Receptor
Taurohyodeoxycholsaure (Taurohyodeoxycholic Acid)
Total-lon-Chromatogram

Taurolithocholsaure (Taurolithocholic Acid)
Trimethylsulfoniumhydroxid

Tauroursodeoxycholsaure (Tauroursodeoxycholic Acid)
Ursodeoxycholsaure (Ursodeoxycholic Acid)

Ultra Performance Liquid Chromatography

Ultraviolett

vergleichend

Vergleichsbedingung

Very Low Density Lipoprotein

weilles Fettgewebe (White Adipose Tissue)
Wiederholbedingung

Extracted lon Chromatogram

zum Beispiel

Zentralinstitut fur Erndhrungs- und Lebensmittelforschung
a-Muricholsaure (a-Muricholic Acid)

B-Muricholsaure (B-Muricholic Acid)

w-Muricholséaure (w-Muricholic Acid)
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MalReinheiten & GroRRen

%

°C

A

b

bar

c
counts

Prozent

Grad Celsius

Angstrém

mittleres Begleitsignal

Bar

Konzentration

Zahleinheiten pro Zeitintervall
counts per second
Verfahrensvariationskoeffizient
Dalton

Gramm

Beschleunigung

Kilo

Liter

Mol je Liter

Milli

Meter

Empfindlichkeit
Masse-zu-Ladungsverhaltnis
Minute

Mol

Nano

Piko

Pounds per Square Inch
Wiederholbarkeit
Bestimmtheitsmali

Prazision
Verfahrensstandardabweichung
Atomare Masseneinheit

Volt

Mikro

UNIVERSITAT HAMBURG, INSTITUT FUR LEBENSMITTELCHEMIE

MAREINHEITEN & GROREN

Seite | XIlI



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildungsverzeichnis

Teil B — Theoretischer Hintergrund

Abbildung B-1

Abbildung B-2
Abbildung B-3

Abbildung B-4

Biosyntheseweg der Gallensauren aus Cholesterol Uber den ,klassischen“ und
Lalternativen“ Reaktionsweg flir den humanen Organismus.
Allgemeine Grundstruktur von Gallensauren.

Regulation der Gallensaurebiosynthese durch die nuklearen Rezeptoren FXR
und LXR.

Reaktionsschema einer HSDH-katalysierten Reaktion.

Teil D — Ergebnisse & Diskussion

Abbildung D-1

Abbildung D-2

Abbildung D-3

Abbildung D-4

Abbildung D-5

Abbildung D-6

Abbildung D-7

Abbildung D-8

Abbildung D-9
Abbildung D-10

Abbildung D-11

Abbildung D-12

Abbildung D-13

Abbildung D-14

Abbildung D-15

Seite | XIV

Produkt-lonenspektrum ausgewahlter Gallenséuren je im negativen und posi-
tiven lonenmodus.

Vergleich der Intensitaten des Precursor-lons vor der Fragmentierung im Q1
am Beispiel von CA.

Relevante unkonjugierte Gallensdurenmetabolite, die als Strukturisomere vor-
liegen.

Einfluss des pH-Werts des Eluenten auf das chromatographische Verhalten
von Gallensauren.

Einfluss des Losungsmittels auf das Retentionsverhalten von Gallenséuren.
XIC (Extracted lon Chromatogram) der isomeren Verbindungen am Beispiel
der freien Gallenséduren bei den dargestellten Masseniibergdngen (Aus-
schnitt).

Schematische Darstellung eines SPE-Versuches zur Anreicherung der Pro-
benmolekiile an der Festphase und zur Entfernung von Stérkomponenten.
Getestete SPE-Methoden fir die Probenaufarbeitung von Gallenséuren.
Wiederfindungsrate ausgewahlter Gallensauren nach Festphasenextraktion.
Schematische Darstellung des angewandten Probenextraktionsverfahrens
mittels SLE (Solid-Liquid-Extraction, Fest-FlUssig-Extraktion) fir Fazes-
Proben.

Prozentuale Wiederfindungsrate von Gallensauren nach LLE (Liquid-Liquid-
Extraction, FlUssig-Flissig-Extraktion) mit Methanol als Extraktionsmittel (Zell-
kulturnahrmedium, n = 3).

Prifung der Linearitat im Rahmen der Grundkalibrierung (Systemlinearitat)
beispielhaft fir TCA und TLCA.

Prufung der Linearitdt im Rahmen der Grundkalibrierung (Systemlinearitét)
beispielhaft fir TCA und TLCA nach Verkleinerung des Kalibrierbereiches.
Regressionsgerade und Residuenplot der Gallensaure CA fir die Matrices
Plasma und Fazes.

Regressionsgerade und Residuenplot der Gallensaure CA fir die Matrices
Fettgewebe und Nahrmedium.

UNIVERSITAT HAMBURG, INSTITUT FUR LEBENSMITTELCHEMIE



Abbildung D-16

Abbildung D-17

Abbildung D-18

Abbildung D-19

Abbildung D-20

Abbildung D-21
Abbildung D-22

ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Bakterielle Transformation von konjugierten Gallensauren durch Vertreter der
Familie Coriobacteriaceae.

Korpergewicht und Fettgewebe-zu-Korpergewicht-Verhaltnis (Studienende)
der C57BL/6N Méause (GF, 'Corio', SPF) nach diatetischer Intervention.

Prozentuale Anzahl der Adipozyten in der weiRen Fettgewebsmasse der
C57BL/6N Mause nach Fitterung mit BA.

Profil der freien Fettsauren (FFA) im Fettgewebe (Studienende) der C57BL/6N
Mause (GF, 'Corio', SPF) nach diatetischer Intervention.

Analyse des Gallensaureprofils der C57BL/6N Mause im weil3en Fettge-
websdepot (WAT).

Gallenséaureprofile der C57BL/6N Mause (GF, 'Corio', SPF) im Caecum.
Analyse des Gallenséaureprofils der C57BL/6N Mause (GF, 'Corio', SPF) im
portalen Plasma (Pfortader).

Teil G — Material & Methoden

Abbildung G-1
Abbildung G-2

Abbildung G-3
Abbildung G-4

Teil | = Anhang
Abbildung I-1

Gradientenverlauf der flussigkeitschromatographischen Methode.
Zusammenfassende Darstellung der getesteten SPE-Methoden fiir die Isolie-
rung von Gallensauren.

Zusammensetzung der verwendeten Diaten.

Schematische Darstellung des Studiendesigns zur Untersuchung der metabo-
lischen Adaption von Coriobacteriaceae und deren Einfluss auf den Gallen-
sauren- und Lipidstoffwechsel in vivo.

XIC der isobaren Glycin- und Taurinkonjugierten Gallensauren bei den ange-
gebenen Massenubergangen (Ausschnitt).

UNIVERSITAT HAMBURG, INSTITUT FUR LEBENSMITTELCHEMIE Seite | XV



TABELLENVERZEICHNIS

Tabellenverzeichnis

Teil B — Theoretischer Hintergrund

Tabelle B-1

Bakteriengattungen der Darmmikrobiota, die am Gallensdurenstoffwechsel
beteiligt sind.

Teil D — Ergebnisse & Diskussion

Tabelle D-1

Tabelle D-2

Tabelle D-3
Tabelle D-4

Tabelle D-5

Tabelle D-6

Tabelle D-7

Tabelle D-8

Prifung der Linearitat der LC-MS/MS-Methode fur die Grundkalibrierung (Aus-
zZug).

Prifung der Linearitdt der LC-MS/MS-Methode fir die Grundkalibrierung nach
Verkleinerung des Kalibrierbereichs (Auszug).

Prifung der Linearitat der LC-MS/MS-Methode fir die Grundkalibration.
Prifung der Linearitat der LC-MS/MS-Methode flr die Matrixkalibrierung fur
die Matrices Plasma, Fazes, Fettgewebe und Nahrmedium (Auszug).
Prazision und Genauigkeit unter Wiederholungs- (WD) und Vergleichsbedin-
gungen (VGL) beispielhaft fir die Matrix Plasma (Auszug).

Dekonjugation von Gallensauren durch ausgewahlte Stamme der Familie Co-
riobacteriaceae unter in vitro-Bedingungen.

Bildung der Oxo-Gallensauren 3-KDCA und 12-KDCA durch Stamme der Co-
riobacteriaceae unter in vitro-Bedingungen.

FFA-Profil im weiRen Fettgewebe der BA-gefitterten C57BL/6N Mause am
Studienende.

Teil G — Material & Methoden

Tabelle G-1

Tabelle G-2

Teil | = Anhang

Tabelle I-1
Tabelle I-2

Tabelle I-3

Tabelle -4

Tabelle I-5

Tabelle I-6

Tabelle I-7

Seite | XVI

Chromatographiebedingungen der finalen RP-Methode fur die LC-MS/MS-
basierte Bestimmung von Gallensauren.

Chromatographiebedingungen und Gerateparameter der GC-FID-Methode.

Abkirzungsverzeichnis der verwendeten Gallensauren.

Optimierte Parameter des massenspektrometrischen Systems fir die jeweilige
Gallensaure und deren Integration in die entsprechende Periode der MRM-
Multimethode.

Gerateparameter und Einstellungen des Massenspektrometers.

Wiederfindungsraten fir ausgewahlte Gallensauren nach Extraktion mit Me-
thanol.

Kurvenparameter der linearen Regression fur die Grundkalibrierung der LC-
MS/MS-Quantifizierungsmethode.

Kurvenparameter der Matrixkalibrierung der LC-MS/MS-Quantifizierungsme-
thode flr Plasma.

Kurvenparameter der Matrixkalibrierung der LC-MS/MS-Quantifizierungsme-
thode fur Fazes.

UNIVERSITAT HAMBURG, INSTITUT FUR LEBENSMITTELCHEMIE



Tabelle I-8

Tabelle 1-9

Tabelle 1-10

Tabelle I-11
Tabelle |-12
Tabelle 1-13

TABELLENVERZEICHNIS

Kurvenparameter der Matrixkalibrierung der LC-MS/MS-Quantifizierungsme-
thode fur Fettgewebe.

Kurvenparameter der Matrixkalibrierung der LC-MS/MS-Quantifizierungsme-
thode fur Nahrmedium (MM).

Prézision und Genauigkeit unter Wiederholungs- (WD) und Vergleichsbedin-
gungen (VGL) beispielhaft fir die Matrix Plasma.

Chemikalienverzeichnis.

Verwendete Verbrauchmaterialien.

Verwendete Gerate.

UNIVERSITAT HAMBURG, INSTITUT FUR LEBENSMITTELCHEMIE Seite | XVII






EINLEITUNG | TEIL A

Teil A — Einleitung

Die Darmmikrobiota ist ein hochkomplexes Okosystem. Zwischen den Darmbakterien und dem
Wirtsorganismus bestehen enge und dynamische Wechselwirkungen. Durch protektive und me-
tabolische Funktionen kommt der intestinalen Mikrobiota und ihren Stoffwechselprodukten eine
groRRe Bedeutung fiir die Gesundheit des Wirtes zu*. Durch ihre Fahigkeit am intestinalen Meta-
bolismus von Gallenséduren mitzuwirken, stellt das Darmmikrobiom einen wichtigen Regulator der
Gallensaurenhomdgostase dar.

Gallensauren bilden die wasserlosliche Untergruppe der Sterole und reprasentieren wichtige
Endprodukte des Cholesterolkatabolismus im tierischen Organismus?. Die enzymatische Trans-
formation von Cholesterol zu Gallensauren bildet den Hauptweg fir den Organismus, um Uber-
schiissiges Cholesterol in einen ausscheidbaren Zustand umzuwandeln®.

Die gemeinsame Grundstruktur aller Gallensauren stellt das Cyclopentanoperhydrophenanthren
(Steran) dar, wobei an Position C-3 eine Hydroxylgruppe lokalisiert ist. Die chemische Struktur-
vielfalt ist durch Variationen in Anzahl, Position und Stereochemie der Hydroxylgruppen am Ster-
ankorper begrindet. Auf Grund ihres amphiphilen Charakters reprasentieren Gallensauren be-
deutende physiologische Emulgatoren, die in Form von gemischten Mizellen an der Solubilisie-
rung von aufgenommen Nahrungsfetten und lipophilen Substanzen wie fettloslichen Vitaminen
beteiligt sind*. Wahrend der Passage im Darm kénnen Gallensauren von Mikroorganismen meta-
bolisiert werden, wodurch sich ihre chemischen und physiologischen Eigenschaften verandern®.

Das Interesse am Gallensaurestoffwechsel ist in den letzten Jahren stetig gestiegen. Lange Zeit
wurde die Bedeutung der Gallenséuren auf ihre Funktion in der Absorption, Lipolyse und Solubili-
sierung von diatetischen Fetten reduziert. Nach heutigem Kenntnisstand reprasentieren Gallen-
sauren vielmehr potente Signalmolekiile, die an der Regulierung ihrer eigenen de novo-Synthese
sowie des Glukose-, Energie- und Lipidmetabolismus beteiligt sind®’. Fehlregulationen der Gal-
lensdurenhomdostase sowie Anderungen in der physiologischen und pathophysiologischen Zu-
sammensetzung des zirkulierenden Gallenséaurepools sind u.a. assoziiert mit der Atiologie von
degenerativen Darmerkrankungen, Gallensteinen, Darmkrebs, Typ-2 Diabetes mellitus und
NAFLD (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease)®*°.

Die Vertreter aus der Familie der Coriobacteriaceae gehdren zu den dominanten Besiedlern des
tierischen und menschlichen Gastrointestinaltraktes denen bisher wenig Aufmerksamkeit zuge-
kommen ist, obwohl ihnen wichtige Rollen bei der Entstehung zahlreicher Erkrankungen zuge-
schrieben werden. So sind sie an der Metabolisierung von Cholesterolderivaten, wie z.B. Gal-
lensauren und Steroidhormonen beteiligt. Diese bakterielle Transformation fuhrt zur Bildung einer
Vielzahl von Biomolektlen mit unterschiedlichen biochemischen und physiologischen Eigenschaf-
ten und beeinflusst somit mafRgeblich den Stoffwechsel und die Gesundheit des Wirtes. Im Tier-
modell konnte das Vorkommen von Coriobacteriaceae mit einer gesteigerten Cholesterolabsorp-
tion im Darm und erhéhten non-HDL Cholesterol im Plasma in Korrelation gebracht werden™.
Dariiber hinaus besteht ein belegter Zusammenhang zwischen dem Auftreten des Bakteriums

Eggerthella lenta und der Pravalenz von Typ-2 Diabetes mellitus***3.
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Teil B — Theoretischer Hintergrund

1 Intestinales Mikrobiom

1.1 Allgemeines

Der Begriff ,intestinales Mikrobiom® reprasentiert die Summe aller im Gastrointestinaltrakt von
Mensch und Tier vorhandenen Mikroorganismen und genetischen Informationen*. Der gesamte
Darmtrakt von Saugern wird von Bakterien, Archaeen, Viren, Hefen und Protozoen mit einer gro-
Ren Vielfalt besiedelt, wobei die Gruppe der Bakterien dominiert™**®.

Nach der Geburt erfolgt die Erstkolonisation des sterilen Darms durch Umgebungskeime. Der
Verbrauch des im Darm enthaltenen Sauerstoffs durch fakultative Anaerobier und aerotolerante
Bakterien fuhrt zur Senkung des Redoxpotentials und zur Bildung eines anaeroben Milieus,
wodurch aerobe Mikroorganismen durch fakultativ und strikt anaerobe Arten ersetzt werden’*8.
Die Entwicklung und die Zusammensetzung des Darmmikrobioms wird durch das Zusammen-
spiel verschiedener Komponenten wie dem maternalen Mikrobiom, Erndahrungsgewohnheiten,
Lebensumfeld und therapeutische Medikation (Umweltfaktoren) sowie durch physiologische und
genetische Faktoren des Wirts (Entwicklung des Gastrointestinaltrakts, Peristaltik, Gallensauren,
intestinaler pH-Wert, mukosales Immunsystem, Mukosarezeptoren und mikrobielle Interaktionen)
gestaltet'%.

Die mikrobielle Besiedlung und Diversitat des Darms variiert zwischen den einzelnen Komparti-
menten des Gastrointestinaltraktes. Aufgrund des niedrigen pH-Werts (pH 1,5 bis 5) ist die Kon-
zentration und Vielfalt an Mikroben im Magen und Duodenum am geringsten (10" bis 10* Bakte-
rien/mL Nahrungsbrei). Entlang der Darmpassage steigen der pH-Wert und damit auch die Bak-
terienzahl auf 10* bis 10° Bakterien/mL Nahrungsbrei im Jejunum und lleum an. Im Kolon ist die
Vielfalt der Mikroorganismen (400 bis 500 Arten) und die Dichte an Darmbakterien mit 10" Bak-
terien/g Darminhalt am héchsten®*%. Das Darmmikrobiom wird quantitativ (> 99%) von den Phyla
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Verrucomicrobia und Actinobacteria dominiert**?>.
Durch neuste Forschungsergebnisse wurde erkennbar, dass zwischen der mikrobiellen Gemein-
schaft und dem Organismus eine komplexe und dynamische Wechselwirkung besteht (Mikrobio-
ta-Wirt-Interaktion)*®?’. Das intestinale Mikrobiom moduliert nachweislich nicht nur die zentralen
Funktionen des Darms (N&hrstoff- und Wasseraufnahme), sondern beeinflusst dariiber hinaus
auch die Immunfunktion, den Stoffwechsel und die Gesundheit des Wirtes*®*°. Mittlerweile wird
das intestinale Mikrobiom als ein ,eigenstéandiges” metabolisch aktives Organ angesehen, wel-
ches entscheidend fiir die normale Entwicklung des Wirtsorganismus ist"*. Eine Alternation in
der Komposition der intestinalen Mikroorganismen durch verschiedene Umwelteinfliisse zieht
Veranderungen in der Physiologie des Wirtsorganismus nach sich®..

So weisen keimfreie Mause, im Vergleich zu normal kolonisierten Versuchstieren, Abweichungen
auf anatomischer, physiologischer, immunologischer und metabolischer Ebene in verschiedenen
Organen und Stoffwechsellagen auf**®. Die Stoffwechselaktivitat der Bakterien erstreckt sich im
Kolon Uberwiegend auf den mikrobiellen Abbau der fir den Wirtsorganismus schwer verdaulichen
Kohlenhydrate (z.B. Cellulose, Pektine und Xylane) zu kurzkettigen Fettsduren (SCFA, Short
Chain Fatty Acids) wie Acetat, Butyrat und Propionat®*.
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Weitere Fermentationsprodukte wie Lactat, Succinat und Ethanol werden als Zwischenprodukte
der Fermentation durch Darmbakterien weiter abgebaut®*=®. Weiterhin sind intestinale Mikroor-
ganismen an der Metabolisierung von Cholesterol zu Coprostanol eingebunden®’.

Die Darmmikrobiota ist auRerdem ein wichtiger Regulator des Gallensduremetabolismus, da in-
testinale Bakterien an der Dekonjugation und Dehydroxylierung von Gallensauren beteiligt sind.
Diese transformierten Biomolekile stellen wichtige Aktivatoren fur eine Reihe von nuklearen
Transkriptionsfaktoren (FXR, Farnesoid X Receptor; LXR, Liver X Receptor) dar, die an der Re-
gulation zahlreicher Stoffwechselwege mitwirken® (siehe 2.3 und 2.4). Neben den Kohlenhydra-
ten werden auch Nahrungsproteine und endogene Sekretionsprodukte aus dem Mucus als Sub-
strate von den intestinalen Mikroorganismen verwertet, wobei Ammoniak, Amine, Phenole und
Thiole als potenziell toxische Verbindungen entstehen®*!. Des Weiteren sind bestimmte Bakteri-
engattungen wie Enterobakterien und Bifidobakterien in der Lage Vitamine wie Folsdure, Biotin,
Thiamin und Vitamin K zu synthetisieren®® sowie mit der Nahrung aufgenommene Schadstoffe
wie Oxalate zu degradieren®. Zusétzlich limitieren kommensale Bakterien durch den Verbrauch
von essenziellen Nahrstoffen und Spurenelementen die Vermehrung von Pathogenen. Unter
physiologischen Bedingungen kdnnen die Interaktionen zwischen dem Darmbakterien und dem
Wirtsorganismus als Symbiose angesehen werden?.

Der Einfluss der intestinale Mikrobiota auf eine Vielzahl von metabolischen Stoffwechselwegen
und die Bedeutung fir den Gesundheitszustand des Organismus manifestieren sich dadurch,
dass eine Vielzahl von systemischen Erkrankungen mit Veranderungen der Darmmikrobiota as-
soziiert ist***°. So wurden potentielle Zusammenhénge zwischen dem Darmmikrobiom und der
Atiologie chronischer Erkrankungen wie Adipositas*®*’, Typ-2 Diabetes mellitus**“%, Morbus
Crohn***°, Asthma® und Multiple Sklerose®**? postuliert. Speziell im Hinblick auf die Adaption
des Kdorpergewichts nimmt die Zusammensetzung der Darmmikrobiota eine elementare Rolle
ein®®***. BACKHED et al. (2007) konnten demonstrieren, dass keimfreie Mause unter konstanter
fett- und kohlenhydratreicher Ernahrung keine Symptome von Fettleibigkeit einwickelten®.

Ubergewicht ist assoziiert mit einem veranderten Darmmikrobiom. Die Diversitat der Darmmikro-

385857 50 wei-

biota ist bei adipésen im Vergleich nicht-adipésen Menschen signifikant reduziert
sen Ubergewichtige Personen eine héhere Besiedlung mit Bakterien des Phylum Firmicutes im
Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Unter fett- und kalorienreduzierter Diat veranderte sich das
Spektrum zu Gunsten der Bacteroidetes®®>*®. In Transplantationsstudien mit Mausen konnte ge-
zeigt werden, dass bei der Ubertragung der Mikrobiota der adipésen Mause auf normal gewichti-
ge Kontrolltiere bei diesen trotz reduzierter Nahrungsaufnahme Fettleibigkeit induziert werden
konnte®®*°. Daran wird deutlich, dass die Erndhrung auch wesentlich die Zusammensetzung und
Aktivitdt der Darmmikroben beeinflusst und somit neben direkten ernahrungsphysiologischen

Effekten, indirekt die Entstehung von Adipositas und Typ-2 Diabetes mellitus steuert®®2.

Darmbakterien tragen aufgrund der Metabolisierung von Nahrungsbestandteilen nicht nur zum
gesamten Energieumsatz und Stoffwechsel bei, gleichzeitig stimulieren SCFA v.a. Butyrat die
Proliferation und Differenzierung der intestinalen Epithelzellen®®. Obwohl der Gastrointestinaltrakt
mikrobiell dicht besiedelt ist, treten Entziindungen &auferst selten auf. Um ein unkontrolliertes
Eindringen der luminalen Darmkeime in das Kdrperinnere zu verhindern, ist der gesamte Darm-
trakt lumenabwarts mit Epithelzellen ausgekleidet, die eine physikalische und immunologische
Schutzbarriere zwischen den Mikroben sowie dem Wirtsorganismus ausbilden®.
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Die Darmbarriere, als komplexe funktionelle Einheit, ermdglicht einerseits die gerichtete Aufnah-
me von Nahrstoffen sowie den Wasser- und Elektrolytaustausch durch das Epithel.

Auf der anderen Seite unterbindet sie die transepitheliale Einwanderung potentiell schadlicher
Stoffe sowie pathogener Mikroorganismen und beugt damit indirekt einer dauerhaften Besiedlung
des Gastrointestinaltrakts durch Pathogene vor®™. Die Epithelzellen bilden eine Schicht aus, die
Uber Tight Junctions untereinander verbunden sind, so dass der trans- und parazellulare Trans-
port gewahrleistet wird®®. Das Epithel sekretiert vorwiegend digestive Effektoren wie Lysozym,
Laktoferrin und Defensine, die antimikrobiell wirken. Abgesonderte Mucine aus den Becherzellen
verhindern die Interaktion der Bakterien mit den Epithelzellen, in dem sie eine azellulare Mukosa
bilden, welche die Epithelzellschicht tiberzieht®”®. Zusétzlich sind im Epithel M-Zellen lokalisiert,
die Antigene von pathogenen und kommensalen Bakterien sowie von Nahrungsbestandteilen
aufnehmen und so antigen-spezifische Immunantworten initiieren knnen®.

Im Bereich des Gastrointestinaltraktes erfolgt ein standiger Kontakt zwischen dem Wirt mit einer
Vielzahl an Mikroorganismen, aber auch mit Antigenen aus der Nahrung, die eine Prasenz eines
immunologischen Abwehrsystems erfordern’. Der Grofteil der taglich produzierten Immunoglo-
buline wird in den Gastrointestinaltrakt sezerniert’*. Das Darmepithel bildet mit denen in das
Darmlumen sezernierten Immunoglobulin A (IgA)-Antikérpern eine erste Barriere aus und tragt
damit zur antigenspezifischen Neutralisierung luminaler Schadstoffe und Mikroben bei’?. Gegen
Antigene, die diese Barriere dennoch tberwinden, wird eine gezielte Immunreaktion des Darm-
immunsystems eingeleitet. Das lymphatische Gewebe GALT (Gut-Associated Lymphoid Tissue)
setzt sich auf der induktiven Seite mit den PEYER schen Plaques und isolierten lymphoiden Folli-
kel zusammen und ist reich an Antigen-préasentierenden T-Zellen, welche die Immunantwort regu-
lieren, und B-Zellen, welche nach Aktivierung zu Antikdrper sezernierenden Plasmazellen prolife-
rieren®.

Die Prasenz einer aktiven Mikrobiota tragt entscheidend zur Ausbildung der spezifischen und
unspezifischen Immunantwort des darmassoziierten Immunsystems bei. Gleichzeitig halt der
Organismus in einer feinen Balance eine mutualistische Wechselbeziehung mit den kommensa-
len Bakterien der Mikrobiota aufrecht’®. Dabei entwickelt sich gegen die Kommensalen sowie die
Vielzahl von Nahrungsmittelantigenen eine Reihe von Toleranzen aus. Kommt es zu einer Dys-
regulation dieser Homdoostase kann es zu Veranderung in der epithelialen Differenzierung, zur
Schwéachung und Reduktion der intestinalen Barriere sowie zur verstarkten Penetration von Be-
standteilen der normalen Mikrobiota in die Mukosa kommen, was eine verstarkte Immunaktivie-
rung des GALT induziert. Die Entstehung von chronisch entzindlichen Darmerkrankungen
(CED), welche durch eine Uberreaktion des Immunsystems gegeniiber der intestinalen Mikrobio-
ta hervorgerufen wird und Darmkrebs sind die Folge®#95?,
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1.2 Coriobacteriaceae

Das Darmmikrobiom ist ein hochkomplexes Okosystem. Bisher ist das wahre AusmaR der mikro-
biellen Diversitat im Darm unbekannt. Zudem sind viele Spezies nicht vollstandig charakterisiert,
da es oftmals daran scheitert diese ex vivo zu kultivieren. Die Mitglieder der Familie der Cori-
obacteriaceae gehoren zu den dominanten Darmbesiedlern denen bisher wenig Aufmerksamkeit
zugekommen ist, obwohl sie im Darm wichtige metabolische Aufgaben erfiilllen. So sind sie an
der Metabolisierung von Gallensauren und Steroidhormonen, sowie an der Biotransformation von
PhytoOstrogenen beteiligt. Speziell Stérungen des Gallensaurenstoffwechsels sind mit Fehlfunk-
tionen der Darmbarriere und der Atiologie degenerativer Darmerkrankungen assoziiert” (siehe
2.2 und 2.3). Zudem konnte in einem Tiermodell aufgezeigt werden, dass ein Auftreten der Spe-
zies Eggerthella und Enterohabdus mit einer gesteigerten Cholesterolabsorption im Darm und
einem gesteigerten hepatischen Triacylglycerolspiegel in Mausen sowie einer hoheren Konzent-
ration an non-HDL (High-Density Lipoprotein) Cholesterol im Plasma von Hamstern assoziiert
ist’*". Darliber hinaus deckten Daten aus dem MetaHIT (Metabolome of the Human Intestine)-
Konsortium auf, dass die Préavalenz von Eggerthella lenta (Egg. lenta), mit dem Auftreten von
Typ-2 Diabetes mellitus in Verbindung gebracht werden kann®®, was die Notwendigkeit aufzeigt,
die physiologische Rolle der Coriobacteriaceae im Wirtsorganismus und deren Einfluss auf den
Lipidstoffwechsel naher zu studieren.

Coriobacteriaceae sind eine Unterklasse innerhalb der Ordnung Coriobacteriales, die dem Phy-
lum der Actinobacteria zugerechnet wird. Die Familie wurde erstmals 1997 von STACKEBRANDT
et al. beschrieben’®. Seither wurden fortlaufend neue Arten entdeckt. Zurzeit werden 30 Spezies,
die zu den folgenden Gattungen gehoéren, den Coriobacteriaceae zugerechnet: Adlercreutzia,
Asaccharobacter, Atopobium, Collinsella, Coriobacterium, Cryptobacterium, Denitrobacterium,
Eggerthella, Enterohabdus, Gordonibacter, Olsenella, Paraeggerthella, Parvibacter und Slackia.
Die unbegeilRelten (Ausnahme: Gordonibacter pamelaeae), nicht-sporenbildenden, mesophilen
(Optimum: 37 °C) Stabchen oder Kokken (einzellig, gepaart oder kettenférmig) sind gram-positiv,
strikt anaerob, Oxidase-negative, nicht-hamolytisch und weisen fast ausnahmslos einen hohen
Guanin- und Cytosin-Gehalt auf'’. Sie stellen dominante Besiedler des humanen und tierischen
Kdrpers vor allem des Gastrointestinaltraktes sowie der Mundhoéhle dar. Coriobacteriaceae kon-
nen als Pathobionten angesehen werden, die einerseits aufgrund ihrer metabolischen Eigen-
schaften wichtige, harmlose Mitglieder der kommensalen Bakteriengemeinschaft darstellen, wel-
che aber unter bestimmten Umweltbedingungen in die Entstehung verschiedener pathologischer
Krankheitsbilder wie CED, Darmkrebs, Bakteriamie und Parodontitis involviert sein kénnen™*.

Sowohl das Vorkommen als auch die Funktionen von Coriobacteriaceae zeigen, dass der Lipid-
stoffwechsel einen geeigneten Kontext darstellt, um die vielfaltigen Mikroben-Wirt-Interaktionen
zu untersuchen. Daher wurden vier dominante Stdmme mit charakteristischen metabolischen
Merkmalen selektiert, um in in vitro- und in vivo-Testanséatzen die Coriobacteriaceae-assoziierten
Eigenschaften studieren zu kénnen:
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Coriobacteriaceae Uben einen grof3en Einfluss auf den Gallensaurestoffwechsel aus, da sie in
der Lage sind freie, primére Gallenséauren zu dehydrieren und dehydroxylieren. Eggerthella len-
ta (Egg. lenta) verfligt Uber verschiedene Hydroxysteroiddehydrogenasen (3a/f- und 12a-HSDH),
die eine stereospezifische Oxidation und Epimerisierung primérer Gallensauren unter Bildung
eines stabilen Oxo-Intermediats katalysieren. Vermutlich stellt die Transformation einerseits eine
Energiequelle fir die Bakterien dar, andererseits wird die Konzentration an antimikrobiell wirken-
den freien Gallensauren dadurch verringert’’ (siehe 2.4). Egg. lenta weist zudem die Fahigkeit
auf Steroidhormone wie Deoxycorticosteron zu dehydroxylieren, wodurch Progesteron gebildet
wird’®. Im Rahmen einer Metagenomanalyse von 350 Menschen identifizierten QIN et al. (2012)
Egg. lenta als eine der Spezies, die mit dem Auftreten von Typ-2 Diabetes mellitus in Korrelation
gebracht werden kann'®. Zudem sind einige Stamme von Egg. lenta in der Lage, die Phytodstro-
gene Enterodiol und Enterolacton zu synthetisieren’. Diese werden (iber eine Kaskade an ver-
schiedene Reaktionen aus pflanzlichen Lignanen durch bakterielle Transformation im Darm ge-
bildet. Ihnen werden protektive Eigenschaften hinsichtlich der Entstehung und des Wachstums
von Karzinomzellen nachgesagt®.

Collinsella aerofaciens (C. aerofaciens) zahlt zum bakteriellen Kerngenom®:. Mit etwa 10%° Zel-
len/g Fazes ist C. aerofaciens das am haufigsten vorkommende Bakterium in der humanen intes-
tinalen Mikrobiota®™. Es besitzt eine 7B-HSDH-Aktivitat, wodurch es an Bildung von Oxo-
Gallensauren beteiligt ist’’ (siehe 2.4).

Enterorhabdus mucosicola (E. mucosicola) wurde erstmalig 2009 aus der ilealen Mukosa einer
Maus isoliert und charakterisiert®®. Enterorhabdus spp. wurden wiederholt in 16S-rRNA-
Gensequenz-Datenséatzen aus dem Maus-, Menschen- und Rinderdarmtrakt gefunden, was fir
ein weitverbreitetes Auftreten in verschiedenen Darmokosystemen spricht. Darlber hinaus ist das
Auftreten mit einer gesteigerten Cholesterolabsorption im Darm sowie erhéhten non-Plasma-HDL
und Lebergewicht in Hamstern verbunden’. Ferner weist E. mucosicola die Eigenschaft auf das
Phytoostrogen Daidzein im Darm durch mikrobielle Biotransformation in Equol umzuwandeln®.
Equol besitzt eine leichte Ostrogenaktivitat und kann, im Gegensatz zu Daidzein, an die beiden
Ostrogenrezeptoren ERa und ERf binden. Der Verbindung werden zahlreiche praventive Eigen-
schaften u.a. gegen kardiovaskulare Erkrankungen, Osteoporose, Prostata- und Brustkrebs zu
gesprochen. Jedoch besitzen nur ca. 30% der Menschen die Fahigkeit Equol zu produzieren®.
Neben dem Lebensalter und der Darmmotilitdt, spielt die Zusammensetzung des Darmmikrobi-
oms eine wichtige Rolle®®. Nach heutigem Kenntnisstand sind zehn Bakterienstimme bekannt,
die Equol aus Daidzein bilden kénnen, wovon neun zur Familie der Coriobacteriaceae gerechnet
werden™!.

Als Letztes wurde Atopobium parvulum (A. parvulum) als eines der dominantesten Milchs&ure-
bakterien im tierischen und menschlichen Gastrointestinaltrakt, welches mit hauptverantwortlich
fiir die Verwertung von Proteinen im Darm ist, ausgewahlt®”. Zusatzlich ist bereits die komplette

Genomsequenz publiziert®®,
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2 Biochemie der Gallenséuren

2.1 Biosynthese

Die Leber ist das zentrale Organ des Cholesterolstoffwechsels. Neben der de-novo Synthese
findet parallel in den perizentralen Hepatozyten der Abbau zu Gallensauren tber einen multien-
zymatischen Reaktionsweg statt. Das Sterangerist kann vom Organismus nicht gespalten wer-
den, daher kann Cholesterol nur unveréandert oder in Form seines hydrophilen Derivats, den Gal-
lensauren, Uber den renalen oder enteralen Weg ausgeschieden werden. Die Gallensaurenbio-
synthese kann grundsétzlich tiber zwei Reaktionswege erfolgen.

Beim ,klassischen® bzw. ,neutralen“ Weg erfolgt die Umwandlung des Substrats ausschlieflich in
den Hepatozyten. Der initierende und zugleich geschwindigkeitsbestimmende Schritt stellt die
7a-Hydroxylierung dar, welche durch das Enzym Cholesterol-7a-hydroxylase (CYP7A1) kataly-
siert wird. AnschlielBend wird die B-Hydroxylgruppe am C-3 des Steranrings epimerisiert
(HSD3B7 und AKR1C4) und die Doppelbindung am Ring B hydriert (AKR1D1). Durch die Additi-
on einer weiteren Hydroxylgruppe an C-6 oder C-12 des Steroidnukleus werden Muricholsaure
(MCA, Muricholic Acid, z.B. B-MCA: 3a, 6B, 7a-Trihydroxycholansaure) und Cholséaure (CA,
Cholic Acid, bzw. 3a, 7a, 12a-Trihydroxycholansaure) generiert.

Beim ,alternativen“ bzw. ,sauren® Pfad wird die Reaktion durch die Enzyme Sterol 27-
hydroxylase (CYP27Al), Cholesterol-24-hydroxylase (CYP46Al1l) oder Cholesterol-25-
hydroxylase (CH25H) eingeleitet. Die resultierenden Hydroxysterole, 27-, 24- und 25-
Hydroxycholesterol, werden durch eine von zwei Hydroxycholesterol-7a-hydroxylasen (CYP7B1
oder CYP39A1) hydroxyliert. Der alternative Weg findet hauptsachlich im Gehirn statt und tragt
nur im geringen MaR von ~ 9% zur Biosynthese von Gallens&uren bei®*®.

Der oxidative Abbau der Seitenkette lauft fir beide Biosynthesewege identisch ab. Das Reakti-
onsprodukt wird zunéchst am C-27 hydroxyliert und die Hydroxylgruppe zur Carboxylgruppe oxi-
diert, welche durch Verknipfung mit Coenzym A aktiviert und anschlieRend als Propionyl-CoA
(C3-Fragment) abgespalten wird. Somit wird die typische Struktur der primaren, humanen Gal-
lensauren CA und Chenodeoxycholsdure (CDCA, Chenodeoxycholic Acid, 3a, 7a-Dihydroxy-
cholansaure) mit einer Carboxylgruppe an Position C-24 erhalten (vgl. Abbildung B-1 und B-2).
Beim Menschen stellen CA und CDCA die primaren Reaktionsprodukte dar, wohingegen bei Na-
gern tiberwiegend CA und B-MCA gebildet werden®®%%%2,

Vor der biliaren Exkretion wird der Grof3teil der Gallensaure (ca. 98%) postsynthetisch als S&u-
reamid an der Carboxylgruppe mit Taurin oder Glycin durch eine Gallensaure-CoA:Aminosaure
N-Acyltransferase (BAAT, Bile Acid-CoA:Amino Acid N-Acyltransferase) verestert, wodurch die
Wasserloslichkeit und das Vermoégen zur Mizellenbildung gesteigert wird®®. Die Konjugation mit
Taurin wird bei Nagetieren bevorzugt, wahrend beim Menschen das quantitative Verhéltnis auf
Seiten der Glycin-konjugierten Gallensauren liegt®**°. Weiterhin wird durch die N-Acylamidierung
der pKs-Wert auf ca. 2 erniedrigt, so dass die Gallensduren beim physiologischen pH-Wert im
Diinndarm von 7 - 8 vollstandig ionisiert, als sogenannte Gallensalze vorliegen’’. Aufgrund ihrer
MolekulgroRe und Polaritat knnen sie nicht mehr durch passive Diffusion Uber die Zellmembra-
nen der Epithelzellen aufgenommen werden. Das Resultat ist eine erh6hte Konzentration an Gal-
lensauren in der Gallenfliissigkeit und im intestinalen Lumen?®2.
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ABBILDUNG B-1 Biosyntheseweg der Gallensduren aus Cholesterol Uiber den ,,klassischen* und ,,alternati-
ven“ Reaktionsweg fur den humanen Organismus. Die Reaktionskaskade startet beim ,klassischen“ Weg mit
der 7a-Hydroxylierung (CYP7A1) von Cholesterol. Wird das Reaktionsprodukt im Anschluss an Position C-12
hydroxyliert, endet der Stoffwechselweg mit der Bildung von CA im anderen Falle wird CDCA generiert. Beim
»alternativen“ Pfad wird im initiierenden Schritt Cholesterol am C-27 hydroxyliert und die Seitenkette in den Folge-
schritten verkiirzt. Im finalen Schritt erfolgt die Konjugation mit Taurin (bevorzugt im murinen Organismus) oder
Glycin (praferiert beim Menschen). (Darstellung nach RusseLL (2003)89 und CHIANG (1998)92)
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Auf der kanalikularen Seite der Hepatozyten erfolgt die Exkretion der monovalenten Gallensauren
Uber das Protein BSEP (Bile Salt Export Pump), wohingegen die konjugierten, divalenten Gallen-
sauren Uber das Multiple Resistance Associated Protein 2 (MRP2) in die Gallenblase ausge-
schieden werden®.

2.2 Chemische Eigenschaften und physiologische Relevanz

Gallensauren sind amphiphile, oberflachenaktive Molekiile bestehend aus einem lipophilen Stero-
id-Geriist mit polaren Hydroxylgruppen sowie einer hydrophilen Seitenkette®. Die hydrophoben
und hydrophilen Eigenschaften variieren in Abhéngigkeit der Substituenten. Das Ringsystem ist
vollstéandig gesattigt. Zudem &andert sich bei der Gallensaurenbiosynthese aus Cholesterol die
Konfiguration des A- und B-Ringes von trans- zur cis-Konformation, wodurch alle polaren funktio-
nellen Gruppen auf der gleichen Seite des Molekiils liegen, sodass die gréfstmogliche Amphiphi-
lie erreicht wird. Die chemische Strukturvielfalt der Gallensauren ist durch Variationen in Anzahl,
Position, sowie Isomerie der Hydroxylgruppen am Steroid-Nukleus begriindet. Die Hydrophilie
wird durch Konjugation mit den Aminosauren Taurin und Glycin am C-24 erhoht?.

R’ R? R R*
CA o OH " OH " OH OH
CDCA i OH " OH H OH
UDCA . OH —OH H OH
DCA . OH H . OH OH
LCA 2 OH H H OH
GCA - OH . OH . OH  NHCH,COOH
TCA s OH . OH wiOH  NHC,H,SO.H

ABBILDUNG B-2 Allgemeine Grundstruktur von Gallensduren. Die Bedeutung der Abkurzungen ist in Teil | —
Anhang Nr. 1 Tabelle I-1 angegeben.

Auf Grundlage dieser strukturellen Besonderheit kann die Hauptfunktionen der Gallensauren
abgeleitet werden. Im Darm fungieren sie als essenzielle Detergentien, um aufgenommene Nah-
rungslipide und fettlésliche Vitamine durch Mizellenbildung zu solubilisieren, so dass deren exo-
gener Abbau und Resorption erleichtert wird®.

Im weiteren Sinne verringert die Mizellenbildung die Konzentration an freien Gallensauren und
beugt damit praventiv Schadigungen an der Epithelzellmembran vor*®. Gallensauren sorgen
zusatzlich als entscheidende physiologische Kraft fiir den hepatischen Gallensaurenfluss und
unterstiitzen den Wasser- und Elektrolyttransport in Diinn- und Dickdarm®’.

Gallensauren bilden neben Wasser (82%) den Hauptanteil der Gallenfliissigkeit. Weitere Minor-
komponenten sind Phospholipide, Cholesterol, Bilirubin, Elektrolyte (Na, Cl, K) und in geringen
Mengen Tocopherol>®®. Mit einem pH-Wert zwischen 7.4 und 8.5 ist das Gallensekret dem Blut-
plasma annahernd isoton. Wéhrend der Lagerung werden Wasser und Elektrolyte entfernt und
die Flussigkeit um den Faktor 3 bis 6 konzentriert. Die Konzentration an Gallensauren in der Gal-
lenblase liegt bei = 300 mM*%.
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Oberhalb der kritischen Mizellenbildungskonzentration (CMC, Critical Micelle Concentration) bil-
den Gallensduren gemeinsam mit den Phospholipiden gemischte Mizellen, die das unldsliche
Cholesterol in Lésung halten und somit erst seine bilidre Exkretion ermoglichen®®°,

Bei der Nahrungsaufnahme wird Cholezystokinin — ein in der Duodenalschleimhaut gebildetes
Polypeptid — ausgeschiittet, das die Kontraktion der Gallenblase anregt, woraufhin die Gallen-
fliissigkeit in den Zwolffingerdarm (Duodenum) sekretiert wird®. Die Verdauung der Lipide im
Chymus beginnt mit der Absorption der Gallensauren und Phospholipide an die Oberflache der
Triacylglycerole, wodurch die Oberflachenflachenspannung herabgesetzt wird. Die aus der
Bauchspeicheldrise freigesetzte Pankreaslipase lagert sich an der Grenzflache an und hydroly-
siert die Triacylglycerole unter Bildung von Mono- und Diacylglycerolen, sowie freien Fettsauren.
Gemischte Mizellen, die Uberwiegend aus Gallensauren bestehen, nehmen die hydrophoben
Bestandteile des Lipidabbaus auf und diffundieren an die Darmwande. Erst durch die Mizellenbil-
dung wird der Transport durch das wassrige Milieu des Darmlumens an die Enterozytenoberfla-
che ermdglicht, wobei freie Fettsduren, Mono- und Diacylglycerole von den Dinndarmzellen re-
sorbiert werden kénnen. AnschlieBend werden sie zusammen mit Cholesterol an Protein gebun-
den, in Chylomikronen und VLDL (Very Low-Density Lipoproteins) gespeichert und uber die
Lymphbahnen weitertransportiert. Die Gallensduren verbleiben im Darmlumen und werden im
distalen sowie terminalen lleum Uber passive Mechanismen als auch carriervermittelt tber NTCP
(Na’-Taurocholate Cotransporting Pump) und ASBT (Apical Sodium-Bile Acid Transporter) nahe-
zu vollstandig ruckresorbiert (~ 95%) und — nach dem basolateralen Transfer durch den Trans-
porter OSTa/f (Organic Solute Transporter) und MRP3 (Multidrug Resistance Protein 3) — Uber
die Pfortader zur Leber transportiert'®.

Der Gallensaurenpool unterliegt einer sich stéandig wiederholenden Exkretion und Reabsorption.
Nur ein geringer Anteil ~0.2 - 0.6 g Gallensauren werden unter physiologischen Bedingungen
Uber die Fazes aus dem Organismus eliminiert. Der menschliche Organismus besitzt einen nattir-
lichen Gallenséurenpool von ~ 2 - 4 g, der téaglich 6 - 10 Mal zwischen Leber, Galle und Darm im

sogenannten enterohepatischen Kreislauf zirkuliert'*.

Der biliaren Exkretion kommt weiterhin eine wichtige Funktion bei der Entgiftung des Organismus
zu, da Uber die Gallenflissigkeit auch Metabolite von Arzneistoffen, Hormone, Schwermetallionen
und Gifte ausgeschieden werden®.

Der amphiphile Charakter, welche die Gallenséauren zu starken Detergentien macht, ist gleichzei-
tig auch fur deren toxikologischen Eigenschaften verantwortlich, vor allem wenn sie in abnorma-
len Konzentrationen vorliegen®®. Aufgrund ihrer amphiphatischen Struktur wirken Gallensauren
sich negativ auf die Membranintegritat aus. Weiterhin bedingen zu hohe Konzentrationen die
Dissoziation von integralen Membranlipiden, was final die Lyse und Apoptose der Zelle zur Folge
hat'%%,

Verallgemeinert gilt, je hydrophober die Gallensédure, desto hoher ist ihr zytotoxisches Potential.
Die Konjugation mit Taurin und Glycin in der Leber ist daher von immenser Bedeutung, da die
Toxizitat im physiologischen Konzentrationsbereich signifikant gemindert wird*®. Bereits kleine
Veranderungen in der Struktur (z.B. Anzahl der Hydroxylgruppen, Art der N-Acylamidierung) und
der Stereochemie haben einen wesentlichen Einfluss auf die Starke der Zytotoxizitat.
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Wahrend GCDCA (Glycochenodeoxycholic Acid) dosisabhéngig in den Hepatozyten in vitro
Apoptose induziert, konnte beim Taurin-Konjugat (TCDCA, Taurochenodeoxycholic Acid) diese
Wirkung nicht nachgewiesen werden®1%*,

Durch einen Wechsel der Konfiguration der 7a-Hydroxylgruppe in die B-Position wird aus der
zytotoxischen Gallensaure CDCA die hydrophilste Dihydroxygallensaure UDCA (Ursodeoxycholic
Acid) gebildet. Diese wird in der Medizin auf Grund ihrer litholytischen Eigenschaften bei der The-
rapie und Heilung chronischer Lebererkrankungen und zum Auflésen von Cholesterolgallenstei-
nen eingesetzt'®. Die Entstehung von Gallensteinen ist die Folge einer Disproportion der Gallen-
flissigkeit, d.h. eine Verschiebung des Lésungsgleichgewichts zwischen Gallensauren und den
gel6sten, wasserunldslichen Substanzen (v.a. Cholesterol) zu Gunsten einer hydrophoberen Gal-
le'®. Manifestiert wird die genannte Fehlkomposition der Gallenfliissigkeit durch Ubergewicht,
Diabetes und cholesterolreiche Erndhrung'”’. Durch die Gabe von UDCA wird dem Ungleichge-
wicht entgegengewirkt und das Verhaltnis zu einer hydrophileren Gallenflissigkeit verschoben.
Zudem hemmt UDCA die Cholesterolresorption im Darm und vermindert die Cholesterolsekretion
in die Galle. Unter physiologischen Bedingungen macht UDCA lediglich ca. 3% des Gesamtgal-
lensaurepools aus™®.

Eine neue Therapiemdglichkeit von Gallensteinen stellt die Behandlung mit B-MCA dar. Ihr Vor-
kommen ist ausschlieBlich auf Nagetiere beschrankt; der menschliche Organismus kann 3-MCA
nicht metabolisieren. Im Gegensatz zu UDCA weist 3-MCA eine weitere 3-Hydroxylgruppe an C-
6 auf, wodurch die Hydrophilie erhéht ist'%*°.

Durch die bakterielle 7a-Dehydroxylierung entstehen im Kolon aus den primaren Gallenséuren
CA und CDCA die sekundaren Gallensauren DCA (Deoxycholic Acid) und LCA (Lithocholic Acid)
als bakterielle Stoffwechselprodukte (siehe 2.4). Bereits 1940 wurde das tumor-férdernde Poten-
zial von Gallensauren beschrieben'!. Neuste Forschungsergebnisse zeigen, dass vor allem die
sekundaren Gallensauremetabolite DCA und LCA in die Entstehung von Karzinomen im Darm-
trakt verwickelt sind. Darmkrebs ist weltweit die dritthaufigste Krebserkrankung (Stand: 2015)**2.
Die molekularen Mechanismen, welche die zytotoxischen Effekte vermitteln, sind sehr komplex
und noch nicht vollstandig geklart. DCA und LCA kdnnen bei hohen physiologischen Konzentrati-
onen die Bildung von reaktiven Sauerstoff- (ROS, Reactive Oxygen Species) und Stickstoff-
Spezies (RNS, Reactive Nitrogen Species) fordern, welche DNA-Schaden, Apoptose und Mutati-
onen verursachen'****°,

Im Gegensatz zu DCA weist LCA eine geringe Ldslichkeit auf und wird tGberwiegend als Glycin-
bzw. Taurinkonjugat ausgeschieden™'®. DCA wird {iber passive Diffusion im Kolon absorbiert und
dem Gallensaurepool wieder zugefiigt. Da der Organismus nicht in der Lage ist, in der Leber
mittels einer 7a-Hydroxylierung aus DCA die hydrophile Gallensaure CA zu bilden, kann die ge-
nannte sekundare Gallensaure bis zu 40% des zirkulierenden Gesamtgallensaurepools ausma-

chen'’

. Eine dauerhafte bzw. eine sich wiederholende Exposition des Darmepithelgewebes mit
Gallenséauren, speziell sekundéaren Gallensauren, kann zur Genese von Krebszellen fuhren. Al-
lerdings scheinen einige Gallensauren den zytotoxischen Eigenschaften anderer protektiv entge-
genzuwirken. UDCA unterbindet die Produktion von ROS und schitzt die Zellen der Darmwand

vor den schadigenden Wirkungen von DCA™®.
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Weiterhin zeigten SCHMUCKER et al. (1990), dass die Konzentration der toxischen Gallensauren
DCA und CDCA in den Leberzellen mit dem Grad der Leberschadigung in einen Zusammenhang
193 Ferner ist DCA in die Entstehung von Leberkarzinomen verwickelt'*®.
Das Glycinkonjugat GDCA wurde als Promoter fiir die Genese cholestatischer Lebererkrankun-
gen identifiziert. Hierbei kommt es aufgrund des verminderten Ausscheidungsvermdgens von
Gallensauren und trotz einer durch Feedback-Regulation gehemmten Syntheserate zu einer Ak-
kumulation von Gallensauren in der Leber (siehe 2.1). Kompensatorisch wird die Exkretion tUber
die Nieren gesteigert, wodurch die hydrophoben Gallensauren vermehrt sulfatiert und glucuroni-

diert werden mussen.

gebracht werden kann

Der wichtigste Faktor, der fir ein steigendes Level an sekundéren Gallenséduren verantwortlich
ist, stellt die Nahrung dar. Bedingt durch den Verzehr von fett- und kohlenhydratreicher Kost wer-
den vermehrt Gallensduren in das intestinale Lumen sekretiert, wodurch eine gesteigerte Bildung
von sekundaren Gallensdauremetaboliten mit karzinogenem und mutagenen Potenzial induziert
wird"**? Aufgrund deren schadigenden Wirkung kommt es zu einer erhéhten Zellproliferation
und Mutationen im Kolonepithel-Gewebe. Darliber hinaus bremst eine fettreiche Nahrung den
Durchgang des Nahrungsbreis durch die Magen-Darm-Passage, womit das Kolonepithel dem
Kontakt mit den sekundaren Gallensauren langer ausgesetzt ist'?!. In der Literatur konnten zahl-
reiche Zusammenhange zwischen dem Auftreten von Kolonkarzinomen sowie fett- und kohlen-

hydratreicher Diat aufgezeigt werden?*%°,

2.3 Bedeutung von Gallensauren als Signal- und Modulatormolekiile

In zahlreichen Studien konnten Veranderungen in der physiologischen und pathophysiologischen
Zusammensetzung des Gallensdurenpools mit der Entstehung degenerativer Darmerkrankungen,
Cholestase, Gallensteine, Darmkrebs, Typ-2 Diabetes mellitus und Fettleber in Korrelation ge-
bracht werden®*%*1%6Um das fragile Gleichgewicht zwischen positiver und negativer Wirkung
der Gallenséuren aufrechtzuerhalten, bedarf es eines komplexen Regulationsmechanismus der
sowohl die Synthese, Exkretion und Reabsorption kontrolliert. Hierbei spielen die nukleéren
Transkriptionsfaktoren FXR (Farnesoid X Receptor) und LXR (Liver X Receptor), sowie der TGR5
(G Protein-Coupled Bile Acid Receptor) eine Schlisselrolle. Durch die Induktion dieser Transkrip-
tionsfaktoren und Rezeptoren kontrollieren die Gallensauren nicht nur ihre eigene Biosynthese,
ferner spielen sie eine wichtige Rolle bei der Regulation des Fett-, Glucose- und Energiemetabo-

lismus*?"128

Beim FXR handelt es sich um einen Gallensaure-induzierten Transkriptionsfaktor, der aus-
schlie3lich in Geweben exprimiert wird, die Gallensauren im enterohepatischen Kreislauf ausge-
setzt sind wie z.B. Leber, Gallenblase, Niere, Darm und Fettgewebe'****. Im Gallensauremeta-
bolismus stellt FXR einen wichtigen Regulator der Gallensdurensynthese dar, wobei erhdhte
Konzentrationen an Gallensauren die eigene de novo-Synthese Uber einen negativen Rickkopp-
lungsmechanismus hemmen. Dieser Regulationsmechanismus ist von immenser physiologsicher
Bedeutung, da hierdurch die Akkumulation von zelltoxischen Gallensauren in den Hepatozyten
der Leber verhindert wird®**3".
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Die molekulare Grundlage fir die Regulation der Gallensaurenbiosynthese basiert hierbei priméar
auf der Hemmung der CYP7A1- und CYP8B1-Expression**?. Die Hydroxylierung durch das En-
zym Cholesterol-7a-hydroxylase (CYP7AL) stellt den initiierenden und zugleich geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt in der Biosynthese von Gallensauren aus Cholesterol tiber den klassi-
schen (neutralen) Reaktionsweg dar. Wird das Zwischenprodukt durch CYP8B1 (Sterol 12 a-
hydroxylase) hydroxyliert, entsteht CA, im anderen Falle CDCA (siehe 2.1, Abbildung B-1).

Da FXR selber nicht in der Lage ist nach der Aktivierung an den CYP7Al- bzw. CYP8B1-
Promotor zu binden, wird die Reduktion der Expression von CYP7Al und CYP8B1 liber einen
SHP- (Small Heterodimer Partner) modulierten molekularen Mechanismus initiiert**3. FXR hete-
rodimerisert hierbei zunéchst obligat mit einem weiteren Transkriptionsfaktor, dem Retinoid X
Receptor (RXR)™*. Erst dieser FXR-RXR-Komplex besitzt eine geringe transkriptionelle Aktivitat,
die durch die Bindung verschiedener Liganden gesteigert werden kann. Im Falle eines gesteiger-
ten physiologischen Gallensdurespiegels bindet das aktivierte FXR-RXR-Heterodimers an das
FXR-response Element (FXRE) im Promotor des SHP-Gens, wodurch die Expression von SHP
induziert wird'®*. SHP-Proteine bilden zusammen mit dem LRH-1 (Liver Receptor Homolog-1)
einen Komplex, welches die Expression von CYP7A1 und CYP8BL1 inhibiert'*®. Auf diese Weise
hemmen Gallensauren bei abnormalen hepatischen Konzentrationen ihre eigene Syntheserate.
Mause mit einer genetischen CYP7ALl-Defizienz leiden aufgrund eines verringerten Gallensau-
repools an Malabsorption von Fetten und Vitaminen'®’. Beim Menschen konnte ein Mangel an
CYP7A1 mit erhéhten Cholesterolkonzentrationen in der Leber, einer verminderten Anzahl an
LDL- (Low-Density Lipoprotein) Rezeptoren sowie der Entwicklung von Hypercholesteroléamie in
Verbindung gebracht werden*#%.

Weiterhin wird FXR bereits im terminalen lleum exprimiert, wo es bereits Uber die Bildung des
endokrinen Hormons Fibroblast Growth Factor 15 (FGF15, bei Nagern) bzw. des humanen
FGF19 in die Gallensauresynthese sowie -transport regulativ eingreifen kann, wobei vermutlich
Uber die Interaktion mit dem FGF Receptor 4 (FGFR4) der Hepatozyten eine Uber SHP-
vermittelte Reduktion der CYP7A1-Expression erfolgt*®**°. Als transkriptioneller Aktivator regu-
liert der FXR dartiber hinaus die Expression der am enterohepatischen Kreislauf beteiligten Gal-
lensaurentransportproteine (u.a. ASBT) und stimuliert die Konjugation der freien Gallensauren
durch die Aktivierung von BAAT™!*2 (siehe Abbildung C-3).

Neben der Kontrolle der Synthese und des enterohepatischen Transports von Gallensauren ist
der FXR auch am anderen physiologischen Stoffwechselwegen beteiligt. So reguliert FXR indi-
rekt Uber die SHP-Proteine die Expression von SRBP1C (Sterol Regulatory Element-Binding
Protein 1c). SREBP1C wirkt als Hauptregulator der Fettsaure-, Triacylglycerol- und Lipoprotein-
synthese und stimuliert die Expression einer Vielzahl von Genen, die in den Lipidmetabolismus
eingebunden sind, wie die Fettsauresynthase (FAS) und die Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC)’.
Aus diesem Grund Korreliert eine FXR-Aktivierung mit der Herabsenkung des Triacylglycerol-
Levels im Plasma®*. Beim Krankheitsbild der nicht-alkoholischen Fettleber (NAFLD, Non-
Alcoholic Fatty Liver Disease) kommt es zur Akkumulation von Fett und Fettvakuolen in die He-
patozyten. NAFLD z&hlt zu den haufigsten Lebererkrankungen weltweit und tritt haufig im Ver-
bund mit metabolischen Erkrankungen wie Diabetes mellitus und Adipositas auf'**. Werden die
Lipide als Triacylglycerole im Zytoplasma gespeichert, bildet sich eine ballonartige Zelldegenara-
tion (Ballooning) aus.
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Lassen sich neben Fettablagerungen auch Entziindungsmarker identifizieren, handelt es sich um
eine Steatohepatitis (NASH, Non-Alcoholic Steatohepatitis). Als Ursache wird das Ungleichge-
wicht zwischen dem hepatischen Zufluss freier Fettsduren und der Synthese und Exkretion von
Triacylglycerolen angesehen, sodass bei einem Uberangebot an Triacylglycerolen, diese in Form
von Fetttropfchen in das Zytoplasma der Hepatozyten eingelagert werden'*. Uber die oben be-
schriebene Einflussnahme von FXR auf den Lipidstoffwechsel kann eine FXR-Aktivierung Ein-
fluss auf die Pathogenese der NAFLD/NASH nehmen**.

Der Einfluss vom FXR auf den Glukosestoffwechsel wurde in einer Studie von LEFEBVRE et al.
(2009) aufgezeigt'*. Einen positiven Einfluss auf die Glukosetoleranz und Insulinsensitivitét bei
Mausen konnte durch eine FXR-Aktivierung bei Mausen mit Typ-2 Diabetes mellitus festgestellt
werden. Entsprechend bewirkte ein Knockout der FXR-Expression eine Steigerung der Hypergly-
k&mie und Dyslipidamie. Weiterhin konnte in einem Experiment mit CYP8B1/-Mausen die Be-
deutung einer CYP8B1-Inhibierung auf die Regulation des Glukosestoffwechsels aufgezeigt wer-
den. Ein CYP8B1-Defizienz resultierte in einer gesteigerten Glukosetoleranz und Insulinsensitivi-
tat™’,

Diese Erkenntnisse spielen eine Rolle bei der Untersuchung und Entwicklung von FXR-
Agonisten. Die primaren Gallensauren CDCA, sowohl in freier als auch konjugierter Form weist
die héchste Affinitat auf**>. Weitere Agonisten stellen DCA, LCA und CA dar'*®. Im Gegensatz
dazu reprasentieren die Muricholsduren und ihre Taurin-Konjugate (v.a. T-a-MCA und T-B-MCA)
wirksame Antagonisten®. Neben den nattirlichen Agonisten kommen bei der Therapie von meta-
bolischen Erkrankungen wie beispielsweise cholestatischen Lebern, Diabetes, NAFLD und prima-
rer biliarer Zirrhose synthetische FXR-Liganden z.B. GW4064 26 und 6-ECDCA (6-Ethyl-CDCA)

zum Einsatz**%?,

Neben den genannten FXR-induzierten Effekten von Gallensauren, sind diese Molekule ebenfalls
nattirliche Liganden des LXR. Dieser kommt in zwei Isoformen — LXRa und LXRg — vor und wird
vorwiegend in der Leber und weiteren metabolisch aktiven Geweben exprimiert*>?. In gleicher
Weise wie der FXR ist der LXR an der Regulation der Cholesterolhoméostase beteiligt. Bei einem
erhohten Cholesterolangebot wird die vermehrte Expression der Cholesterol-7a-Hydroxylase
(CYP7Al), dem geschwindigkeitsbestimmenden Enzym der Gallensauresynthese, durch den
Transkriptionsfaktor LXRa vermittelt. Komplementar zum FXR bildet LXR mit einem weiteren
Transkriptionsfaktor, dem RXR ein obligates Heterodimer, welcher an eine definierte Nukleo-
tidsequenz, dem sogenannten LXR-Response Element (LXRE) im Promotor des CYP7A1-Gens
bindet und so seine Expression ermoglicht'** (siehe Abbildung B-3).

Neben der Rolle als transkriptioneller Aktivator in der Regulation des Gallensauren-und Cho-
lesterolmetabolismus, ist LXR am Lipoprotein-, Triacylglycerol- und Glukosestoffwechsel
beteiligt">***°. Die groRte Aktivitatssteigerung erfolgt durch Oxysterole. In Abhangigkeit der zellu-
laren Konzentration an Cholesterol und Oxysterolen induziert LXR die Expression von Transport-
proteinen, die fur den biliaren Cholesterol-Efflux und die intestinale Absorption verantwortlich

sind*®°.
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ABBILDUNG B-3 Regulation der Gallensaurebiosynthese durch die nukledren Rezeptoren FXR und LXR.
Hohe Konzentrationen an Gallensduren aktivieren den Kernrezeptor FXR, welcher als Heterodimer mit RXR sei-
ne Wirkung als Transkriptionsfaktor entfaltet, wodurch die Expression von SHP induziert wird. Dieses hat eine
hemmende Wirkung auf das Schliisselenzym der Gallensaurebiosynthese CYP7A1 und auf NTCP, ein Protein
welches an der Gallensaureaufnahme in der Leber beteiligt ist. Die Expression von CYP7A1 wird bereits Gber die
Aktivierung von FXR im lleum und der daraus gesteigerten Produktion des Hormons FGF15/19, welches durch
Interaktion mit FGFR4 in der Leber, die Transkription des CYP7A1-Gens hemmt, induziert.

Hohe Konzentrationen an SHP vermindern darliber hinaus die Aktivitat des LXR. Die daraus resultierende ge-
hemmte Transkription des CYP7A1-Gens zieht eine Erh6hung des Cholesterolspiegels durch eine verminderte
Gallensaurenbiosynthese nach sich. LXR: Liver X Receptor, RXR: Retinoid X Receptor, SHP: Small Heterodimer
Partner, FXR: Farnesoid X Receptor, CYP7Al: Cholesterol-7a-hydroxylase, FGFR4: Fibroblast Growth Factor
Receptor 4, NTCP: Na'-Taurocholate Cotransporting Pump, FGF15/19: Fibroblast Growth Factor 15/19, ASBT:
Apical Sodium-Dependent BA Transporter, NTCP: Na'-Taurocholate Cotransporting Pump, OSTa/B: Organic
Solute Transporter a/8, MRP3: Multiple Resistance Protein 3

(eigene Darstellung, in Anlehnung an KUIPERS et al. (2014)™")
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Der Einfluss der Gallensauren auf den Energiehaushalt erfolgt Uber den G-Protein-gekoppelten
Rezeptor TGR5. Der Rezeptor wird durch freie und konjugierte Gallensauren aktiviert. Die poten-
testen Agonisten reprasentieren LCA und DCA, gefolgt von CDCA und CA™®**° Die Signal-
kaskade, die durch eine Gallenséurenaktivierung des TGR5 ausgeltst wird, resultiert in einer
CcAMP- (cyclisches Adenosinmonophosphat) vermittelten Aktivierung der Type 2 Deiodinase (DI-
02), wodurch die Umwandlung des inaktiven Schilddrisenhormons Thyroxin in das aktive 3,5,3"-
Triiodothyronin im braunem Fettgewebe (BAT, Brown Adipose Tissue) induziert wird"®°.

Eine Aktivierung von TGR5 bedingt nachweislich anti-inflammatorische und anti-
atherosklerotische Effekte, eine Optimierung der Glukosetoleranz und der Insulinsensitivitat so-
wie eine Steigerung des Energieumsatzes'*®. Der Zusatz der TGR5-Agonisten CA oder CDCA zu
einer fettreichen Diat verhinderte in C57BL/6J-Mausen die Entstehung von erndhrungsbedingtem
Ubergewicht, da der Energieumsatz im BAT gesteigert wurde'®. Des Weiteren geht eine TGR5-
Aktivierung mit einer verminderten Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen einher. Eine
Aktivierung von TGRS fiihrt daneben zur Freisetzung von Glucagon Like Peptide-1 (GLP-1), wel-
ches Blutzuckerspiegel senkende Eigenschaften aufweist®*®*'®. Die Expression von TGRS5 findet
in vielen Geweben statt. Im Intestinaltrakt, ist der TGR5-Rezeptor hauptsachlich auf das lleum
und den Kolon beschrankt*®®. Weiterhin erfolgt eine Expression in der Gallenblase, Milz, in der
Skelettmuskulatur sowie im braunen und weilen Fettgewebe**%,

2.4 Intestinale Modifikation durch bakterielle Prozesse

Gallensauren werden aktiv im distalen lleum in das intestinale Lumen ausgeschieden. Bis zum
terminalen lleum werden ca. 95% der Gallensauren Uber passive und aktive Mechanismen rick-
resorbiert und im enterohepatischen Kreislauf via der Pfortader zur Leber transportiert, teilweise
rekonjugiert und mit der Gallenflissigkeit erneut in das Intestinum sekretiert. Nur ein geringer
Anteil von ca. 5% gelangt ins Kolon und wird durch mikrobielle Prozesse wie Dekonjugation, De-
hydroxylierung, Oxidation der am C-3, C-7 und C-12 lokalisierten Hydroxylgruppen, Epimerisie-
rung, Veresterung und Desulfatierung umgewandelt’’*®. Die Metabolisierung der Gallensauren
durch die intestinale Mikrobiota ist ein hochkomplexer Prozess, wodurch eine Vielzahl verschie-
denster Molekile mit unterschiedlichen biologischen und physiochemischen Eigenschaften gebil-
det wird.

Tabelle B-1 Bakteriengattungen der Darmmikrobiota, die am Gallensaurenstoffwechsel beteiligt sind.**

Bakteriengattung

Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium, Lactobacillus,
Listeria

Bacteroides, Clostridium, Escherichia, Eggerthella,
Eubacterium, Peptostreptococcus, Ruminococcus
7a-Dehydroxylierung Clostridium, Eubacterium

Dekonjugation

Oxidation und Epimerisierung
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Der erste Schritt in der bakteriellen Transformation von Gallensauren stellt die Spaltung der Pep-
tidbindung unter Bildung freier, unkonjugierter Gallensauren dar, welcher durch das Enzym Gal-
lensalzhydrolase (BSH, Bile Salt Hydrolase) katalysiert wird. Durch die bakterielle Deamidierung
wird die Hydrophobizitat der entstehenden Molekile erhdéht und damit die Wahrscheinlichkeit, in
den enterohepatischen Kreislauf resorbiert zu werden, gemindert. Weiterhin kdnnen erst nach
einer Dekonjugation die Folgereaktion wie 7-Dehydroxylierung bzw. Dehydrogenierung stattfin-
den, bedingt durch stereochemische Behinderungen auf Grund der Grol3e der Seitenkette von
konjugierten Gallensauren'®. Die Aktivitat von BSH-Enzyme wurde in Lactobacillus, Bifidobac-
terium, Enterococcus, Clostridium und Bacteroides identifiziert'®®.

Der Vorteil einer BSH-Aktivitat fur Bakterien ist noch nicht vollstéandig geklart. RIDLON et al. (2006)
vermuten, dass diese Reaktionen fur Bakterien eine Moglichkeit darstellt, um zellschadliche kon-
jugierte Gallens&uren in ihrer Mikro-Umgebung abzubauen’’. Diese These ist allerdings umstrit-
ten, da die Mehrheit der freien Gallensduren ein hdheres toxisches Potential aufweist. Weiterhin
stehen die Reaktionsprodukte der BSH-katalysierten Reaktion, als Kohlenstoff-, Stickstoff- und
Schwefel-Ressource den Bakterien als Nahrungsquelle zur Verfigung®’.

Auch der Einfluss einer mikrobiellen BSH-Aktivitat auf den Wirtsorganismus ist vielfaltig. Es wird
angenommen, dass die Verringerung der Cholesterolkonzentration im Serum mit der Aktivitat
bakterieller BSHs in Verbindung stehen kdnnte. Dekonjugierte, freie Gallensduren werden mit
einer geringeren Effektivitat als ihre konjugierten Partner reabsorbiert, wodurch die fakale Exkre-
tion gesteigert wird. Daneben zeigen diese eine geringe Neigung zur Solubilisierung von diateti-
schen Lipiden. Die Senkung des Cholesterollevels im Serum resultiert daher aus dem Zusam-
menwirken einer gesteigerten de novo-Synthese, um die Konzentration an Gallensauren im zirku-
lierenden Gallensaurenpool aufrechtzuerhalten und aus einer verminderten Cholesterolabsorpti-
on im intestinalen Lumen, da die Solubilisierung durch freie Gallensauren vermindert ist'®®. Aus
diesem Grund kdnnte die mikrobielle BSH-Aktivitat aber auch die Aufnahme von Nahrungslipiden
und fettléslichen Vitaminen negativ beeinflussen'®®. Diese Hypothese schlief3t allerdings negative
Einflisse der sekundéaren Gallenséauren nicht aus.

Die Loslichkeit von Cholesterol in der Gallenfliissigkeit hangt maRgeblich vom Lésungsgleichge-
wicht zwischen Gallensauren und den unpolaren Bestandteilen (v.a. Cholesterol) ab. Konzentra-
tionsveranderungen des Gallensaurenpools kdnnen das fragile Gleichgewicht hin zu einer hydro-
phoberen, Cholesterol-gesattigten Galle verschieben'®. Weiterhin kann eine iibermaRige Gallen-
saurendekonjugation beim Menschen zu negativen Wirkungen wie Steatorrhoe und Bildung zyto-

toxischer sekundarer Gallensauren fithren'’,

Hydroxysteroiddehydrogenasen (HSDH) spielen eine Rolle bei der Ubertragung von zwei Re-
duktionsaquivalenten zwischen zwei Redoxsystemen, wobei in Abhangigkeit vom Redoxpotenzial
der Umgebung entweder die Reduktion oder die Oxidation von Hydroxyl- bzw. Ketogruppen an

Position C-3, C-7 und C-12 des Sterannukleus katalysiert wird'"*

. Die Reaktion erfolgt unter Bil-
dung eines stabilen Oxo-Intermediats; die Keto-Gruppen kénnen wiederum in stereospezifische
a- bzw. B-Hydroxylgruppen umgewandelt werden'’**"3. Eine Epimerisierung erfordert die Aktivitat
von zwei stereochemischen unterschiedlichen HSDHs und kann sowohl durch eine Spezies, die
Uber eine a- als auch B-HSDH-AKktivitat verfligt, oder durch zwei unterschiedliche Bakterien, von

denen eins eine a-HSDH und das andere eine B-HSDH bildet, katalysiert werden.
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Nach heutigem Kenntnisstand sind 12 Oxogallensauren bekannt, die in sehr geringen Konzentra-
tionen in der menschlichen Fazes vorkommen®®*. Die Oxidation von 3a/B-Hydroxylgruppen, sowie
die Reduktion von 3-Oxogruppen am Steroidgrundgerust, werden von der 3a- bzw. 3B-HSDH,
katalysiert, wobei NADH bzw. NADPH als Kofaktoren dienen. Die 3a/g-HSDH werden entweder
nach Induktion mittels priméren Gallensauren oder konstitutiv, d.h. dauerhaft gleichmaRig, expri-
miert. Die 3a-HSDH wurde bei den intestinalen Bakterien Peptostreptococcus productus und
Egg. lenta gefunden. Allgemein weisen sie eine hohere Affinitat fur tri- gegeniber di-hydroxy-
Gallensauren auf’’.

Die Oxidation beziehungsweise Reduktion an Position C-7 des Sterannukleus werden von 7a-
bzw. 7p-HSDH katalysiert. Sie sind weitverbreitet in der Gattung Bacteroides, Escherichia, Eu-
bacterium und Clostridium. Die 7a/B-HSDH zeigen im Vergleich zur 3a/B-HSDH eine grol3ere
Affinitat gegeniiber di-hydroxy-Gallensauren auf’’. 12a-HSDH oxidiert reversibel a-Hydroxyl-
gruppen am C-12 des Steran-Grundgerusts. In der Literatur werden sowohl NADPH (Clostridium)
als auch NADH*-abhangige (Egg. lenta) Vertreter beschrieben’”.

Die Stereochemie der Hydroxylgruppen hat einen wesentlichen Einfluss auf die chemischen und
physiologischen Eigenschaften der Gallensduren. Durch die Epimerisierung der 7a-
Hydroxylgruppe in die B-Konfiguration wird aus CDCA die als Arzneimittel eigesetzte Gallensaure
UDCA gebildet (vgl. Abbildung B-4). Der Konfigurationswechsel hat eine Erhéhung der Hydrophi-
lie und damit eine Abnahme der Toxizitat zur Folge*”
dass HSDH einen Schutzfaktor der intestinalen Bakterien vor toxischen Gallensalzen darstellt,
indem die Konzentration der hydrophoben Spezies gesenkt wird. Unterstiitzt wird die These
durch die Tatsache, dass HSDH eine hohere Affinitat gegeniber Dihydroxy- im Vergleich zu Tri-
hydroxygallenséuren aufweist’’. Weiterhin werden die gebildeten Reduktions&quivalente von den
Bakterien in der anabolen Biosynthese und oxidativen Phosphorylierung zur Energiegewinnung

verwertet' .

. Daher kann davon ausgegangen werden,

OH OH OH

7a-HSDH 7B-HSDH

D s

HO' Ho™" o HO™" OH

CDCA 7-KLCA UDCA

ABBILDUNG B-4 Reaktionsschema einer HSDH-katalysierten Reaktion. Die Umwandlung von CDCA in UDCA
verlauft Uber das Oxo-Intermediat 7-KLCA (7-Ketolithocholsdure) durch die Aktivitat einer 7a-HSDH. Die Umkehr-
reaktion wird durch die 73-HSDH katalysiert.

Die 7-Dehydroxylierung der primaren Gallensauren (CA und CDCA) ist die quantitativ wichtigste
und zudem die physiologisch bedeutungsvollste bakterielle Gallensédurentransformation im Kolon
des Menschen. Der Reaktionsweg einer 7a/B-Dehydroxylierung besteht aus einer Abfolge mehre-
rer oxidativer und reduktiver Schritte, welche in der Bildung der sekundaren Gallensauren DCA
und LCA resultiert.
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Das sekundare, hydrophobe Gallensalz wird anschlieRend aus der Bakterienzelle transportiert
und dient vermutlich dazu, dem Bakterium einen Selektionsvorteil gegentuiber sensitiveren Bakte-
rien zu verschaffen’’. Die bisher bekannten Bakteriengattungen, die eine 7a-Dehydroxylase-
Aktivitat aufweisen, sind Clostridium und Eubacterium®®*.

3 Gallensaurenanalytik — ein Uberblick

Aufgrund der multifunktionalen Rolle der Gallenséuren bei der Regulation verschiedener Stoff-
wechselwege (v.a. Energie-, Lipid- und Glucosehomgostase), kann die qualitative und quantitati-
ve Zusammensetzung des Gallensdurenpools als Indikator fiir die Feststellung des ernahrungs-
physiologischen und pathologischen Zustands herangezogen werden. In den vergangenen Jahr-
zehnten wurde eine Vielzahl verschiedener Techniken fiir die qualitative und quantitative Be-
stimmung von Gallensaurenmetaboliten beschrieben. Die komplexe Zusammensetzung des Gal-
lensaurenspektrums bestehend aus einer Vielzahl biologisch aktiver und inaktiver Molekule, das
Vorkommen dieser Biomolekile bei relativ niedrigen Konzentrationen, sowie stark variierende
Polaritatsunterschiede zwischen individuellen Vertretern und die Prasenz von Stellungsisomeren
stellen hohe Anforderungen an die eingesetzte analytische Messmethode dar'’®*"8,

Anerkannte Verfahren fir die Analyse von Gallensauren in biologischen Matrices umfassen vor-
dergruindig die klassischen Chromatographietechniken (TLC, GC & HPLC), aber auch enzymati-
sche, immunologische und elektrochemische Verfahren wurden beschrieben. Die letztgenannte
Methode weist deutliche Nachteile beziiglich der Spezifitat und Reproduzierbarkeit auf*™®.

Enzymatische Verfahren zur Bestimmung der Gesamtgallensaurenkonzentration (TBA, Total Bile
Acid Concentration) unter Verwendung von Hydroxysteroiddehydrogenasen (v.a. 3a-, 7a- & 12a-
HSDH) eignen sich aufgrund ihrer Schnelligkeit und Einfachheit besonders flr Direktuntersu-
chung von unbehandelten physiologischen Flissigkeiten (Serum, Urin) und werden heute noch in

der Routineanalytik sowie in der medizinischen Diagnostik eingesetzt'®*182

. Allerdings kann hier-
bei weder eine Unterscheidung zwischen einzelnen Gallensduren noch eine Aussauge Uber den
Konjugationszustand getroffen werden. Darliber hinaus leidet das Verfahren im Allgemeinen un-
ter schlechter Empfindlichkeit und unerwiinschten Interferenzen, die durch Matrixbestandteile
hervorgerufen werden'®. Verringerte Nachweisgrenzen und eine hohe Spezifitat werden durch
Radio- und Enzymimmunoassays erreicht, doch stellen auch hier Kreuzreaktionen durch struktu-
relle Gallensédurenanaloga ein groRes Defizit dar. Allerdings kénnen mit Hilfe der immunologi-
schen Techniken die unkonjugierten Gallensauren, welche einen eminenten Anteil am Gallenséu-
renpool ausmachen, aufgrund der Antikorperspezifitdt gegentiber Glycin- und Taurinkonjugaten
meist nicht detektiert werden"”.

Um ein qualitative und quantitatives Gallensaurenprofil zu generieren, bedient sich die Mehrheit
der Analysenmethoden chromatographischer Trenntechniken wie der Hochleistungsdiinnschicht-
chromatographie (HPTLC, High Performance Thin Layer Chromatography), der Gaschromato-
graphie (GC) und der Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography). In friiheren Studien wurden eine Trennung von Gallensauren auf Normalpha-
sen wie Silica oder Aluminiumoxid durchgefiihrt. Praparativ eignet sich diese Methode, um Gal-

lensauren in ihre freien und konjugierten Formen zu unterteilen®*%,
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In Kombination mit der HPTLC konnte eine halbquantitative Auswertung vorgenommen werden.
Eine geringe Selektivitdt und eine hohe Nachweisgrenze zeigen jedoch die Insuffizienz dieser
Trenntechnik auf'’®,

GC-Applikationen sind aufgrund der hohen Sensitivitat, Spezifitdit und Reproduzierbarkeit weit
verbreitet in der Gallensaurenanalytik'®®*®’. Allerdings setzt die Verwendung dieser Messtechnik
eine Reihe von aufwendigen Probenvorbereitungsschritten voraus, einschlieRlich der Isolierung,
Hydrolyse und Derivatisierung der Analyten, wodurch die analytische Performance gemindert
wird'®®, Die Kopplung mit der Massenspektrometrie erlaubt die Identifizierung unbekannter Mole-
kule sowie die Erhohung der Spezifitat speziell im Hinblick auf die Differenzierung von isobaren
Verbindungen in komplexen Matrices (z.B. Fazes). Durch den Einsatz der Elektronenstof3ionisa-
tion (EI) und weiterer Fragmentierungstechniken kdnnen umfangreiche Strukturinformationen
erhalten werden. Die grof3e Anzahl an publizierten Referenzspektren erleichtert die Identifikation
der Substanzen®’’. Die kiirzere Analysendauer und die hohere Aufldsung reprasentieren den
wesentlichen Vorteil im Vergleich zu HPLC-Applikationen, allerdings stellt die komplexe Proben-
aufarbeitung den limitierenden Schritt, besonders in Hinblick auf den Einsatz in der Routineanaly-
tik, dar.

Die GC-Anforderung fir die Volatilitat wurde durch die Einflhrung der HPLC eliminiert. Der
Hauptnachteil der HPLC war lange Zeit das Unvermdgen die Zielsubstanzen, in erster Linie die
unkonjugierten Gallenséuren, zu detektieren. Mittels UV-Detektoren kénnen nur amidierte Gal-
lensalze nachgewiesen werden. Allerdings werden durch Wellenlangen im kurzwelligen UV-
Bereich (~ 200 nm) auch viele Bestandteile des Laufmittels und Probenmatrix mit erfasst. Um die
Sensitivitat zu steigern sind Vor- und Nachsaulenderivatisierungsverfahren beschrieben worden,
um die Molekiile in einen UV- oder fluoreszenzaktiven Zustand zu tberfihren'®*"8, Hierbei wird
bei Methoden, welche sich der Fluoreszenzdetektion bedienen, die héchste Sensitivitat er-
reicht'®. Die Detektion mittels Brechungsindexdetektor spielt auf Grund der geringen Selektivitat,
Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit nur eine marginale Rolle in der Analytik. Eine weitere Detekti-
onstechnik, die im Zusammenhang mit der Analytik von Gallensduren Anwendung findet, ist der
ELSD (Evaporative Light Scattering Detector)*?*1%,

Die Probleme in der Detektorempfindlichkeit und der Spezifitat wurden durch die Verwendung
von Massenspektrometern als Detektoren in der Flissigkeitschromatographie (LC, Liquid Chro-
matography) deutlich reduziert werden'’”. Nach der Einfiihrung von LC-MS-Applikationen zur
Bestimmung von freien und konjugierten Gallensauren in biologischen Matrices wie Plasma,
Fettgewebe und Fazes mit hoher Spezifitdt und Sensitivitat, hat sich die Bedeutung von GC-MS
insbesondere bei Routineanwendungen verringert'®**?°. Dennoch weisen viele Methoden analy-
tische Defizite, aufgrund von aufwendigen Probenvorbereitungsverfahren, geringer Spezifitat
durch die Verwendung vom SIM-Modus (Selected lon Monitoring) oder der Koelution von isoba-

ren Gallensauren, auf'’’.
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Teil C — Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Die groRe Bedeutung der Gallensauren als Regulatoren verschiedenster Stoffwechselwege konn-
te vielfach demonstriert werden. Neben der Entwicklung degenerativer Darmerkrankungen, wer-
den Stérungen der Gallensaurenhomdostase mit der Entstehung des metabolischen Syndroms,
chronischen Darmentziindungen, Gallensteinen sowie Kolonkarzinomen in Korrelation gebracht.
Die Bioverfiigbarkeit der Gallensauren wird dabei maf3geblich durch die Aktivitat der intestinalen
Mikrobiota bestimmt, wodurch ein komplexes, individuelles Spektrum an biochemisch aktiven
bzw. inaktiven Metaboliten resultiert.

Voraussetzung fur die Untersuchung des Gallensaureprofils ist daher die Existenz einer verlassli-
chen Analysenmethode, die es ermdglicht, mdglichst viele stoffwechselrelevante freie und konju-
gierte Gallensauren quantitativ zu erfassen. Aus diesem Grund lag der erste Schwerpunkt die-
ser Dissertation in der Entwicklung einer sensitiven Quantifizierungsmethode fiir die Untersu-
chung des Gallensauremetabolismus in vitro und in vivo.

Die vielfaltigen physikochemischen Eigenschaften, bei gleichzeitig wenig chemisch-strukturellen
Unterschieden zwischen individuellen Gallenséauren sowie ihr Vorkommen im niedrigen Konzent-
rationsbereich, stellen die generelle Herausforderung an die Analytik dar. In den letzten Jahren
wurde eine Reihe von analytischen Methoden zur Quantifizierung von Gallenséauren auf Basis der
Kopplung von Flussigkeitschromatographie und Massenspektrometrie (LC-MS) beschrieben.
Allerdings zeigt die Mehrheit der Methoden Nachteile hinsichtlich der Spezifitdt, chromatographi-
sche Koelution einzelner Analyten sowie einem hohen Zeitaufwand bedingt durch aufwendige
Probenvorbereitungsverfahren. Auf die einzelnen Punkte soll im Folgenden naher eingegangen
werden:

o Spezifitat: Die Eigenschaft, dass vor allem freie Gallensauren im Fragmentierungsprozess
nur ein schwaches Vermdgen zur Fragmentbildung zeigen, wurde vielfach beschrieben.
Dies fiihrte in der Vergangenheit oft dazu, dass die Vorlaufer-lonen selbst als Fragment-
lonen selektiert wurden. Gerade bei der Untersuchung der Analyten in komplexen Matrices
ist dieser Messmodus durch eine geringe Spezifitat und Empfindlichkeit limitiert.

= Aus diesem Grund soll bei der Entwicklung des massenspektrometrischen Systems der
MRM-Modus (Multiple Reaction Monitoring) Anwendung finden.

o Flussigkeitschromatographische Trennung: Die Mehrzahl der Gallensauren stellen
Strukturanaloga dar, die sich ausschlie3lich in der Stellung und Konfiguration der Hydro-
xylgruppen am Sterankérper unterscheiden. Dadurch kdnnen keine selektiven Massen-
Ubergange ermittelt werden. Eine chromatographische Basislinientrennung ist damit eine
unumgangliche Voraussetzung, um eine selektive und individuelle Quantifizierung einzel-
ner Gallensaurenvertreter zu gewahrleisten, was in der Vergangenheit oft nicht erreicht
wurde.

= Durch die Variation verschiedener chromatographischer Bedingungen wie der Wahl der
stationaren Phase, Laufmittelzusammensetzung, pH-Wert des Gradienten sowie Gradi-
entenverlauf soll eine chromatographische Separierung aller untersuchten Gallenséuren
erzielt werden.
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o Probenvorbereitung: Um den Einsatz der LC-MS-basierten Messmethode in Studien mit
grolRem Probenumfang zu ermdglichen, soll das Augenmerk bei der Entwicklung des Pro-
benaufarbeitungsverfahren auf die Schnelligkeit und Einfachheit der Methode gelegt wer-
den, ohne dabei die analytische Performance hinsichtlich der Wiederfindung, des chroma-
tographischen Verhaltens (Auflésung, Trennleistung) sowie Supressionseffekte in der lo-
nenquelle zu vernachlassigen.

= Hierflr sollen bereits publizierte Festphasenextraktionsverfahren (SPE, Solid Phase
Extraction) getestet und mit Resultaten aus einem Extraktionsversuch mit organischen
Lésungsmitteln verglichen werden.

Auf Grund des Vorkommens von Gallensauren in vielen stoffwechselaktiven Geweben, soll die
Analysenmethode mit hoher Sensitivitdt und Prézision anwendbar fir eine Vielzahl von biologi-
schen Matrices wie Blutplasma, Darminhalt und Fettgewebe sein.

Im Anschluss an die Methodenentwicklung soll eine Validierung der entwickelten Messmethode
nach den anerkannten wissenschaftlichen Maf3staben erfolgen, um die Verlasslichkeit und Re-
produzierbarkeit zu demonstrieren.

Der zweite Fokus dieser Arbeit konzentrierte sich auf die Anwendbarkeit der Analysenmethode
zur Untersuchung des Metabolismus von Gallensauren.

Das Ziel soll es sein, den Einfluss der Coriobacteriaceae auf den physiologischen Gallensauren-
und Lipidstoffwechsel in vivo zu bewerten. Hierflr soll zunachst, dass Vermdégen von vier ausge-
wahlten Coriobacteriaceae-Stammen Einfluss auf die Biotransformation von Gallensauren zu
nehmen, in einem in vitro-Fermentationsmodell charakterisiert werden. Da in einfachen in vitro-
Testsystemen systemische Einfliisse des Organismus unbertcksichtigt bleiben, soll nachfolgend
die Durchfiihrung einer Tierstudie mit gnotobiotischen Mausen, die mit Bakterien aus dem Cori-
obacteriaceae-Konsortium kolonisiert werden, erfolgen.

Ausgehend vom Vergleich der Metabolitkonzentration zwischen den kolonisierten Mausen und
den Kontrollgruppen (keimfreie und spezifisch pathogenfreie-Mause) in differierenden Geweben,
ist es von immenser Bedeutung, Unterschiede im Gallensaureprofil herauszustellen, um den Ein-
fluss der Coriobacteriaceae auf den Gallensaurestoffwechsel herausarbeiten sowie neue Hypo-
thesen zur Entstehung von Krankheiten aufzustellen zu kénnen. Die Auswertung mittels multiva-
riater statistischer Datenanalyse soll es dabei ermdglichen, Zusammenhénge zwischen den ver-
schiedenen Gruppen und Einflussfaktoren aufzuzeigen.
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Teil D — Ergebnisse und Diskussion

1 Analytik von Gallensauren

1.1 Entwicklung der LC-ESI-MS/MS-Methode

In den vergangenen Jahren hat sich die Kombination aus Flissigkeitschromatographie und Tan-
dem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) zu einem Standardanalyseverfahren mit breiter Akzep-
tanz etabliert. Insbesondere in der klinischen Chemie hat sich die LC-MS/MS fiir das Screening
und den quantitativen Nachweis zahlreicher Stoffwechselprodukte als zuverlassige Messtechnik
erwiesen. Dank verschiedenster lonisierungstechniken kann die LC-MS/MS-Applikation fur die
Untersuchung eines breiten Spektrums verschiedenster Substanzklassen verwendet werden. Die
ESI (Electrospray lonization)-Technik wird am haufigsten als lonenquelle fur die Analytik von

biologischen Proben eingesetzt'*®.

1.1.1 Entwicklung der MRM-Methode

Die ESI-Technik stellt eine sanfte lonisierungstechnik dar bei der zunachst relativ stabile Quasi-
Molekiil-lonen ([M-HJ, [M+H]*, sowie Addukte des Molekiils mit Na*, NH,*, HCO,  etc.) generiert
werden und die Fragmentierung in der lonenquelle gering gehalten wird. Erst durch eine induzier-
te Fragmentierung wird ein Produkt-lonenspektrum erhalten. Je nach Polaritdt der angelegten
Spannung, kann eine positive oder negative lonisierung erfolgen, wobei der gewahlte Modus
malfi3geblich von der Struktur des Analyten abhéngig ist.

Die Mehrheit der publizierten Methoden auf dem Gebiet der Gallenséaurenanalytik verwendet zur
Quantifizierung der Analyten den SIM-Modus bei dem nur eine Massenspur aufgezeichnet wird.
Gerade freie Gallensauren, zeigen im Fragmentierungsprozess nur unzureichende Fragmentie-
rungseigenschaften. Das Precursor-lon wird hierbei selber als Produkt-lon im Massenspektrome-
ter selektiert'®’'*®. Diese Art der Detektion weist nur eine geringe Spezifitat und ein niedriges
Signal-Rausch-Verhaltnis speziell in Gegenwart komplexer Matrices auf'**?°?, Die Spezifitat be-
schreibt die Fahigkeit eines Messverfahrens, zwischen dem Analyten und anderen Probenbe-
standteilen zu unterscheiden. In der Regel werden drei Identifizierungspunkte, d.h. ein Precursor-
lon und drei dazu geh6rende Fragment-lonen, als ausreichend angesehen, um eine hohe Spezifi-
tat zu erzielen. Im Vergleich zum SIM-Modus ermdglicht das Multiple Reaction Monitoring (MRM)
das maximale Signal-Rausch-Verhéltnis und wird somit vornehmlich zur Quantifizierung verwen-
det. Durch die Detektion mehrerer substanzspezifischer Massenibergange wird eine hohere
Sensitivitat erreicht und auftretende Interferenzen durch Matrixbestandteile unterdriickt. Wenige
Arbeiten verwenden den MRM-Modus fiir die Quantifizierung von Gallensauren*®®2%2%* Daher
war das Bestreben zunadchst eine massenspektrometrische Methode, welche auf Basis eines
Triple-Quadrupol-Massenspektrometers den MRM-Modus verwendet, zu entwickeln. Fir jeden
Analyten wurden sowohl im positiven als auch negativen lonenmodus die substanzspezifischen
MRM-Ubergange ermittelt. Hierfir wurde die Standardlésung via Direkteinlass in die Elektro-
spraykammer des Massenspektrometers (APl 4000 QTRAP®, SCIEX, Darmstadt, DE) einge-
bracht.
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Gallensauren stellen acide Molekile dar, die Uber eine Carboxylgruppe verfiigen, welche im ne-
gativen Modus leicht unter Generierung des Quasi-Molekiil-lons [M-H] deprotoniert werden™®’.
Das deprotonierte Glycin-Molekil [NH,CH,COO] (m/z 73.8) stellte das Hauptfragment-lon im
Produkt-lonenspektrum aller Glycinkonjugierten Gallensauren dar. Das Produkt-lon, welches fir
die Bestimmung von Taurinkonjugierten Gallensduren herangezogen werden kann, bildete sich
durch die Abspaltung der deprotonierten Sulfongruppe [SO3]" (m/z 79.8) aus dem Molekdl.
TAGGLIACOZzI et al. (2003) beschreiben die Bildung weiterer spezifischer Fragmente (m/z 124
[NH2CH>CH,SO3] und m/z 107 [CH3CH,SO3]) fur Taurinkonjugierte Gallensauren®®. Durch ma-
nuelle Variation der CID (Collision-Induced Dissoziation)-Einheiten konnten jedoch keine weiteren
Produkt-lonen mit signifikanter Intensitat fr beide konjugierten Gallensdurengruppen erzeugt
werden (vgl. Abbildung D-1 C & E).
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ABBILDUNG D-1 Produkt-lonenspektrum ausgewahlter Gallensauren je im negativen und positiven lonen-
modus. A & B: a-MCA, C & D: TCA und E & F: GDCA.
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Speziell freie Gallensauren weisen, im Vergleich zu ihren amidierten Vertretern, nur eine geringe
Neigung zur Fragmentierung auf, weshalb oftmals das Precursor-lon auch als Produkt-lon aus-

197198 |0 der Kollisionszelle kommt es zu ZusammenstoRen des selektierten ioni-

gewahlt wurde
sierten Vorlaufer-Molekils mit dem Kollisionsgas, wobei die Translationsenergie teilweise in
Schwingungsenergie umgewandelt wird. Durch eine unimolekulare Dissoziation der aktivierten
lonen kénnen Fragmentspektren generiert werden. Allerdings weisen Gallensauren einen unpola-
ren, stabilen Sterannukleus auf, sodass die aufgebrachte Kollisionsenergie nicht ausreicht, um
Fragment-lonen zu bilden'**?°®. Dieser beschriebene Effekt konnte in den durchgefiihrten MRM-
Experimenten ebenfalls beobachtet werden. Im negativen Modus wurden fur freie Gallensduren
ebenfalls keine substanzspezifischen Fragmentierungsmuster detektiert (vgl. Abbildung D-1 A).

In der Arbeit von TAGGLIACOZzI et al. (2003) wurde erstmalig der positive ESI-Modus zur lonisie-
rung von Gallensduren verwendet. Allerdings stellten sie, vergleichend mit der lonisierung im
negativen Modus, eine deutlich verringerte Intensitat der Vorlaufer-lonen fest. Daflir zeigte sich
ein wesentlich komplexeres Fragmentierungsmuster der Gallensauren®”. Auf Grundlage dieser
Publikation, wurde ebenfalls der positive lonisierungsmodus der ESI-Quelle verwendet. Schon
bei niedrigen CID-Werten kam es bei allen Gallensaurenverbindungen zur Generation von Frag-
ment-lonen, die allesamt durch die Abspaltung von H,O (m/z 18) erzeugt wurden. Ubereinstim-
mend mit den Beobachtungen von TAGGLIACOZzI et al. (2003) war eine signifikante Abnahme der
Intensitéat des Precursor-lons (Q1l-Massenanalysator) um den Faktor 18 relativ zu den Ergebnis-
se, erzielt im negativen lonenmodus erkennbar®® (vgl. Abbildung D-2).
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ABBILDUNG D-2 Vergleich der Intensitdten des Precursor-lons vor der Fragmentierung im Q1 am Beispiel
von CA. A: negativer lonenmodus [M-H]", B: positiver lonenmodus [M+H]*, C: positiver lonenmodus nach Zusatz
von Ammoniumacetat und Bildung des Ammonium-Addukts [M+NH,]".

Die Verwendung von Modifiern stellt eine gangige Praxis dar, um die Signalintensitat speziell des
intensivsten Massenlbergangs zu erhéhen. Zudem weisen z.B. Ammonium-Addukte gute Frag-
mentierungseigenschaften auf“®®. Durch den Zusatz von Ammoniumacetat (10 mM) zur Analytls-
sung, bildete das Ammoniumaddukt [M+NH,4]" das intensivste Vorlaufer-lon (vgl. Abbildung D-2).
Der Grofiteil der Fragment-lonen von freien und Taurinkonjugierten Gallensduren ergab sich
durch den Verlust von NH3; + H,O (m/z 53), wogegen das Hauptprodukt-lon der Glycinkonjugate
durch den Verlust von H,O (m/z 18) gebildet wurde (vgl. Abbildung D-1 B, D & F).
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bei der Verwendung des negativen lonenmodus
nur wenige auswertbare bzw. in Bezug auf die freien Gallensauren keine relevanten Fragment-
lonen erhalten werden konnten, wohingegen im positiven Modus fragmentreiche Massenspektren
resultierten. Durch den Zusatz von Ammoniumacetat und der Bildung des Ammoniumaddukts,
konnte die Intensitdt um ein Vielfaches gesteigert werden. Da die Methode in Hinblick auf ein
Screening von Gallensaurenmetaboliten in verschiedenen biologischen Matrices entwickelt wer-
den sollte, ist ein hohes Mal3 an Selektivitdt und Sensitivitdt unabdingbar. Daher war es von Inte-
resse, dass moglichst viele Masseniibergénge in die Methode implementiert werden. Fortan wur-
de fr alle Experimente ausschlie3lich der positive lonenmodus verwendet.

Allerdings wurden fir die Monohydroxygallensauren LCA und Iso-LCA disparate Ergebnisse er-
halten, da auch unter der Verwendung von Modifiern die grof3te Intensitdt nur im negativen lo-
nenmodus erzielt wurde. Die Bildung von Fragment-lonen war weder im positiven noch im nega-
tiven Modus zu beobachten, weshalb die Detektion der beiden Substanzen im SIM-Modus durch
Messung des deprotonierten Precursor-lons [M-H]', erfolgte.

Die Einstellungen der Beschleunigungs- und der Fokussierungsspannungen des lonenpfades
des Massenspektrometers wurden mit Hilfe der ,Automatic Compound Optimazation“ der Ana-
lyst® Software (Version 1.6.1) fiir jede Substanz individuell optimiert und geeignete Fragmente fiir
die Quantifizierung ermittelt. Anschlie3end wurden weitere Parameter wie das Curtain Gas und
das Collision Gas manuell angepasst, um eine hochstmogliche Sensitivitat der massenspektro-
metrischen Methode zu generieren.

Das Curtain Gas, ein inerter Stickstoffstrom, welcher dem lonenstrom entgegengesetzt ist, ver-
hindert das Eindringen von Staubpartikeln, ungeladenen lonen, Losungsmittelresten sowie von
Puffer-lonen in das Hochvakuumsystem des Massenspektrometers. Durch die Kollision mit Ana-
lytmolekilen, werden diese gegebenenfalls abgelenkt, wodurch es zu einer Abnahme der Sensi-
tivitdt kommen kann. Von Seiten des Herstellers wird empfohlen, die GréRe des Curtain Gas
mdglichst hoch anzusetzen, um den massenselektiven Detektors hinreichend vor Kontaminatio-
nen zu schiitzen. Je nach den Polaritatseigenschaften der Verbindungen hat der Wert des Cur-
tain Gas maRgeblich einen Einfluss auf die Intensitéat der Signale. Bei den verhaltnisméaRig pola-
ren Vertretern, wie den konjugierten Gallensauren der a-MCA, CA und B-MCA, wurde eine Maxi-
mierung der Intensitdt mit zunehmender GréRe des Curtain Gas identifiziert, wohingegen bei
unpolaren Gallensauren (z.B. DCA) der gegenteilige Effekt beobachtet werden konnte. Generell
konnte bei der Einstellung des Curtain Gas von 10 psi die maximale Intensitét fir eine Quantitat
der Substanzen ausgemacht werden. Nach Auskunft des Herstellers, sollte das Curtain Gas je-
doch die Marke von 20 psi nicht unterschreiten, um eine Verunreinigung des massenspektromet-
rischen Systems vorzubeugen.

Neben dem Curtain Gas wurde die optimale Einstellung fiir das Collision Gas evaluiert. Es befin-
det sich in der Kollisionszelle und bestimmt den Druck des Kollisionsgases. Bei der Mehrzahl der
Analyten wurden die héchsten Signale bei der Einstellung ,high® erzielt. Lediglich bei unpolaren
Gallensauren wie 7-KLCA, 6,7-DKLCA und GLCA wurde die maximale Intensitat bei der Option
.low* erhalten.
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Auf diese Art wurden fir alle Gallensdurenmetabolite die passenden massenspektrometrischen
Parameter ermittelt und in eine gemeinsame MRM-Multimethode integriert. Eine zusammenfas-
sende Darstellung aller bestimmten MRM-Ubergénge ist im Teil | — Anhang, Tabelle 1-2 und 1-3
angegeben. Um die Sicherheit der qualitativen Aussage zu steigern wurden jeweils die drei inten-
sivsten Massenlibergange in die Messmethode integriert. Der intensivste Masseniibergang, der
Quantifier (Qnt), wurde in der spateren Multimethode zur Quantifizierung der Metabolite herange-
zogen. Die Qualifier 1 und 2 (Qal 1 und 2) dienten der Identifizierung des Analyten in der Probe.
Nur wenn alle drei Masseniibergédnge zur selben Retentionszeit signifikant vom Grundrauschen
unterscheidbar waren, wurde der Analyt als ,identifiziert* in der Probe angesehen. Als weiteres
Qualitatsmerk diente das Verhéltnis der Peakflachen von Qnt, Qal 1 und Qal 2 zueinander.

1.1.2 Entwicklung der flussigkeitschromatographischen Methode

Auch bei einer selektiven LC-MS/MS lassen sich Interferenzen nicht vollstandig ausschlie3en.
Oftmals rihren diese aus der Fragmentierung von isobaren Massentbergéangen strukturell ver-
wandter Isomere oder nicht-verwandter Metabolite her. Bei der Betrachtung der MRM-Ubergénge
wurde eine Vielzahl von Interferenzen identifiziert, die durch isobare bzw. isomere Gallensauren
hervorgerufen werden. Die Mehrheit der endogenen Gallensauren treten als Strukturanaloga auf,
die sich lediglich in der Position und Stereoisomerie der Hydroxylgruppe am Sterangerist im Sin-
ne einer Stellungsisomerie voneinander differenzieren (siehe Abbildung D-3). Dadurch kénnen
keine selektiven Massenlibergange ermittelt werden. Aufgrund der verringerten Spezifitat muss
die Retentionszeit als zusétzliches Selektionsmerkmal herangezogen werden.

Auf Grund der hohen strukturellen Ahnlichkeit zahlreicher Gallensauren einerseits und den gro-
3en Unterschieden in den Polaritdten zwischen individuellen Gallenséuren andererseits, stellt die
chromatographische Trennung eine groRRe analytische Herausforderung dar'’’. Das Ziel der Ent-
wicklung der flissigkeitschromatographischen Methode war es daher, eine Basislinientrennung
aller isobaren Substanzen zu erzielen, um deren selektive Quantifizierung zu gewahrleisten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Chromatographiesaulen mit unterschiedlichen
chemischen Modifizierungen und Laufmittelzusammensetzungen getestet und gegebenenfalls

einigen Optimierungen unterworfen®%*2%%2%7

. Der groRRe Unterschied in den physiochemischen
Eigenschaften, wie Lipophilie und Polaritét, bedingt eine sorgfaltige Auswahl der stationdren
Phase und des Laufmittelsystems. In der Mehrheit der Publikationen, ver&ffentlicht auf dem Ge-
biet der Gallensaureanalytik, wurde eine gute chromatographische Trennung auf herkdmmlichen
C18 Umkehrphasen (RP, Reversed Phase) erreicht. RP-Phasen werden universell fiir die chro-
matographische Trennung eines breiten Substanzspektrums eingesetzt. Die Trennung der Analy-
ten erfolgt hierbei in abnehmender Reihenfolge der Polaritat der Komponenten. Im Vergleich zu
lipophilen Verbindungen gehen polare Analyten weniger Wechselwirkungen mit der apolaren

stationaren Phase ein und werden zuerst eluiert.
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ABBILDUNG D-3 Relevante unkonjugierte Gallensdurenmetabolite, die als Strukturisomere vorliegen. Die
Mehrzahl der Molekiile unterscheidet sich nur in der Konfiguration und Position der Hydroxylgruppen am Steran-
korper.

Gallensauren sind amphiphile Molekile, die aus einem hydrophoben Sterankérper und einer hyd-
rophilen Seitenkette aufgebaut sind. Diese beiden Faktoren beeinflussen maRgeblich das Re-
tentionsverhalten auf RP C18-Phasen™®,

Die im Zusammenhang der LC-MS-Technik am haufigsten Losungsmittel sind Acetonitril, Metha-
nol und Wasser. Allerdings kann ein hoher Anteil an Acetonitril zu einem Mangel an Ladungstra-
gern in der ESI-Quelle fiihren, wodurch die lonisation der Analyten diskriminiert wird (lonensupp-
ression). Daher wurde das Trennverhalten der einzelnen Chromatographiesdulen zunéchst mit
Wasser als Eluent A und Methanol als Eluent B studiert.
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1.1.2.1 Einfluss der stationaren Phase

Jede Saule weist andere Eigenschaften in Hinblick auf das S&ulenmaterial, Lange der Trennstre-
cke, Partikeldurchmesser etc. auf. Aus diesem Grund konnte keine Verallgemeinerung bei der
Erstellung und Ubertragung von Gradienten und Flussraten auf weitere Trennsaulen getroffen
werden. Als Qualitatskriterium fir die Beurteilung der Chromatographieleistung galten eine Basis-
linientrennung aller Analyten — speziell der Stellungsisomere — die Peakform, eine hohe chroma-
tographische Auflosung sowie eine mdglichst geringe Analysendauer. Folgende Chromatogra-
phiesaulen wurden durch eine Vorselektion ausgewahlt:

o RP CN (Nucleodur, 100 x 3.0 mm i.D., 3.0 um, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG)

o RP C18 (Nucleoshell, 100 x 2.0 mm i.D., 2.7 ym, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG)
o RP C18 (Nucleoshell, 150 x 2.0 mm i.D., 2.7 ym, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG)
o RP C18 (Kinetex, 150 x 2.1 mm i.D., 2.6 ym, Phenomenex® Inc.)

Es wurden nur Saulen mit einem Partikeldurchmesser > 2 um verwendet, da bei der Verwendung
von kleineren Partikelgrof3en mit einem hohen Gegendruck gerechnet hatte werden miissen, was
die Benutzung einer UPLC-Anlage (Ultra Performance Liquid Chromatography) notwendig ge-
macht hatte.

Durch die Verwendung einer RP C18-Trennséule, wie es in der einschléagigen Literatur empfoh-
len wird, sollte eine hohe Retardation auf Basis des hydrohoben Grundcharakters des Sterannuk-
leus erreicht werden. Sowohl die 'Nucleoshell'- als auch die 'Kinetix'-Technologie basieren auf
teilpordsen Partikeln, bestehend aus einem festen Kern umgeben von einer homogenen Schale
aus porésem Kieselgel. Die Verwendung von teilporésen Materialien hat sich in den letzten Jah-
ren bewahrt, da im Vergleich zu vollpordsen stationdren Phasen, der Massentransfer und damit
die Schnelligkeit und Effizienz der Trennung beschleunigt werden kann.

Eine Trennstrecke von 100 mm erwies sich als zu kurz, um eine ausreichende Auflosung der
Zielanalyten zu generieren. Durch die Erhéhung der Trennstrecke wurde zwar eine deutlich bes-
sere Trennung und chromatographische Resolution generiert, allerdings konnte weder durch
Variation des Gradienten, der Flie3geschwindigkeit noch durch einen Flussgradienten eine zu-
friedenstellende Trennung der isobaren Verbindungen a-MCA, B-MCA, w-MCA und HCA sowie
ihrer Taurinkonjugate T-a-MCA und T-B-MCA erzielt werden.

Als Alternative zur traditionellen Selektivitat auf traditionellen RP C18-Phasen wurde daher das
Chromatographieverhalten auf einer Cyanopropyl-modifizierten Kieselgelphase (Nucleodur CN-
RP) geprift. Laut Herstellerangaben zeigt diese Trennséaule ein erweitertes Selektivitatsspektrum,
ein hervorragendes Retentionsverhalten fiir polare bis ungesattigte Verbindungen und wird fur die
Analyse von Steroid-Verbindungen empfohlen. Im Hinblick auf die isobaren Verbindungen, zeigte
die Chromatographiesaule jedoch ein schlechtes Retentionsverhalten — viele Strukturanaloga
konnten nicht voneinander getrennt werden.

Resultierend aus den Ergebnissen wurde fir die fortlaufende Optimierung des flissigkeitschro-
matographischen Systems die RP C18-Trennsaule (Kinetex, 150 x 2.1 mm i.D., 2.6 ym, Pheno-
menex® Inc.) verwendet. Vergleichend mit der 'Nucleoshell-Trennséule (150 x 2.0 mm i.D.,
2.7 um, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG) wurde die chromatographische Separation einer Viel-
zahl der Stellungsisomere erzielt.
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Da jedoch durch die Modifikation des Gradienten und der Flussrate keine Verbesserung der
chromatographischen Trennung erreicht wurde, erfolgte im ndchsten Schritt eine Optimierung
des Eluentensystems zunéchst durch Variation des pH-Wertes.

1.1.2.2 Einfluss des pH-Wertes

In bereits veroffentlichten chromatographischen Methoden fir die Gallensdureanalytik wurde eine
groRe Auswahl verschiedenster Eluenten mit variierenden pH-Werten angewandt. Sowohl neutra-
le pH-Werte?®®?*° als auch saure'®**® und basische Bedingungen®®#*° fiir das mobile Phasen-
system wurden in der Literatur beschrieben. Um das chromatographische Retentionsvermdgen
der Analyten auf der RP-C18 Phase zu optimieren, wurden verschiedene Laufmittelsysteme mit
differierenden pH-Werten getestet (vgl. Abbildung D-4).
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ABBILDUNG D-4 Einfluss des pH-Werts des Eluenten auf das chromatographische Verhalten von Gallen-
sduren. A: neutral, B: basisch (0.1% Ammoniumhydroxid, pH 8), C: sauer (0.1% FA); (dargestellt ist der TIC —
Total lon Chromatogram), Eluent A: Wasser, Eluent B: MeOH, Saule: RP C18 (Kinetex, 150 x 2.1 mm i.D.,
2.6 ym, Phenomenex® Inc.). FA: Ameinsensaure (Formic Acid), MeOH: Methanol
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Die chromatographischen Eigenschaften von Gallensduren werden maf3geblich durch den pH-
Wert der mobilen Phasen beeinflusst'®’
zu den Sulfonsauren und stellen starke Basen dar?, die im pH-Wert-Bereich von 3 - 10 ionisiert
vorliegen, wohingegen Glycinkonjugierte (pKa-Wert 3.8 - 4.8) und freie Gallenséauren (pK,-Wert
5.2-6.2) bei niedrigen pH-Werten mehrheitlich in protonierter Form existieren®*’® (vgl.

Teil B — Theorie Nr. 2.2). Bei pH-Werten = 7 spielen vordergriindig nur noch hydrophobe Wech-

. Taurinkonjugierte Gallensdure (pKa-Wert ~ 1.5) zahlen

selwirkungen zwischen dem unpolaren Sterangeriist und der stationdren Phase eine Rolle.

Die Methoden von SCHERER et al. (2009) und Cal et al. (2012) basieren auf einem schwach basi-
schen Eluentensystem (0.1% Ammoniumhydroxid in Methanol bzw. Wasser, pH 9 und
pH 8)?°%?*° |m Vergleich zum neutralen pH-Wert (vgl. Abbildung D-4 A) war im basischen Milieu
eine signifikante Abnahme der Retention und eine Koelution einer Mehrzahl der Gallensauren zu
erkennen (vgl. Abbildung D-4 B). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Trennung speziell
der Glycinkonjugierten und der unkonjugierten Substanzen durch den Zusatz von 0.1% Ameisen-
saure (FA, Formic Acid) substantiell gesteigert werden konnte. Der Grund hierfir liegt darin be-
grundet, dass bei niedrigen pH-Werten diese Molekule protoniert vorliegen, so dass der lipophile
Charakter der Substanzen zunimmt, wodurch die Interaktionen zwischen den Analyten und der
hydrophoben stationdren Phase erhoht und die Zielanalyten stéarker retardiert werden. Wie be-
reits in der Literatur beschrieben hatte die Anderung des pH-Wertes einen unwesentlichen Ein-
fluss auf das Retentionsverhalten der Taurinkonjugierten Gallensauren'®*?%%, Insgesamt konnte
festgestellt werden, dass Eluenten mit neutralen und basischen pH-Werten nicht geeignet sind,
um eine ausreichende chromatographische Aufldsung der Gallensauren zu generieren.

Da es sich bei Gallensduren um schwach saure Verbindungen handelt und ihr chromatographi-
sches Verhalten mal3geblich vom pH-Wert des Laufmittels beeinflusst wird, ist der Zusatz eines
Puffers unabdingbar, um reproduzierbare Bedingungen zu generieren. Bei einer Konzentration
von 0.1% FA und 20 mM Ammoniumacetat wurde die beste Aufloésung sowie symmetrische
Peaks Uber alle Gallensaurenderivate hinweg erzielt. Allerdings konnte nicht fir alle isobaren
Verbindungen eine Basislinientrennung erzielt werden.

Daneben stellt der Einsatz von Puffer bzw. Modifiern eine weitere Alternative dar, die Signalin-
tensitat zu beeinflussen. Die Ursache hierfir liegt in der Veranderung des Dampfdrucks des L6-
sungsmittels begriindet, wodurch die Verdampfung in der lonenquelle und die Ladungsverteilung
auf der Tropfchenoberflache verandert werden. ALNOUTI et al. (2008) beschreiben, dass die Ver-
wendung von Ammoniumbicarbonat die Intensitat der Glycinkonjugierten Gallensauren erniedrig-
te, wahrend die Intensitat der Taurinkonjugierten Verbindungen geringfiigig gesteigert werden
konnte'®. Insgesamt ist es bei der Verwendung der ESI wichtig keine nichtfliichtigen Additive
einzusetzen, da diese sich nachteilig auf die Spraybildung und lonisation auswirken.
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1.1.2.3 Einfluss des Losungsmittels

Wie bereits beschrieben stellen Acetonitril, Methanol und in einigen Féallen Ethanol géngige orga-
nische Losungsmittel fir die chromatographische Analyse von Gallensduren dar. In Hinblick auf
die Peakschérfe eignen sich Methanol und Ethanol eher als Acetonitril*®*. Methanol weist ein
grolReres Vermogen auf hydrophobe Gallensalze zu solvatisieren und diese in Lésung zu halten.
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ABBILDUNG D-5 Einfluss des Ldsungsmittels auf das Retentionsverhalten von Gallensauren. (TIC, Aus-
schnitt) A: MeOH, B: ACN, C: ACN/MeOH (3/1, v/v), Eluent A: Wasser + 20 mM Ammoniumacetat + 0.1% FA,
Saule: RP C18 (Kinetex, 150 x 2.1 mm i.D., 2.6 pym, Phenomenex® Inc.); XIC (Extracted lon Chromatogram): |
(m/z 426.337 — 337.2): 1: w-MCA, 2: a-MCA, 3: B-MCA, 4: HCA, 5: CA, Il (m/z 410.374 — 357.3): 1: UDCA, 2:
HDCA, 3: CDCA, 4: DCA, 5: Iso-DCA. Die Bedeutung der Abktrzungen der Gallens&uren ist in Teil | — Anhang
Nr. 1 Tabelle I-1 angegeben. MeOH: Methanol, ACN: Acetonitril, FA: Ameisensaure (Formic Acid)
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Bei der Verwendung von Methanol als Eluent B (+ 20 mM Ammoniumacetat, 0.1% FA) konnte
keine Trennung speziell der beiden Strukturisomere CDCA und DCA erzielt werden (vgl. Abbil-
dung D-5 A I1). Die Basislinientrennung dieser beiden Verbindungen stellte in der Vergangenheit
eine oftmals beschriebene chromatographische Herausforderung dar, wobei in vielen Fallen kei-
ne Trennung erreicht werden konnte und die Analyten daher als Summenparameter quantifiziert
wurden®®*1% Weiterhin konnte keine vollstandige Basislinientrennung von w- und a-MCA gene-
riert werden (vgl. Abbildung D-5 A 1).

Durch den Wechsel auf ACN als Eluent B (+ 20 MM Ammoniumacetat, 0.1% FA) wurden die
Trenneigenschaften speziell der MCA-Derivate deutlich erhoht (siehe Abbildung D-5 B 1), eine
Basislinientrennung aller isobaren Substanzen konnte dennoch nicht erhalten werden. Die Sepa-
ration von DCA und CDCA konnte auch durch Variation des Gradientenverlaufs und der Flussra-
te nicht verwirklicht werden. Durch die Addition von Methanol zu Acetonitril (1/3, v/v) wurden die
Polaritéat der mobilen Phase und damit die Loslichkeit der Gallensauren erhéht. Dies resultierte in
einer gesteigerten chromatographischen Auflésung (vgl. Abbildung D-5 C).

In Abbildung D-5 ist der Einfluss des Ldsungsmittels auf das Chromatographieverhalten von Gal-
lensduren auf der verwendeten RP C18-Phase dargestellt, welcher den finalen Gradienten repra-
sentiert. Im Laufe der Methodenentwicklung wurden weitere Analyten, vor allem Oxogallensau-
ren, zum Multistandard ergénzt, wodurch die Unterschiede in der Anzahl der Peaks und der In-
tensitat im Vergleich zu den Chromatogrammen (Abbildung D-5 und D-5 B) zu erkléren sind. Die
Retention an der RP C18-Phase unter den optimierten Chromatographiebedingungen ist gewahr-
leistet. Es wurden symmetrische Peaks mit einem ausreichenden Abstand zur Totzeit erhalten.
Als Mindestretentionszeit wurde das Zweifache des Totvolumens angesehen.

Die chromatographische Basislinientrennung aller Stellungsisomere konnte erzielt werden, was
die selektive Quantifizierung von friher oftmals als Summenparametern bestimmten Analyten
ermoglicht (siehe Abbildung D-6). Fir die isobaren Glycin- und Taurinkonjugierten Gallensauren
konnte durch die Verwendung des finalen Eluentensystems und Gradientenverlaufs ebenfalls
eine Basislinientrennung erreicht werden (siehe Teil | — Anhang Nr. 2 Abbildung I-1).

Die Reihenfolge der Retention von Gallensauren auf RP C18-Phasen ist wesentlich von der An-
zahl, der Position und der Regiochemie der Hydroxylgruppen am Sterangrundgerist abhangig.
Bei konjugierten Gallensauren hat zusétzlich die chemische Struktur des Substituenten einen
wesentlichen Einfluss auf das Retentionsverhalten. Aufgrund der partiell polaren Eigenschaften
von Taurinkonjugierten Gallensalzen retardieren diese weniger auf der stationdren Phase und
eluieren vor den Glycinkonjugierten und freien Verbindungen. Die Elutionsreihenfolge innerhalb
der Familie der Gallensauren ist abhangig von der Zahl und Stereochemie der Hydroxylgruppen
am Sterankorper sowie ihrem Vermogen intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen auszu-
bilden*3. Aligemein eluieren Tri- vor den Di- und Monohydroxygallensauren (vgl. Abbildung D-6).
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ABBILDUNG D-6 XIC (Extracted lon Chromatogram) der isomeren Verbindungen am Beispiel der freien
Gallensauren bei den dargestellten Massenubergangen (Ausschnitt). Die chromatographische Basislinien-
trennung konnte ebenfalls fiir die Taurin- und Glycinkonjugierten Gallensalze erzielt werden (vgl. Teil | - Anhang
Nr. 2 Abbildung I-1).
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1.1.2.4 Finale Optimierung

Eine hochauflésende Chromatographie tréagt dazu bei, die Wahrscheinlichkeit einer Koelution
isobarer Substanzen zu minimieren. Eine Einteilung der Messmethode in zeitlich begrenzte Peri-
oden, deren Zeitraume sich aus der chromatographischen Trennung ergeben, kann sinnvoll sein,
um die Messdauer (DT, Dwell Time) der einzelnen Massenubergange zu erhéhen und damit das
Signal-Rausch-Verhéltnis zu optimieren. Hierbei werden die Massenubergénge einer Substanz
nur im Bereich der Retentionszeit akquiriert und nicht Gber die gesamte Analysendauer gemes-
sen. Die DT fir den Qnt, den Masseniibergang der final zur Quantifizierung herangezogen wird,
wurde auf 150 msec festgesetzt, wahrend die Scandauer von Qal 1 und Qal 2 jeweils 20 msec
betrug (siehe Teil | — Anhang Nr. 1 Tabelle I-2) .

Die Verwendung von internen Standards (IS) stellt daher fiir die Quali- und Quantifizierung eine
zuverlassige Methode zur Erzielung préziser und sicherer Messergebnisse dar. Bei einem IS
handelt es sich um eine Substanz, die natrlich in der Probe nicht vorkommt, aber chemisch und
strukturell die gleichen Eigenschaften wie der Zielanalyt besitzt und sich lediglich im Molekular-
gewicht von diesem unterscheidet’'. Daher finden in der quantitativen LC-MS/MS durchweg
stabil-isotopenmarkierte Verbindungen Anwendung. Der Einsatz von isotopenmarkierten Deriva-
ten gleicht Unterschiede in der lonisierungseffizienz aus und kompensiert Signalschwankungen,
verursacht einerseits durch leichte Variationen in der Probenvorbereitung und vor allem durch die
Probenmatrix bedingte Unterdriickung bzw. Verstarkung der lonisation. Bei biologischen Proben
ist es wichtig, auf die relative Molekiilmasse des markierten Derivats zu achten, welches idealer-
weise um 3 Masseeinheiten hdher sein sollte als das Molekulargewicht des Zielanalyten, um In-
terferenzen durch natiirliche Isotopen auszuschlieRen?*?. Durch Normalisierung des gemessenen
Analytsignals im Vergleich zum Signal des IS kdnnen Verluste und Ineffizienzen durch eventuelle
Variationen bei der Injektion, Probenaufarbeitung, Matrixeffekte, Chromatographie und der loni-
sierung nivelliert werden®*. Auf Grund der enormen Vielfalt der Gallensauren und der hohen
Anzahl an Analyten, war es nicht mdoglich fir jede Verbindung eine interne stabil-
isotopenmarkierte Verbindung zu verwenden. Wenn keine isotopenmarkierten Derivate zur Ver-
fugung stehen, missen Homologe d.h. strukturverwandte Molekile eingesetzt werden. Daher
wurde sich bei der Quantifizierung von freien Gallensauren auf d4-CA und bei konjugierten Gal-
lensduren auf d4-GCDCA und bezogen.
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1.2 Entwicklung der Probenvorbereitungsmethode

Der Einsatz von hochsensitiven Messtechniken wie Massenspektrometern im Bereich der Klini-
schen Analytik macht eine guten Probenvorbereitung zwingend notwendig, da unbehandelte Mat-
rixproben nicht ohne vorherige Aufarbeitung analysiert werden kdnnen. Die Probenmatrix beein-
flusst einerseits die lonisierung der Zielanalyten in der lonenquelle und andererseits das chroma-
tographische Trennverhalten. Anorganische Salze mit hoher lonisierungsstéarke kénnen das lo-
nensignal reduzieren, so dass die Qualitat der Messung leidet. Neben dem Einsatz eines IS ist
eine sorgfaltige Probenvorbereitung der Goldstandard fiir die Kompensierung von Suppressions-
und Matrixeffekten.

Die einfachste und schnellste Mdglichkeit der Probenvorbereitung ist die Proteinfallung durch
Zugabe eines organischen Losemittels. Diese Art der Aufarbeitung ist in vielen Féllen aber nicht
ausreichend, da neben Proteinen weitere Storsubstanzen in der Matrix vorhanden sind und mit
dieser Technik nicht abgetrennt werden kdnnen. Die deutlich effektivere Art der Probenvorberei-
tung stellt die Festphasenextraktion (SPE, Solid Phase Extraction) dar. Die Mehrheit der analyti-
schen Methoden fir die Bestimmung von Gallensauren bedient sich der SPE-Technik fur die
Probenvorbereitung. Allerdings werden ebenfalls simple Extraktionsverfahren mit organischen
Lésungsmitteln zur Aufarbeitung von biologischen Proben in der Literatur beschrieben.

1.2.1 Festphasenextraktion (SPE)

Die SPE ist eine leistungsstarke Art der Probenvorbereitung und Probenanreicherung mit dem
Ziel, einen oder mehrere Analyten durch gezielte Wechselwirkung an einer stationaren Phase zu
adsorbieren und gleichzeitig storende Begleitstoffe sowie Matrixbestandteile zu entfernen. Im
Anschluss kann der adsorbierte Analyt durch schrittweise Erhéhung der Elutionskraft der Eluen-
ten wieder vom Phasenmaterial entfernt werden. Durch verschiedene Waschschritte mit unter-
schiedlich starken organischen Lésungsmitteln, bzw. Lésungsmitteln unterschiedlicher pH-Werte,
werden weiterhin unerwiinschte Probenkomponenten entfernt. Neben der Adsorption von Ana-
lytmolekilen an der Festphase kdnnen an deren Stelle auch Matrixmolekille gebunden werden
und vom Zielanalyten separiert werden, allerdings ist in diesem Fall keine Aufkonzentrierung der
Probe mdglich. Durch die Vielfalt an chemisch modifizierten Adsorbentien und Retentionsmecha-
nismen kann eine spezifischere und selektive Trennung der Analyten erfolgen®?.

Allgemein werden der SPE-Applikation in der modernen Analytik mehrere Vorteile zugesprochen.
Durch die Anreicherung von Analyten wird die chromatographische Empfindlichkeit erhéht und
die Nachweisgrenze verbessert. Die Entfernung von Stérkomponenten und Minimierung von Mat-
rixeffekten, speziell bei komplexen Matrices, schiitzt das Messsystem vor Gbermafiger Kontami-
nation. Weitere Vorteile im Vergleich zu Extraktionsverfahren bietet die SPE durch einen geringe-

ren Verbrauch an Lésungsmitteln sowie ein hdheres MaR an Aufkonzentrierung des Analyten®*.
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Konditionierung Probenaufgabe Waschen Elution
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ABBILDUNG D-7 Schematische Darstellung eines SPE-Versuches zur Anreicherung der Probenmolekiile an
der Festphase und zur Entfernung von Stérkomponenten. Die SPE-Applikation umfasst folgende Schritte:
Konditionierung: Solvatisierung und Aktivierung des Adsorbens, damit der Analyt reproduzierbare Wechselwir-
kungen mit der Festphase eingehen kann. Probenaufgabe: Die Probenlésung wird durch die Festphase gezo-
gen. Waschen: Analytmolekile (schwarz) werden am Adsorbens angereichert, Lésungsmittelmolekiile und Stor-
komponenten (blau und braun) werden entfernt. Elution: Analyt (schwarz) wird durch einen geeigneten Eluenten
vom Sorbens entfernt. (eigene Darstellung)

Vier bereits publizierte Methoden zur Isolierung und Aufkonzentrierung von Gallensduren aus
biologischen Matrices mittels SPE wurden getestet und die prozentuale Wiederfindungsrate fur
funf reprasentative Gallensauren mit unterschiedlichen Polaritdtseigenschaften bestimmt. In allen
Arbeiten wurde RP C18-Festphasen eingesetzt, allerdings unterschieden sich die Extraktionspro-
tokolle grundlegend in den Polaritatseigenschaften der verwendeten Losungsmittel (siehe Abbil-
dung D-8).

Konditionierung Probenaufgabe Waschen Elution
» MeOH .
+ Probe geldst in 100 mM
M1 Wasse? Ammoniumcarbonat-Puffer (pH 9.3) LUEEEE HEE
« Ammoniumcarbonat-Puffer (pH 9.3)[ ./\‘> [/‘>
+ Chloroform/MeQH . Wasser
M2 | « MeOH + Probe gelost in Wasser « n-Hexan » MeOH
» Wasser L> l:/P ; [/>
» MeOH . A ; * FA (0.5%ig) .
M3 | | FA (0.5%ig v/v) r Probe gelost in FA (0.5%ig v/v) r « MeOH I\ FA (0.5%ig v/v)
/‘> {2
* n-Hexan
M4 | - n-Hexan r + Probe geldst in Toluol .- « 2-Propanol (30%ig in n-Hexan)
N ~N ~ . Einengen, Resuspension in MeOH
B B! [~

ABBILDUNG D-8 Getestete SPE-Methoden fir die Probenaufarbeitung von Gallensauren. M1: Methode nach
BURKHARD et al. (2005)'%, M2: Methode nach PERwAIz et al. (2001)%”, M3: YE et al. (2007)***, M4: McDONALD et
al. (2007)215, M: Methode, MeOH: Methanol, FA: Ameisensaure (Formic Acid)
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Fur die Evaluation einer geeigneten Probenvorbereitung wurden flnf in ihren Polaritatseigen-
schaften differierende Sterolverbindungen, namentlich TCDCA, GUDCA, CA, 3-DHCA und 6,7-
DKLCA (dargestellt in abnehmender Polaritatsreihenfolge) ausgewahlt, um die Effizienz der SPE-
Applikation bewerten zu kénnen.

Die Auswertung erfolgte anhand der Quantifizierung der Metabolite Uber Integration der erhalte-
nen Peakflachen und die daraus berechneten Wiederfindungsraten der einzelnen SPE-Schritte
(siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 1.3.1 Gleichung (1)).

| O Probenaufgabe [ Waschen M Elution |

125 7

Wiederfindung [%]

ABBILDUNG D-9 Wiederfindungsrate ausgewdahlter Gallenséduren nach Festphasenextraktion. M1: Methode
nach BURKHARD et al. (2005)'%®, M2: Methode nach PERWAIZ et al. (2001)*%’, M3: YE et al. (2007)"***, M4:
MCcDONALD et al. (2007)**°, MeOH (Methanol), FA (Ameisensaure)

BURKHARD et al. (2005) demonstrieren eine fiir Plasmaproben geeignete Probenvorbereitungs-
methode mit Wiederfindungsraten zwischen 85% - 105% fiir die analysierten Gallensauren (Me-
thode M1). Die Konditionierung des Adsorbens erfolgt zunéachst mit Methanol gefolgt von Wasser
und einem basischen Ammoniumcarbonat-Puffer (pH 9.3)'%®. GroRe Verluste an CA, 3-DHCA
und GUDCA konnten bei der Probenaufgabe ermittelt werden, wohingegen 6,7-DKLCA und
TCDCA an der stationaren Phase adsorbiert wurden. Die Starke der Wechselwirkung zwischen
der Festphase und dem Analyten hangt wesentlich von dem verwendeten Lésungsmittel und dem
pH-Wert ab. Im basischen pH-Wert-Bereich liegen die Gallensalze deprotoniert vor, wodurch die
Hydrophilie der Substanzen erhéht wird und die Wechselwirkung mit der unpolaren stationdren
Phase abnimmt. Die Variation des pH-Werts hat dagegen keinen Einfluss auf den Protonierungs-
grad der Taurinkonjugate. Allerdings wurde im Waschschritt (Wasser) nahezu vollstandig (97%)
das gebundene TCDCA von der stationdren Phase eluiert wahrend beim 6,7-DKLCA nur wenig
Verlust (2%) beobachten werden konnte. Mit MeOH konnte das absorbierte 6,7-DKLCA nur in
sehr geringen Mengen (4%) eluiert werden. Es ist anzunehmen, dass der Analyt so stark an die
Festphase gebunden wurde, so dass die Elutionskraft von Methanol nicht ausreicht, um die
Wechselwirkungen von 6,7-DKLCA mit der stationdren Phase zu Uberwinden.
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Bei der Methode M2 (PERWAIZ et al. (2001) wurde das Adsorbens zunéchst mit einem Gemisch
aus Chloroform/ Methanol (2/1, v/v), reinem Methanol und Wasser konditioniert und im Anschluss
die Analyten, geldst in Methanol, aufgegeben®’. Wie bereits bei der Methode M1 beobachtet
werden konnte, gingen die polaren Gallensauren, speziell die Trihydroxygallensédure CA sowie 3-
DHCA und die konjugierten Spezies TCDCA und GUDCA, nur wenig Wechselwirkung mit der
stationaren Phase ein. Grol3e Anteile (39% - 80%) gingen bereits bei der Aufgabe der Analytl6-
sung verloren. 6,7-DKLCA, als der hydrophobste Vertreter der selektierten Gallensauren, wurde
hinreichend an der Festphase gebunden. Auch im Waschritt mit Wasser und n-Hexan konnten
keine Verluste ausgemacht werden.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Aufarbeitungsmethode M1, reichte auch hier das Elu-
tionsvermdgen von Methanol nicht aus, um den Analyten vom Festphasenmaterial zu readsorbie-
ren und aus dem chromatographischen System zu entfernen.

Bei der Festphasenkonditionierung unter sauren Bedingungen (Methode M 3, YE et al. (2007)*%%)

konnte bereits ein Analytverlust von 84% CA, 59% 3-DHCA, 51% TCDCA, 61% GUDCA und
sogar 94% der Oxogallenséaure 6,7-DKLCA bei der Probenaufgabe detektiert werden.

McDONALD et al. (2007) veroffentlichten ein Protokoll fir die Isolierung von Cholesterol und ver-
wandter Sterole nach vorheriger Probenextraktion nach BLIGH & DYER anwendbar flr Plasma-
und Gewebeproben (Methode M 4)**°. Auch hier zeigte sich eindeutig, dass mit der Probenvorbe-
reitungsmethode kein befriedigendes Gesamtergebnis fir alle verwendeten Gallensauren erzielt
werden konnte.

o Zusammenfassung

In der Literatur publizierte SPE-Methoden wurden getestet, wobei sich eindeutig zeigte, dass auf
Grund der strukturellen Diversitat und den Unterschieden in den Polaritéaten der verschiedenen
Gallensauren keine zufriedenstellende Aufarbeitung mittels SPE in einem Schritt generiert wer-
den kann. Daneben umfasst die Probenvorbereitung mittels SPE viele Einzelschritte, was sich
negativ auf die Analysendauer niederschlagt. Da die Methode in Hinblick auf den Einsatz in
Hochdurchsatzverfahren mit mehreren hundert Proben eingesetzt werden sollte, war es erstre-
benswert, eine schnelle und effektive Probenaufarbeitung zu etablieren.

1.2.2 Extraktionsverfahren

Das Prinzip eines Extraktionsverfahrens beruht darauf, dass bei der Zugabe eines geeigneten
Lésungsmittels (Extraktionsmittel) aus einer Fliissigkeit oder einem Feststoff die zu analysierende
Komponente, welche sich bevorzugt darin l6st, vom Extraktionsgut abgetrennt werden kann
(= Extrakt). Zur Isolierung des Extrakts vom Extraktionsriickstand wird in der Regel ein Trennver-
fahren (z.B. Zentrifugation) nachgeschaltet (siehe Abbildung D-10).
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LC-MS/MS-Analyse

Uberstand

(MeOH + IS-Mix,
10 min)

ABBILDUNG D-10 Schematische Darstellung des angewandten Probenextraktionsverfahrens mittels SLE
(Solid-Liquid-Extraction, Fest-Flussig-Extraktion) fiir Fazes-Proben. Nach der Zugabe von Methanol und IS
wird die Probe 10 min unter konstanten Schiitteln extrahiert, zentrifugiert und der Uberstand nach Uberfithrung in
ein Probenvial mittels der entwickelten LC-MS/MS-Multimethode analysiert. MeOH: Methanol, IS: Interner Stan-
dard. (eigene Darstellung)

Grundlage fur die Beschreibung des Extraktionsprozesses bildet das NERNST sche Verteilungs-
gesetz:

k= 2 (1)
Co

ki Verteilungskoeffizient der Substanz

Cijo Konzentration der Substanz in der Phase 1 und 2

Um eine schnelle und effiziente Extraktion zu erreichen, sollte bei einer Feststoffextraktion dem
Lésungsmittel eine grof3e Austauschflache und kurze Diffusionswege geboten werden. Bei Fest-
stoffen wird dies durch vorheriges Zerkleinern des Feststoffes und bei Flissigkeiten (LLE, Liquid-
Liquid-Extraction) durch Rihren der Lésung erreicht.

Fir jede Fragestellung und Matrix muss ein geeignetes Losungsmittel gefunden werden. Hierflr
ist es notwendig die Eigenschaften des zu lésenden Stoffes zu kennen, um abschatzen zu kén-
nen, ob mit dem gewéahlten Losungsmittel eine ausreichende Extraktionsausbeute erzielt werden
kann. Im Idealfall sollte das Losungsmittel nur die zu bestimmende Substanz herauslosen und
weitere Probenbestandteile unberuhrt lassen. Gallensauren weisen auf Grund ihrer strukturellen
Diversitéat starke Unterschiede in ihren Polaritatseigenschaften auf. Allerdings wurde bereits be-
schrieben, dass sie ein gutes Lésungsverhalten in Methanol zeigen. Wie bereits bei der Entwick-
lung der SPE-Applikation beschrieben, wurde fiir die Bestimmung und Bewertung der Effektivitat
der Extraktion die flinf genannten Gallensauren (TCDCA, GUDCA, CA, 3-DHCA und 6,7-DKLCA)
ausgewahlt. Ziel war es, eine Aufarbeitung zu generieren, die es erméglicht, sowohl die polaren
als auch die semi-polaren Sterolderivate in einem einzigen Extraktionsschritt mit zufriedenstel-
lender Ausbeute zu isolieren.

Aus den ermittelten Konzentrationen wurde nach Abzug der endogenen Gallensdurekonzentrati-
on der undotierten Matrix die prozentuale Wiederfindungsrate ermittelt (siehe Teil G — Material
und Methoden Nr. 1.3.2 Gleichung (2)). Die Leistungsféhigkeit des Extraktionsverfahrens ist bei-
spielhaft fur die Matrix Zellkulturndhrmedium in Abbildung D-11 dargestellt. Eine zusammenfas-
sende Darstellung aller Ergebnisse (Fazes, Fettgewebe und Plasma) des finalen Probenextrakti-
onsverfahrens mit Methanol wird im Teil | — Anhang Nr. 2 Tabelle I-4 angegeben.
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ABBILDUNG D-11 Prozentuale Wiederfindungsrate von Gallenséduren nach LLE (Liquid-Liquid-Extraction,
Flussig-Fliussig-Extraktion) mit Methanol als Extraktionsmittel (Zellkulturndhrmedium, n = 3).

Bei einer durchschnittlichen Wiederfindungsrate aller untersuchten Analyten von 97.1% (Plasma),
95.9% (Fazes), 96.1% (Fettgewebe) und 97.2% zeigte CA mit 101.3% (Plasma), sowie 101.2%
(Fazes), 101.0% (Fettgewebe) und 98.7% (Zellkulturnahrmedium) die hochste Wiederfindung.

Eine Abweichung von 100% bei der Wiederfindungsrate ist zuldssig, wenn die Abweichung kon-
stant und dadurch rechnerisch korrigierbar ist. Die relative Standardabweichungen der Mittelwer-
te (n = 3) von 0.8% - 4.8% zeugt von einer geringen Streuung der Messwerte und spiegelt somit
die Genauigkeit des Extraktionsverfahrens wieder. Hierbei wurde im niedrigen Konzentrationsbe-
reich eine groRRere Variation der Messwerte festgestellt, wohingegen bei héheren Konzentratio-
nen eine bessere Wiederfindungen beobachtet werden konnte. Sowohl fir die ausgewahlten
Gallensauren wurden durchweg gute Wiederfindungsraten Uber den gesamten untersuchten
Konzentrationsbereich erhalten.

o Zusammenfassung
Vollends konnte flr die Analytik von Gallenséuren ein Schnellverfahren mittels Extraktion fur die
Probenaufarbeitung realisiert werden, die es ermdglicht, eine gro3e Anzahl an Proben zeithah
ohne groRen Aufwand zu bearbeiten.
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1.3 Methodenvalidierung

Allgemein versteht man unter Validierung den Nachweis und die Dokumentation der Zuverlassig-
keit und Qualitét einer Methode. Der tatséchliche notwendige Umfang einer Validierung, hangt
von der Art und dem Gebrauch in der Analytik ab. Der Schwerpunkt der Validierung lag darauf,
zu zeigen, dass die entwickelte LC-MS/MS-Analysenmethode fiir die Quantifizierung von Gallen-
sauren in komplexen Matrices wie Plasma, Fazes, Fettgewebe und Fermentationsmedium geeig-
net ist, um zuverlassige und reproduzierbare Daten zu generieren. Hierfur wurden die folgenden
relevanten Verfahrensmerkmale: Linearitat, Prazision, Richtigkeit, Wiederfindung, Nachweis- und
Bestimmungsgrenze charakterisiert.

1.3.1 Linearitat und linearer Arbeitsbereich

Die Linearitat einer Methode ist fur einen bestimmten Konzentrationsbereich gegeben, wenn sich
das Messsignal direkt proportional zur Analytkonzentration verhalt. Die untere Grenze bildet die
Nachweis- bzw. Bestimmungsgrenze, die obere Grenze wird in der Regel durch ,Sattigung“ des
Detektorsystems verursacht. Erfolgt die Uberpriifung der Linearitat nur in Proben, die den reinen
Analyt in unterschiedlichen Konzentrationen enthalten, so wird lediglich die Linearitat des Detek-
tors ermittelt (= Grundkalibrierung)?*. Daher ist es zwingend notwendig die Linearitat bei ver-
schiedenen Konzentrationen in der vorliegenden Matrix (Plasma, Fazes, Fettgewebe und Fer-
mentationsmedium) ebenfalls durchzufihren (= Matrixkalibrierung).

1.3.1.1 Grundkalibrierung

Gemal der Definition fur Linearitat sind verschiedene mathematische Kalibrierfunktionen fur ein
analytisches Verfahren moglich. Generell sollte eine Kalibrierfunktion 1. Ordnung einer quadrati-
schen Regression (2. Ordnung) bevorzugt werden.

Die Linearitat der LC-MS/MS-Methode fur jeden Analyten wurde zunéchst visuell Uberpruft. Dazu
wurde das Verhdltnis aus Peakflache des Analyten (A) zum korrespondierenden IS (= Aa/ Ajs)
gegen den Quotienten aus Konzentration des Analyten und Konzentration des IS (= ca/ ¢is) auf-
getragen und subjektiv beurteilt. Es wurde der Regressionskoeffizient R? fiir das lineare und das
guadratische Kalibriermodell ermittelt (siehe Tabelle D-1), um den Grad der Anpassung der Kalib-
rierfunktion an die Kalibrierwerte zu erfassen. Der gréRere Wert entspricht dem Modell mit der
besseren Anpassung?‘®.

Eine weitere qualitative Aussage zur Auswahl des bevorzugten Kalibriermodells kann (ber die
berechneten Reststandardabweichungen Sg und Sgq (vgl. Teil G — Material und Methoden
Nr. 1.4.2.3, Gleichung (4) & (5)) der linearen und quadratischen Kalibriergeraden getroffen wer-
den. Ist Sg < Sgq, SO ist ein linearer Zusammenhang gegeben, im anderen Falle ist die quadrati-
sche Regression zu bevorzugen.
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TABELLE D-1 Prifung der Linearitat der LC-MS/MS-Methode fir die Grundkalibrierung (Auszug).
Parameter der linearen und quadratischen Regression (n = 5)
Analyt R? (1. Ordnung) R? (2. Ordnung) Sk Sro
(MW + SD) (MW + SD)
CA 0.997 £ 0.002 0.998 + 0.003 0.0352 0.0378
DCA 0.997 + 0.002 0.998 + 0.001 0.0701 0.0741
12-KDCA 0.997 + 0.002 0.998 + 0.001 0.0162 0.0172
DHCA 0.997 + 0.004 0.998 + 0.002 0.0160 0.0171
TCA 0.783 + 0.084 0.917 + 0.067 0.7608 0.3454
TLCA 0.963 + 0.013 0.986 + 0.011 0.0970 0.1315
GCA 0.996 + 0.003 0.999 + 0.001 0.0278 0.0300
GDCA 0.997 £ 0.002 0.997 £ 0.002 0.0550 0.0920

R% Regressionskoeffizient, Sg: Reststandardabweichung (lineare Regression), Sro: Reststandardabweichung (quadratische
Regression), MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung (siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 1.4.2.3)

Der GroRteil der Substanzen wies im untersuchten Konzentrationsbereich eine sehr gute Lineari-
tat auf. Fir 97% der Metabolite konnte ein Korrelationskoeffizient R? = 0.995 erzielt werden (vgl.
Teil I — Anhang Nr. 2 Tabelle I-5). Problematisch gestalten sich die Gallensauren TCA und TLCA,
fiir welche deutlich schlechtere Korrelationskoeffizienten (R? < 0,970) erhalten wurden. Die Auf-
tragung der Kalibrierpunkte bedingt keine ideale Gerade, vielmehr wurde der Verlauf einer Satti-
gungskurve im oberen Konzentrationsbereich festgestellt (vgl. Abbildung D-12). Zwischen der
Analytkonzentration und dem Messsignal besteht im gewahlten Messbereich kein direkt proporti-
onaler Zusammenhang.
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ABBILDUNG D-12 Prifung der Linearitat im Rahmen der Grundkalibrierung (Systemlinearitat) beispielhaft
fur TCA und TLCA. Graphisch dargestellt sind die Kalibrierfunktionen 1. Grades (lineare Regression) und
2. Grades (quadratische Anpassung) sowie die erhaltenen Geradengleichungen und Regressionskoeffizien-
ten R Aufgetragen sind jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung je Messpunkt (n = 5).
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Die mit Hilfe von Gleichung (9) (vgl. Teil G — Material und Methoden Nr. 1.4.2.3) fir den Test
nach MANDEL berechnete PrifgroRe (PG) zeigt allerdings nur fir TCA (504 > 12.25, F-Wert fur
P=0.01, f; =1, f,=n-3), dass die Verringerung der Restvarianz, die sich aufgrund der Wahl
eines Modellansatzes hdéherer Ordnung gegeniiber dem Regressionsmodell 1. Ordnung ergibt,
signifikant ist. Im Falle von TLCA wurde ein PG von 0.22 < 12.25 (F-Wert fur P =0.01, f; =1,
f, = n - 3) erhalten, so dass der Unterschied als nicht signifikant und die Kalibrierfunktion im un-
tersuchten Arbeitsbereich als linear anzusehen ist.

Um eine Auswertung mittels quadratischer Regression zu verhindern, wurden einzelne Verfah-
rensschritte geprift und als erster Ansatz der Konzentrationsbereich der nicht-linearen Funktion
eingeengt, mit dem Ziel eine akzeptable Linearitat zu erzielen. Obwohl anhand des Anpas-
sungstest hach MANDEL gezeigt werden konnte, dass das lineare Regressionsmodell die
Messdaten von TLCA hinreichend beschreibt, wurde aufgrund des visuellen Eindrucks einer
Unlinearitat, speziell im hohen Konzentrationsbereich, der Messbereich ebenfalls verkleinert.

TABELLE D-2 Prufung der Linearitat der LC-MS/MS-Methode fir die Grundkalibrierung nach Verkleinerung
des Kalibrierbereichs (Auszug).

Parameter der linearen und quadratischen Regression (n = 5)

Analyt R? (1. Ordnung) R? (2. Ordnung) SR Skro
(MW # S) (MW £ S)

TCA 0.998 + 0.003 0.997 + 0.002 0.0532 0.0569

TLCA 0.998 + 0.002 0.996 + 0.003 0.0037 0.0040

R’ Regressionskoeffizient, Sg: Reststandardabweichung (lineare Regression), Sgo: Reststandardabweichung (quadratische
Regression), MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung (siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 1.4.2.3)
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ABBILDUNG D-13 Prifung der Linearitat im Rahmen der Grundkalibrierung (Systemlinearitéat) beispielhaft
fur TCA und TLCA nach Verkleinerung des Kalibrierbereiches. Graphisch dargestellt sind die Kalibrierfunkti-
onen 1. Grades (lineare Regression) sowie der Residuenplot. Aufgetragen sind jeweils der Mittelwert und die
Standardabweichung je Messpunkt (n = 5).
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Abbildung D-13 zeigt die Kalibriergeraden fiir die Analyten TCA und TLCA nach Verkleinerung
des Arbeitsbereiches, die beide aufzeigen, dass ein linearer Zusammenhang zwischen dem
Messsignal und der Konzentration besteht.

Weiterhin wurde mit einer Residualanalyse Uberprift, ob das gewahlte Regressionsmodells die
Messergebnisse hinreichend beschreibt. Residuen d; stellen ein Maf? fir die vertikale Streuung
(y-Achsenrichtung) der Signalwerte um die Regressionsgerade dar (vgl. Gleichung (3)
Teil G — Material und Methoden Nr. 1.4.2.3). Ist die Wahl des Modells korrekt, so missen die
Residuen um den Wert 0 ohne eine erkennbare Verteilungsstruktur streuen (Normalverteilung).
Der graphische Verlauf der Residuen in Abhéngigkeit der Konzentration ist in Abbildung D-13 fir
TCA und TLCA beispielhaft dargestellt. In beiden Fallen ist konnte ein idealer Verlauf beobachtet
werden d.h. der gewabhlte lineare Modellansatz wird als richtig angesehen.

Um das Mal der Streuung der Kalibrierpunkte bei einer Konzentration bewerten zu kdnnen, wur-
de das Prazisionsmal3, reprasentiert durch den relativen Variationskoeffizienten C,, aus der
Standardabweichung s und dem Mittelwert X berechnet (vgl. Gleichung (11) Teil G — Material und
Methoden Nr. 1.4.3). Gemal den Vorgaben der FDA (US Food and Drug Administration) fir bio-
analytische Methodenvalidierung kann ein Cy von 15% noch als akzeptabel eingestuft werden®’.
Dieses Kriterium wurde von 97% aller untersuchten Analyten erreicht, 29% der berechneten CV's
lagen in einem sehr guten Bereich von < 10%.

Ein weiteres Gutekriterium bei der Kalibrierungsbewertung ist die Verfahrensstandardabweichung
Sv (vgl. Gleichung (10) Teil G — Material und Methoden Nr. 1.4.2.3). Diese ist auf die Mitte des
Konzentrationsbereiches (Abszisse des Schwerpunktes der Regressions- bzw. der Kalibriergera-
den) normiert. Eine zusammenfassende Darstellung aller qualitatsrelevanten Verfahrenskennda-
ten ist dem Teil | — Anhang Nr. 2 Tabelle I-5 zu entnehmen.

TaBELLE D-3 Prufung der Linearitat der LC-MS/MS-Methode fur die Grundkalibration. Dargestellt sind die
Parameter, die zur Beurteilung der Qualitat der Linearitat durch lineare Regression erforderlich sind.

Lineare Regression (n =5)

Steigung m R? Sy [UM] Cv [%]

(MW + SD) (MW + SD) (MW + SD) (MW + SD)
CA 0.769 + 0.021 0.997 + 0.002 0.051 + 0.001 10.44 + 0.29
DCA 1.974 + 0.088 0.997 + 0.002 0.049 + 0.002 10.69 + 0.49
12-KDCA 0.419 + 0.039 0.997 + 0.002 0.068 + 0.007 14.19 + 1.48
DHCA 0.574 +0.019 0.997 + 0.004 0.037 + 0.001 12.17 +0.39
TCA 0.277 +0.011 0.998 + 0.002 0.235 + 0.010 11.80 +0.48
TLCA 0.552 +0.013 0.998 + 0.002 0.007 + 0.001 10.60 + 0.25
GCA 2.136 + 0.087 0.996 + 0.003 0.016 + 0.001 12.03 + 0.50
GDCA 1.902 + 0.101 0.997 + 0.002 0.046 + 0.002 14.66 + 0.74

R’: Regressionskoeffizient, Sy: Verfahrensstandardabweichung, Cv: Verfahrensvariationskoeffizient, MW: Mittelwert, SD: Stan-

dardabweichung (siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 1.4.2.3)

UNIVERSITAT HAMBURG, INSTITUT FUR LEBENSMITTELCHEMIE

Seite | 45



TEIL D ERGEBNISSE & DISKUSSION

o Zusammenfassung
Die Ergebnisse der visuellen Kontrolle, der linearen Regression sowie des Anpassungstest nach
MANDEL und der Residualanalyse bestatigen, dass die Kalibrierfunktionen im untersuchten Kon-
zentrationsbereich als linear angesehen werden kénnen. Zudem konnte ein hohes Mal3 an Linea-
ritat Gber einen weiten, dynamischen Arbeitsbereich (50- bis 4500-fach) fur alle Analyten aufge-
zeigt werden.

1.3.1.2 Matrixkalibrierung

Bei realen Proben kommt es oftmals zu einer Abweichung des Analysenwertes vom wahren Pro-
benwert (Methodenlinearitat). Um die Fragestellung zu verifizieren, ob die entwickelte Priifmetho-
de auch unter Bedingungen einer komplexen Matrix (Plasma, Fazes, Fettgewebe und Zellkul-
turndhrmedium) zuverlassige und prazise Ergebnisse liefert, wurde mit Hilfe einer Matrixkalibrie-
rung der Einfluss von Matrixbestandteilen untersucht (vgl. Teil G — Material und Methoden
Nr. 1.4.2.2). Analog zur Grundkalibrierung wurden zunéachst eine lineare Regression sowie eine
Residuenanalyse durchgefuhrt und gegebenenfalls visualisierte AusreiRer eliminiert (vgl. Abbil-
dung D-14, Beispiel CA).
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ABBILDUNG D-14 Regressionsgerade und Residuenplot der Gallenséure CA fur die Matrices Plasma und
Fazes. Graphisch dargestellt sind die Kalibrierfunktionen 1. Grades (lineare Regression). Aufgetragen sind je-
weils der Mittelwert und die Standardabweichung je Messpunkt (n = 3). Die Ausrei3er im Residuenplot sind rot
markiert.

Seite | 46 UNIVERSITAT HAMBURG, INSTITUT FUR LEBENSMITTELCHEMIE



ERGEBNISSE & DISKUSSION | TEIL D

CA -WAT CA - Residuenplot (WA’
0,5 - 0,03 - plot (WAT)
041 0,02 1 .
w 034 g
=< 3 0,01 . .
- T .
< 02 o
14
- *
01 y = 0,3501x + 0,0108 0.00 . . : . '
R? = 0,0087 . N
L] . L]
0,0 , . . . . ‘ ‘ 0,01 4
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 14
cAl cls cal clS
CA - Nahrmedium CA - Residuenplot (Nahrmedium)
0 0,02 -
041 0,01
5 ] . N
. 031 c t . H .
< 5 0,00 .
= ] |
< 02 2
w L]
0,1 4 y = 0,3647x +0,0084 0.01 4
Rz = ,9988
0,0 . . . . . . ‘ 0,02 /
0 0,2 0,4 0,8 0,8 1 1,2 1,4
cul cls cal cis

Abbildung D-15 Regressionsgerade und Residuenplot der Gallensaure CA fir die Matrices Fettgewebe
und Nahrmedium. Graphisch dargestellt sind die Kalibrierfunktionen 1. Grades (lineare Regression). Aufgetra-
gen sind jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung je Messpunkt (n = 3).

Die Regressionskoeffizienten R? entsprachen weitgehend denen aus der Grundkalibrierung. Es
konnten durchweg akzeptable Ergebnisse mit R?> >0.990 erzielt werden (vgl. Teil | — Anhang
Nr. 2 Tabellen I-6 bis 1-9).

Im Vergleich zur Grundkalibrierung wies die Matrixkalibrierung deutlich niedrigere Empfindlichkei-
ten m auf. In besonderem MalRRe kann die Abnahme der Empfindlichkeiten bzw. der gemessenen
Intensitaten durch den Effekt der lonensuppression auftreten. Die erhaltenen Verfahrensvariati-
onskoeffizienten Cy lagen, wie nach MalRgabe der FDA empfohlen, unter dem akzeptablen
Grenzwert von 15%. In Tabelle D-4 sind die Regressionsparameter sowie die Bestimmungsgren-
ze (LLoQ, Lower Limit of Quantitation) fur alle verwendeten Matrices, beispielhaft flr acht repra-
sentative Gallensauren dargestellt.

o Zusammenfassung
AbschlieBend kann gesagt werden, dass es gelungen ist eine spezifische und empfindliche LC-
ESI-MS/MS-Methode fir die Analyse von Gallenséduren zu entwickeln, welche auch unter den
Bedingungen einer anspruchsvollen Matrix (Plasma, Fazes, WAT und Zellkulturndhrmedium)
akzeptable Verfahrenskenndaten aufweist.
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TABELLE D-4 Priufung der Linearitat der LC-MS/MS-Methode fur die Matrixkalibrierung fur die Matrices
Plasma, Fazes, Fettgewebe und Zellkulturndhrmedium (Auszug). Dargestellt sind die Parameter (nach Elimi-
nierung der Ausreil3er), die zur Beurteilung der Qualitat der Linearitat durch lineare Regression erforderlich sind.

Lineare Regression (n = 3)

LLoQ [uM]  Steigung m R® Sv [UM] Cv [%]
(MW + SD) (MW + SD) (MW £ SD) (MW £ SD)

Plasma
CA 0.036 0.420 £ 0.022 0.999 £ 0.001 0.015 £ 0.001 5.92 £ 0.43
DCA 0.064 0.978 £ 0.046 0.997 £ 0.003 0.035 £ 0.002 14.56 + 0.68
12-KDCA 0.115 0.116 £ 0.007 0.998 + 0.001 0.035 £ 0.002 13.91+0.81
DHCA 0.037 0.243 £ 0.015 0.999 £ 0.001 0.034 £ 0.002 13.77 £ 0.89
TCA 0.209 0.143 £ 0.009 0.999 £ 0.001 0.202 £0.013 13.73+0.85
TLCA 0.029 0.461 £ 0.059 0.999 £ 0.001 0.010 £ 0.001 10.61 +1.57
GCA 0.056 0.753 £ 0.024 0.998 + 0.001 0.026 £ 0.001 10.58 + 0.33
GDCA 0.083 0.929 £ 0.253 0.992 £ 0.011 0.033 £ 0.007 14.13+2.94
Fazes
CA 0.119 0.346 £ 0.010 0.999 + 0.001 0.026 £ 0.001 10.23+0.32
DCA 0.255 0.745 £ 0.035 0.999 + 0.001 0.035 £ 0.002 1471+ 0.70
12-KDCA 0.156 0.120 £ 0.005 0.996 + 0.001 0.036 £ 0.001 14.46 + 0.58
DHCA 0.039 0.230 £ 0.008 0.999 + 0.000 0.021 £ 0.001 8.31+£0.28
TCA 1.446 0.093 £ 0.008 0.998 + 0.001 0.358 £ 0.030 8.72+0.74
TLCA 0.039 0.513 £ 0.029 0.997 £ 0.003 0.011 £ 0.001 12.23+0.71
GCA 0.046 0.846 + 0.067 0.998 + 0.001 0.019 £ 0.001 7.71+0.56
GDCA 0.096 0.795 £ 0.019 0.997 + 0.003 0.024 £ 0.001 10.14 +0.24
Fettgewebe
CA 0.103 0.350 £ 0.014 0.999 + 0.002 0.033 £0.001 13.01 +0.54
DCA 0.061 0.806 £ 0.037 0.999 + 0.001 0.027 £ 0.001 11.35+0.52
12-KDCA 0.074 0.139 £ 0.005 0.999 + 0.001 0.026 £ 0.001 10.53+0.39
DHCA 0.018 0.242 £ 0.001 0.999 + 0.000 0.006 £ 0.000 2.36 £ 0.01
TCA 1.349 0.096 + 0.007 0.996 + 0.003 0.160 £ 0.010 10.88+0.71
TLCA 0.009 0.912 +0.048 0.998 + 0.003 0.002 + 0.000 7.04+0.31
GCA 0.195 0.919 + 0.087 0.997 + 0.001 0.035 + 0.004 13.95+1.78
GDCA 0.214 0.809 + 0.025 0.994 + 0.004 0.030 £ 0.001 12.78 + 0.38
Nahrmedium
CA 0.092 0.365 £+ 0.002 0.999 + 0.001 0.018 £ 0.001 6.87 £0.13
DCA 0.032 4.044 £ 0.228 0.998 + 0.001 0.008 £ 0.000 8.79+0.28
12-KDCA 0.064 0.124 £ 0.004 0.999 + 0.001 0.019 £ 0.001 7.52+0.13
DHCA 0.038 0.183 £ 0.008 0.999 + 0.001 0.013 £0.001 5.28 £ 0.15
TCA 1.642 0.132 + 0.007 0.998 + 0.001 0.378 £ 0.005 9.21+0.13
TLCA 0.022 0.201 + 0.004 0.999 + 0.001 0.006 + 0.000 6.53 +£0.13
GCA 0.042 0.931 £ 0.039 0.999 + 0.001 0.014 £ 0.001 5.54+0.22
GDCA 0.077 0.706 + 0.014 0.999 + 0.001 0.017 £ 0.001 7.17 £0.53

LloQ: Bestimmungsgrenze, R*: Regressionskoeffizient, Sy: Verfahrensstandardabweichung, Cv: Verfahrensvariationskoeffizient,

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung (siehe Teil G — Material und Methoden Abschnitt 1.4.2.3)
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1.3.2 Prazision

Die Prazision stellt ein Mal’ fur die Streuung von Messergebnissen dar, welches die Konformitét
von unabhéngigen Analysenergebnissen untereinander zum Ausdruck bringt. Um das Prazisi-
onsmaf von erhaltenen Analysenergebnissen bestimmen zu kénnen, erfolgte die Uberpriifung
der Prazision der Methode, die in Form des Cy's ausgedrickt wurde. Dabei wurden sowohl die
Wiederholungs- und die Vergleichsprazision (vgl. Teil G — Material und Methoden Nr. 1.4.3) un-
tersucht.

1.3.2.1 Wiederholungsprazision

Die Wiederholungsprazision (Intra-Day Precision) gibt die Prazision unter Wiederholbedingungen
(WD) an, bei der voneinander unabhangige Ergebnisse in kurzen, sich wiederholenden Zeitab-
stéanden bei gleichbleibenden Messbedingungen wiederholt werden. Im Rahmen der Methoden-
validierung wurde die Wiederholungsprazision durch Mehrfachbestimmung von Proben (n =5)
bei drei verschiedenen Konzentrationslevels (QC 1 bis 3, Quality Control) mit unabhéngigen Ein-
waagen ermittelt.

Nach Vorgaben der FDA sollte die Prazision Cy keine Werte > 15% annehmen“~'. Die Ergebnis-
se in Tabelle D-5 (beispielhaft fur CA, DCA, 12-KDCA, DHCA, TCA, TLCA und GDCA fir die
Matrix Plasma) zeigen, dass die Wiederholungsprazision fur die entwickelte LC-MS/MS-Methode
fur den untersuchten Konzentrationsbereich gegeben ist. Es wurde fir alle Analyten akzeptable
Cy 's kleiner 10% ermittelt.

Die geringe Streuung der Messergebnisse unter Wiederholungsbedingungen konnte gezeigt
werden. Des Weiteren unterschieden sich die Varianzen zwischen den Messwerten der Proben
nicht signifikant voneinander (bestimmt mittels F-Test bei P = 0.01, f; =f, =n - 1).
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1.3.2.2 Vergleichsprazision

Die Vergleichspréazision (Inter-Day Precision) gibt die Prazision Cy unter Vergleichsbedingungen
(VGL) an, bei der voneinander unabhéngige Ergebnisse am identischen Untersuchungsobjekt,
aber an verschiedenen Tagen bzw. Messpunkten erhalten werden.

Fir die LC-MS/MS-Multimethode sind die Vergleichsprazision in Tabelle D-5 aufgefuhrt. Erwar-
tungsgeman ergaben sich hohere Cy im Vergleich zum Testansatz der Wiederholungsprazision.
Dennoch wurden akzeptable Werte von Cy < 15% erreicht, was aufzeigt, dass die Vergleichspra-
zision fur den untersuchten Konzentrationsbereich gegeben ist.

Die Varianzen zwischen den Messwerten der Proben sind homogen verteilt (bestimmt mittels F-
Test bei P = 0.01, f; =f, = n - 1), womit die Streuung der erhaltenen Analysendaten im untersuch-
ten Bereich unter Vergleichsbedingungen unabhangig von der Analytkonzentration ist.

1.3.3 Genauigkeit

Die Genauigkeit ist ein Maf3 fiir die Abweichung des Messwertes vom richtigen Wert aufgrund
eines systematischen Fehlers. Die Genauigkeit wurde durch Bestimmung des relativen Fehlers
(RE, Relative Error) auf unterschiedlichen Konzentrationsniveaus ermittelt. Hierfir wurden die
Matrixproben mit dem Multistandard versetzt und der RE, nach Abzug der endogenen Gallensau-
rekonzentration bestimmt (vgl. Teil G — Material und Methoden Nr. 1.4.4 Gleichung (12)).
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TABELLE D-5 Prazision und Genauigkeit unter Wiederholungs- (WD) und Vergleichsbedingungen (VGL)
beispielhaft fir die Matrix Plasma (Auszug). Die vollstandige Ubersicht fiir die Matrix Plasma kann dem Teil | —
Anhang Nr. 2 Tabelle I-10 entnommen werden.

Prazision Genauigkeit
QC-Konzentration WD VGL WD VGL
[LM] (n=5)[%] M=9)[%] (h=5RE[%] (n=29)REI[%]
CA QC1 0.19 1.81 8.42 5.25 -5.30
QcC2 1.87 2.07 10.00 -0.62 -1.66
QCs3 6.23 2.11 8.29 1.95 0.63
DCA QC1 0.18 1.66 2.11 3.90 -3.93
QcC2 1.75 5.51 7.07 -0.80 -3.34
QC3 5.83 1.78 6.42 -3.87 -2.85
12-KDCA QC1 0.18 8.65 2.69 9.68 -3.26
QC2 1.82 5.74 8.64 -3.25 2.48
QC3 6.06 4.47 6.08 2.10 0.74
DHCA QC1 0.18 4.14 8.38 8.80 -1.40
QcC2 1.81 1.42 6.00 -3.36 -2.91
QC3 6.04 4.97 4.05 1.93 -2.60
TCA QC1 3.01 4.34 10.95 7.23 -1.95
QcC2 30.10 5.04 4.61 -2.96 2.11
QC3 100.3 1.38 6.89 -2.09 2.60
TLCA QC1 0.18 2.57 8.42 3.74 -3.34
QcC2 1.79 2.18 5.73 2.59 -0.46
QC3 5.95 2.94 4.72 0.22 1.98
GDCA QC1 0.17 6.11 2.27 -1.83 -0.75
QcC2 1.71 3.43 7.98 -1.26 -0.51
QCs3 5.69 4.67 7.69 -0.74 -1.75

QC: Quality Control Sample, Cv: Verfahrensvariationskoeffizient, RE: Relative Error (siehe Teil G — Material und Methoden
Nr. 1.4.4)

Der Mittelwert sollte gemafd den Mal3gaben der FDA nicht mehr als 15% vom tatsachlichen Wert
abweichen, auRer im Bereich der Bestimmungsgrenze (LLoQ) wo eine Diskrepanz vom theoreti-
schen Wert von 20% annehmbar ist?!’. Die Genauigkeit der Methode entspricht den Anforderun-
gen der FDA. Die relativen Fehler RE streuen um den Wert Null. Anhand der in Tabelle D-5 auf-
geflhrten berechneten RE-Werte flr den Probensatz der Kalibrierung erkennt man das Vermo-
gen der Methode eine hohe Genauigkeit Gber den betrachteten Konzentrationsbereich zu garan-
tieren. Da der RE-Wert bei der quantitativen Analyse von der Konzentration abhéngig ist, konnte
festgestellt werden, dass der Wert fir RE mit steigendem Konzentrationsniveau kleinere Werte
annahm.

1.3.4 Wiederfindung

Siehe Teil D — Ergebnisse und Diskussion Nr. 1.2.2.
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1.3.5 Analytische Grenzwerte

Die Nachweisgrenze xywe (LLOD, Lower Limit of Detection) ist die kleinste Menge des Analyten
in der Probe, die mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 50% erfasst werden kann. Die Bestim-
mungsgrenze xgc (= LLOQ) représentiert hingegen die geringste quantifizierbare Konzentration
einer Substanz in einer Probe, die mit einer gegebenen Préazision und Genauigkeit ermittelt wer-
den kann.

Die Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze erfolgte anhand der nach DIN 32654
beschriebenen Kalibriergeradenmethode®® (vgl. Gleichung (13) und (14), Teil G — Material und
Methoden, Nr. 1.4.6). Die Ergebnisse liegen in einem sehr guten Bereich und sind mit den Wer-
ten aus der Literatur vergleichbar'®>'®°. Die LLoQs der Analysenmethode, bestimmt fiir die Plas-
ma, Fazes, Fettgewebe und Zellkulturndhrmedium sind im Teil | — Anhang Nr. 2 Tabelle I-6 bis 1-9
angegeben.
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2 Untersuchungen zum Einfluss von Coriobacteriaceae auf den Gallensauren-
und Lipidmetabolismus

2.1 In vitro-Fermentation

Im Dickdarm werden Gallensauren durch die Darmmikrobiota transformiert, was zu einer grol3en
Vielfalt von in Metaboliten fuhrt, die sich ihren physikochemischen und biochemischen Eigen-
schaften unterscheiden. Einige Mitglieder der Familie Coriobacteriaceae haben nachweislich das
Potenzial, den Wirtsstoffwechsel z.B. die Cholestrolsynthese- und absorption zu modulieren®?,
allerdings sind die Interaktionen mit dem Wirtsorganismus und der Einfluss auf die Entstehung
von stoffwechselassoziierten Erkrankungen bisher unbekannt*?
Hintergrund Nr. 1.2).

Daher wurde im ersten Schritt, das Potenzial der vier Coriobacteriaceae-Stamme (E. mucosicola,

(vgl. Teil B — Theoretischer

C. aerofaciens, Egg.lenta und A. parvulum) Einfluss auf die bakterielle Gallensaure-
Transformation zu nehmen, in einem in vitro-Testsystem untersucht.

2.1.1 BSH-Aktivitat

Der erste Schritt in der mikrobiellen Transformation von konjugierten Gallenséuren stellt die Hyd-
rolyse der Amidbindung an C-24 des Sterankdrpers durch die Aktivitat des Enzyms BSH unter
Freisetzung unkonjugierter Gallensauren dar. Aufgrund von sterischen Hindernissen kénnen erst
nach Abspaltung der Aminoséure weitere Umwandlungsreaktionen wie bspw. eine Dehydroxylie-
rung durch die Darmmikroben erfolgen (siehe Teil B — Theoretischer Hintergrund Nr. 2.4).

In silico-Analysen zeigen, dass E. mucosicola und C. aerofaciens Uber das Enzym BSH verfligen.
Hierbei wurde das bekannte Genom in eine Proteinsequenz Ubersetzt und mit der theoretischen
Proteinsequenz von BSH verglichen.

Der bioanalytische Nachweis, ob die vier Stdmme aus der Familie Coriobacteriaceae eine BSH-
Aktivitat aufweisen, wurde anhand der reduzierten Konzentrationen der konjugierten Gallensalze
TCA und GCA, die als Substrate verwendet wurden, und der Menge an CA, welche in das Fer-
mentationsmedium freigesetzt wurde, abgeschatzt.

Neben den Spezies E. mucosicola und C. aerofaciens zeigte ebenfalls Egg. lenta die Fahigkeit
auf, Gallenséauren zu dekonjugieren. Die Konzentrationen der konjugierten Gallensauren TCA
und GCA waren nach 48 h um je 24% bzw. 18% reduziert, wohingegen die Menge an freiem CA
signifikant gesteigert war (siehe Tabelle D-6). Im Allgemeinen weist C. aerofaciens im Vergleich
zu Spezies E. mucosicola und Egg. lenta bessere Dekonjugation-Eigenschaften gegentiber TCA
und GCA auf. Die beiden letztgenannten Spezies hydrolysieren sowohl das Taurin- als auch das
Glycinkonjugat mit gleicher Effizienz, wohingegen die BSH aus C. aerofaciens unter den verwen-
deten Fermentationsbedingungen eine héhere Affinitat fur Glycinkonjugierte Gallenséduren auf-
wies. Der vierte Stamm des selektierten Coriobacteriaceae-Konsortiums, A. parvulum, war im
durchgefihrten Experiment nicht in der Lage die Amidbindung der konjugierten Gallensauren zu
hydrolysieren.
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TABELLE D-6 Dekonjugation von Gallenséduren durch ausgewahlte Stdmme der Familie Coriobacteriaceae
unter in vitro-Bedingungen. (MW + SD)

BSH-Aktivitat (n = 3)

TCA [mM] GCA [mM] CA [mM]
Oh 48 h Oh 48 h Oh 48 h
Negativkontrolle® 097+ 0.93% 114 + 1.02 = 0.042 + 0.040 +
0.07 0.13 0.03 0.02 0.008 0.002
Positivkontrolle® 096+ nla’" 1.00 + nfa” 0.040+ 1.10%
0.09 0.02 0.004 015"
C. aerofaciens (DSM 3979T) 092+ 036+ 1.04 + 0.017 0.038 = 0.38
0.09 0.02" 0.04 0.003™  0.001 0.05 "
Egg. lenta (DSM 2243") 089+ 062+ 1.02 + 0.75 + 0.029+ 023+
0.12 0.08" 0.08 0.05 0.002 0.01"
A. parvulum (DSM 20469") 0.82+ 079+ 1.07 + 0.87 + 0.028+  0.025+
0.12 0.10 0.11 0.12 0.006 0.002
E. mucosicola (DSM 19490") 085+ 065+ 1.16 + 0.95 + 0.028+ 0.11+
0.04 0.01 0.09 0.03" 0.002 0.00 "

a

Negativkontrolle: keine Supplementation, Positivkontrolle: Mausfazes (1:50 verdiinnt mit Nahrmedium)
* Gallensauren innerhalb einer Substanz sind signifikant unterschiedlich mit P < 0.05

** Gallensauren innerhalb einer Substanz sind signifikant unterschiedlich mit P < 0.01

*** Gallenséauren innerhalb einer Substanz sind signifikant unterschiedlich mit P < 0.001

n/a not available

2.1.2 HSDH- und 7a-Dehydroxylase-Aktivitat

Zusétzlich zur BSH exprimieren verschiedene Darm-Bakterienspezies HSDH-Enzyme, die eine
stereospezifische Oxidation von Hydroxylgruppen an C-3, C-7 und C-12 unter Formation stabiler
Oxo-Intermediate katalysieren, wobei die Keto-Gruppen wiederum in stereospezifische a- bzw. 3-
Hydroxylgruppen umgewandelt werden konnen (siehe Teil B — Theoretischer Hintergrund
Nr. 2.4)%°221 Die Aktivitat einer HSDH stellt wahrscheinlich einen Schutzfaktor intestinaler Bak-
terien vor toxischen Gallensalzen dar, indem durch die Transformation die Konzentration des
hydrophoben Substrats gesenkt wird””.

TABELLE D-7 Bildung der Oxo-Gallensduren 3-KDCA und 12-KDCA durch Stamme der Cori-

obacteriaceae unter in vitro-Bedingungen. (MW + SD)

HSDH-AKktivitat (n = 3)

3-KDCA [uM] 12-KDCA [uM]
Oh 48 h Oh 48 h
Negativkontrolle® n/a n/a n/a n/a
Positivkontrolle? 0.97 + 13.7 + 0.029 + 8.66 +
0.06 1437 0.003 158"
C. aerofaciens (DSM 3979") n/a 1.04 = n/a 2.07
015" 0127
Egg. lenta (DSM 2243") n/a 2.26 + n/a 5.33 +
0.16 0.56
A. parvulum (DSM 20469") n/a n/a n/a n/a
E. mucosicola (DSM 19490") n/a 0.20 + n/a 7.01+
005" 148"

a

* Gallensauren innerhalb einer Substanz sind signifikant unterschiedlich mit P < 0.05
**  Gallensauren innerhalb einer Substanz sind signifikant unterschiedlich mit P < 0.01
*** Gallenséauren innerhalb einer Substanz sind signifikant unterschiedlich mit P < 0.001

n/a not available
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Aus Daten der Literatur war bereits bekannt, dass die zwei Stamme Egg.lenta und
C. aerofaciens des Coriobacteriaceae-Konsortiums in der Lage sind freie, primére Gallensauren
zu dehydrieren. Egg. lenta verfugt Gber drei HSDH-Enzyme (30/B- und 12a-HSDH). C. aero-
faciens ist durch die Expression einer 78-HSDH charakterisiert’”.

%OH

12-KDCA

ABBILDUNG D-16 Bakterielle Transformation von konjugierten Gallensduren durch Vertreter der Familie
Coriobacteriaceae am Beispiel einer 3a- und 12a-Dehydrierung von CA nach Dekonjugation von TCA und GCA
durch das Enzym BSH.

Im vorliegenden Fermentationsexperiment konnte gezeigt werden, dass E. mucosicola,
C. aerofaciens und Egg. lenta Uber die Fahigkeit verfligen, unter den verwendeten Anzuchtsbedin-
gungen, die freie Gallensaure CA aus den konjugierten Spezies TCA und GCA zu bilden. CA ist
eine Trihydroxygallensaure, die a-Hydroxylgruppen an Position C-3, C-7 und C-12 aufweist. Durch
Dehydrierung an C-3 wird 3-KDCA (3-Ketodeoxycholic Acid) gebildet. Erfolgt eine Oxidation der
Hydroxylgruppe an C-12 entsteht aus CA die Oxogallensaure 12-KDCA (12-Ketodeoxycholic Acid).

Aufgrund des Potenzials von Egg. lenta a-Hydroxylgruppen am C-3 und C-12 zu dehydrieren,
konnten erwartungsgemafl nach 48 h die Metabolite 3- und 12-KDCA nachgewiesen werden,
wobei die Dehydrierung am C-12 des Steran-Korpers verstarkt erfolgte (vgl. Tabelle D-7 und Ab-
bildung D-16). Die gesteigerte Bildung von 12-KDCA im Vergleich zu 3-KDCA konnte ebenfalls als
Charakteristikum von E. mucosicola im vorliegenden Fermentationsexperiment beschrieben wer-
den. Somit wurde das erste Mal gezeigt, dass E. mucosicola die Eigenschaften aufweist, Gallen-
sauren sowohl zu dekonjugieren (BSH-Aktivitat, siehe 2.1.1) als auch zu dehydrieren (Aktivitat
einer 3a- und 12a-HSDH).
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Ebenfalls wurde im Testansatz von C. aerofaciens nach 48 h eine signifikante Zunahme der Kon-
zentration an 3- und 12-KDCA identifiziert. Neben der postulierten Aktivitat einer 73-HSDH lassen
die Ergebnisse der vorliegenden in vitro-Teststudie unter den gegebenen Bedingungen ferner auf
die Expression weiterer Enzyme aus der Klasse der Oxidoreduktasen, namentlich 3a- und 12a-
HSDH, schlie3en.

Die bedeutsamste und quantitativ wichtigste mikrobielle Gallenséurentransformation stellt die
Dehydoxylierung der 7a-Hydroxylgruppe am Steroidnukleus primarer Gallensauren (CA und
CDCA) unter Generierung der sekundar Metabolite DCA und LCA dar (vgl. Teil B — Theoretischer
Hintergrund Nr. 2.4).

Gemall dem aktuellen Kenntnisstand, wird in der Literatur fir keinen der Coriobacteriaceae-
Stamme die Expression einer 7a-Hydroxylase beschrieben. Im Einklang mit den Daten der Litera-
tur konnte im Rahmen der in vitro-Fermentation keine Bildung von sekundaren Gallensauren
beobachtet werden.

2.2 In vivo-Fltterungsstudie

Durch in vitro-Testsysteme lassen sich zwar einfache bis komplexe physiologische und bioche-
mische Reaktionen représentieren, allerdings bleiben systemische und organspezifische Einflis-
se unbertcksichtigt. Aufgrund der Komplexitat und Diversitat der Darmmikrobiota ist es oftmals
schwer nachvollziehbar, welche physiologischen und biochemischen Prozesse von bestimmten
Bakterienstdammen ausgeibt werden. Der gnotobiotische Ansatz bietet die Méglichkeit keimfreie
Mause mit einzelnen Bakterienspezies zu kolonisieren, um gezielt Erkenntnisse Uber deren Rolle
in der Entwicklung und Aufrechterhaltung der intestinalen Homoostase sowie Informationen tber
die Interaktion zwischen intestinalen Bakterien und dem Wirt zu erhalten.

Die Analytik zur Bestimmung der Gallenséduren in Plasma-, Ceacum- und Fettgewebeproben
wurde mittels der entwickelten LC-MS/MS-Methode durchgefiihrt (siehe Teil G — Material und
Methoden Nr. 2.2.3). Zudem erfolgte eine gaschromatographische Quantifizierung der freien
Fettsauren im Fettgewebe (siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 2.2.4).

2.2.1 Hintergrund und Ziel der Studie

Die intestinale Mikrobiota weist mit 10'° bis 10*? Bakterienzellen je Gramm Darminhalt die héchs-
te Besiedlungsdichte im Colon auf und stellt ein komplexes Okosystem dar. Zwischen den Bakte-
rien und dem Wirtsorganismus bestehen enge Wechselwirkungen. Durch protektive und metabo-
lische Funktionen kommt der intestinalen Mikrobiota und ihren Stoffwechselprodukten eine gro3e
Bedeutung fur die Gesundheit des Menschen zu (vgl. Teil B — Theoretischer Hintergrund Nr. 1.1).
Coriobacteriaceae stellen dominante Besiedler des humanen und tierischen Gastrointestinaltrak-
tes dar. lhnen werden wichtige Rollen im Lipidstoffwechsel sowie bei der Pravalenz zahlreicher
Erkrankungen zugeschrieben. Durch die Transformation von Gallensduren wirken sie auf deren
Metabolismus ein und Uben somit mdglicherweise einen Einfluss auf den Wirtsorganismus aus.
Fehlregulationen des Gallensaure- und Lipidstoffwechsels sind u.a. assoziiert mit der Entstehung
des metabolischen Syndroms, aber auch mit Lebererkrankungen wie NAFLD (vgl.
Teil B — Theoretischer Hintergrund Nr. 1.1).
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Ziel der Studie war es, den Einfluss der Coriobacteriaceae auf den Gallensaure- und Lipidstoff-
wechsel in vivo zu bewerten (vgl. Teil C — Problemstellung und Zielsetzung). Da die Ernéhrung
des Wirtes — neben direkten erndhrungsphysiologischen Resultaten — mal3geblich einen Effekt
auf die Diversitat und Funktion der Darmmikrobiota hat, war es ebenfalls von Interesse, die Aus-
wirkung von Nahrungsbestandteilen auf die metabolische Aktivitdt der Coriobacteriaceae zu un-
tersuchen.

2.2.2 Studiendesign

Méannliche, keimfreie C57BL/6N Mause wurden 5 Wochen nach der Geburt mit 4 dominanten
Coriobacteriaceae-Stammen ('Corio') besiedelt. Nach weiteren 5 Wochen erfolgte eine randomi-
sierte Einteilung in drei Gruppen (n = 12). Um die Regulation des Gallenséurestoffwechsels bes-
ser zu untersuchen zu kénnen, eignet sich die Anreicherung der Nahrung mit Gallenséuren. Fort-
an wurden die Mausgruppen mit unterschiedlichen Diaten (Kontrolldiat (CD, Control Diet), Palm-
Olbasierte-fettreiche Diat (HFD, High Fat Diet) und einer mit den Gallensaduren CA (0.1%, wi/w)
und CDCA (0.1%, w/w) supplementierten Kontrolldiat (BA, Bile Acid Diet) fir 16 Wochen gefuttert
wurden (je Futterungsgruppe n = 12).

Keimfreie (GF, Germfree) sowie spezifisch pathogen-freie (SPF) Mause dienten als Kontrolle. Die
Keimfreiheit der Mause sowie der Erfolg der Kolonisierung wurden mit Hilfe von Kultivierung so-
wie einer 16S rRNA-Sequenzierung Uberprift. Nach Ablauf der 26. Lebenswoche erfolgte die
Probennahme (siehe Studiendesign, Teil G — Material und Methoden Nr. 2.2.2).

Das Tierexperiment wurde am ZIEL — Zentralinstitut fir Erndhrungs- und Lebensmittelforschung
der Technischen Universitat Minchen durchgefihrt.

2.2.3 Einfluss der Coriobacteriaceae auf den metabolischen Status vom WAT

2.2.3.1 Makroskopische und Morphologische Veranderungen

Ein erhdhtes Korpergewicht gilt fiir eines der wichtigsten Ursachen fiir die Atiologie von metaboli-
schen Erkrankungen wie Typ-2 Diabetes mellitus, Insulinresistenz und kardiovaskularen Kompli-
kationen®??. Ubergewicht ist die Folge einer positiven Energiebilanz zwischen Nahrungsaufnahme
und Energieverbrennung tber einen langeren Zeitraum. Weiterhin fordert die Zusammensetzung
der Nahrung, vor allem eine Ernahrung die reich an Fetten ist, die Entstehung von Ubergewicht.

Um den Einfluss der Erndhrung auf die Entwicklung des Kérpergewichts der C57BL/6N Mause zu
studieren, wurde diese wochentlich Gber den gesamten Zeitraum von 26 Wochen gewogen. Da-
bei zeigte sich, dass C57BL/6N Mause auf HFD — unabhéngig vom Kolonisierungsstatus — be-
reits 3 Wochen (13. Lebenswoche) nach der Erndhrungsumstellung ein um etwa 2 bis 6 g erhéh-
tes Korpergewicht im Vergleich zu CD- bzw. BA-geflitterten C57BL/6N Mausen aufwiesen. Diese
Diskrepanz im Koérpergewicht nahm kontinuierlich Gber den gesamten Studienzeitraum zu. Final
konnte eine Differenz im Korpergewicht zwischen HFD- und CD- bzw. BA-gefitterten Tieren von
etwa 13 g ausgemacht werden. Im Gegensatz dazu wurde zwischen den CD- und den BA-
gefutterten Tieren — gleichgultig welchen Kolonisierungstyp sie angehdrten — ab dem Beginn der
diatetischen Intervention (Woche 10) kein signifikanter Gewichtsunterschied beobachtet.
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Die Daten zeigen, dass eine fettreiche Erndhrung (HFD) in einer deutlichen Gewichtszunahme
(*** P <0.001, vergleichend zu CD und BA) resultierte (vgl. Abbildung D-17 A), wobei unabhén-
gig von der Kolonisierung bei allen C57BL/6N Mausen am Studienende eine Fettleber (Steatose)
diagnostiziert wurde. Innerhalb der HFD-Fitterungsgruppe wiesen die SPF-assoziierten
C57BL/6N Mause ein signifikant erhdhtes Kdrpergewicht im Vergleich zu den keimfreien und
'Corio'-C57BL/6N Mausen auf (* P < 0.05, vergleichend zu 'Corio"; ** P <0.01, vergleichend zu
GF).
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ABBILDUNG D-17 Kérpergewicht und Fettgewebe-zu-Kérpergewicht-Verhéltnis  (Studienende) der
C57BL/6N Méause (GF, 'Corio', SPF) nach diatetischer Intervention. A: finales Kérpergewicht der C57BL/6N-
Versuchstiere (Lebensalter: 26 Wochen) nach Fitterung mit CD (65% Kohlenhydrate, 23% Fett, 18% Protein),
HFD (34% Kohlenhydrate, 48% Fett, 18% Protein), BA (CD supplementiert mit 0.1% CA (w/w) und 0.1% CDCA
(w/w). B: Gesamtfettmasse der wei3en Fettdepots in Relation zum Kérpergewicht. C & D: Masse an eWAT (C)
und mMWAT (D) im Verhaltnis zum Gesamtkdrpergewicht (ausgedriickt in mg/g). Die Berechnung der signifikanten
Unterschiede erfolgte mittels einer Two-Way-ANOVA. Die Methode nach HoLm-SibAk wurde als Post-Hoc-
Verfahren verwendet: * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.

Die Daten wurden von Frau Sarah Just (Technische Universitat Miinchen) zur Verfliigung gestellt.
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Die Beobachtung, dass bei Nagern durch eine HFD Adipositas induziert werden kann, wurde
vielfach gezeigt®**#**, Post mortem konnte fiir alle HFD-ernahrten C57BL/6N Méausen festgestellt
werden, dass das Verhaltnis von weil3en Fettdepots (WAT, White Adipose Tissue) zum Korper-
gewicht, im Vergleich zu den Versuchstieren der beiden weiteren Diatgruppen, erhéht war (vgl.
Abbildung D-17 B bis D). Interessanterweise konnte dieser makroskopische Effekt bei 'Corio'-
assoziierten Versuchstieren (65 + 15 mg/g Kdorpergewicht), die eine mit Gallensauren supplemen-
tierte Diat (BA) erhielten, ebenfalls beobachtet werden (vgl. Abbildung E-17 B). Im Vergleich zu
GF- (37 £ 15 mg/g Korpergewicht) und SPF-C57BL/6N Mausen (26 £ 16 mg/g Korpergewicht)
wurde eine Akkumulation an Gesamt-WAT um den Faktor 1.7 - 2.5 festgestellt. Dieser Effekt
konnte sowohl im mesenterialen (MWAT), subkutanen (sWAT, Ergebnisse nicht graphisch in
Abbildung D-17 dargestellt) und am deutlichsten im epididymalen wei3en Fettgewebe (eWAT)
der C57BL/6N Mause (*** P <0.001, vergleichend zu GF und SPF) ausgemacht werden (vgl.
Abbildung D-17 (C) und (D)).

Allgemein kann zwischen subkutanen und viszeralen (epididymal) Fettgewebe unterschieden
werden, wobei das Mesenterium den viszeralen Fettdepots zuzuordnen ist. Eine viszerale Fett-
leibigkeit wird als kritische Determinante von adipositaren Stoffwechselstérungen, welche zur
Atiologie von Insulinresistenz, Typ-2 Diabetes mellitus und kardiovaskularen Erkrankungen fiih-
ren kann, angesehen®®. Als Folge einer langerfristigen erhohten Aufnahme an Néhrstoffen
kommt es zu morphologischen Veranderungen des Fettgewebes, die einerseits durch eine Erho-
hung der Zellzahl an Adipozyten bei gleichbleibender Zellgré3e (adipozytére Hyperplasie) oder,
infolge der vermehrten Einlagerung an Triacylglycerolen, durch eine Vergréf3erung der vorhande-
nen Fettzellen (adipozytare Hypertrophie) bedingt sind®%°.

Zur Bestimmung der AdipozytengréR3e wurden 5 uym dicke Fettgewebsschnitte nach dem Aushar-
ten in Paraffin mittels der HE-Methode (Hamatoxylin-Eosin) angefarbt und mit Hilfe eines Ima-
ging-Verfahrens die Flachen der Fettzellen exemplarisch fir das eWAT und mWAT ermittelt (vgl.
Abbildung D-18).

A B
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ABBILDUNG D-18 Prozentuale Anzahl der Adipozyten in der weil3en Fettgewebsmasse der C57BL/6N Mause
nach Futterung mit BA. A: eWAT B: mWAT. Die Zunahme an Fettgewebsmasse in Coriobacteriaceae-
assoziierten C57BL/6N Mausen ist nicht auf die flachenmaRige VergrofRerung der vorhandenen Fettzellen zu-
rickzufiihren. Vielmehr scheint das Uberschissige Wachstum der Fettdepots auf hyperplastischen Effekten zu
beruhen.

Die Daten wurden von Frau Sarah Just (Technische Universitat Miinchen) zur Verfligung gestellt.
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In 'Corio’- C57BL/6N Mausen konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Gré3e der Adi-
pozyten vergleichend mit den Kontrolltieren (GF und SPF) festgestellt werden. Die Interaktion
zwischen Coriobacteriaceae und dem Wirtsorganismus beeinflusst die Zusammensetzung des
Fettgewebes durch eine Erhéhung der Zellzahl bei gleichbleibender Zellgré3e (Hyperplasie) aber
nicht durch VergréRerung der vorhandenen Adipozyten (Hypertrophie). Hyperplastischen Fettzel-
len werden protektive Eigenschaften gegeniber Typ-2 Diabetes mellitus zugesprochen, wohin-
gegen Hypertrophie mit hochgradig insulinresistenten Adipozyten assoziiert ist?2" 2%,

2.2.3.2 Einfluss der Coriobacteriaceae auf den Lipidstoffwechsel im WAT

Nachdem lange Zeit die Hauptaufgabe des Fettgewebes auf die Funktion als Energiespeicher
und Warmeisolator reduziert wurde, wird dieses heute als eigenstéandiges endokrines Organ an-
gesehen, dass durch die Bildung und Sekretion einer Vielzahl von biologisch aktiven Stoffen (v.a.
Peptidhormone und Zytokine), welche an der Regulation der Energiehomdostase beteiligt sind,
charakterisiert ist. Aus diesem Grund wirkt sich die bermaRige Zunahme von Fettdepots nicht
nur auf das Kérpergewicht auf, sondern bewirkt auch Veranderungen in physiologisch relevanten
Stoffwechselwegen.

Das Wechselspiel aus anabolen und katabolen Vorgangen des Lipidstoffwechsels — der Lipoge-
nese (Energiespeicherung) und der Lipolyse (Energiebereitstellung) — unterliegt einer strikten
hormonellen Regulation. Welcher dieser beiden Vorgénge unter den sich wechselnden physiolo-
gischen Umstanden bevorzugt stattfindet, hangt neben den Nahrungsgewohnheiten von hormo-
nellen Einflissen und dem Darmmikrobiom ab. In einer Publikation von LEY et al. (2006) wird die
vermeintliche Rolle des intestinalen Mikrobioms bei der Regulation des Koérpergewichts
diskutiert®®. So weisen keimfreie Mause eine um 40% verringerte Fettgewebsmasse als normal-
kolonisierte Mause auf®®, wobei eine Besiedlung mit der Darmmikrobiota adipdser Tiere zu einer
Erhohung der Gesamtfettmasse fiihrte®. Die zu Grunde liegenden physiologischen Zusammen-
hange und Mechanismen der Kommunikation zwischen Darmmikroben und Fettgewebe sind
jedoch noch unbekannt.

Das Auftreten von freien Fettsduren (FFA, Free Fatty Acids) ist grof3tenteils durch die Lipolyse
der in Form von Triacylglycerolen gespeicherten Fettsauren aus dem Fettgewebe bedingt. Die
Starke der Lipolyse, speziell unter Nahrungskarenz, kann als ein Marker fiir die Insulinsensitivitat
angesehen werden®®. Um Unterschiede im Lipidmetabolismus des Fettgewebes zwischen 'Cori-
0'- C57BL/6N Mausen und den C57BL/6N Kontrolltieren (GF, SPF) zu erkennen, wurde das Fett-
gewebe enthommen und die Zusammensetzung der FFA mittels GC-FID bestimmt. Die erhalte-
nen Fettsaureprofile fir eWAT und mWAT sind der Abbildung D-19 zu entnehmen.

Auffallig ist die deutlich verringerte Gesamtkonzentration an FFA im Fettgewebe von Coriobacte-
riaceae-assoziierten C57BL/6N Mausen im Vergleich zu den erzielten Spektren der GF- und
SPF-Versuchstieren (vgl. Tabelle D-8). Statistisch essenzielle Unterschiede zum Fettsaureprofil
der SPF-Tiere konnten vielfach aufgezeigt werden (vgl. Abbildung D-19). Ausschlielich im
MWAT lieBen sich signifikante Divergenzen im Vergleich zum Fettsdurespektrum der keimfreien
C57BL/6N Mause im Konzentrationsprofil der gesattigten Fettsdure Laurin- (C12:0, ** P < 0.01),
Myristin- (C14:0, ** P < 0.01), Palmitin- (C16:0, ** P < 0.01) und Stearinsaure (C18:0, ** P < 0.01)
feststellen.
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ABBILDUNG D-19 Profil der freien Fettsauren
(FFA) im Fettgewebe (Studienende) der
C57BL/6N Mause (GF, 'Corio', SPF) nach
diatetischer Intervention. A: eWAT, B:
mWAT. Die Berechnung der signifikanten Un-
terschiede erfolgte mittels einer Two-Way-
ANOVA. Die Methode nach HoLM-SIDAK wurde
als Post-Hoc-Verfahren verwendet: * P < 0.05,
** P <0.01, ** P <0.001.
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In Hinblick auf die einfach- und mehrfach-gesattigten Fettsduren ist eine signifikante Abnahme
der Gehalte an Ol- (C18:1n9, ** P < 0.01), Linol- (C18:2n6, * P <0.05), Gadolein- (C20:1n9,
** P <0.01), Eicosatrien- (C20:3n3, * P <0.05) und dem Summenparameter aus Dihomo-y-
Linolen- und Arachidonsaure (C20:3n6/C20:4n6, * P < 0.05) nachweisbar, wobei auch hier die
gréRRten Veranderungen im mWAT ausgepragt waren.

Das eine Zunahme an Fettgewebe mit der Abnahme der Fettsauren C18:0 und C18:1n9 in Korre-
lation gebracht werden kann, ist ein bereits in der Literatur beschriebenes Phanomen®® und
konnte in der vorliegende Studie am Beispiel der BA gefitterten 'Corio’-C57BL/6N Mause beo-
bachtet werden. Zudem korrelieren geringe Konzentrationen an Arachinsaure (C20:0, P > 0.05,
keine Signifikanz) ebenfalls positiv mit einer anwachsende Fettgewebsmasse. Des Weiteren wa-
ren die Produkte der A9-Desaturase (z.B. C16:1n7 und C18:1n9) im Vergleich zu den ermittelten
Werten im WAT von GF- und SPF-Tieren erniedrigt. Geringe Mengen an C16:0 und C16:1n7 sind

wahrscheinlich mit einer Insulinresistenz assoziiert®?.

TaBELLE D-8 FFA-Profil im weil’en Fettgewebe der BA-gefltterten C57BL/6N Mause am Studienende. Die
signifikanten Unterschiede sind der Abbildung D-19 zu entnehmen. (MW + SD)

GF (n=18)
[ng/mg WAT]

'Corio' (n = 10)

[ng/mg WAT]

SPF (n =9)
[ng/mg WAT]

eWAT
C12:0 0.004 + 0.001 0.003 £ 0.001 0.005 + 0.002
C14:.0 0.038 £ 0.015 0.034 + 0.020 0.056 + 0.016
C16:0 0.442 +0.133 0.378 £ 0.115 0.701 £ 0.162
Ci16:1n7 0.324 £ 0.155 0.258 £ 0.051 0.363 = 0.089
C18:0 0.075+0.018 0.068 = 0.042 0.131 £ 0.031
C18:1n9 0.762 £ 0.229 0.579 £ 0.155 1.202 £ 0.281
C18:2n6 0.525 £ 0.248 0.494 £ 0.131 1.294 + 0.321
C20:0 0.036 £ 0.012 0.033 £ 0.009 0.066 + 0.013
C20:1n9 0.011 + 0.004 0.010 + 0.008 0.026 + 0.008
C20:3n3 0.005 + 0.001 0.004 + 0.002 0.008 + 0.002
C20:3n6/C204n6 0.014 + 0.003 0.016 + 0.007 0.016 + 0.006
Summe 2.235+0.819 1.876 £ 0.544 3.868 £ 0.931
GF (n =12) 'Corio' (n = 13) SPF (n =9)
[ng/mg WAT] [ng/mg WAT] [ng/mg WAT]
mWAT
C12:0 0.011 £ 0.004 0.006 = 0.002 0.013 = 0.007
C14:0 0.146 £ 0.059 0.077 £0.014 0.188 £ 0.107
C16:0 1.694 + 0.658 0.930 + 0.253 2.203 +1.189
C16:1n7 0.817 £ 0.397 0.513 + 0.107 0.763 = 0.407
C18:0 0.294 + 0.103 0.170 £ 0.091 0.396 + 0.200
C18:1n9 2.643 £ 0.920 1.534 + 0.460 3.001 + 1.561
C18:2n6 1.186 + 0.465 0.767 £ 0.271 1.905 + 0.979
C20:0 0.075 +£0.033 0.048 £ 0.013 0.112 + 0.060
C20:1n9 0.051 £ 0.022 0.028 +0.011 0.098 = 0.059
C20:3n3 0.015 = 0.007 0.009 * 0.005 0.017 = 0.009
C20:3n6/C20:4n6 0.042 + 0.026 0.020 + 0.008 0.068 + 0.052
Summe 6.972 £ 2.694 4,102 +1.234 8.764 + 4.629
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Um die Einflussnahme der Bakterien auf den Fett- und Lipidstoffmetabolismus besser verstehen
zu konnen, sollten ferner weitere Analyse zur Zusammensetzung der Lipidklassen sowie ein Pro-
filing der gesamten Fettséuren erfolgen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Interaktion zwischen den Coriobacteriaceae
und dem Wirt eine physiologische Anderung im Lipidstoffwechsel bedingt. Auffallig war, dass die
beschriebenen Beobachtungen nur innerhalb der 'Corio'-assoziierten Mausgruppe, welche die
Gallensaurenhaltige Kontrolldiat (BA) fur 16 Wochen erhielt, auftraten.

Die nutritive Aufnahme von Gallensauren geht mit einer erhdhten Gallensaurenkonzentration im
Gastrointestinaltrakt einher (vgl. 2.2.4). Gallensauren als effektive Emulgatoren sind maf3geblich
an der Solubilisierung von Lipiden beteiligt und erméglichen durch Mizellenbildung die lipolytische
Zersetzung sowie die Resorption der Fette (siehe Teil B — Theoretischer Hintergrund Nr. 2.2).
Vermutlich kann eine gesteigerte Absorption von Lipiden mit einer Erhéhung der Fettgewebs-
masse in Korrelation gebracht werden.

2.2.3.3 Einfluss der Coriobacteriaceae auf den Gallensaurenstoffwechsel im WAT

Um zu uberprifen, ob die morphologischen und metabolischen Veranderungen im WAT von 'Co-
rio'- C57BL/6N Mausen unter BA-Intervention mit Veranderungen der Gallensdurenhomdéostase
einhergehen, wurde das Gallensaurenprofil bestimmt. Hierfir wurde das gesammelte weil3e Fett-
gewebe wurde mittels der etablierten LC-ESI-MS/MS-Methode auf den quantitativen Gehalt an
unkonjugierten (UBA, Unconjugated Bile Acids) und konjugierten (CBA, Conjugated Bile Acids)
priméren bzw. sekundéren Gallensauren untersucht.

Die in Abbildung D-20 dargestellten Diagramme zeigen, dass im Vergleich zu keimfreien und
'Corio'-assoziierten Tieren sowohl im mWAT als auch im eWAT (statistisch nicht signifikant, P >
0.05) eine hohere Konzentration an UBA in SPF-C57BL/6N Mausen nachzuweisen war, die sich
auf die metabolische Aktivitat eines Darmmikrobioms zurtickflihren lassen.

Diese Beobachtung kann ebenfalls der in Abbildung D-20 gezeigten Heatmap (Ergebnisse relativ
zu GF (BA)) entnommen werden. Im Vergleich zu den Gruppen GF und 'Corio' bilden die freien
Gallenséauren v.a. die Muricholsauren -, a- sowie w-MCA neben CA und dem sekundar Metabo-
lit DCA den Grofiteil der Gesamtgallensédurekonzentration im Fettgewebe der SPF-C57BL/6N
Mause. Wahrend im mWAT keine Unterschiede hinsichtlich der Gallenséureverteilung in GF- und
'Corio'-assoziierten C57BL/6N Mausen erkennbar war, flhrte die Kolonisierung mit Coriobacteri-
aceae im eWAT zu einer signifikanten Abnahme (** P <0.01) um das bis zu 7-Fache an T-a-
MCA, T-B-MCA, TCDCA und TCA. Im Gegenzug blieb die detektierte Konzentration der freien
Spezies verglichen mit den Ergebnissen in GF-C57BL/6N Mausen unberihrt. Unterschiede im
Gallensauremuster der GF- und 'Corio’-C57BL/6N Mause im mWAT konnte nicht detektiert wer-
den.

Allgemein konnten im mWAT deutlich hdhere Gallensaurekonzentrationen gemessen werden.
Mesenteriales Fettgewebe ist ein Darm-assoziiertes Fettgewebe, welches den Darmtrakt um-
schlief3t, wodurch der kausale Zusammenhang zwischen der hohen Konzentration an Gallenséu-
ren und Wirkungsort leicht hergestellt werden kann.
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TEIL D

ABBILDUNG D-20 Analyse des Gallenséureprofils der C57BL/6N Mause im weilRen Fettgewebsdepot (WAT).
A & B: Die Zusammensetzung des Gallensdurenspektrums im Fettgewebe von GF- und 'Corio'-C57BL/6N Mau-
sen wurde durch konjugierte Gallensduren (CBA) dominiert (A: eWAT). Nur im mWAT (B) konnte ein signifikant
hoéherer Anteil an freien Gallenséuren (UBA) in SPF-Tieren detektiert werden. Die Daten sind in Relation zu GF
(BA) dargestellt. C: Die Kolonisierung mit Coriobacteriaceae resultierte in signifikanten Veranderungen der Gal-
lensduregehalte im eWAT (signifikante Abnahme des quantitativen Anteils an T-a-MCA, T-b-MCA, TCA und
TCDCA, ** P < 0.01). Das Gallensaurenprofil der SPF-C57BL/6N Mause wurde durch eine héhere Konzentration
an freien Gallensaurenmetaboliten charakterisiert. Allerdings konnte im PCA-Plot (D: eWAT, E: mWAT), basie-
rend auf der Quantifizierung der Gallensduren, keine Separierung der des Metabolitenprofils der GF- und 'Corio'-

assoziierten C57BL/6N Mause erkannt werden.

Die Berechnung der signifikanten Unterschiede erfolgte mittels einer Two-Way-ANOVA. Die Methode nach HoLm-
SipAK wurde als Post-Hoc-Verfahren verwendet: * P < 0.05, * P < 0.01, *** P < 0.001.
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2.2.4 Einfluss der Coriobacteriaceae auf das Gallensaurenprofil im Caecum

Das Caecum (Blinddarm) weist — im Vergleich zu den weiteren Kompartimenten des Darms —
Unterschiede in der qualitativen und quantitativen Zusammensetzung auf. Neben einen niedrige-
ren physiologischen pH-Wert und einer hoheren Konzentration an fliichtigen Fettsduren, beher-
bergt das Caecum ferner Substrate, die damit der Verdauung im Dinndarm umgehen®°. Das
gesammelte Caecum wurde mittels der etablierten LC-MS/MS-Methode auf den quantitativen
Gehalt an unkonjugierten (UBA) und konjugierten (CBA) primaren bzw. sekundaren Gallensauren
untersucht.

SAYIN et al. (2013) demonstrierten bereits in einer Mausstudie, dass die Gesamtgallensauren-
konzentration (TBA, Total Bile Acid Concentration = Summe aus UBA und CBA) bei keimfreien
Versuchstieren im Vergleich zu konventionell aufgezogenen Mausen im Caecum signifikant er-
niedrigt ist>. Im Rahmen der durchgefiihrten Studie konnte diese Beobachtung bei CD- und
HFD-gefltterten SPF-C57BL/6N Mausen bestatigt werden. Im Vergleich zu keimfreien und 'Cori-
o'-assoziierten Versuchstieren war der TBA-Gehalt signifikant erhéht. Dieser Anstieg wird durch
eine gesteigerte Konzentration an UBA begriindet, die sich auf die metabolische Aktivitat eines
Darmmikrobioms zurlckfihren lassen. Parallel konnte eine signifikante Reduktion im Konzentra-
tionsprofil der CBA im Vergleich zu GF- und 'Corio’- C57BL/6N Mausen unter BA und HFD-
Intervention festgestellt werden. Da eine fettreiche Erndhrung den Durchgang des Chymus durch
den Darmtrakt verlangsamt, sind die Darmbakterien den Gallensduren langer ausgesetzt,
wodurch mehr Gallensaurenspezies metabolisiert werden kénnen'?'. Daneben sezerniert der
Organismus, speziell bei Aufnahme fettreicher Nahrung, vermehrt Gallenséurenflissigkeit in den
Intestinaltrakt, wodurch die gesteigerte Konzentration an CBA in GF- und 'Corio'- C57BL/6N
Mausen unter HFD begriindet werden kann.

Die orale Aufnahme von CA und CDCA Uber die Nahrung (BA-Diat) fihrte erwartungsgeman zu
héheren Konzentrationen an UBA als auch an CBA. Durch den niedrigen pH-Wert (pH 4 - 5) im
Darm der Maus liegen freie Gallensauren Uiberwiegend in der protonierten Form vor und kénnen
sehr effektiv passiv im lleum resorbiert werden®*
ten Gallensauren Uber die enterohepatische Zirkulation zur Leber, wo der Grof3teil der Aminosau-
re Taurin konjugiert wird. Durch diesen physiologischen Effekt kann das Zusammenspiel aus
nutritiver Aufnahme von freien Gallensauren und der gesteigerten Konzentration an CBA in GF-
und 'Corio’-C57BL/6N Mausen kausal erklart werden.

. Dadurch gelangt die Mehrheit der unkonjugier-

Insgesamt lasst sich feststellen, dass die Werte flir UBA und CBA die Auswirkung der Diaten auf
die Gallensaurenkonzentration im Caecum wiederspiegeln. Grundsatzlich kann anhand der ermit-
telten Daten feststellt werden, dass statistisch signifikante Unterschiede zwischen SPF und GF-
bzw. Coriobacteriaceae-assoziierten C57BL/6N Mausen ausgemacht werden kénnen. Allerdings
zeigten 'Corio’-C57BL/6N Méause — gleichgultig welche Erndhrung sie erhielten — nur marginale,
nicht statistisch signifikante Unterschiede zu der keimfreien Spezies.
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ABBILDUNG D-21 Gallenséaureprofile der C57BL/6N Mause (GF, 'Corio', SPF) im Caecum. A & B: Die Zu-
sammensetzung des Gallensdurenspektrums im Caecum von SPF-C57BL/6N Mausen wurde durch unkonjugierte
Gallensauren (A) dominiert, wobei konjugierte Gallensauren (B) in GF- und 'Corio-C57BL/6N Mausen die Mehr-
heit reprasentieren. C: Das Gallensaureprofil der SPF-C57BL/6N Mause wurde durch eine hthere Konzentration
an freien Gallensdurenmetaboliten charakterisiert (Daten sind relativ zu GF (CD) dargestellt). IM PCA-Plot (D:
CD, E: HFD, F: BA), basierend auf der Quantifizierung der Gallensauren, keine Separierung der der Metaboliten-
profile der GF- und 'Corio'-assoziierten C57BL/6N Mause erkannt werden.

Zur besseren Ubersicht sind nur die Signifikanzen innerhalb einer Fitterungsgruppe dargestellt (A & B). Zwi-
schen den Fitterungsgruppen ergaben sich die folgenden signifikanten Unterschiede. UBA: ** P < 0.01, SPF
(CD) - SPF (BA), CBA: ** P < 0.01, GF (CD) - GF (HFD) und GF (HFD) - GF (BA), *** P < 0.001, GF (CD) - GF
(BA), 'Corio' (CD) - 'Corio' (HFD), 'Corio' (CD) - 'Corio' (BA) und 'Corio' (HFD) - 'Corio' (BA). Die Berechnung der
signifikanten Unterschiede erfolgte mittels einer Two-Way-ANOVA. Die Methode nach HoLm-SibAk wurde als
Post-Hoc-Verfahren verwendet: * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
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Wie der Heatmap (Ergebnisse sind relativ zu GF (CD) dargestellt) in Abbildung D-21 zu entneh-
men ist, verschob sich durch die Futterung mit CA und CDCA (BA-Diat) der Gallensaurenpool
zugunsten der beiden Gallensauren und den daraus abgeleiteten Taurinkonjugierten Verbindun-
gen. Freies CDCA konnte nur im Caecum der SPF-C57BL/6N Mause nachgewiesen werden.

Die Hepatozyten von Nagetieren weisen die Besonderheit auf, aus CDCA durch eine 6pB-
Hydroxylierung a-MCA bilden zu konnen. Durch eine weitere Epimerisierung der 7a-
Hydroxylgruppe entsteht B-MCA?*2%33Somit stellte neben TCA die Muricholsauren T-a-MCA und
T-B-MCA die Mehrheit der CBAs im Caecum aller C57BL/6N Mause. Vergleichend zu den GF-
und 'Corio'-Tieren lieRen sich im Caecum der SPF-Versuchstiere deutlich geringere Konzentrati-
onen an T-B-MCA feststellen, wohingegen das Level an TCA zwischen den einzelnen Mausgrup-
pen der drei Futterungsgruppen (CD, HFD und BA) vergleichbar war.

SAYIN et al. stellten bereits 2013 beim Vergleich der Gallensaureprofile keimfreier und konventio-
neller Swiss Webster-Mause eine deutliche Reduktion im T-B-MCA-Level fest, wohingegen die
Konzentration an TCA unbeeinflusst blieb®. Muricholsauren weisen eine geringere Hydrophobizi-
tat als die primaren Gallensauren auf und bilden natirliche Antagonisten des FXR, wohingegen
CA und CDCA eine hohere Affinitat aufweisen. Ein niedriger T-B-MCA-Spiegel férdert daher die
FXR-induzierte FGF15-Expression im lleum und bewirkt somit eine Hemmung der CYP7Al-
Expression — dem Schliisselenzym der Gallensaurenbiosynthese — in der Leber (vgl. Teil
B — Theoretischer Hintergrund Nr. 2.3). Zusammenfassend zeigten die Daten der Studie, dass
die Darmmikrobiota nicht nur den sekundéren Gallensaurenstoffwechsel reguliert sondern durch
die Anderung des Gallensaurenpools auch die Gallensaurenbiosynthese beeinflusst™.

Der erste Schritt in der bakteriellen Transformation von Gallensauren stellt die Spaltung der Pep-
tidbindung unter Bildung freier, unkonjugierter Gallensauren dar, welcher durch das Enzym BSH
katalysiert wird. Aufgrund stereochemischer Behinderungen kdnnen weitere mikrobielle Reaktio-
nen wie beispielsweise Dehydroxylierung und Dehydrierung der Hydroxylgruppen am Steran-
grundgerst, erst nach Dekonjugation erfolgen (vgl. Teil B — Theoretischer Hintergrund Nr. 2.4).
In dem durchgeflhrten Fermentationsexperiment konnte unter den verwendeten Bedingungen in
vitro aufgezeigt werden, dass drei der vier ausgewahlten Coriobacteriaceae-Stamme Uber die
Fahigkeit verfligen, konjugierte Gallensauren in freie Spezies zu transformieren (vgl.
Teil D — Ergebnisse & Diskussion Nr. 2.1.1). Im Vergleich zu den keimfrei gehaltenen C57BL/6N
Mausen konnte in vivo nur in CD-gefltterten '‘Corio’-C57BL/6N Méausen eine Reduktion der Kon-
zentration an den folgenden Taurinkonjugierten Gallensauren: TCA, TCDCA, T-a-MCA und T-B-
MCA detektiert werden. Die Unterschiede waren allerdings statistisch nicht signifikant (P > 0.05).
Wie zu erwarten, war die Konzentration an Taurinkonjugaten in SPF-C57BL/6N Mausen der Ft-
terungsgruppe CD und BA erniedrigt. Ubereinstimmend mit der erniedrigten Konzentration an
CBA, war der Anteil an ungebundenen priméren Gallensduren CA, CDCA, a-MCA und B-MCA,
um ein Vielfaches erhoht.

Da eine Dekonjugation der gebundenen Gallenséuren ausschlieRlich in SPF-C57BL/6N Mausen
beobachtet wurde, konnte die Bildung sekundarer Gallensaurenmetabolite, die durch bakterielle
Metabolisierung via 7a-Dehydroxylierung aus CA und CDCA im Darm entstehen, nur in den kon-
ventionellen Versuchstieren gezeigt werden. Erwartungsgemafl nahm durch die nutritive Auf-
nahme von Gallensauren (BA-Diat) der Gehalt an DCA und LCA im Caecum zu (*** P < 0.001,
bezogen auf SPF (CD)).
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Dieser Anstieg konnte ebenfalls bei SPF-C57BL/6N Mausen, welche der HFD-Fitterungsgruppe
angehorten, erkannt werden (* P < 0.05, bezogen auf SPF (CD)). Bei der Aufnahme fettreicher
Nahrung werden Gallensauren verstarkt in das Duodenum sezerniert, wodurch eine gesteigerte
Bildung von sekundaren Gallenséuren induziert wird. Der, aufgrund des hohen Fettanteils, ver-
langsamte Durchgang des Nahrungsbreis durch den Verdauungstrakt tragt dabei indirekt zur
gesteigerten Bildung der Sekundarmetabolite bei. Jedoch wurde nur DCA als Taurinkonjugierte
Gallensaure (TDCA) im Caecum detektiert, wahrend das Taurinkonjugat von LCA — TLCA — nicht
nachgewiesen wurde. Dieser Umstand liegt vermutlich darin begriindet, da ungebundenes LCA
groRtenteils Uber die Fazes aus dem Organismus eliminiert wird. Die geringe Resorbierbarkeit im
Dickdarm kann der niedrigen Wasserltslichkeit und/oder der Bindung an Bakterien zugeschrie-
ben werden. Nur ein sehr geringer Anteil gelangt tiber die enterohepatische Zirkulation zur Leber,
wo LCA in den Hepatozyten bevorzugt sulfatiert bzw. glucoronidiert und Uber den renalen
und/oder enteralen Weg ausgeschieden wird™®.

Unabhéangig von der fehlenden BSH-Aktivitat der untersuchten Coriobacteriaceae-Stamme in
vivo, wurde — nach jetzigem Kenntnisstand — das Vermdgen zur Dehydroxylierung der 7a-
Hydroxylgruppe fir kein Mitglied der Familie der Coriobacteriaceae weder in der Literatur be-
schrieben, noch im Fermentationsexperiment fiir einen der getesteten Coriobacteriaceae-
Stamme aufgezeigt (vgl. Teil D — Ergebnisse & Diskussion Nr. 2.1.2).

UDCA, HDCA und w-MCA, ebenfalls Umwandlungsprodukte primarer Gallensauren die auf die
Aktivitat einer intestinalen Mikrobiota zuriickschliel3en lassen, konnten nur in SPF-assoziierten
Versuchstieren quantifiziert werden. Die Verbindung w-MCA wird aus 3-MCA im Intestinaltrakt
Uber eine zweistufige Reaktionsabfolge gebildet. Neben Clostridium sp. wurde Egg. lenta (friiher
E. lentum) als Produzent des 7B-Hydroxyl-lsomers von B-MCA identifiziert?*. Allerdings konnte
die Bildung von w-MCA nach quantitativer Analyse des Caecums der 'Corio’-C57BL/6N Mause
nicht festgestellt werden.

Darlber hinaus produzieren einige Bakterienspezies HSDH-Enzyme, die eine stereospezifische
Oxidation von Hydroxylgruppen an C-3, C-7 und C-12 unter Formation stabiler Oxo-Intermediate
katalysieren, wobei die Ketogruppen wiederum in stereospezifische a- bzw. B-Hydroxylgruppen
umgewandelt werden kénnen (siehe Teil B — Theoretischer Hintergrund Nr. 2.4)'"%. Im Caecum
der SPF-C57BL/6N Méause konnten die Oxogallensauren 12-KDCA und 12-KLCA, welche durch
die Aktivitat des bakteriellen Enzyms 12-HSDH im Darm aus den Substraten CA bzw. DCA gebil-
det werden, detektiert werden. Folglich konnte bei BA- sowie HFD-gefltterten Tieren, welche
aufgrund der fetthaltigen Ernéhrung durch eine erhthte Gallensekretion charakterisiert sind, eine
gesteigerte Konzentration im Vergleich zu den SPF-C57BL/6N Mausen der CD-Fitterungsgruppe
ausgemacht werden. Weitere Oxo-Intermediate, die durch Dehydrierung der Hydroxylgruppen am
Sterankorper gekennzeichnet sind, wurden oberhalb der Nachweisgrenzen der Methode nicht
detektiert.

In dem durchgefiihrten Fermentationsexperiment wurde unter den verwendeten Bedingungen
in vitro aufgezeigt werden, dass drei der vier ausgewahlten Coriobacteriaceae-Stamme durch die
Expression einer 3a- sowie 12a-HSDH charakterisiert sind (vgl. Teil D — Ergebnisse und Diskus-
sion Nr. 2.1.2). C. aerofaciens verfugt ferner Gber eine 73-HSDH. Egg. lenta besitzt zudem die
Fahigkeit, die 3B-Hydroxylgruppe von ungebundenen Gallensauren zu dehydrieren’’.
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Da nur 98% der synthetisierten Gallensauren postsynthetisch mit Taurin in der Leber konjugiert
werden, konnte freies CA als Substrat fir bakterielle Dehydrierungsreaktionen in 'Corio'-
C57BL/6N Mausen quantitativ bestimmt werden. Dennoch lie3 sich ein Nachweis, der in der
Fermentation postulierten Umbauprodukte 3-KDCA bzw. 12-KDCA und somit die Aktivitat einer
HSDH im Caecum der Coriobacteriaceae-kolonisierten C57BL/6N Mausen nicht erbringen.

Eine Studie zur Untersuchung des Gallensaurenprofils im humanen Caecum legt nahe, dass trotz
einer weit verbreiteten HSDH-Aktivitat der Bakterien nur wenige Oxo-Intermediate gebildet wer-
den®”. RIDLON et al. (2006) vermuten, dass die HSDH-katalysierte Reaktion mit der 7a-
Dehydroxylierung in Konkurrenz steht, da diese als irreversible und zugleich energetisch giinsti-

gere Reaktion fiir die Mikroorganismen anzusehen ist’’.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass durch die selektierten Coriobacteriaceae-
Stdmme in vivo keine Dekonjugation der Tauringebundenen Gallensduren und keine weiteren
Transformationen der ungebundenen Gallensduren induziert werden konnte. Statistisch signifi-
kante Unterschiede zu der keimfreien Spezies konnten nicht aufgezeigt werden (vgl. Abbildung
D-21 D - F). Diese Erkenntnis liel3 zunachst die Vermutung zu, dass die Besiedlung des Gastroin-
testinaltraktes von keimfreien M&usen mit den Vertretern aus der Familie der Coriobacteriaceae
nicht erfolgreich war. Mit Hilfe einer 16S rRNA-Sequenzierung und Kultivierungsverfahren wurde
die Kolonisierung der Mause mit dem 'Corio’-Konsortium bzw. die Keimfreiheit der keimfreien
C57BL/6N Mause zu Beginn (1. & 2. Lebenswoche) und am Ende der Teststudie (26. Lebenswo-
che) in Fazes-Proben Uberprift. Die Ergebnisse zeigten, dass einerseits die Kolonisierung der
keimfreien C57BL/6N-Méause (5. Lebenswoche) erfolgreich war und andererseits, dass auch nach
weiteren 21. Wochen (26. Lebenswoche) die Versuchstiere immer noch mit den selektierten Co-
riobacteriaceae-Stammen besiedelt waren. Auch die Keimfreiheit der GF-C57BL/6N Méause konn-
te aufgezeigt werden. (Die Daten wurden von Frau Sarah Just zur Verfligung gestellt)

Die durchgefuhrten Analysen von Caecum-Proben geben einen guten Einblick in die Zusammen-
setzung des intestinalen Mikrobiota, jedoch lassen sich nur begrenzt Riickschliisse hinsichtlich
der Funktionalitat und Besiedlung der Bakterien entlang des Gastrointestinaltraktes ziehen®.
Coriobacteriaceae stellen strikte Anaerobier dar. Das Caecum bildet den Ubergang zwischen
lleum und Kolon. Im Vergleich zu den DUinndarmsegmenten nimmt die Anzahl an Anaerobier in
Zakum und Kolon sprunghaft zu, wobei im Vergleich zum Caecum die Anzahl an strikt anaeroben
Bakterien im Kolon nochmal deutlich erhéht ist**. Da in vivo keine der postulierten metabolischen
Eigenschaften aufgezeigt werden konnten, liegt die These nahe, dass Coriobacteriaceae auf-
grund der vorliegenden Umgebungsbedingungen bevorzugt das Kolon besiedeln. Die bakteriellen
Transformationseigenschaften wirden somit erst nach dem Passieren des Caecums zum Tragen
kommen, weshalb im Caecum nur konjugierte Gallensduren nachweisbar sind. Aus diesem
Grund sollten fiir Folgestudien neben dem Caecum-Inhalt auch Proben aus den weiteren Kom-
partimenten des Intestinaltrakts v.a. Kolon und lleum enthommen und die Zusammensetzung des
Gallensaurepools ermittelt werden.

Allgemein ist hinzuzufugen, dass sich eine Postulierung der ablaufenden Gallensaurentransfor-
mationen in vivo als schwierig anzusehen ist, da unterschiedliche Bakterienspezies sowohl die
Fahigkeit zur Dekonjugation und 7a-Dehydroxylierung als auch zur Oxidation und Reduktion be-
sitzen bzw. nur eine Auswahl der genannten enzymatischen Reaktionen katalysieren koénnen.
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Zudem konnen die Ergebnisse der in vitro-Untersuchung nur zum Teil das physiologische Verhal-
ten der Bakterien in vivo projiziert werden. Insgesamt ergibt sich somit ein kompliziertes Zusam-
menspiel einer Vielzahl von intestinalen Mikroorganismen, die an der Metabolisierung der Gallen-
sauren beteiligt sind und zur Bildung eines spezifischen Gallensaurenprofils fihren.

2.2.5 Einfluss der Coriobacteriaceae auf das Gallensaurenprofil im portalen Plasma

Die Riickresorption von Gallensduren beginnt mit der Aufnahme von Uber 95% der Gallenséure-
Derivate im terminalen lleum und endet via der Pfortader (portales Plasma) in der Leber im Sinne
einer enterohepatischen Zirkulation. Die Untersuchung der Zusammensetzung des Gallensdu-
respektrums im portalen Plasma wurde eine LC-MS/MS-basierte quantitative Analyse vorge-
nommen.

Wie das in Abbildung D-22 A und B gezeigte Balkendiagramm darlegt, wurde im portalen Plasma
von GF, 'Corio’- und SPF-Versuchstieren eine vielfach erhéhte Konzentration an CBAs ermittelt.
Die Kolonisierung mit Coriobacteriaceae sowie einer komplexen Mikrobiota (SPF) fiihrten unter
HFD-Intervention zu einer deutlichen Abnahme an CBA im Vergleich zu den keimfreien Tieren
(** P <0.01, Signifikanzen bezogen auf CBA: SPF (HFD); P > 0.05, bezogen auf CBA: 'Corio'
(HFD)). Ubereinstimmend mit dem quantitativen Resultat aus den Caecum-Proben war der Ge-
halt an Taurin-Konjugaten in SPF-C57BL/6N Mausen reduziert, wobei auch im portalen Plasma
eine relevante statistische Signifikanz nur bei BA-gefiitterten Tieren aufgezeigt werden konnte
(CBA: SPF (BA): *** P < 0.001, Signifikanzen bezogen auf CBA: GF (BA) und CBA: 'Corio’ (BA)).
Neben T-B-MCA machte TCA die Hauptgallensaure im portalen Plasma aller untersuchten
C57BL/6N Mausen aus. Bei der Betrachtung der Heatmap (Abbildung D-22 C, alle Ergebnisse
sind relativ zu GF (CD) dargestellt) wird deutlich, dass die Abnahme an CBA in SPF-assoziierten
C57BL/6N Mausen Uberwiegend auf die signifikante Reduktion der T-pB-MCA-Konzentration zu-
rickgefuhrt werden kann (*** P < 0.001), wahrend die Konzentration an TCA nahezu unberihrt
blieb. Diese Beobachtung korreliert mit den Ergebnissen der untersuchten Caecum-Proben der
SPF-C57BL/6N Mause (siehe 2.2.4).

Die nutritive Gabe von CA und CDCA uber das Futter resultierte bei den GF- und 'Corio'-
assoziierten C57BL/6N Mausen in einem Anstieg an TCDCA, TCA sowie T-a-MCA, vermutlich
durch eine gesteigerte Resorption im lleum und anschlieBende Konjugation mit Taurin in der Le-
ber. Besonders der Gehalt an TCDCA war bei den BA-gefitterten 'Corio’-Mausen im Vergleich zu
den GF- und SPF-Versuchstieren der gleichen Futterungsgruppe signifikant erhoht
(*** P <0.001). Der reverse Effekt lie3 sich bei der Analyse der Gallensaurekomposition im porta-
len Plasma von Coriobacteriaceae-assoziierten Tieren unter HFD-Intervention feststellen. Im
Vergleich zu den keimfreien Versuchstieren (GF) war der Gallensdurenpool durch eine geringere
Konzentration an konjugierten Gallensauren, namentlich T-a-MCA, T-B-MCA, TCA und TCDCA,
gekennzeichnet (P > 0.05, nicht signifikant).

Weiterhin fuhrte die Aufnahme von primaren Gallensauren (CA und CDCA) Uber die Nahrung zu
einer erniedrigten Konzentration an a-MCA in allen drei Mausgruppen. CDCA dient als Substrat
fur die Synthese von a-MCA als auch B-MCA in der Leber, wobei in der vorliegenden Studie ver-
mutlich mehr a-MCA als Produkt gebildet wurde, was durch die erhthte Konzentration des Tau-
rinkonjugats T-a-MCA angezeigt wird.
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ABBILDUNG D-22 Analyse des Gallensaureprofils der C57BL/6N Mause (GF, 'Corio', SPF) im portalen Plas-
ma (Pfortader). A & B: Die Zusammensetzung des Gallensdurespektrums im portalen Plasma von SPF-
C57BL/6N Méausen wurde durch unkonjugierte Gallenséuren (A, UBA) dominiert, wobei konjugierte Gallenséuren
(B, CBA) in GF- und 'Corio'-C57BL/6N Mausen die Mehrheit représentieren. C: Das Gallensaurenprofil der SPF-
C57BL/6N Méause wurde durch eine héhere Konzentration an freien Gallensdurenmetaboliten charakterisiert. Nur
bei der HFD-Futterungsgruppe wies das portale Plasma der 'Corio'-C57BL/6N Mause eine geringere Konzentrati-
on Taurin-konjugierten Gallensauren im Vergleich zu den GF-C57BL/6N Mausen auf (Daten sind relativ zu GF
(CD) dargestellt). Allerdings konnte im PCA-Plot (D: CD, E: HFD, F: BA), basierend auf der Quantifizierung der
Gallensauren, keine Separierung der Metabolitenprofile der GF- und 'Corio'-assoziierten C57BL/6N Mause er-
kannt werden.

Zur besseren Ubersicht sind nur die Signifikanzen innerhalb einer Fiitterungsgruppe dargestellt (A & B). Zwi-
schen den Fitterungsgruppen ergaben sich die folgenden signifikanten Unterschiede. UBA: ** P < 0.01, GF
(CD) - GF (HFD) und GF (HFD) - GF, CBA: * P <0.01, GF (CD) - GF (HFD). Die Berechnung der signifikanten
Unterschiede erfolgte mittels einer Two-Way-ANOVA. Die Methode nach HoLm-SibAk wurde als Post-Hoc-
Verfahren verwendet: * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.

Seite | 70 UNIVERSITAT HAMBURG, INSTITUT FUR LEBENSMITTELCHEMIE



ERGEBNISSE & DISKUSSION | TEIL D

Analog zu den Beobachtungen im Caecum fihrte eine HFD- bzw. BA-Fltterung aufgrund des
gesteigerten Angebots an freien primaren Gallensauren verstarkt zu einem Anstieg des sekunda-
ren Gallensduremetaboliten DCA sowie TDCA in SPF-C57BL/6N Mausen (*** P < 0.001, Signifi-
kanzen bezogen auf SPF (CD)). Auch w-MCA, ein bakterielles Umwandlungsprodukt aus B-MCA,
lieR sich bei SPF-Tieren detektieren. Im Vergleich zum Gallensaurenpool des Caecums fiel die
Abwesenheit von Oxogallensduren auf.

Um zu beurteilen wie die Kolonisierung des Darms die Zusammensetzung des Gallensauren-
pools im portalen Plasma beeinflusst, wurde eine PCA zur besseren graphischen Veranschauli-
chung des komplexen Datensatzes durchgefiihrt (vgl. Teil G — Material und Methoden Nr. 3.2).
Die Ergebnisse zeigen, dass die Anwesenheit einer Darmmikrobiota (SPF-C57BL/6N Mause) die
Zusammensetzung des Gallensaurenpools beeinflusst. Allerdings konnte keine Separierung des
Gallensaurenprofils GF- und 'Corio’-assoziierten C57BL/6N Mausen erkannt werden.
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Teil E — Zusammenfassung

Gallensauren sind essenzielle Biomolekiile, die an der Regulation einer Vielzahl von biochemi-
schen Stoffwechselwegen wie dem Energie-, Glukose- und Cholesterolmetabolismus beteiligt
sind. Aus diesem Grund kénnen Verédnderungen der physiologischen Zusammensetzung des
Gallensaurenpools mit der Atiologie von metabolischen Erkrankungen in Verbindung gebracht
werden. Das Vorhandensein einer geeigneten analytischen Methode stellt dabei eine unerlassli-
che Voraussetzung fur die Untersuchung des Gallensaurenmetabolismus in verschiedenen biolo-
gischen Matrices dar.

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von analytischen Methoden fir die direkte und simultane
Bestimmung von Gallensauren auf Basis der Kopplung von Flissigkeitschromatographie und
Massenspektrometrie (LC-MS) in verschiedenen Matrices beschrieben. Dennoch weisen viele
Methoden analytische Defizite, aufgrund geringer Spezifitdt durch die Verwendung vom SIM-
Modus, der Koelution von isobaren Gallensauren und von aufwendigen Probenvorbereitungsver-
fahren, auf. Der erste Teil dieser Arbeit beschreibt daher die Entwicklung einer geeigneten Ana-
lysenmethode fir die Identifizierung und Quantifizierung freier und konjugierter Gallensauren.

Die erste Herausforderung bei der Methodenentwicklung bestand in der Erstellung der massen-
spektrometrischen Methode. Da freie Gallensauren im negativen lonenmodus nur eine geringe
Neigung zur Fragmentierung aufweisen, erfolgte die Quantifizierung der Analyten in der Vergan-
genheit oftmals im SIM-Modus. Diese Form der Detektion weist nur eine sehr geringe Spezifitat
und Selektivitat, speziell bei der Analytik von komplexen biologischen Proben, auf.

In den durchgefiihrten Fragmentierungsexperimenten konnte ebenfalls im negativen lonenmodus
fur die unkonjugierten Gallensauren im Vergleich zu ihren amidierten Vertretern keine substanz-
spezifischen Fragmentmuster erhalten werden. Durch den Wechsel zum positiven lonenmodus
konnte fir alle Analyten — mit Ausnahme von LCA und Iso-LCA - fragmentreiche Massenspek-
tren erhalten werden. Das Problem, des durch den Wechsel des lonenmodus verursachten In-
tensitatsverlusts, konnte durch die Zugabe das Modifiers Ammoniumacetat geldst werden. Die
Implementierung von drei verschiedenen Massenspuren gewahrleistet ein hohes Mal3 an Selekti-
vitat auch in Gegenwart komplexer Matrix.

Bei der Betrachtung der MRM-Ubergange wurde eine Vielzahl von isobaren Masseniibergéangen
strukturell verwandter Gallensauren identifiziert. In diesem Falle muss die Retentionszeit als wei-
teres Unterscheidungsmerkmal herangezogen werden, was eine chromatographische Basislini-
entrennung aller isobaren Analyten voraussetzt.

Durch die Variation verschiedener Chromatographiebedingungen (stationare Phase, Laufmittel-
zusammensetzung, pH-Wert des Gradienten und Gradientenverlauf) konnte die chromatographi-
sche Separierung aller Stellungsisomere erzielt werden, was die selektive Quantifizierung von
friiher oftmals als Summenparametern bestimmten Analyten erméglicht. Die chromatographische
Trennung erfolgte auf einer RP C18-Phase. Die erforderliche chromatographische Auflésung
konnte durch die Wahl eines Acetonitril-Methanol-Gemisches (3:1, v/v) als organische Laufmittel-
komponente sowie eines aciden pH-Werts des Eluentensystems erreicht werden.

Bezugnehmend auf die Probenvorbereitung konnten die herkbmmlichen, zeitintensiven SPE-
Verfahren durch eine simple und schnelle Extraktionsmethode mit Methanol abgelost werden.
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Hohe, reproduzierbare Wiederfindungsraten unterstreichen die Leistungsfahigkeit des Proben-
aufarbeitungsverfahrens. Die dadurch deutlich verringerte Analysendauer leistet einen grof3en
Beitrag fur die Anwendbarkeit der Methode in der Routineanalytik.

Durch eine anschlieRend durchgefiihrte Methodenvalidierung nach den Vorgaben der FDA konn-
ten der Nachweis und die Dokumentation Uber die Zuverlassigkeit sowie die Qualitat der Methode
erbracht werden. Die entwickelte LC-MS/MS-Methode ist geeignet, um verlassliche und reprodu-
zierbare Daten fir die Bestimmung von Gallenséuren in den Matrices Plasma, Fettgewebe, Fa-
zes und Zellkulturn@hrmedium zu liefern.

Die Bestimmungsgrenzen individueller Gallenséuren liegen in Abhéngigkeit der Matrix im zwei-
bis dreistelligen nmol/L-Bereich und sind mit den Daten der Literatur vergleichbar.

Der zweite Teil dieser Arbeit fokussierte sich auf die Anwendbarkeit der Methode zur Untersu-
chung des Einflusses der Coriobacteriaceae auf die Gallensédurentransformation. Das Auftreten
dieser Bakterien korreliert positiv mit dem Cholesterol- und Lipidstoffwechsel, weshalb die physio-
logische Bedeutung im Wirtsorganismus naher studiert werden sollte.

Hierflr wurden zunachst vier Coriobacteriaceae-Stamme selektiert und deren Vermégen Gallen-
sauren zu metabolisieren in einem in vitro-Testansatz charakterisiert. Drei der vier erwéhlten Bak-
terien aus dem Coriobacteriaceae-Konsortium waren in vitro durch das Auftreten der Enzyme
BSH und HSDH charakterisiert, wodurch sie an der Hydrolyse konjugierter Gallensauren sowie
der stereospezifischen Oxidation bzw. Reduktion der Hydroxylgruppen am Sterankérper beteiligt
sind.

In einer in vivo-Studie mit gnotobiotischen Mausen, die mit Bakterien aus dem Coriobacteriaceae-
Konsortium kolonisiert wurden, zeigte sich, dass die Interaktion von Coriobacteriaceae und einer
Gallensaurenhaltigen Diat mit Verdnderungen des Lipidstoffwechsels assoziiert werden kénnen.
Im Vergleich zu den Kontrolltieren waren die Mause durch einen erhéhten Fettgewebsanteil bei
gleichbleibender Kérpermasse sowie einer erniedrigten Konzentration an freien Fettsduren im
Fettgewebe charakterisiert. Um den Einfluss der Coriobacteriaceae auf die Lipidhomdostase ge-
nauer bewerten zu kénnen, missen jedoch weitere Untersuchungen hinsichtlich der Zusammen-
setzung der Lipidklassen erfolgen.

Interessanter Weise konnte bei der Analyse der Gallensaurenprofile im Fettgewebe, portalen
Plasma und Caecum der mit den Coriobacteriaceae erfolgreich kolonisierten Versuchstieren kei-
ne signifikanten Unterschiede zu den keimfreien Mausen aufgezeigt werden. Trotz des im in vitro-
Versuch nachgewiesenen Potenzials zur Gallensdurentransformation ist eine Projektion der ab-
laufenden biochemischen Reaktionen in vivo als schwierig anzusehen ist, da unterschiedliche
Bakterienspezies die Fahigkeit zur Metabolisierung von Gallensduren besitzen bzw. nur eine
Auswahl der genannten enzymatischen Reaktionen katalysieren kénnen. Die Ergebnisse lassen
vermuten, dass die Coriobacteriaceae die Anwesenheit einer Vielzahl von weiteren intestinalen
Mikroorganismen, die ebenfalls an der Metabolisierung der Gallensauren beteiligt sind, bedarf,
damit ihre metabolischen Eigenschaften zum Tragen kommen.
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Zusammenfassend konnte in der vorgestellten Arbeit eine schnelle, leistungsstarke und
sensitive LC-MS/MS-Multimethode entwickelt werden, die es erlaubt, 34 stoffwechselasso-
ziierte freie und konjugierte Gallenséduren innerhalb eines kurzen Analysenzeitraums si-
multan nebeneinander zu bestimmen. Die Anwendbarkeit der Methode fir die Untersu-
chung des Metabolismus von Gallensduren konnte fir in vitro- als auch in vivo-
Experimente erfolgreich demonstriert werden.
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Teil F — Summary

Bile acids are essential biomolecules that play an important role in a wide range of physiological
processes such as glucose, lipid and cholesterol metabolism. Initial diagnoses of metabolic dis-
eases are often made by investigating physiological changes in circulating bile acid pool in plas-
ma, urine, and feces of patients. Therefore, it is important to set up a valuable bioanalytical meth-
od for the screening of bile acid profiles in different biological specimens.

In the recent years, liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS) has become
an accepted analytical approach for the direct and simultaneous quantification of bile acids in
tissues and biofluids. However, the majority of methods suffers from a lack of selectivity when
applying SIM mode, insufficient chromatographic baseline separation of isobaric metabolites or
exhausted pre-analytical procedures. Therefore, the first part of this present work deals with the
development of a powerful analytical approach for the simultaneous identification and quantifica-
tion of free and conjugated bile acids.

The first challenge was to establish a selective and reliable mass spectrometric method. Accord-
ing to findings in the literature, the MS/MS-analysis reconfirmed that unconjugated bile acids were
resistant to fragmentation in the collusion-induced fragmentation process.

However, switching the mass spectrometric system to positive ion mode led to formation of char-
acteristic fragment pattern for both free and conjugated bile acids. The loss in signal intensity was
compensated by the use of ammonium acetate as modifier. Thus, ammonia adducts represented
the most prominent precursor ions.

Caused by the implementation of three mass transitions, the mass spectrometric method showed
a high degree of selectivity and interferences with background signals especially in complex ma-
trices can be avoided.

Most of the metabolites represent structural isomers, differing only in the stereospecific configura-
tion and position of hydroxyl groups at the steroid nucleus. Thus, when using MRM it is impossi-
ble to distinguish between isobaric bile acids. In this case, a sufficient baseline separation is in-
dispensable for the quantification of individual bile salts.

By testing several analytical conditions (mobile phase composition and pH of the eluent system)
and chromatography columns, the chromatographic baseline separation of all unconjugated and
conjugated bile acid metabolites could be realized. Separation of analytes was achieved using a
RP C18 column and a mixture of acetonitrile/methanol (3/1, v/v) at acidic pH as the organic part
of the mobile phase system.

The majority of the methods shows disadvantages caused by a series of laborious sample prepa-
ration steps when employing SPE. In contrast, recovery rates were maximized by a simple and
fast one-step liquid-liquid-extraction using methanol. The capability and quality of the established
sample preparation procedure were demonstrated by high mean values between 81,5% and
107,1% in the presence of complex matrices. The short analysis times and the efficiency of the
extraction method make a major contribution for the applicability in routine diagnostics.
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Finally, the LC-MS/MS-procedure was validated according to the bioanalytical method validation
protocol provided by FDA to ensure high sensitivity, accuracy, and precision. The results indicate
that this analytical method is accurate and precise for the quantification of bile acids in the pres-
ence of complex biological matrices.

The usability of the present method was checked for investigating bile acid transformation of
dominant gut bacteria. Members of the family Coriobacteriaceae are able to metabolize choles-
terol-derived compounds and their occurrence has been already linked to metabolic disturbances.
However, their ability to modulate bile acid metabolism and their impact on host health is poorly
understood.

Primarily, the in vitro bile acid conversion capacity of conjugated and primary bile acids by four
Coriobacteriaceae strains was investigated. The results indicated that three of the selected bacte-
rial strains were characterized by the action of bile salt hydrolase (BSH) and hydroxysteroid de-
hydrogenase (HSDH).

To clarify the importance of Coriobacteriaceae on bile acid homoeostasis in vivo, the execution of
a gnotobiotic mouse model demonstrated the interactions between gut bacteria, nutrition and the
host with respect to the modulation of lipid metabolism. Compared to germfree (GF) and specific
pathogen free mice (SPF), Coriobacteriaceae-associated mice fed a bile acid-enriched diet were
marked by an increased white adipose tissue mass accompanied by a lower abundance of free
fatty acids. However, no significant difference between the bile acid profiles of Coriobacteriaceae-
and GF-mice in caecum, WAT and portal plasma were observed. As bile acid transformation abil-
ity of Coriobacteriaceae was shown, these findings indicate that Coriobacteriaceae may require
the presence and interaction with other microorganisms to develop their physiological effect to the
full.

In conclusion, this work presents the development of a rapid LC-MS/MS method, suitable
for the simultaneous determination of 34 free and conjugated bile acids in feces, plasma,
WAT, and bacterial broth. Improvements compared to previously described LC-MS/MS
methods were observed regarding selectivity, separation of isobaric bile acids and analy-
sis time. This novel LC-MS method represents a valuable tool for screening bile acid pro-
files in routine clinical practices.
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Teil G — Material und Methoden

1 Analytik von Gallensauren

1.1 Chemikalien und biologisches Material

In dieser Arbeit wurden ausschlielich Chemikalien in molekularbiologischer Qualitéat oder in
hdchstmdoglicher Reinheit verwendet. Ein detailliertes Verzeichnis aller verwendeten Chemikalien,
Materialien und Gerate einschlieBlich Herstellerangaben und Spezifikationen ist im
Teil | — Anhang, Tabelle I-11 bis I-13 angeben. Das zu untersuchende biologische Probenmaterial
wurde bis zur Aufarbeitung und Messung im Tiefkihler bei - 80 °C aufbewahrt. Die Lagerung aller
Standardldsungen erfolgte bei - 20 °C.

1.1.1 Herstellung von Stammldsungen sowie Multistandards

Zur Entwicklung einer targeted Metabolomics-Applikation fir die Quali- und Quantifizierung von
Gallensauren wurden 34 verschiedene Metabolite verwendet (siehe Teil | — Anhang, Tabelle I-1).
Die Quantifizierung der Analyten sollte tiber eine externe Kalibrierung mit interner Standardkalib-
rierung erfolgen. Daher wurden strukturell ahnliche deuterierte Verbindungen (d4-CA, d4-
GCDCA) ausgewahlt, die als relative Bezugsgrof3e fur die spatere Quantifizierung (IS, Interner
Standard) dienen sollten. Diese kommen auf Grund ihrer geringen Halbwertszeit gar nicht oder
nur in sehr geringen Konzentrationen im tierischen Organismus vor. Angesichts ihrer verringerten
Molekularmassen kénnen sie massenspektrometrisch leicht von anderen Substanzen unter-
schieden werden.

e Stammldsung
Fur die Entwicklung einer LC-MS/MS-Applikation wurden, von den Standardsubstanzen, Stamm-
I6sungen hergestellt. Hierfir wurde die jeweilige Substanz exakt auf einer Analysenwaage in
einen Messkolben eingewogen und mit dem entsprechenden Lésungsmittel bzw. Losungsmittel-
gemisch auf ein genau definiertes Volumen aufgefillt. Verbindungen, welche nur als Hydrate
kommerziell zu erwerben waren, wurden zuvor im Trockenschrank bei 103 + 1 °C bis zur Mas-
senkonstanz getrocknet.

e Multistandard

Die Erstellung des Multistandards erfolgte durch Mischung definierter Volumina der Stammldsun-
gen mit Methanol. Die Wahl der Analytkonzentration im Priufstandard orientierte sich an den phy-
siologischen Konzentrationsbereichen individueller Gallenséduren, welche durch den vorlaufigen
Arbeitsbereiches abgedeckt wurden.

Als Datengrundlage dienten Veroffentlichungen und Studien, die sich mit der Untersuchung und
Analyse von Gallensauren sowohl in murinen als auch humanen Proben beschéftigen. Da in der
der Mouse Multiple Tissue Metabolome DataBase (MMMDB) bisher keine Publikation von wis-
senschaftlich fundierten Werten zu Gallensauren erfolgte, wurden zuséatzlich die Daten aus der
Human Metabolome DataBase (HMDB) herangezogen. Nach der Analyse des ersten Probenma-
terials wurden teilweise die Konzentrationen einzelner Substanzen den spéater zu untersuchenden
Proben weiter angepasst.
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e Interner Standard (I1S)
Definierte Volumen der Standard-Losungen der drei deuterierten Verbindungen wurden vermischt
und mit Methanol auf ein definiertes Volumen aufgefillt, sodass eine finale Konzentration von
100 pM d4-CA und 100 puM d4-GCDCA erzielt wurde. Diese Losung wird nachfolgend als IS bzw.
IS-Mix bezeichnet.

o Externe Kalibrierung
Fur die Quantifizierung der Metaboliten in den verschiedenen Matrices als auch fir Methodenva-
lidierung wurde der dargestellte Multistandard mit Methanol so verdinnt, dass ein definierter
Konzentrationsbereich abgedeckt wurde. Zu jedem Kalibrierstandard wurde die identische Volu-
menmenge des IS-Gemisches gegeben, sodass in allen Prifstandards dieselbe Konzentration
vorlag.

1.2 Entwicklung der LC-MS/MS-Messmethode

Im Rahmen der Arbeit sollte eine LC-ESI-MS/MS-Multimethode zur absoluten Quantifizierung von
Gallensauren entwickelt werden. Die Kopplung der Fliissigkeitschromatographie mit der Massen-
spektrometrie tragt einerseits dazu bei lonensuppressionseffekte zu minimieren und andererseits
die Substanzen vor der massenspektrometrischen Analyse aufzutrennen. Speziell im Hinblick auf
isobare Verbindungen, welche ein identisches oder ahnliches Massenspektrum aufweisen, ist fur
eine separate Quantifizierung eine chromatographische Trennung der Analyten unabdingbar.

1.2.1 Entwicklung der MRM-Methode

Zur Erhohung der Selektivitat sollte das Multiple Reaction Monitoring (MRM) verwendet werden.
Hierfir mussten zunachst fir jeden Analyten das substanzspezifische Fragmentspektrum ermit-
telt werden. Via Direkteinlass, unter zu Hilfenahme einer Spritzenpumpe (FlieRgeschwindigkeit
10 pL/min), wurden die verdiinnten Stammldsungen (10 uM) direkt in die ESI-Quelle des Mas-
senspektrometers (APl QTRAP® 4000, SCIEX, Darmstadt, DE) eingebracht. Uber das Tool ,Au-
tomatic Compound Optimazation“ der Analyst® Software wurden sowohl fiir das Precursor-lon
der Verbindung als auch fur die drei intensivsten Fragment-lonen die optimalen Einstellungen fir
die elektrische Spannung der lonenoptik und der Quadrupole im positiven und negativen lonen-
modus ermittelt.

Sowohl im negativen als auch positiven lonenmodus konnte die Entstehung des negativen [M+H]
bzw. des positiven [M+H]" Basispeaks beobachtet werden. Durch den Zusatz von Ammoniu-
macetat (10 mM) zur Messlésung resultierte im positiven lonenmodus die Bildung des Ammoni-
um-Addukts [M+NH,4]" als intensivstes Precursor-lon fiir die Mehrheit der Analyten. Fiir diese
Massen wurde ebenfalls eine Optimierung der massenspektrometrischen Parameter vorgenom-
men. Das Fragment-lon mit der hdchsten Intensitat wird nachfolgend mit der Abkirzung Qnt, das
zweit- und dritt-intensivste als Qal 1 und Qal 2 bezeichnet.

In der MRM-Methode wurde anschlieend fur jeden Analyten nur diejenige lonisierungsart bzw.
der Massenubergang als Qnt verwendet, bei dem die hoéchste Intensitat und somit die niedrigste
Nachweisgrenze erzielt werden konnte.
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Fur alle Substanzen resultierte im positiven lonenmodus eine deutliche gesteigerte Signalintensi-
tat im Vergleich zum negativen lonenmodus. Lediglich die beiden Gallenséduren LCA und Iso-LCA
konnten nur schlecht im positiven Modus ionisiert werden, die maximale Intensitat wurde im ne-
gativen Modus erzielt. In Ubereinstimmung mit bereits publizierten Methoden, erfolgte die Mes-
sung der beiden Gallensauren im SIM-Modus, da keine charakteristischen Fragment-lonen identi-
fiziert werden konnten. Um die Intensitat der Signale weiter zu optimieren, wurden die voreinge-
stellten Parameter fur das Curtain Gas und das Collision Gas zwischen den einzelnen Messun-
gen des Multistandards in der LC-MS/MS-Methode variiert.

Die Optimierungen wurden nur in den Bereichen vorgenommen, die vom Hersteller des Massen-
spektrometers als Referenz vorgeschlagen werden®®. Eine zusammenfassende Darstellung aller
Masseniubergange und optimierten MS-Parameter, eingeteilt in Messperioden, sowie die Gera-
teeinstellung des Massenspektrometers, ist in Teil | — Anhang, Tabelle I-2 und I-3 angegeben.

1.2.2 Entwicklung des flussigkeitschromatographischen Systems

Innerhalb der Stoffklasse der Gallenséauren unterscheiden sich viele relevante Analyten nur durch
die Stellung einzelner polarer Seitengruppen im Sinne einer Stellungsisomerie. Aufgrund des
identischen Molekulargewichts kdnnen daher keine spezifischen Massenlbergéange im Massen-
spektrometer erhalten werden. Da diese Metabolite innerhalb ihrer assoziierten Stoffwechselwe-
ge teilweise unterschiedlichste biochemische Funktionen tGbernehmen, war es das Ziel, durch
eine flissigchromatographische Trennung der Analyten eine selektive Quantifizierung zu ermég-
lichen und eine Bestimmung als Summenparameter zu verhindern.

Im Rahmen der Arbeit wurden unterschiedliche Eluenten, Gradientenverlaufe sowie variierende
Flussraten erprobt. Weiterhin standen 4 verschiedene RP-Chromatographiesaulen zur Verfi-

gung:

o RP CN (Nucleodur, 100 x 3.0 mm i.D., 3.0 um, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG)

o RP C18 (Nucleoshell, 100 x 2.0 mm i.D., 2.7 ym, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG)
o RP C18 (Nucleoshell, 150 x 2.0 mm i.D., 2.7 ym, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG)
o RP C18 (Kinetex, 150 x 2.1 mm i.D., 2.6 ym, Phenomenex® Inc.)

Die Parameter der optimierten Chromatographiebedingungen der entwickelten Methode sind in
Tabelle G-1 dargestellt. Eine schematische Ubersicht des optimierten Gradienten wird in Abbil-
dung G-1 gegeben.
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TABELLE G-1 Chromatographiebedingungen der finalen RP-Methode fur die LC-MS/MS-basierte Bestim-
mung von Gallensauren.

Spezifikation

HPLC-Pumpe Agilent 1260 Infinity Quaternary LC System
Eluent A H,O + 10 mM Ammoniumacetat + 0.1% FA
Eluent B ACN/MeOH (3/1, viv) + 10 mM Ammoniumacetat +
0.1% FA
Flussrate 200 uL/min
Gradient Zeit [min] Eluent A Eluent B
0 min 70% 30%
5 min 70% 30%
25 min 0% 100%
50 min 0% 100%
52 min 30% 30%
62 min 30% 30%
Saulenofen Agilent Column Oven

Chromatographiesaule
Saulenofentemperatur

Phenomenex® Kinetex® C18,150x 2.1 mmi.D., 2.6 ym

30 °C

Autosampler

Agilent Autosampler

Probentemperatur 4°C
Injektionsvolumen 5uL
Software Analyst® Software (Version 1.6.1)

FA: Ameisensaure (Formic Acid), ACN: Acetonitril, MeOH: Methanol

—— \Nasser + 0.1% FA + 20 mM Ammoniumacetat
e ACN/MeOH (3/1; viv) + 0.1% FA + 20 mM Ammoniumacetat
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ABBILDUNG G-1 Gradientenverlauf der flussigkeitschromatographischen Methode. FA: Ameisenséure (For-
mic Acid), ACN: Acetonitril, MeOH: Methanol
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1.3 Entwicklung der Probenvorbereitungsmethode

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine LC-MS/MS-Methode fiur die routinemaRige Quantifizierung
von Gallensauren in biologischen Geweben und Flissigkeiten wie z.B. Blutplasma, Fazes und
Fettgewebe mit einem hohen Probendurchsatz entwickelt werden. Daher war es erstrebenswert
eine schnelle und effiziente Aufarbeitungsmethode zu etablieren. Als klassisches Verfahren wur-
de die Festphasenextraktion (SPE) dem Extraktionsverfahren mit organischen Ldsungsmitteln
gegenulbergestellt. Fur die Evaluation einer geeigneten Probenvorbereitung wurde aus jeder Un-
tergruppe der Gallensauren ein reprasentativen Vertreter (CA, 3-DHCA, 6,7-DKLCA, TCDCA &
GUDCA) ausgewahlt.

1.3.1 Festphasenextraktion

Bereits 4 in der Literatur beschriebene Extraktionsverfahren zur Isolierung von Sterolen wurden
getestet und ihre analytische Performance im Hinblick auf die prozentuale Wiederfindungsrate
bewertet. BURKHARD et. al (2005) entwickelten ein Extraktionsprotokoll fir die Matrix Plasma,
basierend auf einer alkalischen Equilibrierung der stationdren Phase (Methode M1)'*8, wahrend
im Protokoll von YE et al. (2007) saure Bedingungen fir die Vorkonditionierung des S&ulenmate-
rials und das Waschen beschrieben werden (Methode M2)'**. Die zwei weiteren SPE-Methoden
sind charakterisiert durch unpolare Bedingungen unter Verwendung von Methanol oder n-Hexan
im Elutionsschritt (Methoden M3 und M4)*"2°,

Die Aufreinigung erfolgte jeweils an Varian Bond Elut® RP-C18-Kartuschen. Die Vorgehensweise
der vier genannten Aufarbeitungsmethoden ist in nachstehender Tabelle angegeben.

Konditionierung Probenaufgabe Waschen Elution
* MeOH e
* Probe geldst in 100 mM

M1 | - Wasser Ammoniumcarbonat-Puffer (pH 9.3) Wieser el

* Ammoniumcarbonat-Puffer (pH 9.3)[ I:/P .[/>

* Chloroform/MeOH - Wasser
M2 | + MeOH * Probe geldst in Wasser gy vt - MeOH

« Wasser L> !\/? ; [

* MeOH . e . + FA (0.5%ig) . a
M3 |, FA (0.5%ig v/v) [/> Probe geldst in FA (0.5%ig v/v) r « MeOH [ FA (0.5%ig v/v)

PR
* n-Hexan
M4 | + n-Hexan * Probe geldst in Toluol .- « 2-Propanol (30%ig in n-Hexan)
D [\/? L>- Einengen, Resuspension in MeOH

ABBILDUNG G-2 Zusammenfassende Darstellung der getesteten SPE-Methoden fur die Isolierung von Gal-
lenséduren. M1: Methode nach BURKHARD et al. (2005), M2: Methode nach Perwaiz et al. (2001), M3: YE et al.
(2007), M4: McDoNALD et al. (2007), MeOH: Methanol, FA: Ameisensaure (Formic Acid)

Um die prozentuale Wiederfindung zu bestimmen, wurde eine Probenlésung gemaf den Vorga-
ben aus der Literatur (siehe Abbikdung G-2) mit den fiinf ausgewahlten Gallensduren hergestellt.
Die Konzentration je Gallensaure betrug 5 uM (= Testlésung). Fir die Probenaufgabe nach der
Konditionierung des Saulenmaterials wurden je 500 pL der Testlésung eingesetzt. Es wurde je-
weils eine Dreifachbestimmung (n = 3) vorgenommen. Die prozentuale Wiederfindung wurde wie
folgt erhalten:
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Cprobe

WDF = -100% (1)

Ceingesetzt

1.3.2 Flussig-Flussig-Extraktion

Das biologische Probenmaterial fir die Evaluation der Probenvorbereitung und der folgenden
Matrixkalibrierung stammte von Mausen ohne spezifische Intervention und wurde freundlicher-
weise von Frau Dr. Clara John und Frau Dr. Anna Worthmann (Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf, Abteilung fur Biochemie und Molekulare Zellbiologie) zur Verfigung gestellt. Die Tier-
experimente waren allesamt genehmigt durch die Behorde fur Gesundheit und Verbraucher-
schutz der Freien und Hansestadt Hamburg.

Zur Uberprifung der Leistungsfahigkeit einer simplen Flussig-Fliissig-Extraktion als Aufarbei-
tungsmethode wurden die Matrices Plasma, Fazes, Fettgewebe und Zellkulturnahrmedium mit
drei unterschiedlichen Konzentrationen (c;: niedrig, c,: mittel, cs: hoch) des Multistandards dotiert.
Nach der Extraktion mit Methanol wurden die Konzentrationen mit Hilfe der LC-MS/MS-Methode
bestimmt. Nach Abzug der endogenen Metabolitkonzentration der undotierten Matrix (Cendogen).
die auf gleiche Weise wie die dotierten Proben behandelt wurden, konnte die Wiederfindung nach
Gleichung (2) berechnet werden.

WDF = CpProbe — Cendogen -100% (2)

Ceingesetzt

Fir alle drei Konzentrationsniveaus wurde jeweils eine Dreifachbestimmung (n = 3) durchgefiihrt.
Die verwendeten Matrices wurden folgendermaRen aufgearbeitet:

Plasma o 50 pL Plasma werden mit 125 yL Methanol und 25 L IS-Mix versetzt
o Inkubation 10 min bei RT unter konstanten Schutteln
o Zentrifugation (12.000 rpm, 4 °C, 10 min)
o 100 pL Uberstand werden mit 3 verschiedenen Volumina des Multistandards
dotiert (= ¢4, ¢, und c3)

Fazes o 10 mg lyophyllisierte und gemdrserte Fazes werden in 2 mL Methanol (enthalt
den IS: d4-CA: 100 uM, d4-GCDCA: 100 uM) suspendiert
o Inkubation 10 min bei RT unter konstanten Schutteln
o Zentrifugation (12.000 rpm, 4 °C, 10 min)
o 100 pL Uberstand werden mit 3 verschiedenen Volumina des Multistandards
dotiert (= ¢4, ¢, und c3)

Fettgewebe o 20 mg Fett werden mit 2 mL Methanol versetzt und der Ansatz mit einem Ult-
ra-Turrax (Stufe 4, 3 x 20 sec) homogenisiert
o Zentrifugation (4.000 rpm, 4 °C, 10 min)
o 100 pL Uberstand werden mit 3 verschiedenen Volumina des Multistandards
dotiert (= ¢y, c; und ¢3)

Nahrmedium o 25 uL des Zellkulturndhrmediums werden mit 3 verschiedenen Volumina des
Multistandards dotiert (= ¢4, ¢, und c3)
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1.4 Methodenvalidierung

Mit der Durchfiihrung einer Methodenvalidierung soll gezeigt und fur die Qualitatssicherung do-
kumentiert werden, dass eine analytische Messmethode firr die spezielle, gegebene Fragestel-
lung reproduzierbare und verlassliche Daten liefert. Der Nachweis, dass eine Analysenmethode
fur die quantitative Bestimmung der Analyten in einer biologischen Matrix geeignet ist, wird er-
bracht, indem das Verfahren nach einer vorgeschriebenen Richtlinie validiert wird. Die FDA erar-
beitete 2001 die Guidance for Industry - Bioanalytical Method Validation, die als Leitlinie fir den
Ablauf des Validierungsprozess von (bio)-analytischen Methoden anzusehen ist**’. Die dabei
gewonnenen analytisch-chemischen Leistungsmerkmale sind die Selektivitat, Spezifitat, Lineari-
tat, Préazision, Richtigkeit, Wiederfindung und die analytischen Grenzwerte (Nachweis- und Be-
stimmungsgrenze).

1.4.1 Selektivitdt und Spezifitat

Spezifizitat stellt das Potenzial eines Analysenverfahrens dar einen Analyten akkurat und st6-
rungsfrei in Anwesenheit weiterer Komponenten der Probe, wie z.B. Matrixbestandteile und Ab-
bauprodukte, erfassen und identifizieren zu kdnnen. Die Fahigkeit einer Prifmethode mehrere
Analyten ohne gegenseitige Beeinflussung oder Stérungen durch endogene und exogene Sub-
stanzen (Verunreinigungen, Matrixbestandteile) nebeneinander prazise zu erfassen und zu quan-
tifizieren, wird als Selektivitat der Methode beschrieben.

Durch die Kopplung von Flussigkeitschromatographie mit der Massenspektrometrie werden die
Analyten nicht nur anhand ihrer Massen identifiziert, die Retentionszeit fungiert als weiteres Se-
lektionsmerkmal. Dennoch muss bei einer Validierung nachgewiesen werden, dass die analyti-
sche Methode ein qualitativ richtiges Ergebnis liefert und das falsch positive Ergebnisse (v.a.
durch Matrixpeaks) bzw. falsch negative Ergebnisse, verursacht v.a. durch Matrixeffekte sowie
lonensuppressionen ausgeschlossen werden kénnen.

1.4.2 Linearitat

Der lineare Anwendungsbereich gibt das Intervall zwischen unterer und oberer Konzentration
eines Analyten wieder, bei dem ein direkt proportionaler Zusammenhang zwischen der Konzent-
ration des Analyten und dem Messsignal vorliegt, sowie ein akzeptables Mal3 an Préazision und
Richtigkeit gegeben ist. Der Arbeitsbereich sollte so gewahlt werden, dass die zu erwartende
Analytkonzentration in der Probe weitestgehend abgedeckt wird. Die Giite der Kalibrierfunktion
wird durch den Korrelationskoeffizienten R? und die Steigung m beschrieben.

Die Validierung einer Messmethode beginnt stets mit der Wahl eines vorlaufigen linearen Ar-
beitsbereiches, von dem erwartet werden kann, dass er das Konzentrationsspektrum des Analy-
ten bzw. einer Serie von Analyten in den Untersuchungsproben miteinschlie3t. Der physiologi-
sche Konzentrationsbereich individueller Gallensduren wurde zwei verschiedenen Datenbanken
(MMMDB und HMDB) sowie unterschiedlichsten Publikationen auf dem Gebiet der Gallensau-
renanalytik entnommen. Unter Einbeziehung einer natirlichen Schwankung von 25% wurde ein
temporarer Kalibrationsbereich erhalten. Dieser wurde gegebenenfalls nach der Bestimmung der
Validierungsparameter jedem Analyten gesondert angepasst.
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1.4.2.1 Grundkalibrierung

Um zu Uberprifen, ob tberhaupt eine lineare Korrelation zwischen der Analytkonzentration und
dem Detektorsignal (= Systemlinearitat) vorliegt, wurde zunéchst die Linearitdt anhand von Stan-
dardlésungen unterschiedlicher Konzentration ermittelt. Typische Charakteristika und Storfakto-
ren einer Analysenmethode wie z.B. Matrixeinflisse werden nicht beriicksichtigt.

Die Grundkalibrierung erfolgte als Finffachbestimmung matrixfreier Kalibrierlésungen. Dazu wur-
den funf Kalibrierreihen mit jeweils zwolf Kalibrierpunkten aufsteigender Konzentration hergestellt
und mit Hilfe der LC-MS/MS-Methode untersucht.

1.4.2.2 Matrixkalibrierung

Bei realen Proben kommt es oftmals zu einer Abweichung des Analysenwertes vom wahren Pro-
benwert (Methodenlinearitat). Um zu Uberprifen, ob die entwickelte Prifmethode anwendbar auf
komplexe Matrixproben ist, wurde mit Hilfe einer Matrixkalibrierung der Einfluss von Matrixbe-
standteilen untersucht.

Zur Kalibration wurde aufgearbeitete Matrix mit den Standardgemischen in aquidistanter Kon-
zentration dotiert und vermessen. Pro Prifstandard wurde eine Dreifachbestimmung durchge-
fuhrt.

Die Matrixproben wurden folgendermaf3en hergestellt:

Plasma o 400 pL EDTA-Plasma werden mit 1600 pL Methanol versetzt
o Inkubation 10 min bei RT unter konstanten Schitteln
o Zentrifugation (4.000 rpm, 4 °C, 10 min)
o 20 pL Uberstand werden zur Herstellung der Matrixstandards eingesetzt

Fazes o 20 mg lyophyllisierte und gemorserte Fazes werden in 2 mL Methanol sus-
pendiert
o Inkubation 10 min bei RT unter konstanten Schutteln
o Zentrifugation (4.000 rpm, 4 °C, 10 min)
o 33 pL Uberstand werden zur Herstellung der Matrixstandards eingesetzt

Fettgewebe o 500 mg Fett werden mit 3 mL Methanol versetzt und der Ansatz mit einem
Ultra-Turrax (Stufe 4, 3 x 20 sec) homogenisiert
o Zentrifugation (4.000 rpm, 4 °C, 10 min)
o 2mL des Uberstandes werden enthommen und unter einem leichten N,-
Strom zur Trockne eingeengt
o Rickstand wird in 1 mL Methanol resuspendiert
o 15 pL der Lésung werden zur Herstellung der Matrixstandards eingesetzt

Nahrmedium o 25 pL des Zellkulturnahrmediums werden zur Herstellung der Matrixstandards
eingesetzt
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1.4.2.3 Statistische Prifung auf Linearitat

Im optimalen Fall sollte mit einer linearen Kalibrierfunktion gearbeitet werden und nur in Ausnah-
menfallen auf eine quadratische Regression zurtickgegriffen werden. Im einfachsten Fall erfolgt
die Untersuchung der Linearitat durch graphische Darstellung der Kalibrationsdaten und visuelle
Beurteilung, wobei grobe Abweichungen leicht erkannt werden kénnen. Da nicht immer ein linea-
rer Zusammenhang gegeben ist, muss im Rahmen der Validierung gepruft werden, welches ma-
thematische Modell die Abhangigkeit zwischen Signal und Konzentration am besten be-
schreibt™®,

Die Bestimmung der Kalibrierfunktion erfolgt am einfachsten durch die graphische Darstellung
der Kalibrierdaten und der subjektiven Beurteilung. Daneben wurde die lineare Regression
durchgefiihrt, wobei das BestimmtheitsmaR R? die Steigung m, und der y-Achsenabschnitt b
ermittelt wurden. Sollte keine offensichtliche Unlinearitat erkennbar sein, kann auf einen geson-
derten statistischen Linearitatstest verzichtet werden. In Zweifelsfallen sollte jedoch eine rechne-
rische Uberpriifung der Linearitat vorgenommen werden.

Neben der visuellen Prifung auf Linearitat kann mit Hilfe der Residualanalyse gepruft werden, ob
das zu Grunde gelegte funktionelle Kalibriermodell die Messdaten ausreichend beschreibt. Die
Residuen d; ergeben sich aus der vertikalen Abweichung der Messwerte von der berechneten
Regressionsgeraden.

di=y, -V, (3)
Yi Messsignal an i-ter Stelle
v, zu y; zugehoriger Wert, berechnet aus der Regressionsfunktion

Eine weitere Moglichkeit zu priifen, ob das gewahlte Kalibriermodell die Messergebnisse hinrei-
chend beschreibt, ist der Anpassungstest nach MANDEL. Der Test geht von der These aus, dass
die Abweichung der Messwerte von der Regressionsgeraden durch Unlinearitat verursacht wird
und durch die Wahl eines anderen Regressionsmodells z.B. einer Kalibrierfunktion 2. Grades
verringert werden kann®*. Die Reststandardabweichung der linearen Regression Sg und der
quadratischen Funktion Sgq wurden mit Hilfe der folgenden Gleichungen (4) und (5) ermittelt. Die
Reststandardabweichung spiegelt die Prazision der linearen bzw. der quadratischen Regression
wieder und gibt ein Mal? fur die Streuung der Residuen, also Streuung der Messwerte in y-
Richtung um die Regressionsgerade bzw. der Kurve an. Je gréRRer der Wert, desto starker streu-
en die Residuen, d.h. umso geringer ist die Prazision.

’ R 12
Sg = i=1rf3i1éyi) %)
st
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Im Falle, dass Sg < Srq kann angenommen werden, dass die Kalibrierfunktion im ausgewahlten
Messbereich als linear anzusehen ist*'®. Um rechnerisch die statistische Signifikanz nachzuwei-
sen, wurde mit Hilfe des Anpassungstests nach MANDEL aus den Reststandardabweichung Sg
und Sgrq die Differenz der Abweichungsvarianzen As? berechnet.

As?2=(n-2)-S&-(n-3)-S2q (6)

Nach Gleichung (7) wurde der Prufwert PG ermittelt, welcher tber einen F-Test abgeglichen wur-
de. Hierbei wird die Verringerung der Varianz, die sich aufgrund der Wahl des quadratischen
Regressionsmodells im Vergleich zur linearen Anpassung ergibt, auf Signifikanz gepruift:

Skra

Die erhaltene Prufgré3e PG wird mit dem Wert aus der F-Tabelle (P =0.01, f; =1, f,=n - 3) ver-
glichen. Hierbei qilt, ist PG < F-Wert dann ist der Unterschied nicht signifikant und die Kalibrier-
funktion im untersuchten Konzentrationsbereich als linear anzusehen. Fur den Fall, das der F-
Test einen signifikanten Unterschied anzeigt, d.h. PG > F-Wert, ist das quadratische Kalibriermo-
dell zu bevorzugen. Im festgelegten Konzentrationsbereich besteht keine direkte Proportionalitat
zwischen dem Messsignal und der Analytkonzentration. Um eine Auswertung mittels quadrati-
scher Regression zu verhindern sollten einzelnen Verfahrensschritte Gberpruft, der Arbeitsbereich
eingeengt oder in einen anderen Konzentrationsbereich verschoben werden, um eine ausrei-
chende Linearitat zu erzielen. Der Test auf Homogenitat der Varianzen ist zu wiederholen.
Normalverteilte Daten und die Varianzhomogenitat der Messsignale sind Voraussetzungen fir die
Regressionsanalyse. Die lineare Regression geht von einer konstanten Unprazision der Mess-
werte iber dem gesamten Messbereich aus.

Bei der Uberpriifung der Préazision des Verfahrens durch einen Varianzhomogenitatstest wird die
Streuung zwischen jeweils bei der niedrigsten und der hdochsten Konzentration getrennt vonei-
nander analysiert. Die Varianz s* der Messwertserien wird nach folgender Gleichung (8) berech-
net, wobei n die Konzentration des niedrigsten und N die des hochsten Messwert wiederspiegelt:

N2
2 )
nbzw.N= T

(8)
Die Varianzen der Messwertserie werden mittels des F-Test (P =0.01, f =n - 1) auf Varianzho-
mogenitat Uberprift.

2
PG = N 9)

s
Liegt der berechnete F-Wert (hier PrifgroRe PG) unter dem Tabellenwert (F > PW), so wird kein
signifikanter Unterschied der Varianzen angezeigt. Liegt eine Varianzheterogenitat vor d.h.

F < PW, sollte zunéchst ein anderer Konzentrationsbereich gewahlt und der Test auf Varianzho-
mogenitat wiederholt werden®*®.
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Im Falle, dass nach der Optimierung des Verfahrens immer noch keine Varianzhomogenitéat er-
reicht werden kann, ist die Kalibrierfunktion 2. Grades (quadratische Regression) zur Auswertung
der Messdaten heranzuziehen.

Eine weiteres Gltekriterium bei der Kalibrierungsbewertung ist die relative Verfahrensstan-
dardabweichung Sy (= Verfahrensvariationskoeffizient). Diese ist auf die Mitte des Konzentrati-
onsbereiches (Abszisse des Schwerpunktes der Regressions- bzw. der Kalibriergeraden) nor-
miert. Sie ergibt sich aus dem Quotienten der Reststandardabweichung Sg bzw. Sgq der linearen
bzw. quadratischen Regression und der Steigung m der Kalibriergeraden.

S
Sy = E$'100%’ (10)

1.4.3 Prazision

Die Messprazision ist ein MaR fiir die Ubereinstimmung voneinander unabhéngiger Analysener-
gebnisse bei sich wiederholenden, gleichbleibenden Operationsbedingungen einer Messmethode
in kurzen Zeitintervallen (Wiederholprazision = Intra-Day Prézision). Werden Durchfiihrungspa-
rameter am identischen Untersuchungsobjekt variiert, z.B. die Zeitpunkte der Messungen, ist von
der Inter-Day Prazision die Rede, welche einen Grad fir die Streuung der Prifergebnisse ver-
schiedener Messserien wiederspiegelt.

Um das Mal} der Streuung der Analysenergebnisse bewerten zu kdnnen, wurde das Préazisions-
malf3, reprasentiert durch den Variationskoeffizienten C,, aus der Standardabweichung s und dem
Mittelwert X berechnet. Nach den Vorgaben der FDA sollte dieser Wert die Marke von 15% nicht
iiberschreiten?!’.

(11)

Cy = = -100%

Xl »

Bei einer Validierung geht es darum, die Prazision durch wiederholte Messungen von Kontroll-
proben (QC, Quality Control) bekannter Konzentration zu bestimmen. Hierflir wurden finf matrix-
haltige Kontrollproben bei drei unterschiedlichen Konzentrationen (QC1, QC2 & QC3) hergestellt.
Die Konzentrationen wurden dabei so gewahlt, dass einerseits der gesamte, zuvor ermittelte li-
neare Arbeitsbereich abgedeckt wurde und andererseits die Konzentration des ersten Standards
(QC1) in der Nahe der Nachweisgrenze, QC2 in der Mitte des linearen Arbeitsbereichs und die
Konzentration des hdchsten Standards (QC3) am oberen Ende des Kalibrierbereichs lagen. Fir
die Bestimmung der Inter-Day Préazision der Analysenmethode wurden je drei Proben, welche zur
Bestimmung der Wiederholprazision eingesetzt wurden, an drei (n = 3) verschiedenen Untersu-
chungstagen vermessen.

1.4.4 Genauigkeit

Ein Mal3 fur durch systematische und zufallige Fehler verursachte Abweichung des gemessenen
Wertes vom wahren Analysenwert (Sollwert) der Probe wird durch den Validierungsparameter
der Genauigkeit beschrieben.
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Die Ermittlung der Genauigkeit wurde fir drei Konzentrationsniveaus durchgeftihrt (QC1, QC2 &
QC3). Hierbei wurde die jeweilige Matrix mit verschiedenen Analytkonzentrationen dotiert und
vermessen. Die Bestimmung der Inter-Day Genauigkeit erfolgte ebenfalls an drei aufeinander
folgenden Tagen. Da keine Blankmatrix zur Verfilgung stand, mussten zuséatzlich noch undotierte
Matrixproben (QCO) untersucht werden. Die berechnete Konzentration an endogener Gallensiu-
re wurde vom Messergebnis der QC1, QC2 & QC3-Proben subtrahiert. Das Ausmal® der Genau-
igkeit wird gewohnlich als relativer Fehler (RE) ausgedrickt:

RE = (Cgemessen - Czugesetzt) - 100% (12)

Czugesetzt

1.4.5 Wiederfindung

Die Wiederfindung ist definiert als das Verhaltnis des Signals einer zugesetzten Menge Analyt zu
einer biologischen Probe zum Signal eines reinen Standards. Im Idealfall sollte die ermittelte
Konzentration im Standard und der aufgearbeiteten Probe identisch sein. Anhand des Prozent-
wertes der Wiederfindung lasst sich die Effizienz der Aufarbeitung ersehen. Eine annehmbare
Konstanz der Wiederfindungsrate, also die Reproduzierbarkeit der Messmethodik, ist hierbei
ebenfalls als wichtiger Parameter zu beachten.

Zur Bestimmung der Wiederfindung wurden jeweils drei QC-Proben im niedrigen und hohen Kon-
zentrationsbereich analysiert und die Konzentrationen der Probenpeaks mit den bekannten, zu-
dotierten Konzentrationen ins Verhdltnis gesetzt (siehe Teil G — Material und Methoden Nr.
1.3.2).

1.4.6 Analytische Grenzwerte

Die Nachweisgrenze xnwe (= LLoOD) eines Prifverfahrens stellt die kleinste noch messbare Kon-
zentration eines Analyten dar, welche mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 50% detektiert,
aber nicht mehr quantifiziert werden kann. Sie stellt die Entscheidungsgrenze fir das Vorhanden-
sein eines Analyten in der Probe dar.

Im Vergleich zur Nachweisgrenze reprasentiert die Bestimmungsgrenze xgs (= LLoQ) die ge-
ringste quantifizierbare Konzentration eines Analyten in der Untersuchungsprobe, welche mit
einer akzeptablen Messprazion und Messgenauigkeit ermittelt werden kann. Signale, welche die
Bedingungen nicht erfullen, kdnnen nicht korrekt quantifiziert werden und missen bei der Aus-
wertung gekennzeichnet werden.

Die analytischen Grenzwerte miissen als rein qualitative GréRen angesehen werden, welche
lediglich eine Aussage Uber die Empfindlichkeit der Messmethode liefern. Die Nachweis- und
Bestimmungsgrenze ist fir das gesamte Verfahren fir alle relevanten Matrices zu ermitteln.

Die Bestimmung kann, gemaf DIN 32645, einerseits indirekt durch ein mathematisches Modell
(Kalibriergeradenmethode)?*® oder direkt nach der Leerwertmethode erfolgen, wobei beide Ver-
fahren in der Regel gleichwertige Resultate liefern.

Leerproben dirfen dabei den zu analysierenden Stoff nicht enthalten, missen aber mit der Ana-
lysenproben in ihrer sonstigen Beschaffenheit (Matrix) Gibereinstimmen.
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Da dieses Kriterium in der vorliegenden Arbeit nicht gegeben war, wurde die Kalibriergeradenme-
thode angewendet, bei der aus drei Matrixdotierten Kalibriergeraden (n =5) im Bereich der er-
wartenden analytischen Grenzwerte, die Nachweisgrenze xywe und die Bestimmungsgrenze Xgg
berechnet wurden:

52
e = R e e e X (13)
m P n X(x-X?
1. 22
XBG=k'%'t' 1+1+L (14)
m P n XN(x-X7?

Reststandardabweichung

Empfindlichkeit bzw. Steigung der Kalibriergeraden
Quantil der t-Verteilung (n - 2)

Faktor, relative Ergebnisunsicherheit: 33%

Anzahl der Parallelbestimmungen

Anzahl der Kalibrationspunkte

Mittelwert der Konzentration

Messwert

_><><|3'07¢H3;(Un

1.4.7 Stabilitat

Jedes Analysenverfahren muss gewabhrleisten, dass die zu untersuchenden Analyten in der ge-
gebenen Matrix oder Losemittel wahrend der Lagerung keinem Abbau unterliegt. Bereits publi-
zierte, umfangreiche Studien zur Stabilitdt von Gallensauren und Lésungen daraus zeigten auf,
dass diese sehr bestandig gegentber pH-Wert, Temperatur und organischen Ldsungsmitteln
sind. Aus diesem Grund wurde auf eine Stabilitatsuntersuchung verzichtet*?*2%,

Die biologischen Matrices (Fazes, Plasma, Fettgewebe) und die Fermentationsproben wurden bis
zur Probenaufarbeitung bei -80 °C gelagert. Die aufgearbeiteten, in Methanol vorliegenden Pro-
ben, sowie die Standardldsungen wurden bis zur LC-MS/MS-Analyse bei -20 °C im Gefrierfach
aufbewahrt. Nach dem Ablauf von 12 Monaten wurden alle Lésungen verworfen und frisch her-
gestellt.
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2 Untersuchungen zum Einfluss von Coriobacteriaceae auf den Gallensauren-
und Lipidmetabolismus

2.1 In vitro-Fermentation

Die entwickelte LC-MS/MS-Methode wurde verwendet, um den Einfluss von 4 Coriobacteriaceae-
Stdmmen auf die Transformation von Gallenséuren zu untersuchen. Das Fermentationsexperi-
ment wurde von Frau Sarah Just am ZIEL — Zentralinstitut fir Ernédhrungs- und Lebensmittelfor-
schung der Technischen Universitat Minchen durchgeftihrt.

2.1.1 Chemikalien und Bakterien

Chemikalien: siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 1.1.1.

Die Bakterienstamme Collinsella aerofaciens (C. aerofaciens) DSM 3979', Enterorhabdus muco-
sicola (E mucosicola) DSM 19490, Eggerthella lenta (Egg. lenta) DSM 2243" und Atopobium
parvulum (A. parvulum) DSM 20469 wurden vom Leibniz-Instituts DSMZ — Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Braunschweig, DE) bezogen.

2.1.2 Experimentelles Design

Der erste Schritt in der bakteriellen Transformation von Gallenséauren stellt die Hydrolyse der
Amidbindung durch das Enzym BSH dar, wodurch aus konjugierten Gallensauren ihre freien
Partner gebildet werden. Nur freie Gallensauren kénnen durch Dehydroxylierungs- und Dehydrie-
rungsreaktionen weiter durch intestinale Bakterien umgewandelt und modifiziert werden.

Zwei konjugierte Gallensauren, dass Taurinderivat TCA und das Glycinkonjugat GCA, wurden
eingesetzt um die BSH-Aktivitat der vier selektierten Coriobacteriaceae-Stamme zu untersuchen.
Neben diesem Enzym verfligen eine Reihe intestinaler Bakterien iber HSDH-Enzyme, die an der
stereospezifischen Oxidation und Epimerisierung der Hydroxylgruppen an Position C3, C7 und
C12 des Sterankdorpers beteiligt sind, wodurch stabile Oxointermediate gebildet werden.
Zellkulturndhrmedium (MM, Minimal Medium) supplementiert mit Mausfazes (verdiinnt 50fach in
MM) und reines Zellkulturndhrmedium wurden auf die gleiche Weise behandelt und fungierten
jeweils als Positiv- bzw. Negativkontrolle. Es wurde jeweils eine Dreifachbestimmung (n = 3)
durchgefihrt. Die Stammkulturen (20%ig in Glycerol) wurden Uber Nacht bei 37 °C unter anaero-
ben Bedingungen in Hungate-Rohrchen auf MM angezogen. Frische Ubernachtkulturen wurden
fur die Beimpfung des Fermentationsmediums verwendet.

Versuchsaufbau o 1.5 mL MM (enthalt 1 mM w/v TCA und GCA) werden mit dem entspre-
chenden Bakterienstamm (1% v/v) beimpft und unter anaeroben Bedin-
gungen (90% N, 10% H,) bei 37 °C flr 48 h inkubiert

o 200 pL des MM werden in ein 96-well Plate Uberfihrt, sofort auf -80 °C
abgekuhlt und bei der gleichen Temperatur gelagert

o Probenaufarbeitung: 20 yL MM werden mit 5 pL IS-Mix und 25 pL Metha-
nol versetzt, Inkubation 10 min bei RT unter konstanten Schiitteln

o Zentrifugation (4.000 rpm, 4 °C, 10 min)

o Analyse des Uberstandes mittel LC-MS/MS
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2.1.3 Quantitative Bestimmung der Gallensauren

2.1.3.1 Chemikalien

Siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 1.1.

2.1.3.2 Probenvorbereitung

Fur die quantitative Analyse der Gallensduren wurde das MM-Medium wie im Folgenden be-
schrieben aufgearbeitet:

Zellkulturndhrmedium o 5 pL Zellkulturndhrmedium werden mit 5 pL 1S-Mix versetzt und mit
Methanol auf ein finales Volumen von 50 pL aufgefullt
o Zentrifugation (12.000 rpm, 4 °C, 10 min)
o 30 pL Uberstand abnehmen — LC-MS/MS-Analyse

2.1.3.3 Messmethode

Siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 1.2.2 Tabelle G-1.

2.1.3.4 Auswertung

Siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 2.2.3.4.

2.2 In vivo-Futterungsstudie

Durch in vitro-Testsystemen lassen sich zwar einfache bis komplexe physiologische und bioche-
mische Reaktionen représentieren, allerdings bleiben systemische und organspezifische Einflis-
se unberticksichtigt. Um den Einfluss der vier intestinalen Bakterien auf den Fettstoffwechsel des
Wirtes in vivo bewerten zu kénnen, wurde daher ein Tierexperiment an Mausen durchgefihrt.
Allerdings ist es aufgrund der Komplexitat und Diversitat der Darmmikrobiota schwer nachvoll-
ziehbar, welche physiologischen und biochemischen Prozesse von welchen Bakterienstdmmen
ausgelbt werden. Der gnotobiotische Ansatz bietet die Mdglichkeit keimfreie Mause mit einzel-
nen Bakterienspezies zu kolonisieren, um gezielt Erkenntnisse Uber deren Rolle in der Entwick-
lung und Aufrechterhaltung der intestinalen Homdostase sowie Informationen Uber die Inter-
aktion zwischen intestinalen Bakterien und dem Wirt zu erhalten. Gnotobiotische Mause wer-

den unter sterilen Bedingungen geboren und wachsen in einer keimfreien Umgebung auf®’.

Das gesamte Tierexperiment wurde von Frau Sarah Just am ZIEL — Zentralinstitut flr Erndh-
rungs- und Lebensmittelforschung der Technischen Universitat Minchen durchgefiihrt.

2.2.1 Chemikalien und Bakterien

Chemikalien: siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 1.1.

Bakterien: siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 2.1.1.

UNIVERSITAT HAMBURG, INSTITUT FUR LEBENSMITTELCHEMIE Seite | 91



TEIL G | MATERIAL & METHODEN

2.2.2 Studiendesign

Mannliche, keimfreie C57BL/6N Mause wurden funf Wochen nach der Geburt mit vier dominan-
ten Coriobacteriaceae-Stammen (‘Corio’) besiedelt (vgl. Abbildung G-4). Nach weiteren finf Wo-
chen erfolgte eine randomisierte Einteilung in drei Gruppen (n = 12). Da die Ernahrung einen
grol3en Einfluss auf die Diversitat und die Funktion der intestinalen Darmmikrobiota hat, war es

ebenfalls von Interesse die Auswirkung von Nahrungsbestandteilen zu untersuchen.

Im Anschluss an eine zweiwd6chige Konditionierungsphase, in der
alle Mause ausschlie3lich mit einer Kontrolldiat (CD, Control Diet)
gefittert wurden, erfolgte eine Umstellung der Erndhrung. Fortan
wurden die Versuchstiere mit drei unterschiedlichen Diaten (Sniff
Spezialdiaten GmbH, Soest, DE): CD, Palmodl-basierte fettreiche
Diat (HFD, High Fat Diet) und einer mit den Gallensauren CA und
CDCA (je 0.1%, w/w) supplementierten Kontrolldiat (BA, Bile Acid
Diet) fur weitere 16 Wochen gefiittert (je Gruppe n = 12). Die HFD
wies einen wesentlich erhéhten Anteil an Fett und Kohlenhydraten
auf, was sich in einer héheren Energiedichte im Vergleich zu CD
und BA auBerte (siehe Abbildung G-3).

Keimfreie (GF, Germfree) sowie spezifisch pathogen-freie (SPF)
Méause dienten als Kontrolle (vgl. Abbildung G-4). Die Keimfreiheit
der Mause sowie der Erfolg der Kolonisierung wurden mit Hilfe von
Kultivierung sowie einer 16S rRNA basierten qPCR Uberprift. Mit
der Vollendigung der 26. Lebenswoche erfolgte die Entnahme fol-
gender biologischer Proben: portales Plasma, Fettgewebe (mesen-
terial, subkutan & epididymal) und Caecum (Blinddarminhalt).

GF Corio SPF

CD

W

Protein
@l Kohlenhydrate
B Fett

ABBILDUNG G-3 Zusammen-
setzung der verwendeten
Diaten.

Q Q Q ménnliche C57BL/6N Mause

I 1
Coriobacteriaceae:
A. parvulum
C. aerofaciens
Egg. lenta
E. mucosicola

0 5 6 7 8 10

1
26 Wochen

CD: Kontroll-Diat

HFD: Palmél-basierte fettreiche Diat
BA:  GS-supplementierte Kontroll-Diat

it
Ililifi

ABBILDUNG G-4 Schematische Darstellung des Studiendesigns zur Untersuchung der metabolischen
Adaption von Coriobacteriaceae und deren Einfluss auf den Gallensauren- und Lipidstoffwechsel in vivo.

(je Maus- bzw. Futterungsgruppe: n = 12)
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2.2.3 Quantitative Bestimmung von Gallensauren

2.2.3.1 Chemikalien

Siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 1.1.

2.2.3.2 Probenvorbereitung

Mittels der entwickelten LC-MS/MS-Methode wurden die Gallensaureprofile fur die verschiedenen
biologischen Matrices ermittelt, die wie folgt fir die Messung aufgearbeitet wurden:

Plasma o

Caecum o

Fettgewebe o

10-50 pL EDTA-Plasma werden mit 5 pL IS-Mix versetzt und mit Methanol
auf ein finales Volumen von 150 pL aufgefuillt

Inkubation 10 min bei RT unter konstanten Schutteln

Zentrifugation (12.000 rpm, 4 °C, 10 min)

125 pL Uberstand abnehmen, in ein neues Messvial lberfiihren und unter
einem leichten N,-Strom zur Trockne einengen

Resuspension in 50 yL Methanol — LC-MS/MS-Analyse

5 mg lyophyllisiertes und fein gemorsertes Caecum werden in 200 pL Me-
thanol suspendiert mit 50 pL IS-Mix versetzt

Inkubation 10 min bei RT unter konstanten Schutteln

Zentrifugation (12.000 rpm, 4 °C, 10 min)

5 uL Uberstand mit 45 pL Methanol vermischen — LC-MS/MS-Analyse

zwischen 50 - 150 mg Fettgewebe werden mit 10 pL IS und 2 mL Methanol
versetzt und der Ansatz mit einem Ultra-Turrax (Stufe 4, 3 x 20 sec) homo-
genisiert

Zentrifugation (4.000 rpm, 4 °C, 10 min)

600 pL des Uberstandes werden entnommen und unter einem leichten N,-
Strom zur Trockne eingeengt

Ruckstand wird in 50 uL Methanol aufgenommen — LC-MS/MS-Analyse

2.2.3.3 Messmethode

Siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 1.2.2 Tabelle G-1.
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2.2.3.4 Auswertung

Zur Erzeugung einer linearen Regressionsgeraden wurde das Verhaltnis aus Peakflache des
Analyten zum korrespondierenden IS (Aa standard/Als standara) g€g€N den Quotienten aus Konzentra-
tion des Analyten und Konzentration des IS (Ca standard/Cis standard) iM jeweiligen Standard aufgetra-
gen. Die Berechnung der Probenkonzentration fir Plasma [pumol/L] sowie Caecum und Fettge-
webe [ug/g] erfolgte nach Gleichung (15):

AAProbe )
Cis - (R2BREe _p) v/ - f- (M
IS (AIS Probe (M)

CA Probe™= m-E (15)

CA Probe Konzentration des Analyten in der Untersuchungsprobe [pumol/L]
bzw. [pg/g]

Cis Konzentration des IS in der Untersuchungsprobe [umol/L]

A probe Peakflache des Analyten in der Untersuchungsprobe

As probe Peakflache des korrespondierenden IS in der Untersuchungsprobe

b Achsenabschnitt der Kalibrierfunktion

\% Volumen des Testansatzes [L]

f Verdunnungsfaktor

M Molare Masse des Analyten [g/mol]

m Steigung der Kalibrierfunktion

E Probeneinwaage [L] bzw. [g]

2.2.4 Quantitative Bestimmung von Fettsauren in Fettgewebe

Fettsauren vermitteln ebenso wie Gallensauren tber den G-Protein gekoppelten Rezeptor TGR5
und nukledre Rezeptoren bzw. Farnesoid X Rezeptor (FXR) Signale zur Regulation wichtiger
Stoffwechselwege, wie dem Fettstoffwechsel, Cholesterolstoffwechsel und der Glukosehoméo-
stase. Im Rahmen des Tierexperiments wurde mittels einer GC-FID-Applikation das freie Fettsau-
respektrum in drei verschiedenen Fettgeweben (subkutan, mesenterial und epididymal) ermittelt.

2.2.4.1 Chemikalien

Interner Standard (IS): Heptadecansaure (C17:0), 2mg/mL in MTBE (Methyl-tert-
butylether)

C19:0-Me-L6sung: C19:0-Me (= Nonadecansaure-Methylester), 1 mg/mL in MTBE

FAME-Mix C4:0, C6:0, C8:0, C10:0, C11:0, C12:0, C13:0, C14:0, C14:1,

C15:0, C15:1, C16:0, C16:1, C17:0, C17:1, C18:0, C18:1n9t,
C18:1n9c, C18:2n6t, C18:2n6¢c, C18:3n6, C20:0, C18:3n3,
C20:1n9, C21:0, C20:2, C22:0, C20:3n3, C20:3n6, C20:4n6,
C20:5n3, C22:1n9, C22:2, C22:6n3, C23:0, C24:0 und C24:1n9
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2.2.4.2 Probenaufarbeitung

Fur die Bestimmung der Fettsduren in Fettgewebe von Mausen wurden die Proben nach folgen-

dem Schema aufgearbeitet:

Probenaufarbeitung o

2.2.4.3 Auswertung

10 - 50 mg Fettgewebe genau in ein Schnappdeckelglas einwiegen
und mit 2 mL Methanol und 10 pL IS-Mix versetzen.

Mechanischer Anschluss mittels Ultra-Turrax (Stufe 4, 3 x 20 sec).
Lésung in ein 15-mL-Rohrchen Uberfihren und den Ansatz zentrifu-
gieren (4.000 rpm, 4 °C, 10 min)

1000 pL der methanolischen Probenlésung werden mit 3 mL MTBE
und 50 uL IS versetzt und abwechselnd 10 min bei RT im Ultraschall-
bad behandelt und 10 min auf dem Vortexer homogenisiert
(2200 U/min). Der gesamte Schritt wird insgesamt 3x wiederholt.

Die organische Phase abnehmen und durch einen PTFE-Filter sprit-
zenfiltrieren

1.5 mL des Filtrats entnehmen, in ein Glasvial Uberfihren und unter
einem N,-Strom bis zur Trockne einengen.

Den Rickstand in 150 uL MTBE aufnehmen, das Messvial mit einem
Crimpdeckel verschlieRen, kurz vortexen und die Losung in ein neues
Messvial Uberfiihren.

Das benutzte Vial mit 150 yL MTBE nachspilen und organische L6-
sungen vereinigen.

Die gesammelte Losung unter einem Np-Strom zur Trockne einengen.
Den Ruckstand in 50 uL C19:0-Me-L6sung (1 mg/mL) resuspendieren
und mit 25 yL TMSH (Trimethylsulfoniumhydroxid) verestern.

Der Fettsauregehalt ¢ berechnet als Methylester wird nach folgender Formel (16) berechnet:

Cis (AA Probe) V- f

c= AIS PErobe (16)
c Konzentration des Analyten in der Untersuchungsprobe [mg/g]

Cis Konzentration des IS in der Untersuchungsprobe [mg/mL]

An probe Peakflache des Analyten in der Untersuchungsprobe

Als probe Peakflache des korrespondierenden IS in der Untersuchungsprobe

\Y Endvolumen

f Verdiinnungsfaktoren

E Probeneinwaage [g]
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2.2.4.4 Messmethode

TABELLE G-2 Chromatographiebedingungen und Gerateparameter der GC-FID-Methode.

Spezifikation

Gaschromatograph Hewlett Packhard HP 6890 Series GC System

Mobile Phase Stickstoff

Flussrate 2 mL/min

Saule Agilent CP-SIL 88 (50 x 250 pm x 20 ym)

Gradient Step °C/min Next°C  Hold min  Runtime min
Initial - 90 2.00 2.00
Ramp 1 15 150 0.00 6.67
Ramp 2 3 180 0.00 16.67
Ramp 3 30 230 10.00 28.34

Autosampler Agilent 6890 Series Injector

Injektortemperatur 200 °C

Injektionsvolumen 1pL

Split 75:1

Software ChemStation von Agilent Version Rev.A.10.02 1757

Integrationsvoraussetzung

Peaksteigung/ Empfindlichkeit; 15
mind. Peakbreite: 0.01

mind. Peakflache: 2

mind. Peakhoéhe: 2
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3 Statistik

3.1 Allgemeine statistische Analyse

Fur die Datenerfassung wurde Microsoft® Office Excel 2010 (Microsoft Corp., Redmond,
Washington, USA) verwendet. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte sowohl mit der
Software IBM SPSS Statistics 22 (SPSS Inc., Chigago, lllinois, USA) als auch mit SigmaPlot 12.5
(Systat Software GmbH, Erkrath, DE).

Die Verteilung des empirisch gewonnen Datenmaterials muss der Anforderung nach Normalver-
teilung nachkommen. Zur Uberprufung dieser Voraussetzung wurde der Anpassungstest nach
KoLMOGOROV-SMIRNOV durchgefuhrt. Weiterhin missen die Varianzen einer Population, denen
die Stichprobe enthommen wurde, homogen verteilt sein. Diese Bedingung kann mit Hilfe des
LEVENE-Test verifiziert werden, da dieser unempfindlich gegentiber einer Abweichung von der

Normalverteilung ist**®.

Wurde festgestellt, dass eine der beiden genannten Voraussetzungen nicht erfiillt wurde, so wur-
de versucht durch eine Logarithmus-Transformation der Messdaten die Normalitat bzw. Varianz-
homogenitat herbeizufihren. Die normalverteilten, transformierten Daten wurden anschlieRend
zur Analyse mit parametrischen Auswertungsmethoden verwendet.

Mit dem students t-Test fur abhéngige Stichproben (gepaarter t-Test) wurde fiir die Fermentati-
onsstudie getestet, ob die empirisch bestimmten Mittelwerte der beiden verbundenen Stichpro-
ben (Zeitpunkt = 0 h bzw. 48 h) sich voneinander unterscheiden. Bei abhangigen Stichproben
wird die Differenz der Messvariablen zwischen der ersten und der zweiten Messung gebildet. Da
der Mittelwertsunterschied zwischen den beiden Gruppen in beide Richtungen gehen kann (gr6-
Ber bzw. kleiner), fand die zweiseitige Fragestellung Anwendung. P-Werte < 0.05 wurden als
signifikant angesehen.

Die Varianzanalyse (ANOVA, Analysis of Variance,) ist eine statistische Methode, die basierend
auf dem F-Test die Signifikanz experimenteller Ergebnisse abschatzt. Sie beruht auf der Zerle-
gung der gesamten Variabilitdt eines Datensatzes in einzelne Komponenten, wobei der Einfluss
unabhéangiger Variablen auf abhéngige Variable tUberprift wird. Liegen in einem Versuch mehrere
bekannte Faktoren (>2) vor, gibt die mehrfaktorielle Varianzanalyse die Mdéglichkeit, die Ge-
samtvariabilitat in die von verschiedenen Faktoren verursachten Streuungskomponenten zu zer-
legen.

Bei der Zweiweg-ANOVA (Two-Way-ANOVA) gibt es zwei experimentelle Faktoren, die fir jede
experimentelle Gruppe variiert werden. Das Tierexperiment wurde an Mausen, eingeteilt in drei
verschiedene Haltungsformen (Faktor ,Housing®), die mit drei verschiedenen Diaten (Faktor
,Diet*) gefuttert wurden, durchgefuhrt. Im Rahmen der zweifaktoriellen Varianzanalyse sollte auf
Unterschiede zwischen den experimentellen Gruppen getestet werden, die auf Basis jedes ein-
zelnen Faktors (,Diet’, ,Housing“) und der Wechselwirkung zwischen den beiden Faktoren
(.Diet* x ,Housing“) gruppiert sind. Bei einer Varianzanalyse wird lediglich festgestellt wird, dass
signifikante Unterschiede zwischen den Messgruppen vorliegen. Welcher Messpunkt signifikant
von den anderen differiert oder ob sich sogar alle drei signifikant voneinander unterscheiden kann
durch eine zweifaktorielle ANOVA allein nicht beantwortet werden.
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Daher sollte nach der Durchfiihrung der Varianzanalyse ein multipler Mittelwerttests bzw. ein
Post-Hoc-Verfahren angeschlossen werden. Im vorliegenden Fall wurde aus der vielféltigen
Gruppe der Post-Hoc-Tests die HoLM-SIDAK-Methode ausgewahlt. Im Gegensatz zu vergleichba-
ren Post-Hoc-Verfahren handelt es sich um einen leistungsstarkeren Test, der féhig ist, auch
Unterschiede anzuzeigen, welche mit den anderen Verfahren unentdeckt bleiben wirden. Die
Mittelwertsummen werden miteinander verglichen. Sowohl fiir eine paarweise Gegeniberstellung
als auch fur Vergleiche mit Kontrollgruppen kdonnen die P-Werte bei der Methode nach HoLM-
SIDAK-Test berechnet werden. Das Signifikanzniveau wurde mit P < 0.05 festgelegt.

3.2 Multivariate Datenanalyse

Aufgrund der Komplexitat der Messdaten aus tierexperimentellen Studien lassen sich Abhangig-
keiten und Zusammenhéange zwischen den einzelnen Variablen nicht immer erkennen. Die mul-
tivariate Datenanalyse stellt ein potentes Hilfsmittel dar, gleichzeitig mehrere Einflussfaktoren in
einer gemeinsamen Analyse gleichbedeutend zu untersuchen und somit Relationen zwischen
einzelnen Variablen aufzudecken. Insgesamt ist das Ziel einer multivariaten Datenanalyse die
signifikante Reduktion der Datendichte, um gezielt auf einen Blick relevante Informationen fir die
gegebene Fragestellung herauszufiltern. Strukturentdeckende Verfahren wie die Cluster- und
Hauptkomponentenanalyse eignen sich besonders dazu, Zusammenhange innerhalb der unter-
suchten Gruppen graphisch darzustellen®**.

Die Hauptkomponentenanalyse (PCA, Principal Component Analysis) ist ein Verfahren aus der
multivariaten Faktoranalyse, welches zur Strukturierung und Reduktion komplexer Datensatze
verwendet wird, in dem aus groRen Datenmengen mit vielen Eigenschaften (= Ausgangsdaten)
Variablen mit gleicher Information zu kiinstlichen Hauptkomponenten (PC, Principal Component)
zusammengefasst werden. Hauptkomponenten kénnen nicht direkt gemessen werden, enthalten
jedoch mehr Informationen als jede Ausgangsvariable. Variablen, die untereinander stark variie-
ren werden zu einem Faktor zusammengefasst. Ziel der Hauptkomponentenanalyse ist es, durch
eine umfangreiche Datenreduktion die komplizierten Zusammenhange zwischen den Daten durch

moglichst wenige Variablen wiederzugeben®*®2**.

Die PCA wird vor allem dazu angewandt, da sie eine bessere graphische Veranschaulichung der
wesentlichen Strukturen des Datensatz erlaubt. Deshalb sollte die PCA auf den komplexen Da-
tensatz des Tierexperiments angewandt werden, um Zusammenhange und Interaktionen ver-
schiedener Ausgangsvariablen in einer einfachen Form sichtbar zu machen und die Interpretation
der Daten zu vereinfachen. Zum statistischen Rechnen und zur Erstellung der Graphiken wurde
die online frei verfigbare Software ,R* for Statistical Computing (http://cran.r-project.org) verwen-
det.
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Teil | = Anhang

Analytik von Gallensduren — Methodenparameter

1

TABELLE I-1 Abklrzungsverzeichnis der verwendeten Gallensauren.
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Fortsetzung TABELLE I-1

IUPAC

Deutsche Bezeichnung

Englische Bezeichnung

T-B-MCA
TUDCA
THDCA
TDCA
TLCA
GCA
GCDCA
GUDCA
GDCA
GLCA

3a,6B,7B-Trihydroxy-5B-cholan-24-saure
3a,7B-Dihydroxy-5B-cholan-24-séaure
3a,6a-Dihydroxy-5B-cholan-24-saure
3a,12a-Dihydroxy-5B-cholan-24-séaure
3a-Hydroxy-5B-cholan-24-saure
3a,7a,12a-Trihydroxy-5B-cholan-24-séaure
3a,7a-Dihydroxy-5B-cholan-24-séaure
3a,7B-Dihydroxy-5B-cholan-24-saure
3a,12a-Dihydroxy-5B-cholan-24-séaure
3a-Hydroxy-5B-cholan-24-saure

Tauro-B-Muricholsaure
Tauroursodeoxycholsaure
Taurohyodeoxycholséure
Taurodeoxycholsaure
Taurolithocholsaure
Glycocholsaure
Glycochenodeoxycholsaure
Glycoursodeoxycholsaure
Glycodeoxycholsaure
Glycolithocholséure

Tauro-B-Muricholic Acid
Tauroursodeoxycholic Acid
Taurohyodeoxycholic Acid
Taurodeoxycholic Acid
Taurolithocholic Acid
Glycocholic Acid
Glycochenodeoxycholic Acid
Glycoursodeoxycholic Acid
Glycodeoxycholic Acid
Glycolithocholic Acid
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TABELLE I-2 Optimierte Parameter des massenspektrometrischen Systems flir die jeweilige Gallensaure
und deren Integration in die entsprechende Periode der MRM-Multimethode.

Analyt/ Bezeichnung Rt MRM-Ubergang DT DP EP CE CXP
[min]  [m/z] [msec] [Vl [V] [Vl [V]
T-a-MCA_pos_AA_Qnt 7.71 533.366 — 480.3 150 26 5 23 26
T-a-MCA_pos_AA_Qall 533.366 — 126.0 10 26 5 41 20
T-a-MCA_pos_AA_Qal2 533.366 — 462.4 10 26 5 31 12
T-B-MCA_positiv_AA_Qnt 8.31 533.253 — 480.3 150 76 10 25 14
T-B-MCA_positiv_AA_Qall 533.253 — 516.2 10 76 10 15 16
T-B-MCA_positiv_AA_Qal2 533.253 — 498.2 10 76 10 19 14
TUDCA positiv_AA_Qnt 14.05 517.322 — 464.2 150 76 10 25 14
TUDCA positiv_AA Qall 517.322 — 500.2 10 76 10 13 16
TUDCA positiv_AA_Qal2 517.322 — 482.2 10 76 10 17 14
THDCA_positiv_AA_Qnt 1456  517.320 — 500.2 150 71 10 13 14
THDCA_positiv_AA_Qall 517.320 — 464.2 10 71 10 23 14
THDCA_positiv_AA_Qal2 517.320 — 482.3 10 71 10 19 14
TCA_positiv_AA_Qnt 14.68 533.332 — 516.2 150 76 10 17 16
TCA_positiv_AA_Qall 533.332 — 462.2 10 76 10 31 14
TCA_positiv_AA_Qal2 533.332 — 498.2 10 76 10 21 14
6,7-DKLCA_pos_AA_Qnt 15.64  422.334 — 405.4 150 11 4 15 12
6,7-DKLCA_pos_AA_Qal1l 422.334 — 351.3 10 11 4 27 10
6,7-DKLCA_pos_AA-Qal2 422.334 — 369.2 10 11 4 23 20
7-DHCA_pos_AA_Qnt 15.68  424.374 — 353.3 150 46 4 21 20
S 7-DHCA_pos_AA _Qall 424.374 — 389.4 10 46 4 19 10
3 7-DHCA_pos_AA_Qal2 424.374 — 371.3 10 46 4 23 20
5 DHCA_pos_AA_Qnt 15.76  420.338 — 385.2 150 46 12 21 20
O DHCA _pos_AA_Qall 420.338 — 403.4 10 46 12 17 12
DHCA pos_AA Qal2 420.338 — 367.2 10 46 12 29 20
GUDCA positiv_AA_Qnt 15.78  467.404 — 450.2 150 3 10 11 14
GUDCA positiv_AA Qall 467.404 — 414.2 10 36 10 23 12
GUDCA_positiv_AA_Qal2 467.404 — 432.2 10 36 10 17 12
GCA_positiv_AA_Qnt 16.18  483.363 — 466.2 150 41 10 15 14
GCA_positiv_AA_Qall 483.363 — 412.3 10 41 10 29 12
GCA_positiv_AA_Qal2 483.363 — 430.2 10 41 10 25 12
w-MCA_positiv_AA_Qnt 17.21  426.301 — 373.2 150 41 10 17 10
w-MCA_positiv_AA_Qall 426.301 — 355.2 10 41 10 23 10
w-MCA_positiv_AA_Qal2 426.301 — 391.2 10 41 10 13 12
TCDCA positiv._AA_Qnt 1751  517.329 — 464.3 150 71 10 27 14
TCDCA_positiv_AA_Qall 517.329 — 500.3 10 71 10 13 16
TCDCA_positiv_AA_Qal2 517.329 — 482.2 10 71 10 19 14
a-MCA_positiv_AA_Qnt 1751  426.309 — 373.3 150 41 10 17 10
a-MCA_positiv_AA Qall 426.309 — 355.3 10 41 10 25 10
a-MCA_positiv_AA Qal2 426.309 —391.3 10 41 10 13 12
12-DHCA pos_AA_Qnt 17.71  426.367 — 371.3 150 21 8 17 12
12-DHCA pos_AA Qall 426.367 — 353.3 10 21 8 27 18
12-DHCA pos_AA Qal2 426.367 — 91.1 10 21 8 23 20

AA: Ammoniumaddukt [M+NH,]", BP: Basispeak [M+H]"; RT: Retentionszeit, DT: Dwell-Time, DP: Declustering Potential,
EP: Entrance Potential, CE: Collision Energy, CXP: Collision Cell Exit Potential
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Fortsetzung TABELLE I-2

Analyt/ Bezeichnung Rt MRM-Ubergang DT DP EP CE CXP
[min]  [m/z] [msec] [Vl [Vl [V [V
TDCA_positiv_AA_Qnt 18.02 517.346 — 500.2 150 71 10 15 16
TDCA_positiv_AA_Qall 517.346 — 464.3 10 71 10 29 14
TDCA_positiv_AA_Qal2 517.346 —482.2 10 71 10 23 14
B-MCA_positiv_AA_Qnt 18.02  426.290 — 391.2 150 56 10 15 12
B-MCA_positiv_AA_Qall 426.290 — 373.2 10 5 10 19 10
B-MCA_positiv_AA_Qal2 426.290 — 355.2 10 5 10 25 10
GCDCA_positiv_AA_Qnt 19.03  467.406 — 450.2 150 36 10 13 12
GCDCA_positiv_AA_Qall 467.406 — 414.2 10 36 10 25 12
GCDCA_positiv_AA_Qal2 467.406 — 432.2 10 36 10 21 14
d4-GCDCA_pos_AA_Qnt 19.04  471.394 — 454.3 150 36 10 13 14
d4-GCDCA_pos_AA_Qall 471.394 — 436.3 10 36 10 19 12
d4-GCDCA_pos_AA_Qal2 471.394 — 418.3 10 36 10 27 12
HCA_positiv_AA_Qnt 19.14  409.240 — 373.3 150 36 10 13 8
HCA_positiv_AA_Qall 409.240 — 355.3 10 36 10 25 18
HCA_positiv_AA_Qal2 409.240 — 391.2 10 36 10 11 10
GDCA_positiv_AA_Qnt 19.64  467.388 — 450.3 150 41 10 13 14
GDCA_positiv_AA_Qall 467.388 — 414.3 10 41 10 27 12
GDCA_positiv_AA_Qal2 467.388 — 432.3 10 41 10 19 12
3-DHCA_pos_AA_Qnt 19.64  424.366 — 371.3 150 36 45 25 20
— 3-DHCA_pos_AA_Qall 424.366 —353.3 10 36 45 27 10
% 3-DHCA_pos_AA_Qal2 424.366 —91.1 10 36 45 103 12
S UDCA_positiv_AA_Qnt 20.05 410.179 — 357.2 150 21 10 19 10
& UDCA_positiv_AA_Qall 410.179 — 81.0 10 21 10 65 12
UDCA_positiv_AA_Qal2 410.179 — 91.1 10 21 10 99 14
d4-CA_AA_Qnt 20.15 430.062 — 377.2 150 1 10 19 10
d4-CA_AA Qall 430.062 — 359.2 10 1 10 29 10
d4-CA_AA Qal2 430.062 — 358.7 10 1 10 23 10
CA_positiv_AA_Qnt 20.16  426.337 — 373.2 150 51 10 19 10
CA_positiv_AA_Qall 426.337 — 355.2 10 51 10 27 10
CA_positiv_AA_Qal2 426.337 — 91.0 10 51 10 99 14
HDCA_positiv_AA_Qnt 20.46  410.179 — 357.2 150 76 10 15 10
HDCA_positiv_AA_Qall 410.179 — 81.0 10 7% 10 9 12
HDCA_positiv_AA_Qal2 410.179 — 911 10 7% 10 9 12
TLCA_positiv_AA_Qnt 20.56  501.345 — 466.2 150 76 10 23 14
TLCA_positiv_AA_Qall 501.345 — 484.2 10 76 10 13 14
TLCA_positiv_AA_Qal2 501.345 — 126.0 10 76 10 49 8
7-KLCA_pos_AA_Qnt 21.28 408.347 — 391.3 150 31 35 17 20
7-KLCA_pos_AA_Qall 408.347 — 373.3 10 31 35 21 20
7-KLCA_pos_AA_Qal2 408.347 — 355.3 10 31 35 27 18
12-KLCA_pos_AA_Qnt 21.58 408.369 »> 391.4 150 16 4 17 20
12-KLCA_pos_AA_Qall 408.369 > 373.4 10 16 4 21 10
12-KLCA_pos_AA_Qal2 408.369 > 149.1 10 16 4 37 8
7,12-DKLCA_pos_AA_Qnt 21.58  422.340 — 405.3 150 26 45 17 12
7,12-DKLCA_pos_AA_Qall 422.340 — 387.3 50 26 45 21 20
7,12-DKLCA_pos_Qal2 422.340 — 351.3 50 26 45 27 10

AA: Ammoniumaddukt [M+NH,]*, BP: Basispeak [M+H]"; RT: Retentionszeit, DT: Dwell-Time, DP: Declustering Potential,
EP: Entrance Potential, CE: Collision Energy, CXP: Collision Cell Exit Potential
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Analyt/ Bezeichnung Rt MRM-Ubergang DT DP EP CE CXP
[min]  [m/z] [msec] [Vl [V] [Vl [V]
GLCA_positiv_AA_Qnt 2250 451.391 - 434.4 150 36 10 13 14
GLCA_positiv_AA_Qall 451.391 — 416.3 50 36 10 21 12
GLCA_positiv_AA_Qal2 451.391 - 76.0 50 36 10 51 12
CDCA_pos_AA_Qnt 23.49  410.351 —» 357.4 150 36 25 23 18
CDCA_pos_AA_Qall 410.351 — 59.0 50 36 25 51 8
CDCA_pos_AA_Qal2 410.351 - 101.0 50 36 25 31 10
i DCA_pos_AA_Qnt 23.89  410.374 — 357.3 150 31 45 21 18
_8 DCA_pos_AA_Qall 410.374 — 811 50 31 45 65 12
E DCA_pos_AA_Qal2 410.374 — 67.0 50 31 45 89 8
Iso-DCA_pos_AA_Qnt 2572  410.318 — 357.4 150 31 3 21 18
Iso-DCA_pos_AA Qall 410.318 — 67.1 50 31 3 89 8
Iso-DCA_pos_AA_Qal2 410.318 — 119.2 50 31 3 50 4
DHLCA_pos_AA_Qnt 27.05 392.395 — 357.3 150 46 4 25 18
DHLCA_pos_AA_Qall 392.395 — 375.4 50 46 4 17 10
DHLCA_pos_AA_Qal2 392.395 — 135.2 50 46 4 39 6
Analyt/ Bezeichnung Rt SIM [m/z] DP [V] EP [V] CXP [V]
[min]
LCA_Qnt 1470  375.34 -125 -10 -13
Iso-LCA_Qnt 15.06 375.34 -125 -10 -13

AA: Ammoniumaddukt [M+NH,]*, BP: Basispeak [M+H]"; RT: Retentionszeit, DT: Dwell-Time, DP: Declustering Potential,
EP: Entrance Potential, CE: Collision Energy, CXP: Collision Cell Exit Potential

TABELLE |-3 Gerateparameter und Einstellungen des Massenspektrometers.

Spezifikation

Massenspektrometer API 4000 QTRAP® System (SCIEX, Darmstadt, DE)
Curtain Gas [psi] 10

Collision Gas [psi] medium

lonspray Voltage [V] 4500

Temperatur [°C] 550

lon Source Gas 1 [psi] 40

lon Source Gas 2 [psi] 50

Interface heater on

Analyst® Software Version: 1.6.1
(SCIEX, Concord, Ontario, CAN)

Software
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2 Erganzungen zum Teil D — Ergebnisse und Diskussion
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ABBILDUNG I-1 XIC der isobaren Glycin- und Taurinkonjugierten Gallensduren bei den angegebenen Mas-
senubergéangen (Ausschnitt).
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TABELLE |-4 Wiederfindungsraten fiur ausgewahlte Gallensduren nach Extraktion mit Methanol. (MW *

ANHANG | TEIL |

SD)
Wiederfindungsrate [%] (n = 3)
c [uM] Plasma Fazes WAT Zellkuturnahr-
medium*
CA 0.19 103.2+24 102.1+£2.7 97.9+4.1 92.2+23
1.87 99.4 + 3.0 101.9+3.3 101.0+2.6 101.2+45
6.23 1014+1.1 99.7+25 104.0+1.7 102.6 £ 3.6
3-DHCA 0.18 95.9+27 85.7+0.6 93.8+1.1 93.3+1.2
2.97 94.0+35 1045+1.0 96.2+2.2 95.3+1.1
5.95 107.1+1.7 93.9+2.0 95.1+0.7 95.5+2.4
6,7-DKLCA 0.36 98.8+3.2 95.9+4.3 100.5+2.4 1009+ 3.4
3.60 99.1+1.2 107.1+4.3 99.6 £ 3.8 92.7+3.2
12.0 96.8+1.7 103.8+2.5 96.2+2.0 95.6 +4.6
GUDCA 0.18 96.3+3.5 81.5+0.7 96.3+2.8 975+21
1.76 103.4+£25 97.9+2.0 99.0+0.7 103.5+3.1
5.87 99.1+2.1 94.7 +0.9 94.9+0.4 96.2+3.4
TDCA 0.18 89.8+2.2 86.6 4.7 95.0+4.6 95.8+2.1
1.83 94.4+4.3 92.0+4.3 95.3+0.9 98.4+4.2
6.10 86.3+1.3 97.3+4.3 96.7 £ 0.5 95.5+0.8

* Zellkulturndhrmedium: Minimal Medium (MM), siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 2.1.2
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TABELLE I-5 Kurvenparameter der linearen Regression fur die Grundkalibrierung der LC-MS/MS-
Quantifizierungsmethode. Die Abkirzungen der Gallensauren sind der Tabelle I-1 zu entnehmen.
Lineare Regression (n = 5)
LLoQ [puM] Steigung m R? Sy [uM] Cv [%]
(MW = SD) (MW = SD) (MW = SD) (MW = SD)

CA 0.011 0.769 £ 0.021 0.997 £ 0.002 0.051+0.001 10.44+0.29
CDCA 0.008 0.561 + 0.033 0.996 + 0.002 0.014+0.001 11.09+0.69
a-MCA 0.045 0.208 £ 0.012 0.997 +0.003 0.019+0.002 15.58=+1.77
B-MCA 0.010 0.165 = 0.015 0.995+0.003 0.018+0.002 13.10%+1.43
w-MCA 0.012 0.142 + 0.027 0.997 +0.005 0.031+0.003 11.86+1.15
HCA 0.007 0.352 +0.039 0.996 + 0.001 0.062+0.006 13.49+1.27
UDCA 0.020 0.063 = 0.002 0.998 + 0.001 0.020 = 0.001 8.65+0.22
HDCA 0.021 0.081 + 0.004 0.995 +0.002 0.054 +0.002 13.46+0.59
DCA 0.007 1.974 £ 0.088 0.997 £ 0.002 0.049+0.002 10.69*0.49
Iso-DCA 0.009 2.814+0.111 0.999 + 0.005 0.050+0.002 10.34+041
3-KDCA 0.013 1.062 £ 0.060 0.997 £ 0.001 0.073+0.004 15.46+0.94
7-KDCA 0.055 0.048 + 0.006 0.995 + 0.003 0.062 + 0.006 9.69+1.00
12-KDCA 0.007 0.419 + 0.039 0.997 £ 0.002 0.068 +£0.007 14.19+1.48
7-KLCA 0.007 0.703 £ 0.032 0.997 £ 0.002 0.156 = 0.007 9.99+0.45
12-KLCA 0.012 4.715 + 0.253 0.997 + 0.004 0.051+0.003 10.40*0.57
6,7-DKLCA 0.016 5.385 +0.322 0.998 + 0.040 0.025+0.002 10.62+0.70
7,12-DKLCA 0.153 0.082 + 0.355 0.996 + 0.002 0.360+0.006 10.44+0.17
DHCA 0.021 0.574 £ 0.019 0.997 +0.004 0.037+£0.001 12.17+0.39
DHLCA 0.035 0.073 = 0.007 0.995+0.005 0.125+0.011 7.24 £0.62
TCA 0.050 0.277 £0.011 0.998 + 0.002 0.235+0.010 11.80+0.48
TCDCA 0.021 0.700 = 0.029 0.997 £ 0.003 0.014+0.001 11.31+0.46
T-a-MCA 0.019 0.982 + 0.062 0.995+0.003 0.032+0.002 12.11+0.82
T-p-MCA 0.079 0.107 = 0.004 0.993+0.003 0.172+0.006 14.44+0.48
TUDCA 0.005 0.258 + 0.005 0.997 £ 0.001 0.012+0.001 10.45%0.20
THDCA 0.005 0.811 +0.017 0.997 £ 0.001 0.010+0.001 8.71+0.18
TDCA 0.007 0.768 + 0.023 0.997 £ 0.001 0.012 +0.001 9.97 £ 0.30
TLCA 0.005 0.552 +0.013 0.998 + 0.002 0.007 +£0.001 10.60+0.25
GCA 0.015 2.136 = 0.087 0.996 + 0.003 0.016 +0.001 12.03+0.50
GCDCA 0.020 3.427 £ 0.121 0.997 +0.002 0.014+0.001 10.03+0.36
GUDCA 0.021 0.764 + 0.018 0.999 + 0.001 0.009 +0.001 7.15+0.17
GDCA 0.028 1.902 £0.101 0.997 £ 0.002 0.046 +0.002 14.66+0.74
GLCA 0.011 1.333+£0.196 0.997 £ 0.001 0.150 +0.019 9.42+121
LCA 0.015 2.277 £0.023 0.999 + 0.001 0.005 = 0.000 4.85 + 0.05
Iso-LCA 0.099 0.552 + 0.008 0.999 + 0.001 0.016 = 0.000 6.35+0.09

LLoQ: Lower Limit of Quantitation bzw. Bestimmungsgrenze, R* Regressionskoeffizient, Sy: Verfahrensvariationskoeffizient,
C.: Verfahrensvariationskoeffizient, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung (siehe Teil G —Material und Methoden
Nr. 1.4.2.3)
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TABELLE I-6 Kurvenparameter der Matrixkalibrierung der LC-MS/MS-Quantifizierungsmethode fur Plasma.
Die Abkiirzungen der Gallensauren sind der Tabelle I-1 zu entnehmen.

Lineare Regression (n = 3)

LLoQ [uM]  Steigung m R? Sy [uM] Cv [%]
(MW = SD) (MW = SD) (MW = SD) (MW = SD)
CA 0.036 0.420 £ 0.022 0.999 £ 0.001 0.015 £ 0.001 5.92 +0.43
CDCA 0.054 0.256 £ 0.016 0.998 £ 0.001 0.027 £0.002 10.81 £ 0.69
a-MCA 0.027 0.087 £ 0.003 0.996 + 0.003 0.023 £0.001 9.45 +0.27
B-MCA 0.075 0.074 £ 0.004 0.999 £ 0.001 0.030 £0.001 11.52 £ 0.01
w-MCA 0.084 0.072 £ 0.004 0.999 £ 0.001 0.031 £0.002 12.74 £ 0.72
HCA 0.096 0.123 £ 0.002 0.999 + 0.002 0.017 £0.001 6.99+0.11
UDCA 0.142 0.029 £ 0.004 0.999 £ 0.001 0.034 £ 0.007 7.05+1.49
HDCA 0.129 0.030 £ 0.003 0.999 £ 0.001 0.065 £ 0.006 7.81 +0.67
DCA 0.064 0.978 £ 0.046 0.997 £ 0.003 0.035 £ 0.002 14.56 + 0.68
Iso-DCA 0.083 1.235+0.109 0.998 £ 0.001 0.025 £ 0.003 10.11+1.01
3-KDCA 0.018 0.259 £ 0.003 0.998 £ 0.001 0.022 £0.001 9.01+0.11
7-KDCA 0.085 0.026 £ 0.003 0.998 £ 0.001 0.041 £ 0.005 11.77 £ 1.48
12-KDCA 0.115 0.116 £ 0.007 0.998 £ 0.001 0.035 £ 0.002 13.91+£0.81
7-KLCA 0.190 0.265 £ 0.013 0.999 £ 0.001 0.072 £0.003 8.81+0.42
12-KLCA 0.038 2.043 £ 0.325 0.995 + 0.004 0.035 £ 0.007 2.77 £0.56
6,7-DKLCA 0.050 2.168 £0.120 0.997 £ 0.002 0.052 £ 0.003 10.57 £ 0.61
7,12-DKLCA 0.242 0.028 £ 0.001 0.998 + 0.001 0.179 £ 0.006 9.36 £ 0.32
DHCA 0.037 0.243 £ 0.015 0.999 £ 0.001 0.034 £ 0.002 13.77 £ 0.89
DHLCA 0.529 0.035 £ 0.003 0.997 £ 0.002 0.087 £ 0.007 9.06 £ 0.73
TCA 0.209 0.143 £ 0.009 0.999 £ 0.001 0.202 £0.013 13.73+£0.85
TCDCA 0.181 0.220 £ 0.003 0.997 £ 0.003 0.027 £0.001 10.79+£0.12
T-a-MCA 0.075 0.295 £ 0.021 0.999 £ 0.003 0.017 £0.001 7.02 £ 0.56
T-p-MCA 0.612 0.046 £ 0.001 0.997 £ 0.004 0.271 £ 0.007 11.03 £ 0.29
TUDCA 0.081 0.179 £ 0.016 0.994 + 0.005 0.030 £ 0.003 12.11+1.20
THDCA 0.091 0.283 £ 0.010 0.998 + 0.002 0.025 £ 0.001 10.51 +0.37
TDCA 0.016 0.550 £ 0.021 0.999 + 0.001 0.010 £ 0.000 8.39+0.32
TLCA 0.029 0.461 £ 0.059 0.999 £ 0.001 0.010 £0.001 10.61 = 1.57
GCA 0.056 0.753 £0.024 0.998 £ 0.001 0.026 £ 0.001 10.58 £ 0.34
GCDCA 0.026 1.553 +£0.123 0.992 £ 0.009 0.010 £0.001 14.28 £+ 1.16
GUDCA 0.056 0.863 £ 0.054 0.999 + 0.001 0.018 £ 0.001 7.67 +0.52
GDCA 0.083 0.929 £ 0.253 0.992 £ 0.011 0.033 £ 0.007 14.13+2.94
GLCA - 2.992 +£0.136 0.996 + 0.002 0.003 £ 0.000 6.38 + 0.02
LCA 0.010 2.064 £ 0.052 0.999 + 0.001 0.002 £ 0.000 441 +0.10
Iso-LCA 0.013 0.650 £ 0.015 0.999 £ 0.000 0.002 £ 0.000 4.02 £ 0.09

LLoQ: Lower Limit of Quantitation bzw. Bestimmungsgrenze, R* Regressionskoeffizient, Sy: Verfahrensvariationskoeffizient,

C.: Verfahrensvariationskoeffizient,

Nr. 1.4.2.3)

MW: Mittelwert,

UNIVERSITAT HAMBURG, INSTITUT FUR LEBENSMITTELCHEMIE

SD: Standardabweichung (siehe Teil G — Material und Methoden
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TABELLE |-7 Kurvenparameter der Matrixkalibrierung der LC-MS/MS-Quantifizierungsmethode fur Fazes.

Die Abkiirzungen der Gallensauren sind der Tabelle I-1 zu entnehmen.

Lineare Regression (n = 3)

LLoQ [uM]  Steigung m R? Sy [uM] Cv [%]
(MW = SD) (MW = SD) (MW = SD) (MW = SD)
CA 0.119 0.346 £ 0.010 0.999 £ 0.001 0.026 £ 0.001 10.23 £ 0.32
CDCA 0.037 0.233+£0.013 0.999 £ 0.001 0.030 £ 0.002 11.98 + 0.67
a-MCA 0.045 0.087 £ 0.005 0.998 + 0.002 0.023 £0.001 9.18 £ 0.47
B-MCA 0.367 0.056 £ 0.004 0.998 £ 0.001 0.038 £ 0.002 14.73 £ 0.93
w-MCA 0.183 0.071 £ 0.003 0.996 + 0.002 0.047 £0.002 11.09 £ 0.43
HCA 0.128 0.126 £0.018 0.998 £ 0.001 0.019 £ 0.002 7.85+0.94
UDCA 0.131 0.029 £ 0.003 0.999 + 0.007 0.055 £ 0.005 11.28 + 1,09
HDCA 0.387 0.032 £ 0.002 0.996 + 0.003 0.066 £ 0.004 7.94 +0.48
DCA 0.255 0.745 £ 0.035 0.999 £ 0.001 0.035 £ 0.002 14.71 +£0.70
Iso-DCA 0.086 1.095 + 0.079 0.999 + 0.006 0.018 £0.001 7.33+0.48
3-KDCA 0.073 0.271 £0.010 0.998 + 0.002 0.026 £0.001 10.69 £ 0.38
7-KDCA 0.276 0.022 £ 0.001 0.996 £ 0.001 0.036 £ 0.000 10.34 £ 0.13
12-KDCA 0.156 0.120 £ 0.005 0.996 £ 0.001 0.036 £0.001 14.46 £ 0.58
7-KLCA 0.275 0.281 £0.019 0.997 £ 0.001 0.118 £ 0.008 14.53 £ 0.99
12-KLCA 0.065 1.537 + 0.010 0.998 + 0.001 0.022 £ 0.001 8.60 + 0.51
6,7-DKLCA 0.199 1.996 + 0.066 0.998 + 0.001 0.049 £ 0.002 9.95+0.34
7,12-DKLCA 0.529 0.028 £ 0.002 0.999 £ 0.013 0.023 £0.013 12.04 + 0.66
DHCA 0.039 0.230 £ 0.008 0.999 + 0.000 0.021 £0.001 8.31+0.28
DHLCA 0.605 0.037 £0.001 0.996 £ 0.003 0.113 £ 0.004 11.74 £ 0.40
TCA 0.145 0.093 £ 0.008 0.998 £ 0.001 0.358 £0.030 8.72+0.74
TCDCA 0.058 0.291 £ 0.027 0.997 £ 0.002 0.019 £ 0.002 7.42+0.74
T-a-MCA 0.090 0.302 £0.014 0.999 £ 0.001 0.026 £0.001 10.78 £ 0.49
T-p-MCA 1.688 0.043 £ 0.006 0.993 £ 0.005 0.332 £0.037 13.51+1.50
TUDCA 0.099 0.142 + 0.008 0.998 + 0.001 0.032 £0.002 13.33+0.71
THDCA 0.051 0.377 £0.021 0.996 + 0.004 0.011 £0.001 454 +0.23
TDCA 0.040 0.658 £ 0.018 0.999 + 0.001 0.010 £0.001 8.01+0.22
TLCA 0.039 0.513 £ 0.029 0.997 £ 0.003 0.011 £0.001 12.23+0.71
GCA 0.046 0.846 £ 0.067 0.998 £ 0.001 0.019 £0.001 7.71+0.57
GCDCA 0.054 1.592 +0.112 0.998 £ 0.001 0.025 £ 0.002 14.06 + 1.04
GUDCA 0.102 0.959 + 0.026 0.997 £ 0.002 0.024 £ 0.001 9.88 + 0.27
GDCA 0.096 0.795 £ 0.019 0.997 £ 0.003 0.024 £ 0.001 10.14 £+ 0.24
GLCA 0.127 2.539 £ 0.020 0.996 + 0.002 0.011 £ 0.002 4.46 + 0.69
LCA 0.132 2.096 + 0.086 0.997 £ 0.001 0.003 £ 0.000 8.17+0.34
Iso-LCA 0.213 0.635 £ 0.036 0.997 £ 0.002 0.004 £ 0.000 9.03+0.53

LLoQ: Lower Limit of Quantitation bzw. Bestimmungsgrenze, R* Regressionskoeffizient, Sy: Verfahrensvariationskoeffizient,
C.: Verfahrensvariationskoeffizient, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung (siehe Teil G —Material und Methoden
Nr. 1.4.2.3)
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Lineare Regression (n = 3)

LLoQ [uM]  Steigung m R? Sy [uM] Cv [%]
(MW = SD) (MW = SD) (MW = SD) (MW = SD)
CA 0.034 0.350 £ 0.014 0.999 + 0.002 0.033 £0.001 13.01+0.54
CDCA 0.049 0.243 £ 0.007 0.999 £ 0.001 0.025 £ 0.001 9.69 + 0.27
a-MCA 0.083 0.084 £ 0.001 0.999 £ 0.001 0.017 £0.001 6.83 £ 0.08
B-MCA 0.113 0.073 £0.010 0.999 £ 0.005 0.035 £ 0.006 13.61 +£2.35
w-MCA 0.125 0.072 £ 0.003 0.997 £ 0.002 0.029 £0.001 11.83 £ 0.45
HCA 0.059 0.140 £ 0.021 0.998 £ 0.001 0.026 £ 0.003 10.67 = 1.38
UDCA 0.177 0.028 £ 0.002 0.996 + 0.003 0.037 £0.002 7.54 +0.46
HDCA 0.146 0.037 £ 0.007 0.996 + 0.003 0.057 £0.011 6.82 + 1.27
DCA 0.061 0.806 + 0.037 0.999 £ 0.001 0.027 £0.001 11.35+0.52
Iso-DCA 0.026 1.123 £+ 0.077 0.994 + 0.007 0.022 £0.001 9.00 + 0.57
3-KDCA 0.073 0.298 £ 0.022 0.990 £0.014 0.020 £ 0.002 8.15+0.68
7-KDCA 0.050 0.023 £ 0.001 0.999 £ 0.001 0.020 £0.001 7.02+0.16
12-KDCA 0.074 0.139 £ 0.005 0.999 £ 0.001 0.026 £0.001 10.53 £ 0.39
7-KLCA 0.201 0.350 £0.018 0.998 + 0.002 0.086 £ 0.004 10.61 £ 0.55
12-KLCA 0.092 2.085 £ 0.023 0.998 + 0.001 0.020 £ 0.000 7.90 £ 0.09
6,7-DKLCA 0.086 2.084 + 0.066 0.998 + 0.001 0.050 £ 0.002 10.10 £ 0.32
7,12-DKLCA 0.873 0.032 £ 0.002 0.998 + 0.001 0.252 £0.015 13.15+0.76
DHCA 0.018 0.242 £ 0.001 0.999 + 0.000 0.006 £ 0.000 2.36 £0.01
DHLCA 0.330 0.039 £ 0.001 0.998 + 0.002 0.097 £ 0.003 10.06 £ 0.31
TCA 1.349 0.096 + 0.007 0.996 £ 0.003 0.160 £0.010 10.88 £ 0.71
TCDCA 0.192 0.214 £ 0.006 0.999 £ 0.001 0.031 £0.001 12.59 + 0.37
T-a-MCA 0.160 0.248 £ 0.003 0.999 £ 0.018 0.019 £0.001 7.84+£0.10
T-p-MCA 1.177 0.044 + 0.002 0.998 + 0.002 0.192 £ 0.007 7.80+0.30
TUDCA 0.102 0.141 £ 0.002 0.998 + 0.001 0.019 £0.001 7.74 +0.05
THDCA 0.041 0.307 £ 0.001 0.999 + 0.001 0.015 £ 0.001 6.04 +0.23
TDCA 0.064 0.597 £ 0.024 0.998 + 0.001 0.014 £ 0.001 11.48 + 0.47
TLCA 0.009 0.912 £ 0.048 0.998 + 0.003 0.002 £ 0.000 7.04 £0.31
GCA 0.195 0.919 £ 0.003 0.997 £ 0.000 0.035 £ 0.004 13.95+1.78
GCDCA 0.101 1.539 + 0.037 0.997 £ 0.001 0.015 £0.001 8.23+0.80
GUDCA 0.111 0.940 + 0.046 0.998 + 0.002 0.029 £ 0.002 12.15+0.61
GDCA 0.214 0.809 £ 0.025 0.994 + 0.004 0.030 £0.001 12.78 + 0.38
GLCA 0.213 1.531 +0.017 0.995 + 0.003 0.003 £ 0.000 4.89+0.43
LCA 0.155 1.846 + 0.023 0.998 + 0.001 0.002 £ 0.000 5.75+0.09
Iso-LCA 0.244 0.603 £0.018 0.998 £ 0.001 0.003 £ 0.000 6.13+0.19

LLoQ: Lower Limit of Quantitation bzw. Bestimmungsgrenze, R* Regressionskoeffizient, Sy: Verfahrensvariationskoeffizient,

C.: Verfahrensvariationskoeffizient,

Nr. 1.4.2.3)

MW: Mittelwert,

UNIVERSITAT HAMBURG, INSTITUT FUR LEBENSMITTELCHEMIE

SD: Standardabweichung (siehe Teil G — Material und Methoden
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TABELLE I-9 Kurvenparameter der Matrixkalibrierung der LC-MS/MS-Quantifizierungsmethode fur Zellkul-
turnahrmedium (MM). Die Abkiirzungen der Gallensauren sind der Tabelle I-1 zu entnehmen.

Lineare Regression (n = 3)

LLoQ [uM]  Steigung m R? Sy [uM] Cv [%]
(MW = SD) (MW = SD) (MW = SD) (MW = SD)
CA 0.092 0.365 £ 0.002 0.999 £ 0.001 0.018 £0.001 6.87 £ 0.13
CDCA 0.085 0.172 £ 0.003 0.998 £ 0.001 0.022 £0.001 8.82+0.20
a-MCA 0.035 0.068 £ 0.001 0.998 £ 0.001 0.024 £0.001 9.56 £ 0.22
B-MCA 0.211 0.033 £0.001 0.999 £ 0.001 0.019 £0.013 6.43+0.44
w-MCA 0.130 0.063 £ 0.001 0.997 £ 0.001 0.026 £ 0.001 10.80 £ 0.22
HCA 0.054 0.010 £ 0.002 0.999 £ 0.001 0.016 £ 0.001 5.83+0.20
UDCA 0.735 0.015+£0.001 0.999 £ 0.001 0.022 £0.001 456 +0.21
HDCA 0.296 0.029 £ 0.001 0.999 £ 0.001 0.055 £ 0.004 6.64 + 0.50
DCA 0.032 4.044 +£0.228 0.998 + 0.001 0.008 £ 0.000 8.79+0.28
Iso-DCA 0.142 0.839 £ 0.027 0.998 + 0.001 0.023 £0.002 9.21 +0.68
3-KDCA 0.039 0.228 £ 0.004 0.999 £ 0.001 0.014 £0.001 5.91+£0.53
7-KDCA 0.072 0.002 £ 0.000 0.998 £ 0.001 0.023 £0.001 6.79 £ 0.37
12-KDCA 0.064 0.124 £ 0.004 0.999 £ 0.001 0.019 £0.001 7.52 +0.13
7-KLCA 0.216 0.187 £0.001 0.999 £ 0.001 0.039 £ 0.003 4.84 £0.40
12-KLCA 0.061 1.719 + 0.047 0.999 + 0.001 0.018 £ 0.002 7.25+0.77
6,7-DKLCA 0.173 1.567 + 0.022 0.997 £ 0.001 0.052 £ 0.002 10.45+0.34
7,12-DKLCA 0.431 0.033+£0.001 0.998 + 0.001 0.131 £ 0.006 7.94 +0.37
DHCA 0.038 0.183 £ 0.008 0.999 £ 0.001 0.013 £0.001 5.28 +0.15
DHLCA 0.201 0.027 £0.001 0.998 £ 0.001 0.079 £ 0.003 9.06 +1.16
TCA 1.642 0.132 £ 0.007 0.998 £ 0.001 0.378 £ 0.005 9.21+£0.13
TCDCA 0.022 0.213 £ 0.008 0.999 £ 0.000 0.010 £0.001 3.88 £ 0.09
T-a-MCA 0.083 0.303 £ 0.003 0.999 £ 0.001 0.015 £0.001 6.47 £0.22
T-p-MCA 0.156 0.044 £ 0.001 0.999 + 0.000 0.112 £ 0.003 8.72+0.22
TUDCA 0.040 0.128 £ 0.018 0.999 + 0.001 0.011 £0.001 441 +0.31
THDCA 0.043 0.306 £ 0.019 0.999 + 0.000 0.009 £ 0.000 3.92+0.11
TDCA 0.030 0.578 £ 0.036 0.999 + 0.000 0.008 £+ 0.000 6.31 +0.08
TLCA 0.022 0.201 £ 0.004 0.999 £ 0.001 0.006 £ 0.000 6.53+0.13
GCA 0.042 0.931 £ 0.039 0.999 £ 0.001 0.014 £0.001 5.45+0.22
GCDCA 0.035 1.179 £ 0.026 0.999 £ 0.001 0.007 £ 0.000 3.69 +0.60
GUDCA 0.082 0.924 + 0.029 0.999 + 0.001 0.015 £ 0.002 6.24 + 0.87
GDCA 0.077 0.706 £ 0.014 0.999 + 0.001 0.017 £0.001 7.17 +0.53
GLCA 0.102 0.590 £ 0.011 0.997 £ 0.001 0.003 £ 0.000 4.48 +0.15
LCA 0.154 1.597 + 0.033 0.999 + 0.001 0.016 £ 0.001 5.92+0.32
Iso-LCA 0.178 0.529 £ 0.023 0.999 £ 0.001 0.008 £ 0.002 2.98 £ 0.59

LLoQ: Lower Limit of Quantitation bzw. Bestimmungsgrenze, R* Regressionskoeffizient, Sy: Verfahrensvariationskoeffizient,
C.: Verfahrensvariationskoeffizient, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung (siehe Teil G —Material und Methoden
Nr. 1.4.2.3)
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TABELLE I-10 Prazision und Genauigkeit unter Wiederholungs- (WD) und Vergleichsbedingungen (VGL)
beispielhaft fur die Matrix Plasma. Die Abkirzungen der Gallensauren sind der Tabelle I-1 zu entnehmen.

Prazision Genauigkeit
QC-Konzentration WD VGL WD VGL
[HM] (n=5)[%] (=9 [%] (=5RE[%] (n=9)RE/[%]
CA QcC1 0.19 1.81 8.42 5.25 -5.30
QcC2 1.87 2.07 10.00 -0.62 -1.66
QCs3 6.23 2.11 8.29 1.95 0.63
CDCA QcC1 0.18 4.93 7.50 -6.35 -6.34
QcC2 1.85 5.76 5.90 -0.15 -2.62
QCs3 6.16 5.55 4.15 -2.48 -3.66
a-MCA QcC1 0.18 5.84 12.71 -4.77 -4.34
QcC2 1.81 3.36 12.06 2.74 2.73
QCs3 6.03 11.07 12.55 1.00 -3.41
B-MCA QcC1 0.19 2.53 9.38 -5.97 2.11
QcC2 1.87 5.52 9.39 4.97 -2.29
QCs3 6.24 8.70 8.61 1.93 -2.20
w-MCA QC1 0.18 8.69 10.73 -5.67 -0.01
QcC2 1.76 10.35 7.05 -0.18 -3.25
QCs3 5.87 3.76 7.46 7.04 -2.24
HCA QcC1 0.17 6.36 8.90 4.16 -4.48
QcC2 1.75 5.74 4.47 1.73 2.39
QCs3 5.82 3.39 4.41 1.05 1.19
UDCA QcC1 0.35 2.95 7.71 2.76 -3.12
QcC2 3.53 2.22 8.54 2.32 -3.17
QCs3 11.77 5.31 9.18 2.23 0.26
HDCA QC1 0.20 1.77 577 -1.93 1.24
QcC2 6.08 5.23 4.11 1.12 1.93
QCs3 20.27 3.82 6.42 2.72 -0.60
DCA QcC1 0.18 1.66 2.11 3.90 -3.93
QcC2 1.75 5.51 7.07 -0.80 -3.34
QCs3 5.83 1.78 6.42 -3.87 -2.85
Iso-DCA QC1 0.18 4.76 10.67 4.27 2.23
QcC2 1.82 2.42 9.29 2.46 0.45
QCs3 6.06 5.49 6.48 5.91 -2.42
3-KDCA QcC1 0.30 5.37 5.42 -2.52 -0.52
QcC2 2.97 4.68 9.89 -2.52 5.62
QCs3 5.95 5.75 3.28 -2.21 3.02
7-KDCA QcC1 0.18 5.24 5.10 13.37 -1.56
QcC2 1.81 5.44 9.03 1.04 -3.04
QCs3 6.03 4.87 9.25 -3.55 1.42
12-KDCA QC1 0.18 8.65 2.69 9.68 -3.26
QcC2 1.82 5.74 8.64 -3.25 2.48
QCs3 6.06 4.47 6.08 2.10 0.74
7-KLCA QcC1 0.59 4.12 3.66 4.55 5.37
QcC2 5.92 1.56 11.02 477 -2.27
QCs3 19.72 3.70 6.77 2.44 1.07
12-KLCA QC1 0.18 1.47 6.01 6.38 -3.68
Qc2 1.84 1.57 3.79 4,58 1.99
QCs3 6.15 7.67 6.46 0.96 -2.04

QC: Quality Control sample, RE: Relative Error (siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 1.4.4)
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Fortsetzung TABELLE I-10

Prazision Genauigkeit
QC-Konzentration WD VGL WD VGL
[uM] (n=5)[% Mm=9[% ((=5RE[%] (n=9)RE][%]
6,7-DKLCA QC1 0.36 4.90 4.40 2.99 -4.33
QC2 3.60 3.07 11.06 -0.06 1.37
QC3 12.01 5.38 3.36 -3.74 -2.23
7,12-DKLCA QC1 1.20 3.85 5.30 9.70 5.88
QcC2 11.99 4.15 4.66 4.33 2.18
QC3 39.97 5.54 7.40 -1.16 151
DHCA QC1 0.18 4.14 8.38 8.80 -1.40
QC2 181 1.42 6.00 -3.36 -2.91
QC3 6.04 4.97 4.05 1.93 -2.60
DHLCA QC1 0.60 1.15 6.17 -3.40 -4.67
QC2 6.01 3.70 2.99 -0.09 2.72
QC3 20.03 7.28 3.91 -4.15 2.08
TCA QcC1 3.01 4.34 10.95 7.23 -1.95
QC2 30.10 5.04 4.61 -2.96 2.11
QC3 100.3 1.38 6.89 -2.09 2.60
TCDCA QC1 0.18 11.13 3.29 -0.72 1.02
QC2 1.83 8.89 11.72 1.59 1.41
QC3 6.10 4.69 5.29 2.53 2.25
T-a-MCA QcC1 0.18 3.02 7.46 4.14 2.54
QC2 1.75 9.56 9.87 4.77 1.42
QC3 5.84 6.52 8.73 -2.71 1.43
T-B-MCA QcC1 1.80 1.86 7.34 -2.21 -3.64
QC2 18.02 7.57 4.45 -0.93 2.73
QC3 60.06 1.11 3.34 -1.78 -0.90
TUDCA QC1 0.18 2.93 7.40 -2.46 -2.34
QC2 1.79 3.65 6.90 -0.26 2.01
QC3 5.95 2.04 9.11 -3.70 -1.03
THDCA QC1 0.18 3.24 6.23 -1.96 0.22
QcC2 1.77 9.78 5.92 -2.30 0.82
QC3 5.88 3.99 6.18 0.20 1.07
TDCA QC1 0.18 3.23 7.28 -0.02 -1.29
QC2 1.83 6.54 10.93 -2.36 2.95
QC3 6.10 10.20 6.07 -0.27 -0.48
TLCA QC1 0.18 2.57 8.42 3.74 -3.34
QcC2 1.79 2.18 5.73 2.59 -0.46
QC3 5.95 2.94 4,72 0.22 1.98
GCA QC1 0.18 4.67 6.57 -7.68 -2.39
QcC2 1.82 11.24 412 4.59 2.36
QC3 6.06 9.53 6.48 0.23 1.49
GCDCA QC1 0.37 5.33 4.43 -5.32 -1.67
Qc2 3.67 3.44 4.54 2.50 -0.23
QC3 12.23 5.56 6.25 -1.20 0.97
GUDCA QC1 0.18 3.39 7.01 -1.39 -1.94
Qc2 1.76 3.88 7.25 2.90 0.86
QC3 5.87 1.67 4.10 -1.17 1.53

QC: Quality Control sample, RE: Relative Error (siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 1.4.4)
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Fortsetzung TABELLE I-10

Prazision Genauigkeit
QC-Konzentration WD VGL WD VGL
[HM] (n=5)[%] (M=9)[%] (=5RE[%] (n=9)RE[%]
GDCA QC1 0.17 6.11 2.27 -1.83 -0.75
QC2 1.71 3.43 7.98 -1.26 -0.51
QCs3 5.69 4.67 7.69 -0.74 -1.75
GLCA QcC1 0.20 5.16 6.58 -4.84 6.41
QcC2 2.00 11.41 3.63 -4.17 5.18
QCs3 6.02 3.17 7.17 -2.90 3.96
LCA QC1 0.40 0.75 6.21 6.83 2.92
QC2 1.21 3.40 4.97 3.71 1.40
QC3 12.05 1.05 3.69 -7.86 -1.62
Iso-LCA QC1 0.40 6.79 4.64 7.05 -2.98
QcC2 1.21 3.00 2.77 3.71 0.78
QCs3 11.98 1.60 7.78 -2.40 -2.43

QC: Quality Control sample, RE: Relative Error (siehe Teil G — Material und Methoden Nr. 1.4.4)
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3 Verzeichnis aller verwendeten Chemikalien, Materialien und Gerate

3.1 Chemikalien

TABELLE I-11 Chemikalienverzeichnis. Die Abkirzungen der Gallenséuren sind der Tabelle I-1 zu entnehmen.

CAS-Nr. Hersteller GHS- H-Satze P-Satze
Symbol
Acetonitril, 75-05-8 Carl Roth GmbH 07 225, 210, 280, 305+
LC-MS-Grade & Co. KG 302+312+ 351+338
319, 335
Ameisensaure 64-18-6 VWR Internatio- 02, 05 226, 290, 314 280, 305+351+
(= 99%) nal GmbH 338, 310
Ammoniak (25%) 1336-21-6 Carl Roth GmbH 05, 07, 290, 314, 335, 261, 273, 280,
& Co. KG 09 400 305+351+338
Ammoniumacetat 631-61-8 Sigma Aldrich Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
Chemie GmbH und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
Ammoniumcarbonat 10361-29-2 Carl Roth GmbH 07 302, 315,318 280, 302+352,
& Co. KG 305+351+338,
313
CDCA 474-25-9 Sigma Aldrich 08 361, 303 281, 202, 312,
Chemie GmbH 308+313, 405,
501
Chloroform 67-66-3 Carl Roth GmbH 07, 08 302, 315, 319, 281, 302+352,
& Co. KG 331, 351, 304+340, 305+
361d, 372 351+338, 308+
310
Cholesterol 57-88-5 Sigma Aldrich Keine Einstufung geman Herstellerangaben
Chemie GmbH und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
CA 81-25-4 Sigma Aldrich Keine Einstufung gemal Herstellerangaben
Co. LLC. und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
DCA 83-44-3 Sigma Aldrich 07 302, 315, 319, 261, 305+351
Chemie GmbH 335 +338
d4-CA 81-25-4 Steraloids Inc. Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
d7-Cholesterol 83199-47-7 Avanti Polar Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
Lipids, Inc. und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
DHCA 81-23-2 Sigma Aldrich Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
Chemie GmbH und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
3-DHCA 2304-89-4 Steraloids Inc. 07 302, 315, 319, 261, 305+351+
335 338
7-DHCA 911-40-0 Steraloids Inc. Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
12-DHCA 2458-08-4 Steraloids Inc. Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
DHLCA 1153-56-6 Sigma Aldrich Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
Chemie GmbH und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
6,7-DKLCA - Steraloids Inc. Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
7,12-DKLCA - Steraloids Inc. Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
FAME-Mix (Supelco 602-004-00-  Sigma Aldrich 08 351 291
37 Components) 3 Chemie GmbH
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CAS-Nr. Hersteller GHS- H-Satze P-Satze
Symbol
d4-GCDCA - Sigma Aldrich Keine Einstufung gemalf Herstellerangaben
Chemie GmbH und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
GCDCA, Na-Salz 16564-43-5 Sigma Aldrich 07 302, 315, 319, 261, 305+351+
Chemie GmbH 335 338
GCA, Hydrat 1192657-83- Sigma Aldrich Keine Einstufung gemanR Herstellerangaben
2 Chemie GmbH und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
GDCA, Na-salz 360-65-6 Sigma Aldrich 07 302, 315, 319, 261, 305+351+
Chemie GmbH 335 338
GLCA 24404-83-9 Steraloids Inc. 07 302, 315, 319, 261, 305+351+
335 338
GUDCA 64480-66-6 Sigma Aldrich 07 302, 315, 319, 261, 305+351+
Chemie GmbH 335 338
Heptadecansaure 506-12-7 Merck Chemi- 07 315,319,335 261, 305+351+
cals GmbH 338
HCA 547-75-1 Steraloids Inc Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
HDCA 83-49-8 Sigma Aldrich 07 302, 315,319 261, 280, 305+
Chemie GmbH 351+338, 304+
340, 405, 501
Iso-DCA 566-17-6 Steraloids Inc. Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
7-KLCA 4651-67-7 Steraloids Inc. 07 302, 315, 319, 261, 305+351+
335 338
12-KLCA - Steraloids Inc. Keine Einstufung gemal Herstellerangaben
und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
Iso-LCA 1534-35-6 Steraloids Inc. Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
LCA 434-13-9 Sigma Aldrich 08 341, 361,303 280, 201, 312,
Chemie GmbH 308+313, 501
Methanol, 67-56-1 Carl Roth GmbH 02, 06, 225, 301+311+ 210, 260, 280,
LC-MS-Grade & Co. KG 08 337, 370 301+310, 311
n-Hexan 110-54-3 Carl Roth GmbH 02, 07, n-Hexan 110-54-3
& Co. KG 08, 09
Nonadecansaure 646-30-0 Sigma Aldrich 07 315,319,335 261,
Chemie GmbH 305+351+338
2-Propanol 67-63-0 Carl Roth GmbH 02, 07 225,319,336 210, 261, 305+
& Co. KG 351+338
T-a-MCA, Na-Salz 25696-60-0 Steraloids Inc. Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
T-B-MCA, Na-Salz - Steraloids Inc. Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
TCDCA, Na-Salz 6009-98-9 Sigma Aldrich Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
Chemie GmbH und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
TCA, Na-Salz Hyd-  345909-36-4 Sigma Aldrich 07 315, 319,335 280, 305+351+
rat Chemie GmbH 338
TUDCA, Na-Salz 207737-97-1  Sigma Aldrich 07 315, 319,335 302+352, 305+
Hydrat Chemie GmbH 351+338, 304+

340, 312, 280
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CAS-Nr. Hersteller GHS- H-Satze P-Satze
Symbol
TUDCA, Na-Salz 207737-97-1  Sigma Aldrich 07 315, 319,335  302+352, 305+
Hydrat Chemie GmbH 351+338, 304+
340, 312, 280
THDCA 38411-85-7 Sigma Aldrich Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
Chemie GmbH und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
TLCA, Na-Salz 6042-32-6 Sigma Aldrich Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
Chemie GmbH und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
TUDCA, Na-Salz 14605-22-2 Sigma Aldrich Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
Chemie GmbH und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
tert-Butylmethyl- 1634-04-4 Carl Roth GmbH 02, 07 225-315 210-302+352
ether & Co. KG
Trimethylsulfonium-  17287-03-5 Sigma Aldrich 02, 06, 225, 301, 311, 210, 260, 280,
hydroxid Chemie GmbH 08 315, 319, 331, 301+310, 305+
370 351+338, 311
UDCA 128-13-2 Sigma Aldrich Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
Chemie GmbH und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
a-MCA 2393-58-0 Steraloids Inc. Keine Einstufung gemal Herstellerangaben
und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
B-MCA 2393-59-1 Steraloids Inc. Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
w-MCA - Steraloids Inc. Keine Einstufung gemaf Herstellerangaben
und Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
3.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle I-12 Verwendete Verbrauchmaterialien

Hersteller

Spezifikation

Vial-(Crimp)-Deckel

Drehverschlussdeckel

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG

1.3 mm, PTFE
Schraubkappe, 10 mm, PP

Glasvial

Wicom Germany GmbH

1.5 ml, klar

Galsvials (Schraubgewinde)

Wicom Germany GmbH

1 mL, klar, 10 mm Schraub-
gewinde

Inlets

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG

konisch, 0.25 mL, 12 mm, klar

Einmal-Kanilen

B. Braun Melsungen AG

Sterican® Standardkanile, 2 mL

Einmal-Spritzen

B. Braun Melsungen AG

Inject solo, 2 mL

Pipettenspitzen

Sarstedt AG & Co

Pyrogenfrei, 10 uL, 200 pL,
1000 pL, 5000 pL

PTFE-Einmalfilter

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG

Chromafil O-20/25, Porengrofie
0.2 uM, Filterdurchmesser:
25 mm

Reagiergefalie (Vial)

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht,
DE

1.5mL, 2mL, PP

Septen Wicom Germany GmbH 10 mm, PTFE
SPE-Kartuschen Agilent Technologies® Bond Elut C18
Zentrifugenréhrchen Sarstedt AG & Co. Pyrogenfrei, 15 mL & 50 mL, PP
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3.3 Gerateverzeichnis

Tabelle I-13 Verwendete Gerate.

ANHANG | TEIL |

Hersteller Spezifikation
Analysenwaage Satorius AG Modell 1602004
GC-FID Hewlett Packhard Inc. HP6890 Series GC System, Software:
ChemStation von Agilent Rev.A.10.02
[1757]
Gefrierschrank Eppendorf AG New Brunswick Scientific, Ultra low

temperature freezer -86 °C

HPLC (API4000 QTRAP®)  Agilent Technologies®

Degasser: (G13798); Quaternére
Pumpe: 1260 Infinity Quaternary LC
System (G1312B); Autosampler: 1200
High Performance Autosampler SL+
(G1367D); Saulenofen: Thermostated
Column Department (G1316B)

Kolbenhubpipetten Eppendorf AG Research Plus, Volumina 1-20 uL, 10-
100 pL, 10-200 pL, 100-1000 uL

Kihlschrank Bosch GmbH Explosionsgeschitzter Innenraum

Lyophylle Martin Christ GmbH Typ: Alpha 1-4 LSC, Gefriertrocknung
fur bis zu 4 kg

Massenspektrometer SCIEX ESI-MS/MS, Pulse-counting channel

AP14000 QTRAP® electron multiplier (CEM) detector

Probenkonzentrator Bibby Scientific Limited Stuart”® Sample Concentrator SBH
CONC/1

Ultra-Turrax VWR International GmbH S12N-7S

Ultraschallgerét Bandelin electronic GmbH & Sonorex Super, Ultraschallfrequenz

Co. KG 35kHz
Vortex VWR International GmbH Digital Vortex Mixer, 230 V
Zentrifuge Eppendorf AG Centrifuge 5810 R, fiir Proben von 1,5

—-50 mL
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