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Zusammenfassung

Fettsauren erfullen wichtige Rollen in biologischen Systemen, sie dienen als Energie-
speicher, Hormone, Bausteine grofl3erer Lipide und haben essenzielle Aufgaben beim
interzellularen Transport von Proteinen. Als Konsequenz werden in verschiedenen Be-
reichen Methoden fir eine sensitive Fettsdureanalytik bengtigt. Dazu zahlen die Auf-
klarung von Krankheiten, die Beantwortung von ernahrungsphysiologischen Fragestel-
lungen, die Identifikation von Lebensmittelfalschungen oder die Untersuchung evoluti-

onsbiologischer Zusammenhéange.

Solche Fragestellungen erfordern eine Methode, welche eine sensitive und se-
lektive Identifikation und Quantifizierung von Fettsduren in verschiedenen Matrices er-
mdoglicht. Anstelle der im gaschromatographischen Bereich klassischerweise verwen-
deten Elektronenstol3ionisation von Fettsauremethylestern wurde eine Derivatisierung
der Fettsduren mittels Pentafluorobenzylbromid durchgefiihrt, welche anschliel3end
mit verschiedenen lonenquellen ionisiert wurden. Hierbei wurde die tblicherweise bei
dieser Derivatisierung verwendete Negative lon Chemical lonization mit zwei moder-
nen Atmosphéarendruckquellen verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass die Atmo-
spheric Pressure Chemical lonization (APCI) sowohl sensitiver ist, und zudem deutlich
geringere Unterschiede bei der lonisationseffizienz der analysierten Fettsduren auf-
weist. Die optimierte und validierte APCIl-Methode wurde anschlieRend verwendet, um
zwei Studien zur Tumordiagnostik analytisch zu unterstiitzen. Die Tumorzellen wiesen

hierbei signifikante Unterschiede in der Fettsdurekonzentration auf.

Die entwickelte GC-APCI-MS-Methode wurde genutzt, um verschiedene Ar-
chaeen auf Fettsduren zu untersuchen. Archaeen bilden eine eigene Domaine des
Lebens, welche sich in ihrem Lipidom von anderen Organismen stark unterscheidet.
Bei Archaeen war, anders als bei Eukaryonten und Bakterien, jedoch noch nicht ge-
klart, ob diese in der Lage sind, Fettsduren zu bilden, und wenn ja, welchen guantita-
tiven Anteil diese ausmachen. Um dies zu untersuchen, wurden verschiedene Ar-
chaeen auf einem 3C-markierten Nahrmedium kultiviert, und die in den Zellen enthal-
tende 13C-markierte Fettsauren wurden identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass
Archaeen in der Lage sind Fettsauren zu bilden und dass das Nahrmedium dabei eine
wesentliche Rolle spielt, wobei die gebildeten Fettsduren gattungsabhéngig sind. In

Sulfolobus acidocaldarius wurden Caprylsaure (FA 8:0), Caprinsaure (FA 10:0) und




Laurinsdure (FA 12:0) identifiziert und quantifiziert, wahrend in Haloferax volcanii vor

allem Palmitinséaure (FA 16:0) vorliegt.

Neben der Kettenlange hat bei ungesattigten Fettsduren auch die Anzahl und
die Position der Doppelbindungen einen Einfluss auf ihre physiologische Wirkung.
Wahrend die Anzahl der Doppelbindungen anhand des Masse-zu-Ladungsverhaltnis-
ses der ionisierten Fettsaure bestimmt werden kann, ist die Bestimmung der Doppel-
bindungsposition analytisch herausfordernder. Fettsaureisomere weisen haufig nur
geringe Polaritatsunterschiede auf, wodurch eine chromatographische Trennung oft
nur durch die Verwendung von langen Saulen und damit verbundenen langen Analy-
sezeiten erreicht werden kann. Um die Detektion der Fettsaureposition zu vereinfa-
chen, wurde die entwickelte GC-APCI-MS-Methode modifiziert, indem Benzaldehyd
als Reaktant in die lonenquelle eingebracht wurde. Hierdurch wurde die Bildung von
regiospezifischen in-source-Fragmenten unterstitzt, welche fur die Bestimmung der
Doppelbindungsposition genutzt werden kénnen. Die Leistungsfahigkeit der Methode
wurde anschlieRend anhand der Analyse von Fischdlen demonstriert. Diese enthalten
verschiedene mehrfach ungesattigte Fettsauren, wie zum Beispiel die w3-Fettsduren
Eicosapentaensaure (FA 20:5) und Docosahexaensaure (FA 22:6) sowie einige weni-
ger bekannte Fettsauren wie Hexadecatriensaure (FA 16:3), Hexadecatetraensaure
(FA 16:4) oder Stearidonsaure (FA 18:4). Mit der entwickelten Methode konnten inner-
halb einer Messung diese Fettsdauren nachgewiesen, quantifiziert und deren Doppel-
bindungspositionen bestimmt werden. Die Methode stellt daher eine wertvolle Ergan-
zung zu der Ublicherweise verwendeten Ozonolyse und Paterno-Blchi-Reaktion dar,
da sie eine selektive Identifikation der Doppelbindungsreaktion mit geringem Aufwand

ermoglicht.




Abstract

Fatty acids fulfill various important roles in biological systems. They can serve as en-
ergy storage, hormones, building blocks of more complex lipids and assist in the inter-
cellular transport of proteins. Therefore, sensitive methods for fatty acid analysis are
required in various area. This includes the identification of illnesses, nutritional-physi-
ological questions, the identification of food fraud, and evolutionary developments of

organisms.

Due to this, a sensitive and selective method for analyzing fatty acid in different
matrices is required. In the field of gas chromatographic analysis, electron impact ion-
ization of fatty acid methylester is commonly used. An alternative is the derivatization
using pentafluorobenzyl bromide which has been used in combination with various ion
sources. The traditional used negative ion chemical ionization was compared with two
modern atmospheric pressure sources. It was able to demonstrate that atmospheric
pressure chemical ionization (APCI) is more sensitive and provides more uniform ion-
ization of the analyzed fatty acids. The optimized and validated method was then used
for two studies in the field of diagnostics. Significant differences in the fatty acid con-

centration of the analyzed tumor cells were identified.

The optimized GC-APCI-MS method was used to analyze fatty acids in archaea.
Archaea are one of the three domains of life and their lipidome differs significantly from
the other two domains. Until now, it was not clear whether archaea are able to synthe-
size fatty acids. To target that, archaea were cultivated on different *3C-labeled media
and the 13C-labeled fatty acids were analyzed. The ability to synthesize fatty acids
could be proofed for archaea. Both the media and the species both have an high influ-
ence on the fatty acid synthesis in archaea. Caprylic acid (FA 8:0) caprinic acid (FA
10:0 and laurinic acid were identified and quantified in Sulfolobus acidocaldarius, while
palmitic acid (FA 16:0) was the most dominant fatty acid in Haloferax volcanii.

The number and the position of double bonds play an important role in the phys-
iological effects of fatty acids. While the number of double bonds can be determined
from the mass-to-charge ratio of the ionized fatty acid, determining the position of these
double bonds is much more challenging. The chromatographic separation of fatty acid
isomers is often difficult and requires long analysis times. To simplify this, the GC-

APCI-MS method has been modified using benzaldehyde as a reactant. This promotes




a regiospecific in-source fragmentation, which can be used for double bond position
determination. The performance of this method was demonstrated by the analyzis of
fish oil. Several rare fatty acids such as hexadecatrienic acid (FA 16:3), hexadecatet-
raenic acid (FA 16:4) or stearidonic acid (FA 18:4) were identified, quantified and the
double bond position was confirmed by the regiospecific fragments. This method rep-
resents a fast and simple approach, complementing the existing methods such as the

Paterno-Biichi reaction and ozonolysis.
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Fettsauren und Fettsaurederivate in biologischen Systemen

1 Theoretischer Hintergrund

1.1 Fettsduren und Fettsdurederivate in biologischen Systemen

Fettsauren werden der Klasse der Lipide zugeordnet. Diese galten lange Zeit als reine
Energietrager ohne Einfluss auf den Metabolismus, weshalb das wissenschatftliche In-
teresse an ihnen gering war. Ende der 1920er Jahre anderte sich diese Ansicht jedoch,
nachdem die Forschung des Ehepaares Burr zeigte, dass Linolensdure bei der Ernéh-
rung von Ratten essenziell ist. Wurden die Ratten mit Linolensaure freier Kost ernéhrt,
so traten bei ihnen nach einiger Zeit unterschiedliche Mangelerscheinungen auf [1,2],
wodurch erstmals der Einfluss von Fettsauren auf den Metabolismus von Versuchstie-
ren nachgewiesen und der Begriff ,essenzielle Fettsauren“ gepragt wurde [3]. Hier-
durch wurde die Grundlagen fur die Fettsaureanalytik gelegt, welche heutzutage in
verschiedenen Bereichen eine entscheidende Rolle spielt, wie beispielsweise bei der
Aufklarung von Lebererkrankungen oder Insulinresistenzen [4-7]. Auch das Verstand-
nis evolutiondrer Prozesse wie dem Aufbau von Zellmembranen sowie des sogenann-
ten Lipid Divide, den evolutionaren Wechsel zwischen ethergebundenen Isoprenoiden
und veresterten Fettsauren als Baustein von Zellmembranen, erfordert eine sensitive
Fettsaureanalytik [8,9]. Zudem werden zunehmend aus wirtschatftlicher Sicht sensitive
Methoden zur Analyse von Fettsauren benotigt, beispielsweise um Lebensmittelfal-

schungen von Kase, Fleisch oder Speisedlen zu identifizieren [10-12].

1.1.1 Struktur und Nomenklatur

Fettsduren kénnen in ihrer Struktur sehr vielfaltig sein. So werden Fettsauren bei Lip-
idmaps in insgesamt 17 verschiedene Klassen eingeteilt, welche in Tabelle 1 gezeigt
sind [13]. So kénnen Fettsauren beispielsweise mit Amino- Cyano- und Nitro-Gruppen
vorliegen. Die grofdte Verbreitung haben jedoch lineare geradkettige Fettsauren und
ihre ungesattigten Derivate. Diese sind verglichen mit anderen Lipiden in ihrer Grund-
struktur wenig komplex, und werden allgemein als ,lange Kohlenwasserstoffketten un-
terschiedlicher Lange und Anzahl von Doppelbindungen, die mit einer Carboxylgruppe

enden“beschrieben [14].
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Tabelle 1: Klassifizierung der Fettsauren (FS) nach Lipid Maps [13].

Klassifizie- Name Struktur
rung
dlini i
geradlinige y
FS Octanséaure M
OH
0
verzweigtket- | ¢ \1othyl-Octansaure
tige FS y OH
o 0]
ungesattigte 2Z-Octansaure
FS —
OH
O
- _7- _Epidioxv- - _OH
Hydroper- 5-Hydroperoxy-7-[3,5-Epidioxy Q o o
2-(2-Octenyl)-Cyclopentyl]-6-
oxy-FS N X
Heptenséaure OH
=
0
Hydroxy-FS | 2-Hydroxy-Octansaure WOH
OH
0]
Oxo-FS 2-Oxo-Octansaure MOH
@]
w
Epoxy-FS 5S,6S-Epoxy-Undec-7-ynsaure /%\\m oH
O
Methoxy-FS | 2-Methoxy-6Z-Hexadecensaure /\/\/\/\/\:/\/\/Ikw
/O
| Br 0
Haloge- 9-Bromo-Decanséure
nierte-FS
OH
0
Amino-FS 10-Amino-Decansaure \/\/\/\/\/H\
H,>N
OH
N 0
Cyano-FS 7-Cyano-2E-Hepten-4,6-diyn- \\ ({

saure
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o
Nli ~ _ . _ AN 4;0
Nitro-ES gaﬂlrtéo 5Z,7E-Tetradecadien W
X OH
O]
Thia-FS 5-(1,2-Dithiolan-3-yl)Pentanamid MNHZ
S—S
O
Carbozykli- (2-Cyclopenten-1-yl)-Carboxyl-
sche-FS saure OH
_ @]
Heterozykli- | 5 £\ ranoctanszure / \
sche-FS
o) OH
oH O o
mycolische- 6-O-[3-hydroxy-2-tetradecy- Hg(%fo/ HCEZHQX
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Ihr Name leitet sich von dem jeweiligen Kohlenwasserstoff ab, dem das Suffix
,~saure angehangt wird. Die Kohlenstoffatome werden, wie in Abbildung 1 gezeigt, bei
Verwendung der IUPAC-Nomenklatur (International Union of Pure and Applied Che-
mistry) vom Carboxylende aus nummeriert (rote Zahlen). Das zweite und dritte Koh-
lenstoffatom wird auch als a- und B-Atom bezeichnet, das letzte Kohlenstoffatom wird
als w-Atom bezeichnet. Enthalt die Kohlenwasserstoffkette keine Doppelbindungen,
wird von geséttigten Fettsauren gesprochen, liegen eine oder mehrere Doppelbindun-
gen vor, werden diese als ungesattigte Fettsduren bezeichnet. Bei ungesattigten Fett-
sauren wird zudem die Position der Doppelbindungen bei der Benennung mit einbe-
zogen. Hierbei wird die Position der Doppelbindung durch eine hochgestellte Indexzif-
fer gekennzeichnet, der der griechische Buchstabe Delta (A) vorausgestellt wird. Cis-
und trans-Isomere werden durch ein entsprechendes Préfix gekennzeichnet. Bei der
alternativ verwendeten w-Nomenklatur, welche vor allem im biologischen und ernah-
rungswissenschaftlichen Bereich Verwendung findet, erfolgt die Nummerierung entge-

gengesetzt vom Alkan-Ende aus, wobei einzig die Position der ersten Doppelbindung
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in den Namen einflie3t. So werden sowohl a-Linolensdure wie auch Docosapentaen-
saure zu den wa3-Fettsauren gezahlt, trotz ihrer unterschiedlichen Summenfor-
meln.[14]

Abbildung 1: Strukturformel der cis-A°-Hexadecensaure, welche auch als w7-Fettsaure bezeich-

net wird.

1.1.2 Fettsdurestoffwechsel

Um ihre Funktion als Energiespeicher zu erfullen, spielt der Fettsdureabbau und die
Fettsduresynthese eine zentrale Rolle. Der Grund liegt in der hohen Energiedichte von
Fettsauren. So kann eine einzige Palmitinsaure Uber den Fettsdureabbau und den an-
geschlossenen Citratzyklus in 106 ATP-Aquivalente umgewandelt werden. Der Fett-
saureabbau beinhaltet Oxidationen, Hydratisierung und Spaltungsreaktionen, wéh-
rend die Fettsauresynthese aus Kondensation, Reduktion und Dehydratisierungsreak-
tionen besteht. Die hierbei entstehenden Zwischenprodukte sind sich strukturell sehr

ahnlich, wie aus Abbildung 2 hervorgeht [15].
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Abbildung 2: Fettsaurestoffwechselreaktionen in biologischen Systemen am Beispiel von Hexa-
nsaure, unterteilt in Fettsaureabbau (links) und Fettsauresynthese (rechts) [modifiziert nach
[15]].

Es gibt jedoch auch einige entscheidende Unterschiede zwischen dem Fettséu-
reabbau und der Fettsauresynthese. So erfolgt die Aktivierung der Fettsaure bei dem
Fettsdureabbau durch eine Verknipfung mit Coenzym A (CoA), wahrend bei der Fett-
sauresynthese die Aktivierung durch die Verknipfung mit einem Acyl-Carrier-Proteins
(ACP) erfolgt. Raumlich findet der Fettsdureabbau in der mitochondrialen Matrix, die
Fettsauresynthese hingegen im Cytoplasma statt. Zudem gibt es Unterschiede bei den
involvierten Enzymen, dem Cz-Donator (Malonyl-ACP), den involvierten zellularen

Energietragern (FAD) sowie der Isomerie des Hydroxyacyl-Zwischenproduktes [15].

Das aus dem Fettsaureabbau entstandene Acetyl-CoA kann Giber den Citratzyk-
lus energetisch verwertet werden. Hierbei wird das Acetyl-CoA mit Wasser in verschie-
denen Oxidationsschritten enzymatisch zu CoA und CO2 umgewandelt. Der Citratzyk-
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lus dient der Zelle zur Energiegewinnung. Die bei dem Zyklus entstehenden Energie-
trager, drei NADH, ein FADH2 und ein GTP, entsprechen zusammengerechnet zehn
ATP-Aquivalenten [16]. Die Bildung ungesattigter Fettsauren erfolgt durch Desatura-
sen des Endoplasmatischen Retikulums. Unter Verbrauch von Sauerstoff und NADPH
wird ein Sauerstoffatom Ubertragen. Anschlie3end erfolgt die Abspaltung von Wasser,

wodurch eine Doppelbindung entsteht (siehe Abbildung 3).
R-CH,-CH,-R

NAD* + O,
Desaturase
H* + NADH
+2 H,0

R-CH=CH-R

Abbildung 3: Synthese von ungesattigten Fettsduren durch Desaturasen des Endoplasmati-

schen Retikulums [modifiziert nach [17]].

Dieser Weg ist jedoch nur an den ersten zehn Kohlenstoffatomen maoglich. Daher kén-
nen einige Fettsduren wie Linol- oder Linolensaure nicht im Koérper von Desaturasen
gebildet werden. Diese Fettsduren werden auch als ,essenzielle Fettsauren® bezeich-

net, da sie Uber die Nahrung aufgenommen werden mussen [17].

Neben der von Cz-Einheiten ausgehenden Fettsduresynthese gibt es jedoch
auch andere Wege, mithilfe derer - unter anderem - verzweigte Fettsduren synthetisiert
werden. Verzweigte Fettsauren sind wichtige Bestandteile bakterieller Membranen und
kénnen daher von vielen Mikroorganismen synthetisiert werden. Ein Beispiel hierfir ist
die Synthese von Phytanséure aus Chlorophyll, welche mithilfe von Mikroorganismen
im Pansen von Kiihen ablauft (siehe Abbildung 4). Im ersten Schritt kommt es zu einer
Abspaltung von Phytol aus dem Chlorophylimolekdl. Dieses wird zu Dihydrophytol re-
duziert, anschliel3end erfolgt eine Oxidation zu Phytanal und dann zur Phytansaure.
Die von den Bakterien gebildeten Fettsduren werden von den Kiihen im Zwdlffinger-
darm aufgenommen und sind im Milchfett nachweisbar [18].
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Abbildung 4: Neben der Fettsauresynthese aus C,-Einheiten kénnen auch andere Stoffwechsel-
wege zur Synthese von Fettsduren fihren. Die Synthese findet durch Mikroorganismen im Pan-
sen statt [modifiziert nach [18]].

1.1.3 Vorkommen und Wirkung von Fettsauren

Fettsauren erfullen in biologischen Systemen verschiedene Rollen. Sie dienen als
Energiespeicher in Form von Triglyceriden, welche je nach Bedarf auf- und abgebaut
werden kénnen, spielen bei interzellularen Proteintransport eine Rolle, dienen als Hor-
mone und interzellulare Botenstoffe und sind zudem ein wichtiger Baustein von Memb-
ranlipiden [15]. Diese lassen sich generell in drei Gruppen einteilen, die Phospholipide,
bei welchen Fettsauren tber eine Ester- oder Amidgruppe gebunden sind, Glykolipide,
welche ebenfalls mit einer Amidgruppe gebundene Fettsauren enthalten, sowie Cho-
lesterine [14]. Die Zusammensetzung der in der Membran eingebauten gebundenen
Fettsduren hat hierbei einen grol3en Einfluss auf die Fluiditdt der Membran. Der
Schmelzpunkt von Fettsauren steigt mit zunehmender Kettenlange und sinkt mit der
Anzahl an Doppelbindungen ab. Dies wird in biologischen Systemen dazu genutzt, um
Membranlipide auf dul3ere Einflisse wie extreme pH-Werte oder Temperaturen anzu-

passen [19].

Bei einer Betrachtung der in biologischen Systemen vorkommenden Fettsduren
fallt auf, dass es sich vor allem um geradzahlige, unverzweigte Fettsauren mit einer
Kettenlange von 4 bis 24 Kohlenstoffatomen handelt. Ungeséttigte Fettsauren liegen

zudem meist in cis-Konfiguration vor [20]. Quantitativ liegen in biologischen Systemen
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jedoch die meisten Fettsduren mit einer Kettenl&ange von 16 und 18 Kohlenstoffatomen
vor. So weisen beispielsweise tUber 80% der gebundenen und nichtgebundenen Fett-
sauren in humanem Serum eine Kettenlange von 16 oder 18 Kohlenstoffatomen auf.
Lediglich Arachidonsaure liegt mit etwa 10% des Gesamtfettsauregehaltes in einem
vergleichbaren Konzentrationsbereich [21]. Der Grund hierfur liegt in der durch die Ak-
tivitat der p-Ketoacyl-ACP-Synthase bedingte Reaktionsgeschwindigkeit, eines bei der
Kettenverlangerung wichtigen Enzyms, welche mit zunehmender Kettenldnge ab-
nimmt. Zeitgleich steigt die Aktivitat der Thioesterase, welche fur die Abspaltung des
ACP, und damit fur den Abbruch der Kettenverlangerung zustandig ist [22].

Fettsauren dienen oft als Baustein komplexer Lipide und liegen daher gebunden
vor, beispielsweise als Ester bei Triglyceriden oder als Thioester bei Coenzym A-Es-
tern. In meist kleinerer Konzentrationen kdnnen sie jedoch auch in freier Form vorkom-
men [23]. Freie Fettsduren werden mit einer grof3en Anzahl an Stoffwechselreaktionen
und damit verbundenen Erkrankungen in Verbindung gebracht. So kdnnen hohe Kon-
zentrationen an freien Fettsduren in der Leber Krankheiten wie Insulinresistenz be-
gunstigen [6]. Auch Entziindungsreaktionen kénnen auf Fettsduren zuriickgefihrt wer-
den, da diese haufig wichtige Vorprodukte von komplexeren Lipiden wie beispiels-
weise Oxylipinen sind [23,24]. In interzellularen Signalkaskaden spielen freie Fettséu-
ren eine wichtige Rolle, und kénnen durch ihre Bindung an einen geeigneten Rezeptor
wie den in der Zellmembran vorkommenden FFA-Rezeptoren (engl. Free Fatty Acid)
als Signalmolekul dienen. Diese werden unter anderem mit der Glukoseaufnahme und
Hormonausschuittung von Zellen in Verbindung gebracht, und stehen zudem mit

Krebserkrankungen im Zusammenhang [25-28].

1.1.4 Lipid Divide — Fettsauren in Archaeen

Archaeen sind Prokaryoten, welche erst 1977 zu einer eigenstdndigen Doméne des
Lebens erklart wurden [29]. Da sie wie Bakterien tUber keinen Zellkern oder andere
Organellen verfugen [30], wurden viele Archaeen aufgrund ihres ahnlichen Aufbaus
als Bakterien klassifiziert. Aus dieser Zeit stammt auch der Ausdruck ,Archo-Bakte-
rien“, weshalb noch heute einige Archaeen das Suffix ,bacterium®in ihrem Gattungs-

namen tragen [31,32]. Jedoch zeigen Archaeen einige fundamentale Unterschiede zu
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Bakterien. Beispielsweise gibt es mehrere grundlegende Unterschiede bei den Stoff-
wechselreaktionen von Bakterien und Archaeen [33]. Diese sind insbesondere bei den
in der Zellmembran enthaltenden Lipiden zu beobachten, da diese entscheidend fir
das Verstandnis des Lipid Divide sind [9,34,35]. Dies fuhrte zu dem in der Abbildung 5
dargestellten, aktuell gultigen phylogenetischen drei-Domé&nen-Stammbaum, bei de-
nen sich die Eukaryoten aus den Archaeen entwickelt haben [36-38]. Die Archaeen
gelten nun als eigenstandige Doméane, welche sich evolutionar schon friih von den
Bakterien abgespalten haben [39]. Es ist im Augenblick unklar, warum sich der letzte
universelle Gemeinsame Vorfahre (last universal common ancestor, LUCA) in Bakte-
rien und Archaeen aufgespaltet hat. Die Hypothese, dass LUCA Uber beide Arten von
Zelllipiden verfugte hatte und aufgrund von evolutionarem Druck sich unterschiedliche
Zellmembranen entwickelten, wird aktuell jedoch als unwahrscheinlich angesehen, da
Zellmembranen aus archaealen und bakteriellen Lipiden &hnlich wie rein ar-

chaeale/bakterielle Zellmembranen eine hohe Stabilitat besitzen [40-42].

Die Zellmembran von Bakterien und Eukaryoten enthalt Fettsauren, welche mit
einem Glycerol-3-Phosphat verestert vorliegen [30]. Bei Archaeen enthélt die Zell-
membran anstelle von Fettsduren Isoprenoide, welche tber eine Etherbindung an ein
Glycerol-1-Phosphat gebunden sind [9,30,34,35]. Dies fuhrt zum einen zu der Frage,
warum sich, trotz der engen Verwandtschaft von Bakterien und Archaeen, die Zell-
membran von Archaeen so grundlegend von der Zellmembran von Bakterien unter-
scheidet. Zum anderen, warum Eukaryoten wie Bakterien eine Zellmembran aus
veresterten Fettsauren besitzen, obwohl sich die Eukaryoten aus den Archaeen ent-
wickelt haben. Diese Veranderung der in den Zellen vorliegenden Lipide wird auch als
,Lipid Divide“ bezeichnet [9,34,43]. Ein Teilaspekt des Lipid Divide, dem Vorkommen
von Fettsduren in Archaeen, wird mit den Entwickelten hoch sensitiven Methoden ana-

lysiert.
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Abbildung 5: Stammbaum der drei Doméanen des Lebens, bestehend aus Bakterien, Archaeen
und Eukaryoten, ausgehend vom LUCA. Bakterien und Archaeen entwickelten sich aus einem
gemeinsamen Vorfahren, spéater entwickelten sich Eukaryoten aus den Archaeen. Bei der Zell-
membran gibt es jedoch einen fundamentalen Unterschied zwischen den verschiedenen Doma-
nen: Wahrend die Zellmembran von Bakterien und Eukaryoten Glycerol-3-Phosphat veresterte
Fettsauren enthalt, enthalt die Zellmembran von Archaeen Glycerol-1-Phosphat veretherte Isop-
renoide. Dieser Wechsel in der Lipidstruktur wird auch als ,,Lipid Divide“ bezeichnet [modifiziert
nach [35,44]].

Die Anwesenheit von Fettsduren in Archaeen, sowie ihre enzymatischen Bil-
dungswege werden bereits seit LAngerem diskutiert [45-47]. Dazu passend haben
erste Forschungsgruppen Fettséduren in Archaeen gefunden. In einer Publikation von
Jones et al. wurden bereits 1991 Fettsauren mit einer Kettenlange von mehr als 14
Kohlenstoffatomen in Methanospaera stadtmanae charakterisiert [48], Gattinger et al.
detektierte Phospholipidfettsduren in verschiedenen Euryarchaeota [49]. Hamerly et
al. konnte in Sulfolobus solfataricus und Ignicoccus hospitalis Fettsauren mit Ketten-
langen von 14 bis 18 Kohlenstoffatomen charakterisieren [35]. Trotz allem sind genaue
Funktion sowie Bildung und Abbau der Fettsduren in Archaeen zum aktuellen Zeit-
punkt nicht abschlie3end gekléart. Auch bei Sulfulobus acidocaldarius wurde ein poten-
tieller Stoffwechselweg fur Fettsauren entdeckt [50]. Es fehlt jedoch sowohl hierbei wie
bei den vorausgegangenen Studien ein belastbarer Nachweis, dass die identifizierten
Fettsauren tatsachlich aus den Archaeen stammen und es sich nicht um fehlerhaft

zugeordnete Signale von Kontaminationen handelt. Dies soll unter anderem mit der in
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der Arbeit entwickelten hochsensitiven Methode zur Identifizierung und Quantifizierung

von Fettsduren beantwortet werden.

1.2 Analytische Methoden zur Quantifizierung von Fettsauren

Die Strukturvielfalt von Fettsauren (Kapitel 1.1.1), welche unterschiedlich lange Koh-
lenwasserstoffketten sowie Doppelbindungen an verschiedenen Positionen und Kon-
figurationen beinhaltet, stellt analytisch eine Herausforderung dar. Aufgrund der hohen
strukturellen Ahnlichkeit, und den daraus resultierenden geringen Unterschieden in
Bezug auf viele physikochemischen Eigenschaften kann es je nach verwendeter Me-
thode zu einer schlechten chromatographischen Trennung, oder sogar zu Coelutionen
verschiedener Fettsduren kommen. Dies gilt insbesondere fir regioisomere Fettsau-
ren, deren einziger struktureller Unterschied in der Position der Doppelbindung be-
steht. Zwar kann dies durch die Verwendung langerer Saulen gel6ést werden, jedoch
wird hierbei die Analysenzeit deutlich erhdht, was die Anwendbarkeit einschrankt.
Auch die Verwendung von speziellen Reaktionen wie der Paterno-Biichi-Reaktion oder
der Ozonolyse sind mit einem hohen Aufwand und gewissen Nachteilen verbunden,

auf welche in Kapitel 1.2.5 genauer eingegangen wird.

Daneben stellen auch Kontaminationen bei der Fettsdureanalytik eine grof3e
Herausforderung dar. Insbesondere Palmitinsaure (FA 16:0) und Stearinsdure
(FA 18:0) sind bekannte Kontaminationen, welche zwar durch verschiedene Methoden
wie der Vermeidung von Plastik oder dem Ausheizen von Laborglas reduziert werden
kénnen. Eine vollstandige Vermeidung dieser Kontaminationen erfordert jedoch einen
so grof3en Zeit- und Kostenaufwand, dass dies in der Praxis haufig nicht anwendbar
ist. Kontaminationen haben daher einen wesentlichen Einfluss auf die Nachweis-
grenze der verwendeten Methoden und kdnnen fehlerhafte Quantifizierungen zur
Folge haben [51-54].

1.2.1 Gaschromatographische Analyse von Fettsauren

Die Gaschromatographie (GC) gilt allgemein auch als ,Goldstandard“ der Fettsaure-
analytik, welcher seit vielen Jahrzehnten fir die Identifikation und Quantifizierung von

Fettsauren eingesetzt wird [55-57]. Der Grund hierflr liegt in den Mdglichkeiten, die

11



Theoretischer Hintergrund

der Flammenionisationsdetektor (FID) fur die Quantifizierung von Fettsauren bietet.
Dessen Signal ist direkt proportional zur Anzahl der Kohlenstoffatome, was eine einfa-
che Quantifizierung der Fettsduren ermdglicht. Da sich Fettsauren in Bezug auf ihre
Flichtigkeit jedoch stark unterscheiden, kénnen nur kurzkettige Fettsauren ohne Deri-
vatisierung analysiert werden [58]. Fur die GC-Analyse von mittel- und langkettigen
Fettsauren ist eine Derivatisierung notwendig, um ihre Fluchtigkeit zu erhéhen. Hierzu
wurden verschiedene Methoden entwickelt, wie beispielsweise die Methylierung, Syli-
lierung und die Derivatisierung mittels Pentafluorobenzylbromid. Die Produkte dieser
Derivatisierungsreaktionen sind in Abbildung 6 dargestellt.

A o] B o] [ C 0 F
/\/\/’L - /V\)L S /vv”\ F
o o 0
F F
F

Abbildung 6: Verschiedene fir Fettsauren Ubliche Derivate. Gezeigt sind methylierte (A), sily-

lierte (B) sowie mit Pentafluorobenzylbromid (C) derivatisierte Derivate der Hexansaure.

A: Fettsduremethylester

Die am meisten verbreitete Derivatisierung stellt bei Fettsauren die Methylierung der
Sauregruppe dar. Fettsauremethylester (engl. Fatty Acid Methyl Esters; FAMES) sind
bereits bei Temperaturen unter 250 °C flichtig, was eine gaschromatographische
Trennung ohne hohe thermische Belastung von Analyten und Saule ermdglicht. Ubli-
cherweise werden bei FAMEs polarer Saulen wie beispielsweise FFAP- oder FAME-
WAX-Saulen eingesetzt. Hierbei handelt es sich um modifizierte Polyethylenglycol-
Saulen, welche eine hohe chromatographische Trennleistung in Bezug auf FAMES be-
sitzen. Die S&ulen kdnnen jedoch ublicherweise nur bis 250 °C betrieben werden und
eignen sich daher nicht fiur die Trennung aller Derivate. Uber die Jahre wurde eine
grofRe Anzahl an unterschiedlichen Derivatisierungsmethoden entwickelt, wie der De-
rivatisierung mittels Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH) [59], BFs [60] und die Methy-
lierung mit Methanol und KOH [61] oder HCI [62], welche je nach Analyt Vor- und
Nachteile in ihrer Derivatisierungseffizienz aufweisen [63].
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B: Silylierung von Fettsauren

Eine andere Ubliche Derivatisierungsmethode stellt die Silylierung von Fettsauren dar.
Zur Silylierung kénnen verschiedene Derivatisierungsmittel eingesetzt werden, wie
N,O-Bis-trimethylsilyl-trifluoracetamid, oder Methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide
[64-67]. Ein Vorteil der Silylierung sind die spezifischen Fragmentierungsmuster durch
das Silylierungsreagenz, welche bei der lonisation von silylierten Analyten entstehen
[64,65,68]. Jedoch sind fur eine optimale Derivatisierung je nach verwendeter Methode
und Analyt mehrere Stunden notwendig [65-67]. Zudem ist die Silylierung eine wenig
spezifische Reaktion, neben Carbonsauren konnen beispielsweise auch Amine, Phe-

nole, Thiole oder Alkohole erfasst werden [69].

C: Derivatisierung mittels Pentafluorobenzylbromid

Einen anderen Ansatz ermdglicht die Derivatisierung mittels Pentafluorobenzylbromid
(PFB). Die Methode wurde von Kawahara et al. in den 60er Jahren entwickelt [70].
Hierbei wird die PFB-Gruppe unter Abspaltung von Bromwasserstoff an die Fettsaure
gebunden (Abbildung 7). Werden die PFB-Derivate mittels chemischer lonisation im
negative-Mode (engl. Negative lon Chemical lonization; NICI) ionisiert, was erstmals
von Strife und Murphy durchgefuhrt wurde [71], kommt es zu einem Elektroneneinfang
durch die halogenisierte Derivatisierungsgruppe. Dies ermdglicht eine weiche lonisa-
tion durch Abspaltung der PFB-Gruppe im negative-Mode [57,72]. Aufgrund dessen ist
das intakte Carboxylation [M-PFB] im MS-Spektrum sichtbar und kann selektiv detek-
tiert werden. Dies fuhrt zu einer deutlichen geringeren Nachweisgrenze von PFB-De-
rivaten im Vergleich zu FAMEs [73]. Ein weiterer Vorteil der PFB-Derivatisierung liegt
in der Spezifitat und Selektivitat in Bezug auf freie Fettsauren [52,57,74,75]. Aus die-
sem Grund kann auf eine aufwendige Probenvorbereitung wie eine Festphasenextrak-
tion (engl. Solid Phase Extraction; SPE) verzichtet werden.
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Abbildung 7: Derivatisierung einer Carbonséure mit Pentafluorobenzylbromid und lonisierung
mittels negative Elektronen-Einfang (engl. electron capture) am Beispiel einer APCI-Quelle. In
der Quelle bildet sich zunachst ein niedrig-energetisches Elektron. Dieses fuhrt zur lonisation
des Analyten Uber eine Elektronen-Einfangreaktion. Dabei wird das PFB abgespalten und es
bildet sich ein [FA-PFB]-lon, welches massenspektrometrisch erfasst werden kann [modifiziert
nach [72]].

1.2.2 Detektion von Fettsauren in der Gaschromatographie

Der FID wird klassischerweise fur die Detektion methylierter und silylierter Fettsauren
verwendet, und wird auch heutzutage fur die Analyse des Gesamtfettsauregehaltes
haufig eingesetzt [76-78]. Ein Vorteil des FID liegt in seinen niedrigeren Anschaffungs-
und Betriebskosten, seiner geringen Fehleranfalligkeit sowie die einfache Quantifizie-
rung von Fettsduren, da das Signal des Detektors direkt mit der Anzahl der Kohlen-
stoffatome korreliert. Zudem sind viele Messmethoden bereits mit dem Einsatz eines
FID validiert und zertifiziert, was insbesondere in stark regulierten Bereichen wie bei-
spielsweise der pharmazeutischen Industrie eine grol3e Rolle spielt, da die Validierung
neuer Messmethoden zeit- und kostenintensiv ist. Als Nachteil des FID muss jedoch
der Informationsgehalt der Messungen sowie die Sensitivitat und Selektivitat des De-
tektors angefuhrt werden. So werden fur die Identifikation wichtige Informationen tber
das Masse-zu-Ladungsverhéltnis (m/z) oder das Fragmentationsmuster der Fettsau-
ren nicht erfasst. Aufgrund dessen ist bei der Verwendung eines FID eine Basislinien-

trennung jedes zu untersuchenden Peaks sowie eine Abtrennung aller coeluierender
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Matrixbestandteile notwendig. Da die Identifikation der Fettsduren nur tber die exakte
Retentionszeit erfolgt, sind hierzu Standards notwendig. Dies kann insbesondere bei

nicht kommerziell erhéltlichen Fettsauren zum Problem werden.

Die ElektronenstofRRionisation (engl. Electron lonization; El) stellt die am haufigs-
ten verwendete lonisierungsmethode fur die massenspektrometrische qualitative und
guantitative Analyse von Fettsduren dar [79]. Anders als bei Verwendung eines FID
liefern EI-MS-Messungen deutlich mehr Informationen Uber die analysierten Fettsau-
ren, wie beispielsweise ihr spezifisches Fragmentierungsmuster. Die Fragmentierung
in der Quelle (in-source-Fragmentierung) kann allerdings auch zu einem Selektivitats-
verlust fihren, insbesondere wenn Fettsauren mit ahnlichen Fragmentierungsspektren
oder sehr geringen Konzentrationen analysiert werden. Ahnlich wie beim FID werden
eine Basislinientrennung sowie eine Abtrennung coeluierender Matrixbestandteile n6-
tig, damit eine Identifikation Uber das Massenspektrum mdglich ist. Daher kann es
sinnvoll sein, in-source-Fragmentationen zu vermeiden, was durch den Einsatz von
weichen lonisationsmethoden wie chemische lonisation (engl. Chemical lonization; CI)
oder Atmosphéarendruck-Chemische-lonisation (engl. Atmospheric Pressure Chemical
lonization; APCI) mdglich ist [80,81]. Die Verwendung weicher lonisationsmethoden

ist im GC-Bereich aktuell jedoch deutlich weniger verbreitet.

PFB-Derivate kbnnen neben der Ublicherweise verwendeten NICI-Quelle auch
mit anderen lonenquellen ionisiert werden. So ist es der Arbeitsgruppe von Singh et
al. gelungen, flissigchromatographisch getrennte PFB-Derivate verschiedener Biomo-
leklile mittels APCI-Quelle zu ionisieren, wobei eine hohe Sensitivitat erreicht wurde
[72]. Davon ausgehend entwickelten Meckelmann et al. eine Methode zur Detektion
von Oxidationsprodukten mehrfach ungesattigter Fettsduren, auch Oxylipine genannt.
Hierbei zeigte sich jedoch im Vergleich zu friheren Studien ohne PFB Derivatisierung
deutlich hohere Nachweisgrenzen, was vermutlich entweder auf die verwendete APCI-
Quelle oder auf die verwendeten Reversed Phase Bedingungen zurluckgefihrt werden
konnte [75]. Aufbauend auf diese beiden Studien wurde fir die lonisation von PFB-
Fettsdurederivate nicht nur die klassischen NICI-, sondern auch eine APCI- und APPI-
Quelle (engl. Atmospheric Pressure Photo lonization) eingesetzt. Durch die Verwen-
dung der GC kénnen mdgliche, aus dem Laufmittel resultierende, Probleme vorge-

beugt werden [75].
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Negative lon Chemical lonization

Bei der NICI-Quelle (friher auch NCI abgekirzt) handelt es sich um eine Vakuum-
lonenquelle, bei welcher die lonisation mit Hilfe eines Reaktantgases stattfindet. Das
Reaktantgas, welches in deutlich hoherer Konzentration als die Analytmolekile vor-
liegt (Ublicherweise 103- bis 10°-fache Konzentration, wodurch der Druck in der Quelle
bei um die 102 mbar liegt), wird im ersten Schritt vergleichbar mit der ElektronenstoRio-
nisation durch einen Elektronenstrahl bei 50 bis 100 eV ionisiert. Im zweiten Schritt
wird der Analyt durch das Reaktantgasion ionisiert. Dies kann auf verschiedenen We-
gen ablaufen und ist unter anderem von dem Verhéltnis der lonisationspotentiale und

Protonenaffinitdten von Reaktantgas und Analyt abhangig [82].

Aufgrund der im Vergleich zur EI-Quelle deutlich geringeren Ubertragenen Ener-
gie kommt es bei der NICI-Quelle nicht zu einer vollstdndigen Fragmentierung des
Analytions [82]. Stattdessen wird unter den richtigen Bedingungen ein [M-H] lon ge-
bildet welches nicht, oder nur zu einem geringen Anteil, fragmentiert (Abbildung 7)
[57,83]. Am weitesten verbreitet ist Methan als Reaktantgas [57,71], aber auch andere
Gase wie Ammoniak oder Isobutan finden ihre Anwendung [84,85]. Die Wahl des Re-

aktantgases ist von dem zu untersuchenden Analyten abhangig.

Die NICI-Quelle findet heutzutage fir sehr unterschiedliche Fragestellungen
ihre Anwendung. So wird sie aktuell unter anderem fiir die Detektion von Fettsduren
[86] und organischer Schadstoffe in Humanproben [87], der Detektion von Haloanisol
und Halophenole in Kork [88] oder auch fiir die Detektion von chlorierten Pestiziden
eingesetzt [89]. Die hohe Sensitivitat bei der Analyse von halogenierten Verbindungen
ermdglicht eine Detektion im Spuren- und Ultraspurenbereich, weshalb die NICI-
Quelle seit vielen Jahren ein fester Bestandteil der massenspektrometrischen lonisie-
rung darstellt.

Atmospharendruckquellen

In den letzten Jahren haben Methoden mit weicher lonisation mittels API-Quellen
(engl. Atmospheric Pressure lonization) bei GC-Analysen zunehmend Verbreitung ge-
funden. API-Quellen sind im flissigchromatographischen Bereich seit langerem be-
kannt, eine GC-Kopplung wurde jedoch erst in den 70er Jahren von Horning et al.
entwickelt [90]. Seit der Jahrtausendwende sind API-Quellen auch im GC-Bereich zu-

nehmend verbreitet, und haben ihren Weg in die Kommerzialisierung gefunden [91].
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Insbesondere APCI- und die APPI-Quelle spielen in Kombination mit GC eine ent-
scheidende Rolle (Abbildung 8). Beide lonenquellen kénnen sowohl im positiv- wie
auch im negativ mode betrieben werden und bieten ein grofR3es Potential bei der loni-
sation unterschiedlicher Stoffklassen [81,92,93].

CR Corona-Nadel ' VUV-Lampe

Gaschromatograph Fenster Massenspektrometer

Abbildung 8: Bei den APCI/APPI-Messungen verwendete lonenquelle. Links: Die Saule aus der
GC wird durch eine beheizte Transferkapillare gefihrt und endet kurz vor der Corona-Nadel. Die
Corona-Entladung kann durch ein Fenster beobachtet werden. Rechts: Fir die APPI-Messungen
wurde die Corona-Nadel entfernt und das Fenster wurde durch eine VUV-Lampe ersetzt. Der Do-

pant wurde mittels einer Spritzenpumpe in die Zelle injiziert.

Bei der APCI-Quelle erfolgt die lonisation Uber die unter Hochspannung ste-
hende Corona-Nadel [94]. An der Corona-Nadel kommt es zu einer lonisation von
Stickstoffmolekilen, welche Uber eine Reaktionskaskade die vorbeistromenden Ana-
lytmolekile ionisieren (Abbildung 9) [82]. Als Analyten eignen sich hier vor allem Sub-
stanzen mit geringer bis mittlerer Polaritat [82]. Die APCI-Quelle kann sowohl mit, wie
auch ohne einem Dopanten verwendet werden, wobei der Dopant (verwendet wird hier
Ublicherweise Methanol oder Wasser) Protonentransfer-Reaktionen unterstitzten
kann [91,95,96]. Insbesondere bei der Detektion von halogenierten Analyten zeigt sich
die analytische Starke der GC-APCI-MS Systeme. So zeigte sich, dass die Sensitivitét
von APCI-Quellen bei der Analyse von bromierten Flammschutzmitteln 4 bis 40 Mal
hoher liegt als bei vergleichbaren NICI- oder EI-Quellen [97]. Andere aktuelle Anwen-
dungsgebiete der GC-APCI-Quelle sind die Analyse von flichtigen Verbindungen in
Pflanzen [98], die Detektion von Dioxinen [99] oder die Bestimmung von polychlorier-

ten Naphthalenen in Sedimentproben [92].
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Abbildung 9: lonisationsmechanismus einer GC-APCI im positive (A) und negative Mode (B) [mo-
difiziert nach [100]].

Ein mdglicher Mechanismus fiur die lonisierung von PFB-Derivaten in einer
APCI-Quelle im negative-Mode wurde von Singh et al. am Beispiel von Estron entwi-
ckelt. Hiernach wird durch die Corona-Entladung aus dem als Auxillary Gas eingesetz-
tem Stickstoff ein radikales Kation sowie niedrig-energetische Elektronen erzeugt.
Diese interagieren mit dem PFB-Derivat und bilden ein radikalisches Anion. Im letzten
Schritt wird die PFB-Gruppe radikalisch abgespalten und es bildet sich das charakte-
ristische [M-PFB]" lon. Ein [M-H] lon, welches ublicherweise bei der Verwendung einer
APCI-Quelle zu erwarten ware, konnte von Singh et al. nicht beobachtet werden. Um
den Unterschied im lonisationsverhalten zu betonen, wird der Mechanismus fir die
lonisierung von PFB-Derivaten daher auch als electron capture APCI bezeichnet [72].
Der Mechanismus von Singh et al. wurde in Abbildung 7 am Beispiel einer Fettsaure
gezeigt.

Die APPI-Quelle ist vom Aufbau der APCI-Quelle sehr &hnlich, anstelle einer
Corona-Nadel ist hier jedoch eine Vakuum-Ultraviolett (VUV) Lampe eingebaut. Die
VUV-Lampe emittiert Photonen mit 10 eV, wodurch entweder der Analyt direkt, oder
eine photoionisierbare Substanz (Dopant) ionisiert wird [82]. Der Dopant ionisiert an-

schlielend das Analytion in einer Gasphasenreaktion [101]. Als Dopanten werden,
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ahnlich wie im flissigchromatographischen Bereich, haufig Aceton, Anisol, Chlorben-
zol, Tetrahydrofuran oder Toluol verwendet, aber auch der Einsatz von Benzol und
Diethylether ist im GC-Bereich moglich [91,92,102]. Eine GC-Kopplung der APPI-
Quelle bietet den Vorteil, dass anders als bei flissigchromatographischen Anwendun-
gen die Photonen nicht durch das Laufmittel absorbiert werden, weshalb mehr Photo-
nen fur die lonisation des Analyten beziehungsweise des Dopanten zur Verfligung ste-
hen. GC-APPI-Systeme konnen fur verschiedene Fragestellungen eingesetzt werden,
z. B. fUr die general-unknown-Analyse von Rohoélproben [103] oder fur die Untersu-
chung von polychlorierten Flammschutzmitteln [104].

Trotz der groRen Vorteile, welche API-Quellen bieten, gibt es zurzeit noch ei-
nige Herausforderungen. So verfigen APCI-Quellen haufig tUber eine sehr hohe rela-
tive Standardabweichung, welche je nach Anwendung bei um die 50 % oder hdher
liegt [96,105]. Nichtsdestotrotz kann davon ausgegangen werden, dass durch die Ent-
wicklung neuer Quellendesigns [106] die GC-API Koppelung in Zukunft weiter an Be-

deutung gewinnen wird.

1.2.3 Flussigchromatographische Methoden zur Fetts&urebestimmung

Urspriunglich wurden fliissigchromatographische Methoden nur im geringen Umfang
zur Analyse von Fettsduren eingesetzt. Der Grund hierfur liegt in der Struktur der Fett-
sauren, welche nur eine schlechte Erfassung mittels UV/Vis oder Dioden-Array-Detek-
tor ermdglicht. Durch die Verbreitung der Massenspektrometrie wird die Hochleis-
tungs-Flissigchromatographie (engl. High Performance Liquid Chromatography;
HPLC) jedoch zunehmend fur die Trennung von Fettsauren eingesetzt. Im Gegensatz
zur GC bietet sie die Moglichkeit, freie Fettsauren ohne vorherige Derivatisierung zu
untersuchen, da eine Verdampfbarkeit der Analyten bei Verwendung von HPLC-Sys-
temen nicht erforderlich ist [53]. Dies senkt den Aufwand bei der Probenvorbereitung,
was zu geringeren Kosten und weniger méglichen Kontaminationsquellen fuhrt. Eine
durch die Derivatisierung bedingte Diskriminierung einzelner Fettsduren kann somit
ausgeschlossen werden [63]. Aber auch bei der Verwendung von HPLC kann es je
nach Fragestellung sinnvoll sein, eine Derivatisierung durchzufuhren, um beispiels-
weise die chromatographische Leistung zu verbessern und damit die bendtigte Analy-

senzeit zu verkirzen [107], oder um die Position der Doppelbindung konstitutioneller
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isomerer Fettsduren aufzuklaren [108]. Die untere Bestimmungsgrenze der in der Li-
teratur beschriebenen HPLC-Methoden variiert je nach Methode und den untersuchten
Fettsauren sehr stark, Ublicherweise liegt sie jedoch im Bereich von 5 - 1000 nM [53].
Die mit einem Massenspektrometer gekoppelte Elektrospray-lonisierung (ESI-MS)
wird haufig als Detektor in HPLC-Methoden verwendet [53,107,109]. Hierbei kommt
es anders als bei der im GC-Bereich Ublichen EI-Quelle zu keiner ausgepragten in-
source-Fragmentierung der Fettsauren, was ihre Identifizierung tber ihr Masse-zu-La-
dungsverhaltnis erleichtert. Neben den stark verbreiteten ESI-Methoden gibt es aller-
dings auch verschiedene APCI-Methoden, welche insbesondere bei der Analyse kom-
plexer Fettsdurederivate wie Triacylglycerole oder Glycidol-Ester eingesetzt werden
[110-112].

1.2.4 Weitere Methoden zur Fettsaurebestimmung

Neben den bereits vorgestellten GC- und HPLC-Methoden wurden Uber die Jahre
auch andere Methoden entwickelt, deren Verbreitung im Vergleich zu den oben be-
schriebenen Methoden hingegen vergleichsweise gering ist. Ein Beispiel hierfur ist die
Dunnschichtchromatographie (engl. Thin Layer Chromatography, TLC), welche Ende
letzten Jahrhunderts fur die Quantifizierung von Fettsduren eingesetzt wurde
[113,114]. Auch wenn moderne GC- und HPLC-Methoden deutlich bessere Trennleis-
tungen bieten, ist TLC in der Fettsaureanalytik noch immer nicht komplett verschwun-
den. So findet TLC in Kombination mit GC-FID selbst heutzutage noch bei Lipidomic-
Analysen vereinzelt Anwendung [115,116].

Die Kapillarelektrophorese (engl. Capillary Electrophoresis, CE) kann zwar, ver-
glichen mit HPLC- und GC-Methoden, weniger universell eingesetzt werden, bietet je-
doch Vorteile durch die niedrigen Kosten, kurze Analysenzeiten und einfache Proben-
vorbereitung [117]. Gekoppelt mit einem UV-Detektor erméglicht die CE eine einfache
Detektion von ungesattigten Fettsduren und ihren Hydroperoxiden [118,119]. Zudem
kann durch die Verwendung einer ESI-Quelle auch eine massenspektrometrische
Kopplung vorgenommen werden [120].

Auch wenn aktuell die Supercritical Fluid Chromatography (SFC) im Bereich der
Fettsaureanalytik nur wenig Verbreitung findet, ist diese Technik in den letzten Jahren

wieder verstarkt in den Fokus der Wissenschaft geraten [121-123]. SFC bietet Vorteile
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in Bezug auf die geringe Temperatur, den Verzicht von Derivatisierungsmitteln sowie
der Moglichkeit, dass die Detektion sowohl massenspektrometrisch wie auch mithilfe
von flammenbasierten Detektoren erfolgen kann [121,124]. Ihre Einsatzmdglichkeiten
liegen sowohl in der Identifizierung und Quantifizierung von Fettsduren [121], wie auch
bei metabolischen Studien [122].

1.2.5 Identifikation von Doppelbindungspositionen

Die Anzahl und die Position von Doppelbindungen haben einen entscheidenden Ein-
fluss auf die biologische Wirkung von Fettsduren, wie beispielsweise ihr Verhalten in
Zellmembranen [19,125,126]. Da die Anzahl der Doppelbindungen zumeist einen gro-
Ben Einfluss auf die Retentionszeit hat, und zudem in unterschiedlichen m/z-Verhalt-
nissen resultieren, kdnnen Fettsauren mit unterschiedlichen Doppelbindungsverhalt-
nissen meist vergleichsweise einfach charakterisiert werden. Die Identifikation von
Doppelbindungspositionen stellt jedoch noch immer eine Herausforderung dar, da
wahrend des Low-energy Collision Induced Dissociation Prozesses keine diagnostisch
eindeutigen Fragmente fur die Aufklarung der Doppelbindungsposition entstehen
[127,128].

Trennung von Isomeren mittels Gaschromatographie

Eine chromatographische Trennung von Fettsdureisomeren mittels Gaschromatogra-
phie ist mithilfe spezieller Trennséulen wie der Select FAME columns (Agilent-Tech-
nologies) maglich, jedoch sehr zeit- und kostenintensiv. Laut Herstellerangaben ist die
200 m lange Sé&ule in der Lage, die unterschiedlichen Isomere der Olsaure (FA 18:1)
voneinander zu trennen. Die Lange der Saule stellt allerdings hohe Anforderungen an
die verwendete Analysenmethode, zudem liegt eine 200 m lange Trennsaule preislich
im mittleren vierstelligen Bereich [129]. Um diese Probleme zu umgehen, wurden in
den letzten Jahren vermehrt Methoden fiur die Charakterisierung der Doppelbindungs-
positionen von Fettsduren entwickelt, bei welchen die Identifikation nicht alleinig an-
hand der chromatographischen Trennung, sondern auch mithilfe von Nachsaulenderi-
vatisierungen erfolgt. Hierbei werden die fur die Reaktion benétigten Reagenzien direkt
in die lonenquelle eingebracht und die Derivatisierung der Analyten findet erst nach

der chromatographischen Trennung statt. Dies hat den Vorteil, dass es durch die De-
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rivatisierung zu keiner Veranderung der Retentionszeiten kommt, was eine Identifika-
tion der Analyten erleichtert. Insbesondere die Ozonolyse und die Paterno-Bichi Re-

aktion spielen hierbei eine bedeutende Rolle [128].

Ozonolyse

Bei der Ozonolyse kommt es zu einer Anlagerung von Ozon an die Doppelbindung der
Fettsaure. Hierbei bildet sich ein 1,2,3-Trioxolan, welches auch als primares Ozonoid
bezeichnet wird [130]. Durch Umlagerungs- und Spaltungsreaktionen bilden sich ein
Aldehyd- und ein Carbonyl-Fragment (Abbildung 10). Diese kdonnen aufgrund ihres
charakteristischen m/z-Unterschieds von 16 Da identifiziert werden. Anhand der L&nge
der Carboxylkette kann die Position der Doppelbindung bestimmt werden [130]. Mo-
derne Methoden sind unter Verwendung der sogenannten ozone-induced dissociation
in der Lage, einen Massenbereich von bis zu 5 Gré3enordnungen abzudecken, was
ein breites Anwendungsfeld fir Ozonolysen ermdglicht [131].
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Abbildung 10: Ozonolyse am Beispiel von cis-A%-Hexadecens&ure [modifiziert nach [130]].

Jedoch birgt die klassische Ozonolyse auch einige Nachteile. So muss darauf
geachtet werden, dass die eingesetzten Materialien Ozon-kompatibel sind. Zudem
handelt es sich bei Ozon um ein giftiges Gas, weshalb Herstellung und Verwendung

von Ozon mit Risiken verbunden sind [132].

Einen neuen vielversprechenden Ansatz stellt die Verwendung von Plasma-
guellen dar [130,133]. Hierbei kommt es zu einer in-source-Ozonolyse, anhand derer
die Position der Doppelbindungen bestimmt werden kann. Da sich das bendtigte Ozon

im Plasma in der lonenquelle bildet, muss es nicht separat generiert werden. Auch die
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beschriebenen Nachteile der Ozonolyse kdnnen leichter kontrolliert werden. Plasma-
guellen sind aktuell allerdings nicht besonders weit verbreitet und in ihrer Anwendung

komplex, was die Einsatzfahigkeit der Methode einschrankt.

Paterno-Buchi Reaktion

In den letzten Jahren wurden verschiedene Anséatze verfolgt, um die Paterno-Buchi
(PB)-Reaktion fur die Identifikation von Doppelbindungen zu nutzen [128]. Bei der
PB-Reaktion handelt es sich um eine [2+2]-Photocycloaddition eines Ketons oder Al-
dehyds an eine Doppelbindung. Die gebildeten PB-Produkte, welche sich aufgrund der
Anlagerung an der Doppelbindung sterisch unterscheiden, werden mittels MS/MS in
zwei diagnostische Fragmente gespalten (Abbildung 11) [134,135]. Bei den meisten in
der Literatur beschriebenen PB-Reaktionen geht durch die Spaltung die Information
Uber die Gesamtmasse der Fettsauren verloren, da die entstandenen Fragmente le-
diglich aus der Carboxylkette sowie der Alkankette bis zu der gespaltenen Doppelbin-
dung, dem sogenannten a-lon, bestehen [136]. Einige Reaktanten wie Acetylpyridinen
ermdglichen zwar, das als w-lon bezeichnete abgespaltene Alkanfragment zu analy-
sieren. Dies findet jedoch zurzeit deutlich seltener Anwendung [108]. Der m/z-Unter-
schied der entstandenen Fragmente ist hierbei von dem verwendeten Reaktant ab-
hangig, so werden beispielsweise - wie in Abbildung 11 dargestellt - durch die Verwen-
dung von Aceton zwei a-lonen, eines mit einer Isopropengruppe und eines mit einer
Aldehydgruppe, mit einem m/z-Unterschied von 26 Da gebildet [136]. Anhand der ent-
standenen Fragmente kénnen anschlieRend Rickschlisse auf die Position der Dop-

pelbindung getroffen werden.
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Abbildung 11: Ablauf der Paterno-Blichi Reaktion am Beispiel von cis-A%Hexadecensaure mit

Aceton als Reaktionspartner [modifiziert nach [137]].
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Es sind bereits verschiedene Publikationen erschienen, in denen die PB-Reak-
tion mithilfe eines ESI-MS Systems durchgefihrt wurde. Oft wird hierbei auf eine chro-
matographische Trennung verzichtet, die PB-Reaktion erfolgt kurz vor oder direkt in
der Quelle [108,136,138-140]. Die Identifikation der einzelnen Fettsauren erfolgt hier-
bei Uber die Masseniubergénge der PB-Reaktion. Um die Vorteile einer chromatogra-
phischen Trennung zu nutzen, kann die PB-Reaktion auch als Nachsaulenderivatisie-
rung nach einer HPLC-Trennung durchgefiihrt werden [141]. Die Messung erfolgte an-
schlieBend wie bei den zuvor genannten Publikationen mithilfe von ESI-MS Systemen.
Hierbei kann neben den Produkten der PB-Reaktion auch die Retentionszeit der Sub-

stanzen fur die Identifikation der Fettsduren herangezogen werden.

Weitere Methoden zur Strukturaufklarung von Fettséauren

Neben den beschriebenen post-column-Derivatisierungen wurden tber die Jahre ver-
schiedene andere Strategien fir die Bestimmung von Doppelbindungspositionen ent-
wickelt. Beispiele hierfur sind die gezielte Elektronenstol3fragmentierung von organi-
schen Molekllen [142], fast atom bombardment [143], ultraviolet photodissociation
[144] oder der gezielten Fragmentierung von Lithium-Addukten [145]. Diese Methoden
haben jedoch im Vergleich zur Ozonolyse und der PB-Reaktion eine deutlich geringere

Verbreitung.

1.3 Wirtschaftliche Bedeutung von Fettsauren

Fettsauren und Fettsaureanalytik haben nicht nur bei akademischen Fragestellungen
eine groRe Bedeutung, sondern nehmen auch aus wirtschaftlicher Sicht eine entschei-
dende Rolle ein. Insbesondere im Bereich der Lebensmittelfalschungen kann eine
Fettsaureanalytik zur Aufklarung beitragen [10-12]. Lebensmittelfalschungen sind ein
entscheidender wirtschaftlicher Faktor, mit dem laut Andreas Hensel, dem Prasidenten
des Bundesinstituts fir Risikobewertung ,mehr Geld [...] [verdient wird] als mit Prosti-
tution und Drogenhandel” [146]. Wahrend einige wenige entdeckte Félle eine grol3e
mediale Aufmerksamkeit erlangen, wie der sogenannte ,Pferdefleischskandal“ im Jahr
2013, werden viele andere Falle nicht entdeckt [146-148]. In einigen Fallen kann es
sogar zu schweren gesundheitlichen Schaden kommen, wie beim Panschen von Oli-
vendl mit Maschinendl [146]. Hier kbnnen Methoden zur Fettsdureanalytik dazu beitra-
gen, den Verbraucher vor Betrug und Schaden zu bewahren.
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Wirtschaftliche Bedeutung von Fettsauren

Viele Produkte wie Leinsamen, Lein6le oder Walnusse werben mit inrem hohen,
natirlichen Gehalt an ungesattigten Fettsauren, insbesondere w3-Fettsauren (Abbil-
dung 12). Daneben gibt es auch eine grol3e Auswahl an Nahrungserganzungsmittein,
welche mit einem hohen w3-Gehalt werben. Lange Zeit konnten zudem auf w3-Fett-
sauren basierende Medikamente erworben werden. Entgegen des ublicherweise ver-
breiteten Bildes hat die European Medicines Agency (EMA) jedoch 2019 in einer Stel-
lungnahme bekanntgegeben, dass auf w3-Fettsduren basierte Medikamente nach
dem aktuellen Stand der Forschung ,nicht nach einem Herzinfarkt vor weiteren Herz-
problemen schiitzen® [149]. Sie kdnnen allerdings zur Senkung des Triglyceridgehal-

tes im Blut eingesetzt werden.

@ enthaltenin 100 ml:
Alpha-Linolenéure (Omega-3

Alpha-Linolenséure trégt im Rahmen einer
abwechslungsreichen ausgewogenen
Erndhrung und einer gesunden Lebensweise
bei einer Téﬁlichen Aufnahme von

2 g(=4ml/1TLLeindl) zur Aufrechterhaltung
eines normalen Cholesterinspiegels im Blut bei.

Erste kalte Pressung,
Reich an Omega-3- Fettsduren

ffiniertes Rapsol

n nattrlichem Vitamin E
) ungesattigten Fettsauren

Abbildung 12: Viele Ole werben mit ihrem Gehalt an ungeséttigten Fettsauren.

Nahrungserganzungsmittel, welche nach der deutschen Nahrungsmittelverord-
nung als ,Nahrungsmittel“ eingestuft werden [150], und daher deutlich geringeren ge-
setzlichen Anforderungen unterliegen als Medikamente, erfreuen sich dennoch einer
hohen Beliebtheit. Diese machten laut Angaben der Zeitung The Guardian aus dem
Jahr 2018 einen Umsatz von 30 Milliarden US-Dollar aus [151]. Viele namenhafte phar-
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Theoretischer Hintergrund

mazeutische, aber auch chemische Unternehmen sind in diesem Feld tatig, wie bei-
spielsweise Evonik oder BASF [152,153]. Jedoch wird auch in den Medien zunehmend

die Wirkung von w3-Nahrungserganzungsmitteln kontrovers diskutiert [151,154].
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2 Zielsetzung

Fettsduren sind zentraler Bestandteil des Stoffwechsels der meisten Organismen und
erfillen verschiedene physiologische und pathophysiologische Funktionen. Unter an-
derem sind sie an der Kommunikation innerhalb und zwischen Zellen beteiligt, sind
Baustein komplexer Lipide oder dienen der Energiespeicherung. Auch nach Dekaden
intensiver Forschung ist eine sensitive Detektion von Fettsduren noch immer eine
grol3e Herausforderung. Dies trifft insbesondere auf den sicheren Nachweis sehr ge-
ringer Fettsaurekonzentrationen sowie der Identifikation und Quantifizierung freier

Fettsduren bei Anwesenheit anderer Lipide in komplexen Proben zu.

Fur die sensitive Detektion von freien und gebundenen Fettsduren in verschie-
denen biologischen Proben wird daher eine zuverlassige Methode zur Bestimmung
entwickelt und validiert. Hierzu soll die Derivatisierung von Fettsauren mittels Penta-
fluorobenzylbromid verwendet werden. Diese erlaubt die lonisation der Fettsauren mit-
tels NICI, APCI und APPI. Die jeweiligen Techniken sollen optimiert und anhand ver-
schiedener analytischer Parameter verglichen werden. Dies soll in Anlehnung an die
»,EMA guidelines for bioanalytical method validation” erfolgen. Die geeignetste Me-
thode soll anschlieend fir die Analyse verschiedener biologischer Proben genutzt
werden. Dazu zdhlen Serum- und Plasmaproben, verschiedene Zelllinien aus dem Be-
reich der Tumordiagnostik und Metastasierung sowie verschiedene archaeale Zellli-

nien.

Mithilfe der sensitiven und selektiven Methode zur Charakterisierung von Fett-
sauren sollen verschiedene Archaeen charakterisiert werden, um zentrale Fragen des
Lipid Divide zu beantworten. Dieser beschreibt den evolutionaren Wechsel von Isop-
renoiden zu Fettsduren bei den Zellmembranlipiden. Hierbei sollen verschiedene Ar-
chaeenproben auf das Muster und die Konzentrationen relevanter Fettsauren unter-
sucht werden. Eine besondere Herausforderung stellt die hohe Hintergrundbelastung
sowie die geringen zu erwartenden Fettsdurekonzentrationen dar, welche eine sensi-
tive und selektive Detektion erschweren. Um eine Detektion der Fettsauren trotz der
zu erwartenden Hintergrundbelastung zu erméglichen, erfolgte die Kultivierung der Ar-
chaeen auf einem vollstéandig 3C-markierten Medium als einzige Kohlenstoffquelle.
Sofern die untersuchten Archaeen in der Lage sind, diese Kohlenstoffquelle zur Bil-

dung von Fettsauren zu nutzen, mussen diese vollstandig *3C-markiert vorliegen und
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waren somit von Kontaminationen massenspektrometrisch unterscheidbar. Es ist am
Beispiel von Sulfolobus acidocaldarius und Haloferax volcanii zu untersuchen, ob Ar-
chaeen generell in der Lage sind, Fettsauren zu bilden. Aufbauend hierauf sind der
Einfluss des Nahrmediums, der Einfluss von genetischen Knock-Outs, sowie die bio-
logischen Unterschiede zwischen verschiedenen Archaeengattungen auf die Fettsau-

rekonzentration zu identifizieren.

Abschlie3end soll die Methode fiir non-target oder suspected-target Fragestel-
lungen weiterentwickelt werden, wobei die Bestimmung der Doppelbindungsposition
von zentraler Bedeutung ist. Die Position von Doppelbindungen héngt bei Fettsauren
eng mit ihrer biologischen Wirksamkeit zusammen. Aufgrund dessen sind Informatio-
nen Uber die Doppelbindungsposition vom gro3en analytischen Interesse. Es gibt be-
reits verschiedene Methoden zur Bestimmung von Doppelbindungspositionen, bei-
spielsweise mithilfe der PB-Reaktion oder der Ozonolyse. Dazu wird die entwickelte
GC-APCI Methode an einem QTOF-MS eingesetzt und optimiert. Hierbei soll der Ein-
fluss von UV-Licht sowie eines Reaktanten auf die Fragmentation in der lonenquelle
untersucht werden und die Anwendbarkeit der Methode fir unterschiedliche einfach-
und mehrfach ungesattigte Fettsduren soll Uberprift werden. Die Leistungsfahigkeit
soll anschlieBend anhand der Analyse von Fischélproben demonstriert werden. Fi-
schol ist ein weit verbreitetes Nahrungserganzungsmittel, welches einen hohen Anteil
an ungesattigten Fettsduren besitzt. Haufig beschranken sich Analysen jedoch nur auf
wenige ungesattigte Fettsduren, vor allem Eicosapentaensdure (FA 20:5) und
Docosahexaensaure (FA 22:6), welche in gro3en Mengen in Fischdl vorhanden sind.
Es ist zu untersuchen, welche Fettsduren neben den bekannten Fettsduren in Fischol

zu finden sind, und an welcher Position ihre Doppelbindungen vorkommen.
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Chemikalien und Proben

3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Proben

3.1.1 Fettsaurestandards

Tabelle 2: Liste aller verwendeten Fettsdurestandards (ohne Deuterierung).

IUPAC

Hexansaure

Octanséaure

Decanséaure

Dodecansaure

Tetradecansaure

Hexadecansaure

cis-A%-Hexadecen-
saure

Octadecanséaure

cis-A8-Octadecan-
saure

cis-A%-Octadecen-
saure

trans-A%-Octadecen-
saure

cis-Al-Octadecen-
saure

cis-cis-A%12-Octadi-
ensaure

all-cis-A%1215-
Octatriensaure

all-cis-A%9.12-
Octatriensaure

Eicosansaure

all-cis-A58:11.14.
Eicosatetraensaure

all-cis-A58,11,14,17_
Eicosapentaensaure

Trivialname

Capronsaure

Caprylsaure

Caprinsaure

Laurinsaure

Myristinsaure

Palmitinsaure

Palmitoleinsaure

Stearinsaure

cis-8-Octadecansaure

Olsaure

Elaidinsaure

Vaccensaure

Linolsaure

a-Linolensaure

y-Linolensaure

Arachinsaure

Arachidonsaure

Eicosapentaenséaure

Summen-

formel

CsH1202

CsH1602

C10H2002

C12H2402

C14H2802

Ci16H3202

C16H3002

Ci1s8H3602

C18H3402

C18H3402

C18H3402

C18H3402

Ci1sH3202

C18H3002

C18H3002

C20H4002

C20H3202

C20H3002

Abkr-

zung

FA 6:0

FA 8:0

FA 10:0

FA 12:0

FA 14:0

FA 16:0

FA 16:1

FA 18:0

FA 18:1

FA 18:1

FA 18:1

FA 18:1

FA 18:2

FA 18:3

FA 18:3

FA 20:0

FA 20:4

FA 20:5

Bezugsquelle

Merck, (Darmstadt,
Deutschland)

Merck, (Darmstadt,
Deutschland)

Biomol GmbH, (Ham-
burg, Deutschland)

Biomol GmbH, (Ham-
burg, Deutschland)

Merck, (Darmstadt,
Deutschland)

Merck, (Darmstadt,
Deutschland)

Merck, (Darmstadt,
Deutschland)

Merck, (Darmstadt,
Deutschland)

Biomol GmbH, (Ham-
burg, Deutschland)

Merck, (Darmstadt,
Deutschland)

Biomol GmbH, (Ham-
burg, Deutschland)

Merck, (Darmstadt,
Deutschland)

Merck, (Darmstadt,
Deutschland)

Merck, (Darmstadt,
Deutschland)

Biomol GmbH, (Ham-
burg, Deutschland)

Biomol GmbH, (Ham-
burg, Deutschland)

Biomol GmbH, (Ham-
burg, Deutschland)

Biomol GmbH, (Ham-
burg, Deutschland)
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Docosansaure Behenséaure C22H4402 FA 22:0 Biomol GmbH, (Ham-
burg, Deutschland)
all-cis-A7-10.13,16.19. Docosapentaensaure C22H3402 FA 22:5 Biomol GmbH, (Ham-
Docosapentaenséaure burg, Deutschland)
all-cis-A*7:10.13.16,19. Docosahexaensaure C22H3202 FA 22:6 Biomol GmbH, (Ham-
Docosahexaenséaure burg, Deutschland)
Tetracosansaure Lignocerinsaure C24H4802 FA 24:0 Biomol GmbH, (Ham-

burg, Deutschland)

Hexacosansaure Cerotinsaure Ca26H5202 FA 26:0 Biomol GmbH, (Ham-
burg, Deutschland)

Tabelle 3: Liste aller als interner Standard eingesetzter, deuterierter Fettsauren.

IUPAC Trivialname Summen-  Abkilirzung Bezugsquelle
formel
2Hz-Decansaure D2-Caprinsaure C10H2002 2Hz-FA 10:0 Biomol GmbH, (Ham-
burg, Deutschland)
2H2-Pentadecan- D2- Pentadecansaure CisHz002 2Hz-FA 15:0 Biomol GmbH, (Ham-
saure burg, Deutschland)
?Hs-Octadecansaure  Das-Stearinsaure C18H3602 °H4-FA 18:0 Biomol GmbH, (Ham-

burg, Deutschland)
?Hg-all-cis-A5811.14 Ds-Arachidonséaure C20H3202 °Hgs-FA 20:4 Biomol GmbH, (Ham-

Eicosatetraensaure burg, Deutschland)
2Hs-Tetracosan- Ds-Lignocerinsaure C24H4802 2Hs-FA 24:0 Biomol GmbH, (Ham-
saure burg, Deutschland)

3.1.2 Chemikalien

Acetone (299.9%), Ammoniumacetat (299.9%), Chlorobenzol (=98 %), Chloroform
(299.9 %), Dietylether (299.0 %), Essigsaure (299.9 %), Methyl tert-Butylether (MTBE;
299.9 %), N,N-Diisopropylethylamin (299.5 %), N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroace-
tamide (298.5 %), 2,3,4,5,6-Pentafluorobenzylbromid (298.5 %), Tetrahydrofuran
(299.9 %) und Toluol (=99.9 %) wurden von Merck (Darmstadt, Deutschland) be-
schafft. Dichloromethan (299.8 %) wurde von Thermo Fisher Scientific (Schwerte,
Deutschland) bezogen. Acetonitril (299.9%), Benzol (299.0 %), Methanol (299.9 %)
und 2-Propanol (=299.9 %) wurden von Avantor (Darmstadt, Deutschland) erworben.
Glycerol (299.5 %) wurde von Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) beschafft. Kalium-
hydroxid (=85 %) wurde von AnalytiChem GmbH (Duisburg, Deutschland) bezogen.
Ultrareinstwasser mit einer Leitfahigkeit von 18.2 M Q/cm (im folgendem als ,Wasser*
bezeichnet) wurde mithilfe des Reinstwassersystems Arium pro VF von Sartorius

Stedim Biotech (Gottingen, Deutschland) erzeugt.
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Geratekonfigurationen

Methan (4.5), Helium (5.0) und Stickstoff (5.0) wurden von Air Liquide Deutschland

GmbH, (Dusseldorf, Germany) erworben.

3.1.3 Proben

Humanserum und Humanplasma wurden von Merck (Darmstadt, Deutschland) erwor-
ben. Alle untersuchten Archaeenproben wurden vom AK Molekulare Enzymtechnolo-
gie von Prof. Dr. Bettina Siebers (Universitat Duisburg-Essen) von den Doktoranden
Xiaoxiao Zhou und Christian Schmerling kultiviert. Die Zelllinien ASPC1, Pancl,
PatuT, PatuS, YAPC und YAPCS3 wurden von AG Griner: Zellplastizitat und Metas-
tasierung der Inneren Klinik (Tumorforschung) des Universitatsklinikums Essen kulti-
viert und zu Aliquoten mit je 1 Millionen Zellen aliquotiert. Die Rattenseren wurden von
AG Littwitz-Salomon des Instituts fur translationale HIV-Forschung des Universitatskli-

nikums Essen erhalten.

3.2 Geréatekonfigurationen

3.2.1 Gaschromatographische Bestimmung von Fettsauren

Messung der Fettsauren mittels GC-APCI-QqQ-MS

Die APCI-Messungen erfolgten mit einem Agilent 7890B GC, welche mit einem
G4567A Autoinjektor und einer DB-5-Saule (30 m x 250 um x 0,25 pum), beide von
Agilent Technologies (Waldbronn, Deutschland), ausgestattet war. Der GC wurde mit
einer kommerziellen APCI-Quelle (G312-69,100) sowie einem 6495 Triple Quadrupole
MS von Agilent Technologies (Waldbronn, Deutschland) gekoppelt. Ein Probenvolu-
men von 1 pL wurde in den Liner bei 320 °C injiziert, welcher splitless oder mit einem
Split von 1:10 und einem Septum Purge Flow von 1,5 mL/min betrieben wurde. Der
Saulenfluss betrug 1,3 mL/min mit Helium als Tragergas. Der Temperaturgradient star-
tete bei 100 °C, mit 15 °/min auf 160 °C gesteigert, und dann linear mit 5 °/min auf
320 °C. Diese Temperatur wurde dann 5 min gehalten. Die Saule wurde Uber eine
320 °C heiRe Transfer Line an die APCI-Quelle gekoppelt. Uber ein T-Stiick wurde ein
Auxillary Gas 1 L/min Stickstoff, beigefugt [155]. Die APCI-Quelle wurde mit folgenden
Parametern betrieben: Corona Current 35 pA, Source Gas Flow 11 L/min, Source Gas
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Temperature 270 °C, Cell Acelleration Voltage 5 V und Capillary Voltage 2000 V. Die
lonisation erfolgten im negative-Mode, der Triplequadrupol wurde im pseudo Multiple
Reaction Monitoring (pbMRM) betrieben. Bei der pseudoMRM-Methode sind Q1 und
Q3 auf dieselbe Masse eingestellt, wahrend der g2 ohne angelegte Collision Energy
betrieben wird. Insgesamt sind in der Methode 75 verschiedene Transitionen enthal-
ten, welche im Anhang in Tabelle 10 und Tabelle 11 einzusehen sind. Fir einige Fra-
gestellungen wurde das Massenspektrometer im Scan Modus (333 ms/spectra) betrie-

ben.

Messung der Fettsduren mittels GC-APPI-QqQ-MS

Die APPI-Messungen wurden mit dem oben beschriebenen System durchgefihrt.
Hierbei wurden fir die chromatographische Trennung dieselben Parameter verwendet.
Die lonenquelle wurde fur die APPI-Messungen modifiziert. Die APCI-Nadel wurde
entfernt und eine Stahlkapillare wurde in die Quelle eingebaut, mit deren Hilfe tber
eine Spritzenpumpe ein Dopant in die Quelle eingebracht wurde. Das Fenster der
APCI-Quelle wurde ausgebaut, und an dessen Stelle eine Krypton VUV- Lampe (He-
raeus, Hanau, Deutschland) eingebaut (10,6 eV, A = 100-190 nm). Die APPI-Quelle
wurde mit folgenden Parametern betrieben: Auxillary Gas Flow 4 L/min, Source Gas
Flow 11 L/min, Source Gas Temperature 200 °C, Cell Acelleration Voltage 5V und
Capillary Voltage 2400 V. Die lonisation erfolgten im negative-Mode, der Triple
Quadrupol wurde, wie bei den APCI-Messungen, im pMRM betrieben.

Messung der Fettsduren mittels GC-NICI-Q-MS

Die NICI-Messungen erfolgten mit einem Shimadzu QP2010 Ultra GC-MS, welche mit
einem AOC-20i Autoinjector von Shimadzu Deutschland GmbH (Duisburg, Deutsch-
land) und einer Zebron ZB-5MS Séaule (30 m x 250 pm x 0,25 pm) von Phenomenex
(Aschaffenburg, Deutschland) ausgeristet war. Die Saule besitzt vergleichbare
Trenneigenschaften zu der oben beschriebenen DB-5 Saule. Die chromatographische
Trennung erfolgte mit den oben genannten Parametern. Die NICI-Messungen wurden
mithilfe einer Multimode-Quelle von Shimadzu Deutschland GmbH (Duisburg,
Deutschland) und mit Methan als Reaktantgas durchgefuhrt. Die Quellentemperatur
betrug 280 °C. Alle weiteren Parameter wurden durch die gerateeigene Software au-
tomatisiert mithilfe der Autotune-Funktion optimiert. Die Messungen erfolgten im SIM-
Mode, wobei die im Anhang in Tabelle 10 aufgefliihrten m/z-Verhaltnisse detektiert

wurden.
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Untersuchung der Archaeen mittels GCxGC-EI-Q-MS

Die GCxGC-Messungen erfolgten mit einem Shimadzu QP2010 Ultra GC-MS, welcher
mit einem AOC-20i Autoinjector von Shimadzu Deutschland GmbH (Duisburg,
Deutschland) ausgerustet war. Die Trennung in der ersten Dimension erfolgte mithilfe
einer Rxi5Sil-MS-Saule (30 m x 250 um x 0,25 pm), die Trennung in der zweiten Di-
mension erfolgte mithilfe einer Rxi5Sil-MS-Saule (1 m x 150 um x 0,15 um). Die Mo-
dulation erfolgte Gber einen Jet-Loop-Modulator (ZOEX Corporation, Houston, Texas,
USA) und einer Modulationszeit von 3,8 s. Ein Probenvolumen von 1 pL wurde in einen
280 °C heil3en Liner injiziert, welcher mit einem Split von 1:2 und einem Septum Purge
Flow von 1,5 mL/min betrieben wurde. Der Saulenfluss betrug 1,3 mL/min mit Helium
als Tragergas. Der Temperaturgradient startete bei 100 °C mit 15 °/min auf 110 °C,
anschlieRend linear mit 10 °/min auf 320 °C. Diese Temperatur wurde dann 5 min ge-
halten. Die Saule wurde Uber eine 320 °C heil3e Transfer Line an die EI-Quelle von
Shimadzu Deutschland GmbH (Duisburg, Deutschland) gekoppelt. Die EI-Quelle
wurde mit einer Temperatur von 230 °C und einem Scan-Bereich von m/z 45-500 be-

trieben.

3.2.2 Untersuchung der Aminosauren mittels LC-ESI-QToF-MS

Die LC-Messung erfolgte an einem 1290 Infinity Il LC System mit einer Agilent Advan-
ceBio MS Spent Media (2,1 x 150 mm), jeweils von Agilent Technologies (Waldbronn,
Deutschland). Als mobile Phasen A wurden 10 mM Ammoniumacetat in Wasser (pH 9)
verwendet, mobile Phase B bestand aus 10 mM Ammoniumacetat in Acetonitril/Was-
ser (9/1, viv) (pH 9). Der Gradient startete flir 2 min bei 90% B, sank bis zu Minute 12
auf 40% B, und dann auf 20 % B bis Minute 13. Dieser Eluent wurde bis zur 16. Minute
gehalten und anschlieend innerhalb einer Minute auf die Ausgangsbedingungen ge-

bracht. Die Flussrate betrug 0,25 mL/min.

Die Kopplung mit einem Agilent 6546 Q-ToF-MS von Agilent Technologies
(Waldbronn, Deutschland) erfolgte Uber eine GC-ESI-Quelle (G1958-65138; Agilent
Technologies, Waldbronn, Deutschland). Folgende Parameter wurden verwendet:
Temperatur 250 °C, 10 L/min Drying Gas (Stickstoff), Nebulizer 40 psi, Sheat Gas
Temperature 300 °C, Sheat Gas Flow 12 L/min, Capillary Voltage 3000 V, Nozzle Vol-
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tage 0 V, Fragmentor Voltage 125 V und Skimmer Voltage 85 V. Das QToF-MS Sys-
tem wurde mit einem Massenbereich von m/z 50-1000 mit 333 ms/spectra im negative-

Mode betrieben.

3.2.3 Identifikation der Doppelbindungsposition mittels GC-APCI-QToF-MS

Die GC-Analysen zur Bestimmung der Doppelbindungsposition wurden mit einem
Agilent 7890B GC von Agilent Technologies (Waldbronn, Deutschland), ausgestattet
mit einer DB-5-S&aule (30 m x 250 ym x 0,25 ym) und einem Agilent G4567A Autoin-
jektor, welcher bei einer Temperatur von 320 °C im splitless mode oder mit einem
Splitverhéaltniss von 1:10 betrieben wurde, durchgefuhrt. Das Injektionsvolumen betrug
1 pl. Als Tragergas wurde Helium mit einer Flussrate von 1,3 mL/min eingesetzt. Bei
der Methodenentwicklung wurden die Messungen der Einzelstandards mithilfe einer
verkirzten Methode durchgefuhrt. Hierbei wurde eine Starttemperatur von 100 °C ver-
wendet, welche linear um 40 °/min auf 320 °C gesteigert und anschlieRend 3 min ge-
halten wurde. Fur alle weiteren Messungen wurde, wie zuvor fir die APCI-Messungen
beschrieben, eine Starttemperatur von 100 °C verwendet, welche linear mit 15 °/min
auf 160 °C, anschliel3end linear mit 5 °/min auf 320 °C erhoht und 5 min gehalten
wurde. Die Kopplung mit einem Agilent 6546 Q-ToF-MS von Agilent Technologies
(Waldbronn, Deutschland) erfolgte Gber eine GC-APCI-Quelle (G312-69,100; Agilent
Technologies, Waldbronn, Deutschland). Die GC-Saule wurde Uber eine beheizte
Transferkapillare bei 320 °C mit der lonenquelle gekoppelt. Uber ein T-Stiick wurde
ein Auxillary-Gas (0,3 L/min Stickstoff) in die Quelle eingefihrt [155]. Die Verringerung
des Auxillary-Gas-Flow im Vergleich zu der fur die GC-APCI-QqQ-MS beschriebenen
Methode war notwendig, da dieses durch eine Gasflasche geleitet wurde, welche bei
Bedarf mit Benzaldehyd gefillt werden konnte. Sofern UV-Licht in der Quelle benétigt
wurde, wurde das Fenster der APCI-Quelle mit einem UVP Pen-Ray (Fischer Scienti-
fic, Waltham, Massachusetts) ersetzt, einer Quecksilberlampe mit einem Emissions-
maximum von 254 nm Wellenldnge. Die APCI-Quelle wurde mit folgenden Parametern
betrieben: Temperatur 300 °C, 10 L/min Source Gas Flow (Stickstoff), Capillary Vol-
tage 2000 V und Corona Current 40 pA. Das QToF-MS System wurde mit einem Mas-
senbereich von m/z 40-700 mit 200 ms/spectra im negative-Mode betrieben. Die Frag-

mentor Voltage betrug 150 V und die Skimmer Voltage 80 V.
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3.3 Experimenteller Teil

3.3.1 Hydrolyse der Lipide

Bei der Untersuchung des Gesamtfettsduregehaltes wurde vor der Lipidextraktion eine
Hydrolyse durchgefuhrt. Hierzu wurden die Proben in 100 pL 1S-Mix, bestehend aus
den unter Kapitel 3.1.1 aufgefiihrten internen Standards, und 60 pL Kaliumhydroxid
(10 M) geldst. Die Proben wurden 5 min in einem gekuhlten Ultraschallbad homogeni-
siert und danach fur 30 min bei 60 °C mithilfe eines Ultraschallbades inkubiert. Die
Hydrolyse wurde durch die Zugabe von 70 pL Essigsaure (50 %) beendet, wobei die
Proben mit Eis gekuhlt wurden. Anschliel3end wurde die Extraktion wie bei den freien
Fettsauren durchgefuhrt.

3.3.2 Lipidextraktion

2-Propanol (Archaeen)

Bei der Extraktion der Lipide aus dem kompletten Pellet wurde ein Zellpellet (0,5 - 1 g)
in 5 mL 2-Propanol suspendiert und in ein 15 mL Greiner-Gefal} tberfuhrt. Die Zellen
wurden 1 h im Ultraschallbad sonifiziert und fir 10 min bei 3000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein Glasvial Gberfiihrt und danach im Vakuumrotationsverdampfer
getrocknet. AnschlieRend wurde der getrocknete Uberstand mit PFB derivatisiert, wo-
bei abweichend vom Protokoll die Derivatisierung mit je 75 pL der Derivatisierungsre-
agenzien durchgefihrt wurde und die derivatisierten Fettsauren wurden abschlie3end

in 1 mL Methanol aufgenommen.

Chloroform (Archaeen)

Die Extraktion der freien Fettsauren erfolgte nach einer modifizierten Methode nach
Bligh und Dyer [156]. Die Archaeenzellen (20 mg) wurden in einem Glasvial mit 750 pL
Methanol, 750 pL Chloroform und 2 pL Essigséure gelést und 45 min in einem gekuhl-
ten Ultraschallbad beschallt, wobei die Proben alle 15 min fir 1 min mithilfe eines
Kreisschittlers durchmischt wurden. Die Probe wurde 3 min bei 2000 g zentrifugiert,
der Uberstand wurde entfernt und das Pellet wurde mit 375 puL Methanol und 375 pL
Chloroform erneut gewaschen. Die Uberstande wurden im Vakuumrotationsverdamp-

fer bei 45 °C getrocknet.
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MTBE (Plasma, Serum, Archaeen und Fischol)

Die Extraktion der freien Fettsauren erfolgte nach einer modifizierten Methode nach
Matyash et al. [157]. Hierbei wurden 10 pL Plasma, Serum oder eine definierte Menge
an Archaeen (20-200 mg Zellpellet) mit 100 pL IS-Mix versetzt (je 500 nM) und mit
5 pL Essigsaure angesauert. Die Proben wurden mit 200 uL Methanol versetzt und
danach 5 min in einem gekuihlten Ultraschallbad homogenisiert. Anschliel3end wurden
die Proben mit 600 uL MTBE versetzt und 5 min mithilfe eines Kreisschuttlers durch-
mischt. Nach der Zugabe von 300 pL Wasser wurden die Proben erneut 5 min mithilfe
eines Kreisschuttlers durchmischt. Die obere, organische Phase wurde in ein anderes
Vial Uberfuhrt, die untere Phase wurde erneut mit 300 uL MTBE extrahiert. Die verein-
ten organischen Phasen wurden mithilfe eines Vakuumrotationsverdampfer bei 45 °C

getrocknet.

Automatisierte Lipidextraktion mittels Multipurpose Sampler

Fur die Bestimmung der freien Fettsauren wurden 1 Millionen Tumorzellen mit Metha-
nol und Wasser in ein Glasvial Uberfihrt und mit internem Standard versetzt (2 uM
Endkonzentration). Fur die Bestimmung des Gesamtfettsduregehaltes wurden die Pro-
ben zunéchst hydrolysiert (siehe Kapitel 3.3.1) und danach wie bei der Bestimmung

der freien Fettsduren aufgearbeitet.

Der Multipurpose Sampler (MPS Pro) der Firma Gerstel (Mulheim an der Ruhr,
Deutschland) wurde zusammen mit Pia Wittenhofer fur die Extraktion der von der AG
Gruner kultivierten Zelllinien eingesetzt. Die Extraktion erfolgte mit der im Folgenden
beschriebenen Methode: 5 uL Essigsaure sowie 300 uL Methanol, 500 uL MTBE und
500 uL Wasser wurden hinzugegeben, wobei die Proben nach jedem Schritt geschit-
telt wurden (5 min, 2000 rpm). Anschlie3end wurde die Proben zentrifugiert (5 min,
4500 g) und 300 pL der oberen organischen Phase in ein neues Vial Uberfuhrt. Zur
verbleibenden wassrigen Phase wurden 100 pL Methanol und 300 uL MTBE gegeben
und erneut geschittelt (5 min, 2000 rpm). Nach der Zugabe von 100 uL Wasser wurde
wieder geschittelt (5 min, 2000 rpm) und anschlieRend zentrifugiert (5 min, 4500 g).
Es wurde 300 pL der oberen organischen Phase entnommen und mit der organischen
Phase aus dem ersten Extraktionsschritt vereint. Beim dritten Extraktionsschritt wur-
den 300 pL MTBE zu der wassrigen Phase gegeben, geschuttelt (5 min, 2000 rpm)
und zentrifugiert (5 min, 4500 g). Von der oberen organischen Phase wurden 400 pL

entnommen und die vereinten organischen Phasen wurden getrocknet. Die Trocknung
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der Proben erfolgte fir 10 min im Rotationsverdampfer bei 250 rpm, einer Temperatur
von 50 °C sowie einem Druck von 600 mbar, welcher nach 5 min auf 100 mbar redu-
ziert wurde. AnschlieBend wurden die Proben entnommen und bis zur Messung

bei -80 °C gelagert.

3.3.3 Derivatisierung von Lipiden

Die getrockneten Lipidextrakte wurden in 20 pL Diisopropylethylamin in Dichlormethan
(1/9; viv) gelost. Es wurden 20 pL Pentafluorobenzylbromid in Dichlormethan hinzuge-
geben (1/9; v/v) und die Proben wurden fir 60 min bei 50 °C in einem Aluminiumtro-
ckenbad inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben mittels Vakuumverdamp-
fers bei 45 °C getrocknet, in 100 pL Methanol aufgenommen und bis zur Messung bei

-80 °C gelagert.

3.3.4 Festphasenextraktion

Eine C18-Festphasenextraktionssaule (SPE Superclean LC-18 von Supelco (Traufkir-
chen, Deutschland)) wurde mit 10 mL Methanol und anschlieRend mit 10 mL Wasser-
Methanol-Gemisch (95/5, v/v) konditioniert. Die Lipidextrakte wurden in 2 mL Metha-
nol/Wasser-Gemisch gel6st (20/80; v/v) und mit 80 uL Essigsaure angesauert. Die
Probe wurde auf die konditionierte Saule gegeben und die Saule wurde mit 5 mL Was-
ser-Methanol-Gemisch (95/5, v/v) gewaschen und mit dem angelegten Vakuum ge-
trocknet. Die auf der Saule retardierten Lipide wurden anschliel3end mit 10 mL Metha-
nol eluiert und das Lipidextrakt wurde mit einem Rotationsverdampfer bei 30 °C ge-

trocknet.

3.4 Software

Fur die Planung der Design-of-Experiments (DoE) wurde Modde, Version 12.1, (Sar-
torius, Goettingen, Deutschland) verwendet. Die Datenauswertung bei APCI-QgqQ-MS
und APPI-QgQ-MS erfolgte mithilfe von Skyline-daily, Version 21.0.9.118 (MacCoss
Lab, UW, Washington, USA).
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Die Datenauswertung der NICI-Q-MS und EI-Q-MS Messungen erfolgte mithilfe
von LabSolutions, GCMSsolution Version 4.45SP1 von Shimadzu Deutschland GmbH
(Duisburg Deutschland). Die Visualisierung der GCxGC-Messungen erfolgte mithilfe
von GC-Image, Version 2.0b5 (ZOEX Corporation, Houston, Texas, USA).

Die Berechnung der Kalibrationsgeraden fur den Vergleich der APCI-, APPI-
und NICI-Quelle wurde mit GraphPad Primn, Version 5.02 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA) durchgeflhrt.

Die Chromatogramme der APCI-QToF-Messungen wurden mit einer Function
width von 25 Punkten und einer Gaussian width von 10.000 Punkten mithilfe der Mass
Hunter Workstation Software, Qualitative Analysis Navigator Version B.08.00 Build
8.0.8208.0 von Agilent Technologies, Waldbronn (Deutschland) geglattet und ausge-

wertet.

Grafiken wurden mit Excel und PowerPoint erstellt. Die Doktorarbeit wurde mit
Word geschrieben was auch zur Prifung von Rechtschreibung und Grammatik ver-

wendet wurde (Microsoft 365, Microsoft Corporation, Redmond, USA).

Die Geratesteuerung der GC-MS Systeme erfolgte Giber Mass Hunter Workstation
Software GC/MS Acquisition (Version B.08.02) von Agilent Technologies (Waldbronn,
Deutschland), beziehungsweise lber LabSolutions, GCMSsolution Version 4.45SP1
von Shimadzu Deutschland GmbH (Duisburg Deutschland). Die Steuerung des Multi-
purpose Samplers erfolgte tUber Gerstel Maestro Version 1.5.4.27 (Muhlheim an der
Ruhr, Deutschland).
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Entwicklung einer sensitiven Detektionsmethode fir Fettsauren

Die in diesem Kapitel gezeigten Daten sind in der Publikation “Potential of atmo-
spheric pressure ionization sources for the analysis of free fatty acids in clinical
and biological samples by gas chromatography-mass spectrometry“ 2022 in Zu-
sammenarbeit mit P. Wittenhofer J.F. Ayala-Cabrera und S.W. Meckelmann bei
Analytical and Bioanalytical Chemistry 414, 6621-6634 verdffentlicht worden
[158]. (https://doi.org/10.1007/s00216-022-04223-z)* Des Weiteren sind Daten
enthalten, welche in Kooperation mit AG Gruner: Zellplastizitat und Metastasie-
rung der Inneren Klinik (Tumorforschung) des Universitatsklinikums Essen und
AG Littwitz-Salomon des Instituts fur translationale HIV-Forschung des Universi-
tatsklinikums Essen entstanden sind. Die Daten aus der Kooperation mit Frau
Littwitz-Salomon wurden unter dem Titel ,Fatty acids are crucial to fuel NK cells
upon acute retrovirus infection® 2023 in Zusammenarbeit mit S. Schimmer, T.
Werner, S. W. Meckelmann, D. Mittermdller, K. Finlay, U. Dittmer und E. Littwitz-
Salomon bei Frontiers in Immunology 14:1296355 veroffentlicht [159].
(https://doi.org/10.3389/fimmu.2023.1296355)**

* This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons CC BY

license, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided

the original work is properly cited.

** Copyright © 2023 Schimmer, Mittermiller, Werner, Gors, Meckelmann, Finlay, Dittmer and
Littwitz-Salomon. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Com-
mons Attribution License (CC BY). The use, distribution or reproduction in other forums is permit-
ted, provided the original author(s) and the copyright owner(s) are credited and that the original
publication in this journal is cited, in accordance with accepted academic practice. No use, distri-

bution or reproduction is permitted which does not comply with these terms.

4.1.1 Einleitung

PFB-Derivate haben den Vorteil, dass sie sehr effizient im negative-Mode ionisiert wer-
den kdnnen, wahrend viele andere Substanzen oft nicht, oder nur ineffizient, im nega-
tive-Mode ionisierbar sind. Da auch moderne GC-Atmospharenquellen in der Lage

sind, eine weiche lonisation im negative-Mode durchzuflhren, wurden zunachst eine
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Ergebnisse und Diskussion

APCI-, eine APPI- und eine NICI-Quelle fur die Analyse von Fettsduren optimiert und
anschlielend in Bezug auf ihre analytischen Kenngrof3en wie Nachweisgrenzen, Be-
stimmungsgrenzen und dem Bestimmtheitsmald der Kalibration miteinander vergli-
chen. Die GC-Bedingungen sind hierbei fur alle Messungen konstant gehalten worden,
sodass gemessene Unterschiede auf die verwendeten Quellen zuriickzufthren sind.
Die MS-Bedingungen wurden bei den jeweiligen Quellen wie im Folgenden beschrie-

ben optimiert.

4.1.2 Methodenoptimierung

Optimierung der Derivatisierung

GC-Methoden zur Fettsdureanalytik erfordern haufig einen Derivatisierungsschritt.
Hierzu bieten sich verschiedene Reaktionen an, wie Methylierungs- oder Silylierungs-
reaktionen (Abbildung 6) [63,64,66]. Meist werden Derivatisierungen dazu genutzt, um
die Flichtigkeit von Substanzen zu verbessern, sie haben aber auch einen Einfluss
auf ihr lonisationsverhalten. So erméglicht eine Derivatisierung mit PFB eine selektive
lonisierung der Analyten im negative-Mode [52,57,74]. Um die Sensitivitat der Methode
zu maximieren, wurde zunachst die Derivatisierung optimiert. Das Ziel hierbei war die
Maximierung des Analytsignals, wahrend Kontaminationen maoglichst minimiert wer-

den sollten.

Die Vermeidung von Kontaminationen ist eine grof3e Herausforderung bei der
Fettsdureanalytik. Vor allem Palmitinsaure (FA 16:0) und Stearinsaure (FA 18:0), in
geringeren Mengen auch andere kurz- bis mittellange Fettsauren kommen in der Um-
welt ubiquitar vor [51-54], und kénnen oft nur minimiert, aber nicht verhindert werden.
Um eine kontaminationsbedingte Erh6hung der Nachweisgrenzen zu verhindern, wur-
den die verwendeten Chemikalien und Laborausristung auf ihren jeweiligen Einfluss

auf die Hintergrundkontamination untersucht und diese so weit wie mdglich minimiert.

Um das Volumen des Derivatisierungsreagenzes zu optimieren, wurde die PFB-
Derivatisierung der Fettsaure ?Hz-FA 15:0 (1 uM) mit verschiedenen Volumina an De-
rivatisierungsreagenz durchgefiihrt, wobei die Konzentration konstant bei 10% gehal-
ten wurde. Anschliel3end wurden die Proben mittels GC-APCI-QqQ-MS analysiert. Der
deuterierte Standard wurde gewahlt, um kontaminationsbedingte Schwankungen zu

vermeiden. Die Intensitdt des Analyten weist keine signifikanten Unterschiede auf
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(t-Test; p-Wert >0,05; 2-seitig, heteroskedastisch), die Intensitat der Hintergrundkon-
tamination steigt hingegen mit dem eingesetzten Volumen an (Abbildung 13 A). Um

diese zu minimieren, wird daher ein Volumen von 20 uL fir die Derivatisierung einge-

setzt.
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Abbildung 13: Optimierung der PFB-Derivatisierung. A: Einfluss des Volumens an Derivatisie-
rungsreagenz auf die Hintergrundkontamination der Fettsauren FA 8:0, FA 10:0, FA 12:0,
FA 14:0, FA 16:0 und FA 18:0. Hohere Volumina des Derivatisierungsreagenz filhren zu héheren
Intensitaten an Hintergrundkontaminationen, wahrend sich die Intensitat des internen Standards
2H,-FA 15:0 (1 uM) nicht signifikant andert. B: Einfluss der Konzentration des Derivatisierungs-
mittels (2 und 10 %) auf die Intensitat der Analyten und Hintergrundkontamination. Der interne
Standard 2H,-FA 15:0 (1 uM) zeigt einen Anstieg der Intensitat, wahrend die Intensitat der Hinter-
grundkontaminationen sich nicht signifikant andert. C: Die Stabilitat der PFB-Derivate bei Raum-

temperatur wurde Uber einen Zeitraum von 10 Tagen untersucht [modifiziert nach [158]].

Bei der Konzentration des Derivatisierungsmittels gibt es je nach Publikation
starke Unterschiede [57,71,160]. Um diese zu optimieren, wurde die zuvor verwendete
10%ige Losung mit einer 2 %igen Losung verglichen. Hierzu wurde wie zuvor
°H2-FA 15:0 (1 puM) derivatisiert und analysiert. Die Intensitat des Analyten wurde an-
schlieRend mit der Intensitéat der aus den zu vorigen Messungen bekannten Kontami-
nationen verglichen (Summe aus FA 8:0 bis FA 18:1, siehe Abbildung 13 A). Wahrend
kein Zusammenhang zwischen der Konzentration der Derivatisierungsreagenzien und
den Hintergrundkontaminationen festzustellen ist (t-Test; p-Wert >0,05), ist die Inten-
sitat der Analyten bei Derivatisierung mittels des 10%igem Derivatisierungsreagenz
sehr signifikant (t-Test; p-Wert <0,01) erhtht (Abbildung 13 B). Dies kann auf eine
unvollstandige Derivatisierung bei Verwendung des 2%igen Derivatisierungsreagenz
zuruckgefuhrt werden. Um eine vollstdndige Derivatisierung der Fettsduren zu errei-

chen, wurde daher im Folgenden 10%iges Derivatisierungsreagenz eingesetzt.
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Die Stabilitdt der Analyten ist bei analytischen Studien von grof3er Bedeutung.
Kommt es wahrend einer Messequenz zu einer Zersetzung der Analyten, kann dies zu
systematischen Fehlern fihren. Zudem ist bekannt, dass die lonisierungseffizienz von
APCI-Quellen groReren Schwankungen als andere lonenquellen im gaschromatogra-
phischen Bereich unterliegt [96,105,106]. Um diese Faktoren zu untersuchen, wurden
10 puM Palmitinsaure (FA 16:0) und Arachidonsaure (FA 20:4) derivatisiert, 10 uM Ste-
arinsaure (FA 18:0) wurde als interner Standard verwendet. Die Losung wurde auf funf
verschiedene Vials aufgeteilt, welche Uber einen Zeitraum von zehn Tagen bei Raum-
temperatur gelagert und in regelméafligen Abstanden mittels GC-APCI-MS analysiert
wurden. Es konnte Uber den untersuchten Zeitraum kein Absinken der relativen Sig-
nalintensitat festgestellt werden (Abbildung 13 C), sowohl die gesattigten wie auch un-
gesattigten Fettsdurederivate sind somit lagerstabil. Auch bei der absoluten Signalin-
tensitat der drei untersuchten Fettsduren (siehe Anhang, Abbildung 40) kann ein sol-
cher Trend nicht festgestellt werden, wobei die Standardabweichungen und die Ab-
weichungen zwischen den verschiedenen Tagen hier, wie erwartet, deutlich héher

sind.

Optimierung der lonisierungs- und Detektionsparameter

Um die Sensitivitat und Selektivitat der Methode zu maximieren, wurden verschiedene
lonisierungsparameter optimiert. Fir die APCI-Quelle wurden die durch die Software
steuerbaren Parameter (Corona Current, Source gas flow, Source gas temperature,
Nitrogen auxiliary gas flow und Capillary voltage) untersucht. Zur Reduktion der hierzu
notwendigen Experimente wurde ein DoE-Ansatz mit einem Lineare Process Model
gewahlt. Dieses umfasste insgesamt 61 Experimente (Abbildung 14 A) was einen gu-
ten Kompromiss zwischen Genauigkeit des Modells und der Anzahl der hierfir beno-
tigten Experimente darstellte. Als Standards wurden Palmitinsaure (FA 16:0), Stearin-
saure (FA 18:0) und Arachidonséaure (FA 20:4) mit einer Konzentration von je 1 uM

untersucht.

Das Model zeigt, dass Corona Current, Gas flow und Gas Temperature die ein-
flussreichsten Faktoren fur die lonisierung von PFB-Derivaten sind, wahrend andere
Faktoren lediglich einen geringen Einfluss aufweisen. Im direkten Vergleich zwischen
den urspringlichen Parametern vor der Optimierung und den durch die Optimierung

erhaltenden Parametern zeigt sich, dass die Peakintensitdten bei den untersuchten
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Fettsauren verfunffacht, das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis verdoppelt wurde (Abbil-
dung 14 B).
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Abbildung 14: Optimierung der Atmosphdarendruckionenquellen. A: Die lonisationsbedingungen
der APCI- und APPI-Quelle wurden mithilfe eines DoE-Models optimiert. Gezeigt ist die Optimie-
rung der APCI-Quelle mit FA 18:0. B: Die Optimierung der APCI-Methode flihrte zu einem deutli-
chen Anstieg der Sensitivitat. Die Chromatogramme zeigen FA 16:0, FA 18:0, und FA 20:4 mit
einer Konzentration von je 1 uM welche vor (oben) und nach (unten) der Optimierung gemessen
wurden. Hierbei zeigte sich nach der Optimierung eine Verfiinffachung des analysierten Signals.
C: Einfluss von verschiedenen Dopanten auf die Signalintensitat der Fettsauren FA 12:0,
FA 14:0, FA 16:0, FA 20:0, und FA 24:0 bei Verwendung der APPI-Quelle [modifiziert nach [158]].

Die APPI-Quelle unterscheidet sich von der APCI-Quelle durch die Installation
einer Krypton VUV-Lampe, welche anstelle der APCI-Nadel fur die lonisation verant-
wortlich ist. Um die lonisation zu verbessern, bzw. Gberhaupt zu ermdglichen, wird bei
der APPI in der Regel ein Dopant verwendet. Fur die Optimierung wurde ein Mix aus
funf verschiedenen mit PFB-derivatisierten Fettsaurestandards mit Aceton, Diethyl-
ether, Tetrahydrofuran, Toluol, Benzol und Chlorbenzol als Dopanten untersucht. Da-
bei zeigen sich grol3e Unterschiede zwischen den verwendeten Dopanten (Abbil-
dung 14 C). Da die Fettsauren bei der Verwendung von Toluol sowohl bei der kiirzes-
ten (FA 12:0) als auch bei der langsten analysierten Fettsdure (FA 24:0) eine hohe

Signalintensitat und eine geringe Standardabweichung aufweisen, wurde dieses bei
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den folgenden Messungen als Dopant eingesetzt. Anschliel3end wurde unter Verwen-
dung eines DoE die ubrigen Quellenparameter (dopant flow, source gas temperature,
capillary voltage, source gas flow und nitrogen auxiliary gas flow) optimiert. Hierbei
zeigten sich jedoch Unstimmigkeiten zwischen den mit dem DoE bestimmten und den
experimentell gemessenen Parametern, weshalb die Werte einzeln tUberprift und an-
gepasst wurden. Die optimierten Werte sind der unter 3.2.1 aufgefihrten Methode zu

entnehmen.

Selective Reaction Monitoring (SRM)-Methoden, bei denen im ersten Quadru-
pol ein Molekul selektiv ausgewahlt, dieses in der Kollisionszelle fragmentiert wird und
ein charakteristisches Fragment im dritten Quadrupol untersucht wird, kbnnen grol3e
Vorteile in Bezug auf die Selektivitat einer Methode bieten. Um zu untersuchen, ob bei
den untersuchten Fettsauren eine selektive Fragmentierung moglich ist, wurde eine
Mischung aus drei Fettsaurestandards (6 uM) mit unterschiedlichen Polaritatseigen-
schaften mittels PFB derivatisiert und anschlieRend mittels APCI-MS unter Verwen-
dung unterschiedlicher Kollisionsenergien untersucht. Der erste Quadrupol wurde hier-
bei auf das m/z-Verhéltnis des [M-PFB]-lons eingestellt, wahrend der dritte Quadrupol
im Scan Modus betrieben wurde (FA 10:0: m/z 50-180; FA 18:0: m/z 50-290; FA 24.0:
m/z 50 bis 380). Es konnte zwar durch die abfallende Intensitat des [M-PFB]-lons fest-
gestellt werden, dass es zu einer Fragmentierung des lons kommt. Allerdings wurden,
wie schon bei friheren Publikationen, keine charakteristischen Fragmente identifiziert,
welche fiur die Identifikation der Fettsauren genutzt werden kénnen (Anhang, Abbil-
dung 41) [53,161]. So wurden von Koch et al. bei einer Analyse von tber 40 Fettsauren
gezeigt, dass es lediglich bei Fettsauren mit vier oder mehr Doppelbindungen zu einer
Abspaltung von CO2 kommt. Fettsauren mit weniger oder keinen Doppelbindungen
zerfallen zwar ab einer gewissen Spannung, die gebildeten Fragmente sind jedoch
analytisch nicht nutzbar [53]. Aufgrund dessen wird fur die Analyse von ionisierte Fett-
sauren Ublicherweise ein pseudoSRM genutzt [53,161], das heil3t, sowohl der erste
wie auch der dritte Quadrupol wurden mit dem m/z-Verhéaltnis des [M-PFB]-lons be-
trieben, ohne dass eine Kollisionsenergie zur Fragmentierung der Analytionen verwen-
det wird. Da der Einsatz der Methode nicht auf die verwendeten Fettsauren beschrankt
sein soll, enthalt die Methode neben den als Standard eingesetzten Fettsduren noch

eine grol3e Anzahl weiterer Fettsduren (insgesamt 75 verschiedene Fettsduren), deren
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Retentionszeit entweder durch Standards bestimmt oder mithilfe der umliegenden
Fettsauren mithilfe der Formel

Formel 1: Berechnung der Retentionszeit einer nicht als Standard verfigbaren Fettsaure am Bei-

spiel von Undecansaure

RT (FA 10:0)+RT (FA 12:0)
2

RT (FA 11:0)=

berechnet wurde. Dies ermoglicht eine schnelle Neuberechnung der Retentionszeiten,
wenn dies beispielsweise nach einem Wechsel der Saule notwendig ist. Die zu erwar-
tende Abweichung zu den tatsédchlichen Retentionszeiten ist aufgrund der Gro3e der
gewahlten Retentionsfenster zu vernachlassigen. Die vollstandige Liste der untersuch-

ten Fettsauren ist im Anhang in Tabelle 10 zu finden.

Die NICI-Quelle wird automatisch tiber die Auto Tune Funktion optimiert, analog
zu einer El, weshalb die ionizations voltage, ion optics und die Detektor-spezifischen
Parameter nicht manuell angepasst wurden. Da jedoch die Temperatur der lonen-
guelle sowohl fur die lonisation wie auch fiir die Robustheit des Systems eine grofRe
Rolle spielt, wurde der Einfluss der Quellentemperatur untersucht. Hierbei zeigt sich
ein Optimum bei 250 °C, wobei die Unterschiede nur sehr gering sind und sich das
Optimum je nach Fettsdure unterscheidet. Zudem zeigte es sich, dass es Uber die
Messungen zu einer Kontamination der lonenquelle kam, weshalb die Temperatur in
Anlehnung an Quehenberger et al. auf 280 °C erhdht wurde [57]. Diese Temperaturer-
hohung fuhrte zu einer deutlich robusteren Analysenmethode, sodass auch bei der
Analyse von biologischen Proben mit hohen Matrixanteil keine Kontamination der

Quelle zu beobachten war.

4.1.3 Charakterisierung der Methode

Chromatographische Trennung und Detektion

Wahrend zur Trennung von FAMESs ublicherweise polare stationare Phasen wie Wax
(Polyethylenglycol) oder FFAP (mit Nitroterephthalsaure modifiziertes Polyethylengly-
col) eingesetzt werden [63,162,163], ist dies bei PFB-Derivaten aufgrund ihres héhe-
ren Siedepunkts nicht méglich. Diese werden h&ufig mit unpolaren stationaren Phasen
wie DB-5 ((56%-Phenyl-)methylpolysiloxan) analysiert [57,74], was jedoch bei ungesat-

tigten Fettsduren zu Coelutionen fihren kann.
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Die hier beschriebene Methode ermoglicht eine Trennung der am weitesten ver-
breiteten gesattigten Fettsauren auf Basis ihrer Kettenlange mit einer Analysenzeit von
41 min. Da die Methode primar fir die sensitive Analyse von Fettsauren in Archaeen
entwickelt wurde, spielt die lange Analysenzeit nur eine untergeordnete Rolle. Die
Trennung von zehn gesattigten, acht ungesattigten sowie flinf internen Standards un-
ter Verwendung der APCI (A), APPI (B) und NICI (C) Quelle sind in Abbildung 15 dar-
gestellt.

FATE:0 £p18:0
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75 1 FA 22:0
50 1 l FA 24:0
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25 l
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Abbildung 15: GC-MS Analyse eines Fettsauremischung. Der Mix (30 uM) besteht aus FA 8:0-
FA 26:0 mit unterschiedlichen Sattigungsgraden. Bei allen Analysen wurden identische chroma-
tographische Bedingungen genutzt. Zur besseren Orientierung wurden die gesattigten Fettsau-
ren (schwarz) beschriftet. Anders als bei FAMESs eluieren ungeséttigte Fettsauren (grau) bei PFB-
Derivaten vor ihrer gesattigten Varianten. Untersucht wurde die lonisation mittels APCI- (A), APPI
(B) und NICI-Quelle (C). Wahrend die lonisierung bei der Verwendung einer APCI-Quelle zu einer
gleichmaligen Effizienz von Fettsduren im Bereich von FA 10:0-FA 20:0 fuhrt, zeigt die APPI-
Quelle eine hdhere lonisationseffizienz fur langkettige Fettsduren und die NICI-Quelle eine bes-
sere Effizienz fur kurzkettige Fettsduren. Die Verschiebungen in der Retentionszeit, welche ins-
besondere zwischen der NICI- und den API-Quellen zu beobachten ist, kann auf instrumentelle

Unterschiede zuriickgefuhrt werden [modifiziert nach [158]].

Wie aus Abbildung 15 hervorgeht, sind die gesattigten Fettsduren basislinien-
getrennt. Bei einigen ungeséttigten Fettsauren (FA 18:1 bis FA 18:3 sowie FA 20:4
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und FA 20:5) werden jedoch Coelutionen beobachtet (hellgraue Peaks). Genauere In-
formationen Uber die Retentionszeiten und Peakbreiten der untersuchten Fettsduren
sind Tabelle 4 zu entnehmen. Keine der drei verwendeten lonenquellen hat die Fett-
sauren in einer relevanten Menge fragmentiert. Daher kann die Detektion und Quanti-
fizierung der einzelnen Fettsauren mithilfe des [M-PFB]-lons erfolgen, welches dem
[M-H]-lons der urspriinglichen Fettsdure entspricht. Dies ermdoglicht eine sensitive
Identifikation der Fettsauren mithilfe der Retentionszeit sowie des m/z-Verhaltnisses.
Da eine hohere Anzahl an Doppelbindungen zu einer Reduktion des m/z-Verhaltnisses
fuhrt, kdnnen mithilfe dieses m/z-Unterschieds coeluierende Fettsauren identifiziert

werden.

Die APCI-Quelle weist fur eine groRe Anzahl der gesattigten Fettsauren nur ge-
ringe Unterschiede in der lonisationseffizienz auf. Dies resultiert insbesondere bei Fett-
sauren mit einer Kettenlange von zehn bis zwanzig Kohlenstoffatomen in &hnlichen
Intensitaten der jeweiligen Peaks im Chromatogramm (Abbildung 15 A), wodurch eine
Reduzierung der fur die Quantifizierung benétigten internen und externen Standards
maoglich wird. Sowohl die APPI- wie auch die NICI-Quelle zeigen deutliche Unter-
schiede in der lonisationseffizienz. So ist die APPI-Quelle besser fiir die lonisation von
mittel- und langkettigen Fettsauren (Abbildung 15 B), die NICI-Quelle hingegen besser
fur kurz- und mittelkettige Fettsduren geeignet (Abbildung 15 C). Auffallend hierbei ist
vor allem die geringe lonisationseffizienz der APPI fur Fettsduren bis zu einer Ketten-
lange von 14 Kohlenstoffatomen. Bei der APPI hangt die lonisationseffizienz von der
Differenz der bendétigten lonisationsenergie von Dopant und Analytmolekll ab. Diese
kann sich abhangig vom untersuchten Analyten sehr unterscheiden, insbesondere bei
Analyse von Analyten mit grof3en strukturellen Unterschieden wie Caprylsdure
(FA 8:0) und Cerotinséaure (FA 26:0), weshalb eine gleichbleibende lonisationseffizi-
enz fur alle untersuchten Fettsauren nicht erreicht werden konnte. Auffallend bei der
APPI-Quelle ist zudem, dass die Unterschiede von gesattigten Fettsauren zu ihren
ungesattigten Derivaten bei der APPI-Quelle deutlich geringer sind, bei einigen Fett-
sauren wird die Intensitat der gesattigten Fettsaure sogar Uberstiegen. Somit konnte
gezeigt werden, dass bei der lonisation mittels APPI die Kettenlange einen deutlich

groReren Einfluss auf die lonisationseffizienz hat als die Anzahl an Doppelbindungen.
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Sensitivitat

Um die Methode zu charakterisieren und einen Vergleich der Leistungsfahigkeit der
verschiedenen Quellen zu ermdéglichen, wurden angelehnt an die ,EMA guidelines for
bioanalytical method validation” (seit dem 27.07.2022 Uberarbeitet und umbenannt in
ICH Guideline M10 on bioanalytical method validation) die Nachweisgrenzen (Signal
zu Rausch-Verhaltnis (s/n) = 3) und die untere Bestimmungsgrenzen (s/n = 5 bei einer

Prazision (engl. Accuracy) von £20 %) bestimmt [164].

Die sensitivsten Nachweisgrenzen weist die APCI-Quelle mit 30 und 300 nM (3
bis 30 fmol oder 0,4 bis 8 pg on column) auf (Tabelle 5). Somit ist die Sensitivitat der
Methode vergleichbar mit in der Literatur beschriebenen Methoden, welche je nach
Methode im unteren bis oberen femtomolaren Bereich on-column liegen [165,166].
Auch wenn die NICI-Quelle mit 10 bis 1.000 nM (1 bis 100 fmol oder 0,1 bis 25 pg on
column) bei einzelnen Fettsauren etwas sensitiver ist, liegt ihre Sensitivitdt im Durch-
schnitt unter der der APCI-Quelle, insbesondere bei FA 8:0 erweist sich die lonen-
guelle mit einer Nachweisgrenze von 6.000 nM als deutlich weniger sensitiv als die
APCI-Quelle (30 nM). Die APPI-Quelle zeigt fur Fettsduren ab einer Kettenlange von
14 Kohlenstoffatomen eine Nachweisgrenze zwischen 100 und 3.000 nM (10 bis
300 fmol oder 2 bis 90 pg on column), kiirzere Fettsauren kénnen jedoch wie im Fall
von Caprylsaure (FA 8:0) gar nicht nachgewiesen werden, oder die Nachweisgrenze
lag wie bei Caprinsdure (FA 10:0) und Laurinsdure (FA 12:0) mit 30.000 und
20.000 nM mehrere GroRenordnungen tber den tbrigen untersuchten Fettsduren.

Bei einem Vergleich der beschriebenen GC-Methode mit HPLC-Methoden missen ei-
nige Parameter wie Injektionsvolumen und Splitverhaltnis beachtet werden. GC-Mes-
sungen werden Ublicherweise mit einem Split-Verhaltnis zwischen 1:10 bis 1:100
durchgefuhrt. Die injizierten Volumina bei LC sind zudem oft deutlich grol3er als bei
GC, was einen direkten Vergleich zwischen diesen beiden Systemen zusétzlich er-
schwert. Aktuelle LC-Methoden zeigten beispielsweise, bezogen auf die Konzentration
in der untersuchten Probe, mit 5 bis 100 nM etwas geringere Nachweisgrenzen als die
hier beschriebene Methode. Wird die Konzentration jedoch auf die Stoffmenge on co-
lumn bezogen, lagen die Methoden mit 50 bis 1.000 fmol deutlich Gber der neu entwi-
ckelten GC-APCI-Methode [53,167].
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Robustheit

Nach der EMA guidelines for bioanalytical method validation darf die Tag-zu-
Tag-Varianz einer Methode an der unteren Bestimmungsgrenze bei maximal 20 % lie-
gen. Um dies zu uberprifen, wurde ein Fettsauremischstandard derivatisiert und an
drei verschiedenen Tagen mittels GC-APCI-MS untersucht. Hierbei liegen alle Varian-
zen unter den Vorgaben der EMA, mit Ausnahme von Palmitoleinsaure (FA 16:1) und
Linolenséure (FA 18:3), welche diese mit jeweils 23 % leicht Uberschreiten (Abbil-
dung 16 A). Diese Abweichung lasst sich jedoch vor allem auf die Standardabwei-
chung der verwendeten APCI-Quellen zurtckfuhren, welche laut Literatur zwischen 10
bis 60 % liegt [96,105,106].

Die Verschleppung darf nach EMA-Richtlinie maximal 20 % der unteren Bestim-
mungsgrenze betragen. Um dies zu uberprifen, wurde direkt nach der Messung des
hdchsten Kalibrationspunktes (30 puM) reines Methanol injiziert und gemessen. Bei kei-
ner der untersuchten Fettsduren konnte eine Verschleppung detektiert werden, was in
Abbildung 16 B am Beispiel von Palmitinsdure (FA 16:0) und Stearinsaure (FA 18:0)
gezeigt ist. Die Vorgaben der EMA-Richtlinie sind somit erfullt.

A B 140 4 FA 16:0
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Abbildung 16: Tag-zu-Tag-Varianz und Verschleppung der APCI-Methode. A: Standards wurden
an den jeweiligen unteren Bestimmungsgrenzen mittels GC-APCI-MS an drei verschiedenen Ta-
gen gemessen und die Varianz der Fettsduren wurden fiur jede einzelne Fettsaure bestimmt. B:
Um die Verschleppung fur die GC-APCI-MS zu bestimmen, wurde im Anschluss an einen hoch-
konzentrierten Standard (30 pM) reines Methanol injiziert und gemessen. Wie anhand von
FA 16:0 und FA 18:0 gezeigt, ist bei den Retentionszeiten der Fettsduren (FA 16:0: 22,95 min;
FA 18:0: 25,97 min) kein Peak, und somit keine Verschleppung, sichtbar [modifiziert nach [158]].
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4.1.4 Analyse von Fettséuren in biologischen Proben

Plasma/ Serum

Nach Evaluation aller Methoden stellt sich die APCI-Methode als die am besten geeig-
nete Methode flr die Bestimmung von Fettsauren heraus. Diese Methode wurden ver-
wendet um Plasma und Serum, beides Proben die in medizinischen Studien haufig
untersucht werden, zu analysieren. Hierbei wurden die Proben zur Bestimmung der
freien Fettsduren zunachst mit MTBE extrahiert [157], mit PFB derivatisiert und
schlie3lich mittels GC-APCI-MS analysiert. Um die gebundenen Fettsduren zu erfas-

sen, erfolgte vor der Extraktion ein Hydrolyseschritt.

Die freien Fettsauren Palmitinsaure (FA 16:0), Stearinsaure (FA 18:0), Olsaure
(FA 18:1) und Linolsaure (FA 18:2) sind die abundantesten Fettsauren in den unter-
suchten Proben (Abbildung 17). Zudem liegen verschiedene gesattigte und ungesat-
tigte Fettsduren mit einer Kettenlange von 12 bis 22 Kohlenstoffatome in dem Plasma
und Serum vor. Bei den freien Fettsauren zeigt sich bei den Plasmaproben in einem
Vergleich zu einer Studie von Bowden et al. fir die Konzentration von Olsaure (136 +
23 uM) und Linolsaure (78 + 11 uM) eine hohe Ubereinstimmung (110 uM/ 44 uM)
[21]. Die Konzentrationen von Palmitinsaure (144 + 34 pM) und Stearinsaure (68 *
12 uM) liegt deutlich Uber den von Bowden et al. beschriebenen Werten
(43 uM/15 uM) [21], da es sich hierbei um haufig auftretende Kontaminationen handelt,
sind hierbei hohe Abweichungen zwischen verschiedenen Studien nicht untblich [51-
54]. Zudem ist es gelungen, mit Laurinsaure, Myristinsaure und Eicosapentaensaure
einige Fettsauren nachzuweisen, welche zuvor nicht als freie Fettsauren in Plasma-
proben beschrieben wurden [21]. Da diese bereits in geringer Konzentration bei den
Gesamtfettsauren von Plasma beschrieben wurden [168], kann dies auf die Sensitivitat
der Methode zurtickgefuhrt werden. In Serum liegen bei den freien Fettsauren fur Pal-
mitinsaure (123 + 36 uM), Stearinsaure (56 + 6 uM) und Linolsaure (93 + 13 uM) deut-
lich geringere Konzentrationen vor als zuvor von Zhao et al. beschrieben (234 puM/
222 uM/ 182 uM) [169]. Lediglich Olsaure (121 + 22 uM) liegt in guter Ubereinstim-
mung mit der von Zhao et al. beschriebenen Konzentration (131 pM) [169].
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Abbildung 17: Quantifizierung von freien und absoluten Fettsduren in Plasma und Serum mit
GC-APCI-MS. Die Proben (A/C: Plasma, B/D: Serum; n=5) wurden nach Matyash et al. extrahiert
und anschlielend mit PFB derivatisiert. A-B: Bei der Bestimmung des Gesamtfettsauregehaltes
wurden die Proben im ersten Schritt mit KOH hydrolysiert, extrahiert und derivatisiert. C-D: Bei
der Bestimmung der freien Fettsauren erfolgte die Extraktion ohne vorherige Hydrolyse. Die
Messungen wurden mithilfe der zuvor beschriebenen GC-APCI-Methode im pseudo SRM-Modus
durchgefuhrt. Die Konzentration der freien Fettsduren und der Gesamtfettsduregehalt wurden
mithilfe von authentischen Standards sowie isotopenmarkierten internen Standards bestimmt
[modifiziert nach [158]].

Zur Erfassung von gebundenen Fettsauren mussten diese vor der Derivatisie-
rung mit einer Hydrolyse in freie Fettsauren umgewandelt werden. Bei den Plasma-
proben konnte eine gute Ubereinstimmung der bestimmten Gesamtfettsauregehalte
mit den von Cruz-Hernandez et al. beschriebenen Konzentrationen erreicht werden.
So weichen die Konzentrationen von Palmitinsaure (2579 = 504 yuM), Stearinsaure
(810 + 47 puM), Olsaure (2185 + 378 uM) und Linolsaure (2161 + 245 puM) nur gering
von den beschrieben Werten (2360 uM/ 640 uM/ 1610 puM/ 2840 uM) ab [168]. Die in
Serum identifizierten Gesamtfettsduregehalte liegen hingegen ahnlich den freien Fett-
sauren bei Palmitinsaure (1170 + 61 pM), Stearinsaure (409 + 22 uM), Olsaure (786 +
54 uM) und Linolsaure (830 = 121 uM) deutlich unter den von Sergeant et al. beschrie-
ben Werten (2350 uM/ 980 uM/ 2390 uM/ 3830 uM) [163].
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Bei der Bewertung der Daten muss jedoch einbezogen werden, dass die unter-
suchten Proben von anderen Herstellern stammten und es sich hierbei nicht um stan-
dardisierte Proben gehandelt hat. Daher kdnnen die Abweichungen zu den Literatur-
werten aufgrund der natirlichen biologischen Schwankungen zustande gekommen
sein. Eine weitere Moglichkeit fur die geringeren Fettsaurekonzentrationen im Serum
kann das Alter der analysierten Proben darstellen, da diese zuvor bereits mehrere
Jahre bei -80 °C gelagert wurden. Auch bei der verwendeten analytischen Methode
gab es Unterschiede. Die Fettsauremuster hingegen stimmen bei allen untersuchten
Proben mit den Literaturangaben tberein und die beschriebenen Abweichungen bei
der Fettsaurekonzentration sind lediglich bei den Serum- nicht jedoch bei den Plasma-
proben aufgetreten. Daher kann angenommen werden, dass die beobachteten Abwei-

chungen bei den Serumproben auf die untersuchten Proben zurtickzufiihren sind.

»

@naiv Oinfiziert

w
1

TFA Konzentration [mmol/L Rattenserum]
(=] - N

—
FA 18:0
FA18: e

1 |

FA 204 !
FA 22:6

FA16:1 B}
FA 17:0
FA 18:2

FA 17:1
FA 20:3 B}

FA 11:0
FA12:0 f§
FA 13:0
FA14:0 f
FA 14:1
FA 15:0
FA 16:0
FA18:3 |
FA 19:0
FA 19:1
FA 20:1 ff
FA 20:2 |
FA 20:5 |
FA 21:0
FA 22:1
FA 22:2
FA 22:3
FA 22:4
FA 22:5 |
FA 23:0
FA 24:1

Abbildung 18: Gesamtfettsaurekonzentrationen in Rattenserumproben [modifiziert nach [159]].

Der Gesamtfettsauregehalt in Blutseren von Ratten, welche von der AG Littwitz-
Salomon bereitgestellt wurden, wurde anschlieRend mit der Methode untersucht. Bei
dieser Studie sollte untersucht werden, welche Einflisse Retroviren auf die Aktivitat
von Natural Killer Zellen haben. Es wurden je 5 Serumproben von gesunden sowie
infizierten Ratten aufgearbeitet. Die gemessenen Fettsaurekonzentrationen liegen
hierbei mit 2100+500 uM bei Palmitinsaure (FA 16:0) und 18004500 puM bei Olsaure
(FA 18:1) (Abbildung 18) in deutlich besserer Ubereinstimmung zu den zuvor beschrie-
benen Literaturwerten. Es konnte jedoch bei der Analyse des Rattenserums kein sig-
nifikanter Unterschied (t-Test; p-Wert >0,05) zwischen den verschiedenen Versuchs-
gruppen festgestellt werden. Hieraus kann geschlossen werden, dass die zuvor von

der AG Littwitz-Salomon beobachteten Aktivitats- und Stoffwechselanderungen der

54



Entwicklung einer sensitiven Detektionsmethode fir Fettsauren

Natural Killer Zellen nicht auf Unterschiede in der Fettsaurekonzentration oder -zusam-

mensetzung zurtckzufihren sind.

Die detektierten Gesamtfettsduregehalte in den Rattenserumproben lagen
deutlich tber den im zuvor in Humanserum detektieren Gehalten, und passen daher
auch deutlich besser zu den fur Serum bekannten Werten. Da sich Ratten- und Hu-
manserum chemisch nicht fundamental unterscheiden, kann hieraus geschlossen wer-
den, dass die Abweichungen bei den Humanserumproben tatsachlich auf die unter-
suchten Proben zurtickzufuhren sind. Andere Effekte wie lonensupression sind hinge-

gen eher unwahrscheinlich.

Tumorzellen

Bei einer Studie fur die Bestimmung der Fettséduren in verschiedenen Krebszelllinien
wurden drei verschiedene Zelllinien untersucht, bei der jede Zelllinien einmal naiv und
einmal metastasiert vorlag. Die erste Zelllinie bestand aus dem Paar Aspcl und Pancl,
die zweite Zelllinie aus PatuT und PatuS und die dritte aus Yapc und YapcS3. Die
Reihenfolge aller Proben bei Aufarbeitung und Messung erfolgte randomisiert, um sys-
tematische Fehler auszuschlieRen. Die bei der Messung erhaltenen Konzentrationen

an freien Fettsauren sind in Abbildung 19 dargestellit.
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Abbildung 19: Mit GC-APCI-MS bestimmte Konzentrationen an freien Fettsauren in verschiede-

nen Zellproben (n=7). Jede Zelllinie wurde mittels t-Test auf Unterschiede zwischen der naiven
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und der metastasierten Variante Uberprift. Signifikante (*) sehr signifikante (**) und hoch signi-

fikante (***) Unterschiede sind jeweils gekennzeichnet.

Die Signifikanz der gemessenen Unterschiede wurde anschlieBend mithilfe ei-
nes t-Test (2-seitig, heteroskedastisch) tberpruft. Wie in Abbildung 19 zu sehen ist,
gibt es zwischen den Zelllinien signifikante (<0,05, ein Stern), sehr signifikante (<0,01
zwei Sterne) und hochsignifikante Unterschiede (0,001, drei Sterne) bei den Konzent-
rationen in den naiven und metastasierten Zellen. Auffallend ist hierbei, dass bei eini-
gen Fettsduren bei allen untersuchten Paaren Abweichungen vorliegen. So zeigt die
Konzentration von Myristinsaure (FA 14:0) bei Paar 1 und 3 eine hochsignifikante und
bei Paar 2 eine signifikante Abweichung. Bei Pentadecansaure (FA 15:0) ist die Ab-
weichung signifikant bei Paar 2, sehr signifikant bei Paar 3 und hochsignifikant bei
Paar 1 und bei Palmitoleinséure (FA 16:1) liegt eine hochsignifikante Abweichung bei

allen drei Paaren vor.

Das erste Paar (Aspcl und Pancl) istim Vergleich zu den anderen beiden Paa-
ren zudem besonders auffallig. So liegen bei Palmitinsaure (FA 16:0) hochsignifikante
Unterschiede vor, wahrend beide anderen Paare keine signifikanten Unterschiede auf-
weisen. Auch bei Docosahexaensaure (FA 22:6) liegen hochsignifikante Unterschiede
vor, wobei bei Paar 2 keine signifikante, und bei Paar 3 lediglich signifikante Unter-

schiede festzustellen sind.

Wird das Muster der verschiedenen Fettsauren betrachtet (Anhang, Abbil-
dung 42), so zeigt sich bei Paar 1 und 2 eine Angleichung der Fettsaurekonzentratio-
nen, welche beispielsweise bei Stearinsiure (FA 18:0) oder Olsdure (FA 18:1) darin
resultiert, dass in Aspcl sogar etwas hdhere prozentuale Anteile der jeweiligen Fett-
sauren vorliegen als in Pancl. Der Grund liegt hierbei in den unterschiedlichen Ge-
samtkonzentrationen an freien Fettsauren in den untersuchten Proben. Bei Paar 3, bei
der die Gesamtkonzentrationen an freien Fettsduren keine vergleichbaren Unter-

schiede zeigt, sind keine vergleichbaren Veranderungen feststellbar.

Fur die Bestimmung des Gesamtfettsduregehaltes wurde vor der Extraktion
eine Hydrolyse der Proben durchgefuhrt. Anschliel3end wurden die Proben wie bei der
Messung des Gesamtfettsauregehaltes mithilfe des Multipurpose Samplers mit MTBE

extrahiert, mit PFB derivatisiert und mittels GC-APCI-MS analysiert.
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Auch hier zeigen sich, wie in Abbildung 20 dargestellt, signifikante Unterschiede
zwischen den untersuchten Gruppen. Auch das generelle Verhaltnis der Zellen unter-
einander ahnelt dem der freien Fettsduren, so liegt beispielsweise der Gehalt an Pal-
mitinsaure (FA 16:0) bei Pancl hochsignifikant Gber der in Aspcl bestimmten Kon-
zentration, und die in Paar 2 bestimmten Konzentrationen liegen generell unter den
Konzentrationen von Paar 1 und 3. Es zeigt sich jedoch, dass die relativen Unter-
schiede der einzelnen Zelllinien bei den Gesamtfettsduregehalten deutlich geringer
sind als bei den freien Fettsauren. Wahrend beispielsweise beim ersten Paar bei den
freien Fettsduren die Konzentration an Palmitinsdure (FA 16:0) in Aspcl bei nur etwa
25 % im Vergleich von Pancl liegt, liegt dieser bei der Bestimmung des Gesamtfett-

sauregehaltes bereits bei 40 %.
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Abbildung 20: Mit GC-APCI-MS bestimmte Gesamtfettsaurekonzentrationen in verschiedenen
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Zellproben (n=7). Jede Zelllinie wurde mittels t-Test auf Unterschiede zwischen der naiven und
der metastasierten Variante Uberprift. Signifikante (*) sehr signifikante (**) und hoch signifikante
(***) Unterschiede sind jeweils gekennzeichnet. Gezeigt sind alle Fettsauren mit einem Anteil von

21%. Im Anhang in Abbildung 43 sind alle detektierten Fettsduren dargestellt.
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4.1.5 Fazit

Es wurde eine GC-APCI-MS Methode zur Analyse von Fettsauren entwickelt, welche
verschiedene Vorteile bietet. So erfordert die Methode keine aufwendige Probenvor-
bereitung, die derivatisierten Fettsduren sind stabil, kdnnen wahrend der Messse-
guenz bei Raumtemperatur gelagert werden und es ist zudem keine Verschleppung
festzustellen. Die Sensitivitat liegt mit 3 — 30 fmol on column deutlich niedriger als bei
vergleichbaren HPLC-Methoden, welche aktuell bei 50 — 100 fmol liegen [53]. Deshalb
eignet sich die Methode fiir eine Vielzahl an verschiedenen Fragestellungen, wie in
zwei Studien im Bereich der Tumordiagnostik gezeigt wurde.

Die Anwendung eines DoE ermdoglicht, wie fur die APCI-Quelle gezeigt, eine
Reduktion der Experimente, da nicht jeder Parameter einzeln untersucht werden muss
und zudem Synergieeffekte zwischen den einzelnen Parameter mit beachtet werden
kénnen. Jedoch konnte bei der Optimierung der APPI-Quelle auch die Grenzen der
DoE-Modelle gezeigt werden. Hier lagen die theoretisch berechneten und die tatsach-
lich gemessenen Optima nicht Gberein. Da es sich bei dieser Quelle um einen Prototyp
handelte lag die Reproduzierbarkeit deutlich unter den APCI-Messungen, was auch
am geringeren Bestimmtheitsmal? und dem linearen Bereich der APPI-Quelle abzule-
sen ist. Um dies zu kompensieren, hatte die Anzahl an Experimenten deutlich erhdht

werden missen, unter dem Verlust des Zeitvorteils des DoE.

Den grofdten Limitierungsfaktor der beschriebenen Methode stellen zurzeit Kon-
taminationen dar. Es wurde viel Wert auf die Vermeidung von Kontaminationen gelegt,
dennoch wurde reproduzierbar eine Hintergrundkontamination fir die verschiedenen
Fettsdauren beobachtet, welche nicht unterschritten werden konnte. Daher sind die
Nachweisgrenzen bei einer Vielzahl an kurz- und mittelkettigen Fettsauren durch das
Kontaminationssignal, und nicht aufgrund des s/n-Verhaltnis limitiert, weshalb dieser
auch nicht durch eine verbesserte Sensitivitdt der Messtechnik weiter verringert wer-
den kann. Dies kénnte durch die Verwendung eines Reinraumes flr die Probenvorbe-
reitung, oder einer 13C-Markierung der zu untersuchenden Fettsauren geltst werden,

was jedoch in beiden Fallen mit hohen Kosten verbunden ist.
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4.2 ,Lipid divid“ - Analyse von Fettsauren in Archaeen

Die in diesem Kapitel gezeigten Daten sind in Kooperation mit dem AK Moleku-
lare Enzymtechnologie der Universitat Duisburg-Essen entstanden. Hierbei er-
folgte die Ubergeordnete experimentale Planung, sowie die Kultivierung der un-
tersuchten Zellen im AK Siebers. Die Daten wurde nach dem Disputationstermin
unter dem Titel ,De novo synthesis of fatty acids in Archaea via an archaeal fatty
acid synthase complex”in Zusammenarbeit mit C. Schmerling, X. Zhou, S. Ko-
estlbacher, T. Kessenbrock, D. Podlesainski, D. Sybers, K. Wang, A.C. Lindas,
J.L. Snoep, E. Peeters, M. Kaiser, T.J.G. Ettema, S.W. Meckelmann, C. Braesen
und B. Siebers 2024 als Preprint bei bioRxiv  ver6ffentlicht
(https://doi.org/10.1101/2024.07.05.601840) und wird demnachst in einem Peer-

Reviewed-Journal eingereicht.

4.2.1 Einleitung

Anders als bei Eukaryoten enthalt die Zellmembran von Archaeen keine an Glycerol
gebundenen Fettséduren, sondern stattdessen Isoprenoide. Diese sind Uber eine Ether-
bindung an das Glycerolriickgrat gebunden, im Gegensatz zu den bei Fettsauren b-
lichen Esterbindungen. Es wurde daher lange Zeit angenommen, dass Archaeen nicht
in der Lage sind, Fettsauren selbststandig zu bilden. Durch die von Hamerly et al. in
Jahre 2015 erschienene Publikation wurde dies jedoch in Frage gestellt [35]. Hierbei
wurden in Sulfolobus solfataricus, Ignicoccus hospitalis und Ignicoccus hospitalis - Na-
noarchaeum equitans Fettsauren gefunden, primar mit einer Kettenlange von 16 und
18 Kohlenstoffatomen. Ein Vorkommen von Fettsauren in Archaeen kénnte dazu bei-
tragen, den als ,Lipid Divide“ bezeichneten evolutionsbiologischen Wechsel von Isop-
renoiden und Fettsduren besser zu verstehen. Um eine gute Lesbarkeit des Textes zu
ermoglichen, wurden die verschiedenen untersuchten Archaeen abgekurzt. Diese sind

Tabelle 6 zu entnehmen.
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Tabelle 6: Abkurzungen und Bezeichnungen der in diesem Kapitel untersuchten Archaeen.

Abklrzung Erlauterung

Blindwert Ein leeres Vial, welches alle Schritte der Probenaufarbeitung durchlaufen hat.

Kontrollprobe Archaeen der auf Glycerol adaptierten Art ,Sulfolobus acidocaldarius MW00G*

13¢s, acidocaldarius Archaeen der auf **C-markiertem Glycerol adaptierten Art ,Sulfolobus acidocaldarius MW00G*
Knock-Out-Mutante 18¢3, acidocaldarius, bei denen das Gen saci_1115 deaktiviert wurde (vollstandige Bezeich-

nung: Sulfolobus acidocaldarius MW0OOG Asaci_1115)

13CH, volcanii Archaeen der auf **C-markiertem Glycerol adaptierten Art ,Haloferax volcanii*

13CCaprylsaure/ FA 8:0 *Cg | Bezeichnung einer **C-markierter Fettsaure

Vorstellung und Uberpriifung des experimentalen Ansatzes

In einer Studie von Hamerly et al. zu Fettsauren in Archaeen wurden vor allem Palmit-
insaure (FA 16:0), Stearinséaure (FA 18:0) sowie deren ungesattigten Analoga detek-
tiert [35]. Diese Fettsauren treten jedoch haufig als Kontaminationen auf, da diese
ubiquitar in der Umwelt vorkommen [51-54]. Daher kann nicht ausgeschlossen wer-
den, dass die in Archaeen gefundenen Fettsauren nicht aus anderen Kontaminations-
guellen stammten. Um mdgliche Kontaminationen auszuschliel3en, wurden Archaeen
der Art S. acidocaldarius auf einem Medium aus vollstandig 3C-markiertem Glycerol
(3C-Glycerol) kultiviert. Das 3C-Glycerol stellte die einzige Kohlenstoffquelle dar, wel-
che den Archaeen zur Verfiigung stand. Aus einer friiheren Studie von Schmerling et
al. ist bekannt, dass die Nutzung von Glycerol als Kohlenstoffquelle fur S. acido-
caldarius mithilfe einer Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase mdglich ist [170]. Die
beim Einsatz von 3C-Glycerol entstandene Verschiebung des m/z-Verhaltnisses er-
maoglicht eine massenspektrometrische Differenzierung zwischen den aus Archaeen,
und aus Kontaminationsquellen stammenden Fettsduren. Auf diese Weise kann si-
chergestellt werden, dass von den Archaeen gebildete Fettsauren vollstandig *3C-mar-
kiert vorliegen. Um zu uberprifen, ob das Glycerol wie vorgesehen von den Archaeen
verstoffwechselt wurde, wurden die in den Archaeen vorkommenden Aminosauren
mittels LC-ESI-QTOF-MS untersucht (Abbildung 21). Dabei zeigte sich die zu erwar-
tende Verschiebung des m/z-Verhaltnisses. Es konnte somit gezeigt werden, dass das
13C markierte Glycerol von den Archaeen als Kohlenstoffquelle genutzt, und stoffwech-

seltechnisch verwertet wird.
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Abbildung 21: LC-QToF-MS-Messung der Aminoséuren der in den auf 13C-markierten Glycerol
kultivierten S. acidocaldarius. Wie in den oberen beiden Chromatogrammen gezeigt liegt
Glutaminséaure vollstandig 13C-markiert vor. Hierdurch konnte nachgewiesen werden, dass das
Glycerol von S. acidocaldarius wie vorgesehen verstoffwechselt wurde.

Somit kann davon ausgegangen werden, dass Fettsauren, sofern sie von den
Archaeen gebildet werden, vollstandig *3C-markiert vorliegen. Signale von nicht mar-
kierten Fettsduren sind somit auf Kontaminationsquellen bei der Kultivierung der Zel-
len, der Extraktion der Lipide oder der Derivatisierung der Fettsduren, und nicht auf
den Metabolismus der Archaeen zurtckzufuhren. Auf diese Weise wurde eine Hinter-
grundkontamination der Proben ausgeschlossen, wodurch die Sensitivitat der in Kapi-
tel 4.1 validierten Methode weiter erhéht wird. Um zu Gberprufen, ob die beschriebenen
Fettsauren in 3CS. acidocaldarius wiedergefunden werden kénnen, wurden die Ar-
chaeen mit Isopropanol extrahiert und anschliel3end mittels GCxGC-EI-MS untersucht.
Dies diente neben der Suche nach *C-markierten Fettsauren auch einer Abschéatzung
der in den Archaeen vorliegenden Kontaminationen. Anhand der Unterschiede im MS-
Spektrum sollte das Verhaltnis von archaealen Fettsduren zu Kontaminationen abge-
schatzt werden. Hierbei kdnnen Palmitinsaure (FA 16:0), Stearinséure (FA 18:0) und

Olsaure (FA 18:1) nachgewiesen werden (siehe Abbildung 22).
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Retentionszeit 2. Dimension [min]
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Abbildung 22: EIC (Extracted lon Chromatogram) (m/z 181) der GCxGC-EI-MS Analyse von
13¢3, acidocaldarius. Es wurden ein Blindwert und eine Kontrollprobe mit aufgearbeitet (siehe
Tabelle 6). Dargestellt ist das aus der abgespaltenen PFB-Gruppe resultierende lon (m/z 181),
welches durch die Derivatisierung selektiv an die Fettsdure gebunden wurde. Bei den MS-Spek-
tren zeigten sich keine Unterschiede in den m/z-Verhaltnissen zu den Fragmenten der untersuch-

ten Fettsauren, weshalb die Signale auf Kontaminationen zuriickzufiihren sind.

Jedoch sind in den MS-Spektren keine Unterschiede zwischen der Kontroll-
probe und 3€S. acidocaldarius feststellbar. Die detektierten Fettsauren kénnen somit

auf Kontaminationen zurtickgefuhrt werden.

4.2.2 Untersuchung der Fettsduren in Sulfolobus acidocaldarius

Um 3C-markierte Fettsauren sensitiver zu erfassen, wurde die in Kapitel 4.1.2 opti-
mierte GC-APCI-MS-Methode fiir die Detektion von Fettsduren von einer Kettenlange
von 8 bis 26 Kohlenstoffatomen genutzt. Die m/z-Verhaltnisse der analysierten Analy-
ten wurde hierbei auf die **C-markierten Fettsauren angepasst. Eine Liste aller Tran-
sitionen sind im Anhang in Tabelle 11 zu finden. Die Extraktion der Lipide erfolgte nach
Hydrolyse mit Chloroform. Mithilfe der pMRM-Methode konnten abermals keine der
vermuteten Fettsduren detektiert werden. Anders als bei friiheren Messungen sind je-
doch aufgrund der durch die Markierung bedingte Veranderung der analysierten m/z-
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Verhaltnisse keine Kontaminationssignale zu beobachten. Jedoch sind bei Untersu-
chung der freien Fettsduren 13¢Caprylsaure (FA 8:03Cg) und '3C¢Caprinsaure
(FA 10:0 '3C10) nachzuweisen, welche in Abbildung 23 gezeigt sind. Bei der Analyse
der Gesamtfettsduren zeigen sich allerdings deutlich verringerte Signalintensitaten,

weshalb lediglich ein geringes Signal der **“Caprinsaure nachzuweisen ist.
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Abbildung 23: Freie Fettsauren in *3CS, acidocaldarius, analysiert mittels GC-APCI-MS. Es sind
die Fettsauren FA 8:0 '3Cg (m/z 151,2) und FA 10:0 *3C10 (m/z 181,2) detektierbar. Die Messungen
wurden im pseudoMRM-Modus durchgefiihrt.

Da der Peak von 3¢Caprylséaure, wie in Abbildung 23 zu erkennen ist, an der
Grenze der Nachweisgrenze liegt (s/n = 3), ist eine genaue Quantifizierung der Fett-
saure schwierig. Mithilfe des internen Standards kann jedoch abgeschatzt werden,
dass diese in einem Konzentrationsbereich von 100 fmol pro mg Zellpellet liegt.
13CCaprinsaure kann naherungsweise mit einer Konzentration von 1700 + 400 fmol pro
mg Zellpellet angegeben werden, die genannten Konzentrationen sind jedoch auf-
grund des analysierten Konzentrationsbereich mit der hieraus resultierenden Unsi-

cherheit zu betrachten.

Fettsdauren kénnen in biologischen Systemen sowohl frei wie auch gebunden
vorliegen. Bisher wurde nach der Extraktion eine Hydrolyse durchgefiihrt, um gebun-
dene Fettsauren in freie Fettsauren zu Uberfiihren. Jedoch kann es hierbei zu einer
Diskriminierung von Fettsduren kommen, wenn diese nicht von der Extraktion erfasst
werden. Um dem vorzubeugen, wurde die Hydrolyse vor der Chloroform-Extraktion

durchgefthrt. Allerdings fihren hierbei Matrixbestandteile zu Interferenzen bei der
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Messung. Um diese Stérungen zu reduzieren wurde die Extraktion mit MTBE als L6-
sungsmittel durchgefiihrt (Abbildung 24) [157].
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Abbildung 24: Analyse des Gesamtfettsauregehaltes von ¢S, acidocaldarius mittels GC-APCI
nach Hydrolyse und Extraktion mittels MTBE. A: Signale fiur die Fettsauren FA 8:0 °Cg,
FA 10:0 '3C1o und FA 12:0 3C,; detektiert im pMRM-Modus. B: EICs der im Scan-Modus unter-
suchten Proben. Die schwarze Linie zeigt die Intensitat der natirlich vorkommenden monoiso-
topischen Fettsauren (Kontaminationssignal) im Vergleich zu den markierten Fettsauren (rote
Linie). Aufgrund der deutlich héheren Kontaminationssignale konnen die Proben nur mithilfe der
BC-Markierung analysiert werden. Da die aus dem Isotopenverhaltnis resultierende Menge an
vollstandig *C-markierten Fettsauren bei FA 8:0 lediglich bei 1 zu 10% liegt, ist ein Signal durch

die nattrliche 3C-Verteilung auszuschlieRRen.

Neben der bereits zuvor gefundenen 13¢Caprylsaure und 3¢Caprinsaure konnte
nach einer Extraktion mit MTBE auch ein Signal fir *3¢Laurinsaure (FA 12:0 13C12) de-
tektiert werden, wie in Abbildung 24 A dargestellt wurde. Bei dem Peak der **Capryl-
saure liegt das s/n-Verhaltnis deutlich tber den in Abbildung 23 dargestellten Ergeb-
nissen, wodurch eine eindeutige ldentifikation der Fettsdure mdglich ist. Zudem gibt
es Hinweise auf 13¢Myristinsaure (FA 14:0 13C14), welche jedoch aufgrund der sehr ge-
ringen Intensitat und des daraus resultierenden, sehr geringen s/n-Verhaltnisses nicht
mit Sicherheit detektiert werden konnte und sich bei spateren Messungen als nicht

reproduzierbar herausstellte.
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Um das Verhéltnis der markierten Fettsauren, welche von den Archaeen gebil-
det wurden, und nicht markierten, aus Kontaminationen stammenden Fettsauren, ab-
zuschatzen, wurden dieselben Proben anschliel3end im Scan Modus analysiert (Abbil-
dung 24 B). Die Messungen wurden in einem Bereich von m/z 142-153 (FA 8:0),
m/z 168-183 (FA 10:0) und m/z 196-213 (FA 12:0) mit jeweils 333 ms/spectra durch-
gefuhrt. Hierbei sollte Uberprift werden, ob die Menge an detektierten *3C-markierten
Fettsauren nicht auf das nattirliche Isotopenverhéltnis von 12C und 13C zurtickzuftihren
ist. Wie in Abbildung 24 abgebildet, ist die Konzentration der nattrlich vorkommenden
monoisotopischen Fettsauren (schwarz) deutlich groRer als die ihrer *3C-markierten
Derivate (rot). So machen die Peaks von 3CCaprylsaure und 3¢Caprinsaure lediglich
~10 % der Peaks des Kontaminationssignals aus. Die im pMRM-Modus detektierte
13C aurinsaure, kann im Scan-Modus aufgrund der geringeren Sensitivitat nicht detek-
tiert werden. Es wurde gezeigt, dass eine Interferenz durch die nattrlich vorkommende
13C-Verteilung auszuschlieBen ist. Waren die gemessenen Signale auf die nattrliche
Isotopenverteilung zurtickzuftihren, so wirde das Verhaltnis von 3CCaprylsaure zu
Caprylsaure lediglich 1 zu 10 betragen. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass
die detektierten Fettsauren tatsachlich durch die Verstoffwechselung des eingesetzten
Glycerols entstanden sind. Die Notwendigkeit der verwendeten Markierung konnte so-
mit dargelegt werden, da aufgrund des deutlich gré3eren Signals der natirlich isoto-
pologen Fettsduren eine sichere Bestimmung der archaealen Fettsduren ohne eine
Markierung nicht, beziehungsweise nur mit einem sehr grof3en Zeit- und Kostenauf-

wand, mdglich gewesen ware.

Untersuchung gréRerer Probeneinwaagen

Wie in den vorausgegangenen Abbildungen zu sehen, ist die Konzentration der Fett-
sauren haufig im Bereich der Nachweisgrenze. Fir eine bessere Auswertung sowie
fur eine robuste Quantifizierung wurde die Probeneinwaage von 20 mg auf 200 mg
erhoht. Das Ziel war eine Verbesserung des s/n-Verhaltnisses, um weitere von 3¢S, a-
cidocaldarius Fettsduren gebildete Fettsduren zu detektieren und die bisher gefunde-
nen Fettsduren zu bestatigen. Allerdings kann eine deutlich grofRere Probenmenge zu
starken Kontaminationen von Liner und lonenquelle durch die Zellmatrix fuhren. Um
diese zu minimieren und somit die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse zu erho-
hen, wurde fir die Reinigung des Lipidextraktes eine Festphasenextraktion (C18) ein-

gesetzt (siehe Kapitel 3.3.4). Die Messung erfolgte mittels GC-APCI-MS, welcher zur
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zusatzlichen Steigerung der Sensitivitat im splitless-Mode betrieben wurde. Zwar kon-
nen durch die Festphasenextraktion einige méglicherweise stérende Matrixbestand-
teile abgetrennt werden, sodass keine Verunreinigung von Quelle oder Liner feststell-
bar ist. Allerdings kommt es sowohl bei den zu untersuchenden 3C-markierten Fett-
sauren, wie auch bei den internen Standards zu hohen Verlusten, wodurch eine Quan-

tifizierung nicht moglich ist.

Um Verluste durch die Extraktion zu vermeiden, wurden die Proben wie bisher
ohne Festphasenextraktion aufgearbeitet. Hierbei sind die bereits zuvor detektierte
13CCapryl-, 13¢Caprin- und *3CLaurinsaure mit einem deutlich verbesserten s/n-Verhalt-

nis detektierbar, und konnten somit abermals bestatigt werden (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Aufarbeitung und Messung eines 200 mg Zellpellets von 3¢S, acidocaldarius mit-
tels GC-APCI nach Hydrolyse. Die Intensitat der Peaks lag bei FA 8:0 3Cs und FA 10:0 3Cg etwa
bei dem 10-20-fachen im Vergleich zu frilheren Messungen, sodass die Fettsauren FA 8:0 °Cg,
FA 10:0 *3Cyo und FA 12:0 3Cy, sowohl in den freien Fettsauren (hier nicht gezeigt) wie auch in
den Gesamtfettsduren bestétigt werden konnten. Die grof3e Probenmenge fuhrt jedoch im Liner

und der Quelle zu Verschmutzungen, weshalb die Messungen nicht reproduzierbar sind.
Abgesehen von den drei Fettsduren, welche bereits bei den vorausgegangenen
Experimenten detektiert worden sind, sind jedoch keine weiteren Fettsduren nachweis-

bar. Da trotz der hohen Sensitivitat der verwendeten Methode keine weiteren Fettsau-

ren detektierbar sind, kann vermutet werden, dass es sich bei 3¢Laurinsaure um die
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langste, biologisch relevante Fettsédure in S. acidocaldarius handelt. Neben der detek-
tierten 13¢Laurinsaure wurden auch weitere Peaks beobachtet, welche jedoch nicht
weiter identifiziert werden konnten. Méglicherweise handelt es sich hierbei um ver-
zweigtkettige Isomere der Fettsaure, dies kann jedoch nur durch eine Analyse der ent-
sprechenden Fettsdurestandards bestatigt werden.

Die groRen Probenmengen, welche im splitless-Mode untersucht wurden, fiih-
ren jedoch zu einer starken, sichtbaren Verschmutzung von Liner und Quelle. Dies
resultiert bereits nach wenigen Messungen in einem Abfall der Signalintensitat. So be-
tragt die Signalintensitat bei den freien Fettsauren bereits bei der zweiten Messung
lediglich ein Zehntel der Intensitat der ersten Messung, weswegen reproduzierbare
Messungen nicht méglich sind. Die verwendete Methode eignet sich daher lediglich fur
qualitative Bestatigung der Ergebnisse, eine Quantifizierung ist hingegen nicht mog-
lich.

Identifikation von Fettsauren in der Knock-Out-Mutante

Der AK Molekulare Enzymtechnologie von Frau Prof. Dr. Siebers hat ein Protein und
das entsprechende Gen identifiziert, welches fir die Biosynthese von Fettsduren in
Archaeen mal3geblich verantwortlich ist. Um diese Ergebnisse auf metabolischer
Ebene zu verifizieren, wurde das Gen ausgeknockt, wodurch das Exprimieren des Pro-
teins gestoppt wurde. Die Archaeen wurden, wie zuvor, auf 13C-markierten Glycerol
kultiviert, um einen direkten Vergleich zwischen dem auf Glycerol adaptierten Wildtyp
und der Knock-Out-Mutante (S. acidocaldarius MWOOG Asaci_1115) zu ermoglichen.
Die Proben wurden wie zuvor aufgearbeitet, und anschlieRend mittels GC-APCI-MS

auf freie und veresterte Fettsauren untersucht.

Sowohl in der Knock-Out-Mutante wie auch in 3¢S, acidocaldarius sind in den
Gesamtfettsaure-Proben 13CCaprylsdure und 13C¢Caprinsaure nachweisbar. Nur
13CCaprinsaure ist als freie Fettsaure nachweisbar, was primar auf die geringe Signal-
intensitat bei den Proben zuriickzufiihren ist. Es zeigt sich jedoch, dass die Konzent-
ration der Fettsauren in 13CS. acidocaldarius deutlich hoher ist als in der Knock-Out-
Mutante. Dies steht im Einklang zu der zuvor formulierten These, dass es sich bei dem
desaktivierten Gen tatséchlich um ein fur die Fettsaurebiosynthese relevantes Gen

handelt, und somit die Fettsdurebiosynthese in der Knock-Out-Mutante gehemmt wird.
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Abbildung 26: Knock-Out-Experiment des Gens saci_1115. Es wurden 3¢S, acidocaldarius im
Vergleich zu einer Kontrollprobe (siehe Tabelle 6) und einer Knock-Out-Mutante gemessen, bei
der das Gen saci_1115 ausgeschaltet wurde. Die Proben wurden wie zuvor hydrolysiert, mit
MTBE extrahiert und anschlieend mittels GC-APCI-MS gemessen. Hierbei zeigt sich eine deut-
lich hohere Signalintensitat bei *¢S. acidocaldarius, woraus geschlossen wird, dass das unter-
suchte Gen eine entscheidende Rolle in der Fettsauresynthese von S. acidocaldarius spielt (A).
Detektierten Fettsauren wurden mithilfe des internen Standards quantifiziert (Dreisatz) und in
einem Balkendiagramm dargestellt (B).

Um dies zu bestatigen, wurden verschiedene Proben im Triplikat aufgearbeitet
und untereinander verglichen: 1.) die Knock-Out-Mutante 2.) die Knock-Out-Mutante,
bei der eine Zugabe von 0,05 % D-Arabinose im Medium erfolgte 3.) die Knock-Out-
Mutante, welche das Plasmid (pBSAra-UTR:saci_1115-Ctts), welches das bei der Mu-
tante fehlende Gen (saci_1115), enthalt und bei der ebenfalls eine Zugabe von 0,05 %
D-Arabinose im Medium erfolgte. Die D-Arabinose dient als Promoter flr das Plasmid.
Alle Proben wurden auf 3C-markiertem Glycerol kultiviert. Zudem wurden zusatzlich
zu den Mutanten, wie bei den vorhergegangenen Messungen, 3CS. acidocaldarius,
eine Kontrollprobe sowie ein Blindwert untersucht (siehe Tabelle 6). Es wurde erwartet,
dass die Fettsaurekonzentration der Knock-Out-Mutante durch das Plasmid erhoht

wird und der in 13¢S. acidocaldarius entsprechen wirde.
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Da die zu erwartenden Konzentrationsunterschiede im Bereich der Nachweis-
grenzen liegen, wurde die Einwaage auf 50 mg erhéht und die Proben wurden im Split-
less-Mode gemessen. Hierbei sind in 3¢S, acidocaldarius, wie in Abbildung 26 darge-
stellt, wieder 13¢Caprylsaure, **cCaprinsaure sowie geringe Mengen an 13¢Laurinsaure
nachweisbar. Jedoch weisen entgegen der zuvor formulierten Hypothese keine Knock-
Out-Mutanten, weder mit noch ohne Plasmid, 3C-markierte Fettsauren in einem quan-
tifizierbaren Bereich auf. Eine moégliche Erklarung ist, dass das in dem Plasmid enthal-

tende Gen nicht in dem angenommenen Umfang exprimiert wird.

Einfluss des Nahrmediums auf die Fettsdurekonzentration

Um ein besseres Verstandnis fir die biologischen Prozesse zu erlangen, welche zu
der Bildung der gefundenen Fettsauren in Archaeen fuhren, wurden vom AK Moleku-
lare Enzymtechnologie Archaeen in unterschiedlichen Nahrmedien kultiviert und an-
schlielBend mit der GC-APCI-MS Methode analysiert. Neben den bereits untersuchten,
auf 13C-Glycerol adaptierten S. acidocaldarius, wurden S. acidocaldarius auf *3C-mar-
kierter Xylose, sowie die auf 1°C- wie auch auf 13C-markierter Xylose kultivierte Knock-

Out-Mutante, analysiert.

Die Proben wurden wie zuvor beschrieben extrahiert, hydrolysiert und derivati-
siert. Bei der Analyse mittels GC-APCI-MS sind lediglich in den Gesamtfettsdure-Pro-
ben der auf 13C-markierten Glycerol kultivierten 13¢S. acidocaldarius markierte Fettsau-
ren nachweisbar. Da in den mit 13C-markierter Xylose kultivierten 13¢S. acidocaldarius
keine markierten Fettsauren detektierbar sind (siehe Abbildung 27), konnte gezeigt
werden, dass die Verwendung des Nahrmediums einen mal3geblichen Einfluss auf die
Bildung der Fettsauren hat. Es wurde seitens des AK Molekulare Enzymtechnologie
vermutet, dass es durch die Verwendung des Zuckers Xylose zu einer Hemmung der
Fettsauresynthese in den Archaeen kommt.
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Abbildung 27: Untersuchung des Einflusses des Nahrmediums auf die identifizierten Fettséuren.
In auf Glycerol kultivierten 3¢S, acidocaldarius sind Fettsauren identifizierbar, im Gegensatz zu
den auf Xylose kultivierten 3¢S, acidocaldarius und der auf Xylose kultivierten Knock-Out-Mu-
tante.

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch den Einfluss des Nahrmediums auf die
Fettsauresynthese ein Vergleich von Literaturergebnissen deutlich erschwert wird. So
wurde beispielsweise in der eingangs erwahnten Publikation von Hamerly et al. fur die
Kultivierung von S. solfataricus DSMZ 182 Medium, welches mit 0,1 % Glucose ver-
setzt wurde, verwendet [35]. Inwieweit die Unterschiede in dem detektierten Fettsau-
respektrum auf die verwendete Kohlenstoffquelle zuriickzufiihren sind, kann daher an

dieser Stelle nicht abgeschéatzt werden.

4.2.3 Analyse von Haloferax volcanii

Um die Unterschiede in den Fettsaurespektren verschiedener Archaeen-Gattungen
besser zu verstehen, wurden Proben der Gattung Haloferax aufgearbeitet und mit den
zuvor untersuchten Zellen der Gattung Sulfolobus verglichen. Hierbei handelt es sich

um einen halophilen Archaeenstamm, welcher im Lipidom grol3e Unterschiede zu den
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zuvor analysierten hyperthermophilen S. acidocaldarius aufweist [171]. Dies wird be-
reits bei der Extraktion der Proben deutlich, wie in Abbildung 28 zu erkennen ist. Wah-
rend das Lipidextrakt von 3¢S, acidocaldarius tber einen gelb-braunlichen Farbton
verflgt, ist das Lipidextrakt der 13¢H. volcanii rotlich gefarbt, was durch die in Haloferax
enthaltenden Carotinoide wie Canthaxanthin verursacht wird [171].

sl 20

H. volcanii
S. acidocaldarius

Abbildung 28: H. volcanii und S. acidocaldarius nach Hydrolyse.

Wie in Abbildung 29 A gezeigt, sind die zuvor in 3¢S, acidocaldarius gefunde-
nen Fettsauren (*3Capryl-, 13¢Caprin- und '3“Laurinsaure) in 13¢H. volcanii nicht, oder
nur in Spuren nachweisbar. Einen hohen Anstieg gibt es jedoch bei 13¢Palmitinsaure
(FA 16:0 '3C16). Diese Fettsaure ist sowohl bei 13¢H. volcanii wie auch bei *3€S. acido-
caldarius detektierbar, bei 13€S. acidocaldarius ist dieses jedoch nicht deutlich héher
als ein coeluierendes Signal in der Kontrollprobe (Peakflachenverhaltnis <3). Bei
13CH, volcanii kann, wie in Abbildung 29 B dargestellt, ein deutliches Signal bei

13CH, volcanii im Vergleich zur Kontrollprobe detektiert werden.

Es konnte gezeigt werden, dass es innerhalb der verschiedenen Gattungen
grol3e Unterschiede im Fettsdaurespektrum gibt. Eine moégliche Ursache hierfir kdnnte
sein, dass die detektierten Fettsduren unterschiedliche Funktion in den Archaeen er-
fullen und sich auf diese Weise auf ihre jeweiligen Lebensrdume angepasst haben.
Uber diese kann allerdings bisher lediglich spekuliert werden, beispielsweise wére eine

Funktion als Signalmolekil denkbar.
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Abbildung 29: A: Konzentration von Fettsauren in *3¢H. volcanii (blau) und *3CS. acidocaldarius
(rot). 3¢H. volcanii wurde als biologisches Triplikat aufgearbeitet. Bei *¢S. acidocaldarius wur-
den technische Replikate gemessen, da aufgrund der verbleibenden Probenmenge biologische
Replikate nicht moglich waren. B: Vergleich der Chromatogramme der Fettsdure FA 16:0 3Cys

von C¢H. volcanii (blau), 13¢S. acidocaldarius (rot) und der Kontrollprobe (griin).

424 Fazit

Durch die Verwendung von 13C-markiertem Glycerol als Kohlenstoffquelle konnte be-
statigt werden, dass Fettsauren von H. volcanii und S. acidocaldarius gebildet werden.
Dabei unterscheiden sich die identifizierten Fettsauren deutlich. Wahrend in S. acido-
caldarius 13¢Capryl-, 13¢Caprin- und **CLaurinsaure vorkommen, liegt in H. volcanii vor
allem 3€Palmitinsaure vor. In einer Knock-Out-Mutante von S. acidocaldarius sind hin-
gegen keine der im Wildtyp identifizierten Fettsauren detektierbar. Hieraus kann ge-
schlossen werden, dass die Fettsaurebiosynthese in Abwesenheit des fiir das Gen
saci_1115 translatierte Protein deutlich gehemmt ablauft. Jedoch ist nach Einbringen
eines Plasmides, welches das entsprechende Gen enthélt, keine erneute Steigerung
der Fettsaurebiosynthese feststellbar. Zudem ist die Fettsaurebiosynthese in Ar-
chaeen stark abhangig vom verwendeten Nahrmedium. So wurden neben dem Glyce-
rol-basiertem Nahrmedium auch N&hrmedien mit Xylose als Kohlenstoffquelle zur Kul-
tivierung von S. acidocaldarius untersucht. Hierbei zeigt sich, dass bei den auf Xylose
kultivierten S. acidocaldarius keine Fettsauren detektierbar sind. Auch die Gattung hat

einen entscheidenden Einfluss. In S. acidocaldarius sind primar 3¢Caprylsaure und
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13CCaprinsaure detektierbar. Im Kontrast dazu liegt in Proben aus H. volcanii *3CPal-
mitinsaure als primare Fettsaure vor. Dies erklart auch die Unterschiede zu der Publi-
kation von Hamerly et al., welcher langkettige Fettsduren mit einer Kettenlange von 14
bis 26 Kohlenstoffatomen detektiert hatte [35]. Die detektierten kirzerkettigen Fettsau-
ren wurden zuvor nicht beschrieben. Da sich jedoch sowohl die Archaeen wie auch
das verwendete Medium und die verwendeten Analysenmethoden unterschieden, ist
ein direkter Vergleich zwischen den Studien nur schwierig méglich. So wurden bei
Hamerly et al. S. solfataricus, L. hospitalis und L. hospitalis-N. equitans auf einem Glu-
cose-haltigem Medium kultiviert, die Fettsduren wurden methyliert und anschlie3end
mittels GC-EI-MS sowie mittels NMR untersucht. Zwar wurden die verschiedenen ein-
gesetzten Materialien auf Fettsduren untersucht, jedoch wurden weder Knock-Out-Ex-
perimente noch eine *C-Markierung verwendet, um zu verifizieren, dass es sich bei

den identifizierten Fettsauren tatsachlich um archaeale Stoffwechselprodukte handelt.

Die Konzentrationen der detektierten Fettsduren liegen im hohen femtomolaren
Bereich pro Milligramm feuchtem Zellpellet. Eine genaue Quantifizierung ist hierbei
allerdings von vielen Faktoren abhangig, wie beispielsweise dem Restwassergehalt
des Zellpellets, der Homogenitat des Pellets, biologischen Schwankungen, wie auch
den geringen detektierten Konzentrationen nahe der Nachweisgrenzen. Dies fluhrt teil-
weise zu grof3en Unterschieden, wenn Messungen aus verschiedenen Jahren vergli-
chen werden. Fur eine exaktere Quantifizierung mussten daher zum einen die Ein-
waage der Zellen standardisiert werden. Eine Gefriertrocknung der Zellen, wie diese
haufig zur Probenvorbereitung von Zellen verwendet wird, ist jedoch aufgrund des ho-
hen Salzgehaltes des Mediums nicht durchfihrbar. Zum anderen kdnnte durch eine
grofRere Anzahl an biologischen Replikaten biologische Schwankungen durch die Kul-
tivierung der Zellen sowie auch Schwankungen durch Aufarbeitung und Messung bes-
ser ausgeglichen werden. Hierbei gilt es jedoch zu berlicksichtigen, dass das Markie-
ren mit schweren Isotopen mit hohen Kosten verbunden ist, was die Machbarkeit ein-
schrankt. Zusammenfassend lasst sich jedoch sagen, dass die Ergebnisse einen wert-

vollen Beitrag zur Entschliisselung der Fettsaurebiosynthese in Archaeen liefern.
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4.3 Bestimmung der Doppelbindungsposition

Einige der in diesem Kapitel gezeigten Daten sind in der Publikation “Unraveling
the Double Bond Position of Fatty Acids by GC-MS Using Electron Capture APCI
and In-Source Fragmentation Patterns®in Zusammenarbeit mit J.F. Ayala-Cab-
rera und S.W. Meckelmann beim Journal of the American Society of Mass
Spectrometry publiziert worden.*

*Reprinted with permission from J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2023, 34, 11, 2538-2546; Pub-

lication Date: September 26, 2023; https://doi.org/10.1021/jasms.3c00257. Copyright 2023 Amer-
ican Chemical Society.

4.3.1 Einleitung

Die im Kapitel 4.1 vorgestellte Methode ist dazu geeignet, Fettsauren in komplexen
Matrices sensitiv und selektiv nachzuweisen. Die Identifikation der Kettenlange und
die Anzahl der Doppelbindungen der Fettsduren erfolgte hierbei tber die Retentions-
zeit sowie dem m/z-Verhéltnisses der analysierten Fettsauren. Neben der Anzahl der
Doppelbindungen hat auch die Position der Doppelbindungen einen Einfluss auf die
biologische Wirksamkeit der Fettsauren. Hierbei st6f3t die bisherige Methode jedoch
an eine Grenze, so kann es je nach Konfiguration der verschiedenen Fettsaureisomere
zu Coelutionen kommen (Abbildung 30). Zwar kann diese Trennung durch die Verwen-
dung anderer Derivatisierungen und damit verbunden dem Einsatz anderer Saulen wie
WAX-Saulen verbessert werden, jedoch wirde dies zu einem Verlust der fur die PFB-
Methode beschriebenen Vorteile wie Selektivitat und Sensitivitat der Methode fuhren.
Deshalb wurde eine GC-APCI-QToF-Methode entwickelt, welche durch eine regiose-
lektive Fragmentierung der Fettsauren an der Doppelbindung die Identifikation der Po-

sition der ersten C=C Doppelbindung in der Fettsaure ermdglicht.

Tabelle 7: Struktur der untersuchten FA 18:1-Isomere.

Name IUPAC Doppelbindungsposition Konfiguration
cis-8-Octadecanséure cis-8-Octadecanséure A8 cis
Elaidinsaure trans-9-Octadecanséure A9 trans
Olsaure cis-9-Octadecanséure A9 cis
Vaccenséaure cis-11-Octadecanséure A11 cis
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Da bei ungeséttigten Fettsduren neben der Kettenlange auch die Position der
Doppelbindung sowie die cis-/trans-Isomerie von Relevanz ist, wurden vier verschie-
dene Isomere von FA 18:1 (Tabelle 7) derivatisiert und anschlieRend chromatogra-
phisch getrennt (Abbildung 30). Hierbei zeigt sich am Beispiel von Ol- und Elaidin-
saure, dass es mit der beschriebenen Methode madglich ist, cis- und trans- Isomere
voneinander zu trennen. Bei Konstitutionsisomeren wie Ol- und Vaccensaure kommt
es darauf an, wie grol3 die Unterschiede der Doppelbindungsposition sind. So kénnen
Isomere getrennt werden, deren Doppelbindung um zwei Kohlenstoffatome verscho-
ben ist. Daraus kann geschlossen werden, dass auch die haufig untersuchten w3- und

w6-Fettsauren voneinander getrennt werden kénnten.

100 - m/z 281,5
)
E cis-8-
55 Octadecensaure
E 50 - Elaidinsdure
=
2 i
E Olséure
&
Vaccensdure

0

258 259 260 261 26,2
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Abbildung 30: Trennung verschiedener isomerer Fettsduren mittels GC-APCI-MS. Bei allen ge-
zeigten Fettsauren handelt es sich um Isomere der FA 18:1, weshalb fiur alle Fettsauren dasselbe
m/z-Verhéaltnis detektiert wird, und sind somit massenspektrometrisch nicht voneinander unter-
scheidbar. Ab einer Verschiebung der Doppelbindungsposition von 2 C-Atomen (Ols&ure/ Vac-
censaure) sind die Peaks von FA 18:1 voneinander getrennt. Elaidins&ure, ein trans-lsomer der
Olsaure, weist zwar eine gute Trennung zu Ols&ure auf, coeluieren jedoch mit der Vaccenséaure
[modifiziert nach [158]].

Da sich die detektierten Fragmente aus der Position der ersten Doppelbindung
ableiten, ist zur einfacheren Nachvollziehbarkeit eine A-Nomenklatur fir die untersuch-
ten Fragmente verwendet worden. Diese ist an die Ublicherweise verwendete IUPAC-
Nomenklatur der Fettsauren angelehnt, bezieht sich jedoch anders als diese aus-
schlief3lich auf die Lange der Kohlenstoffkette (Fragmente). Diese Nomenklatur ist in

Abbildung 31 am Beispiel von n-Hexadecansaure gezeigt.
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4.3.2 Methodenentwicklung

Fragmentation von Fettsauren in der APCI-Quelle

APCI-Quellen gehdren zu den weichen lonisationsverfahren, weswegen bei der De-
tektion von Fettsauren die bisher analysierten [FA-PFB]-lonen detektiert werden konn-
ten. Zugleich kommt es jedoch im geringen Mal3e zu Fragmentierung und Oxidationen
in der lonenquelle (Abbildung 31). Die beobachteten Fragmente sind bereits in friihe-
ren Studien bei Plasmaquellen beschrieben worden [130,133]. Insbesondere eine
Gruppe an oxidierten Fragmenten spielt hierbei eine besondere Rolle, welche bei
APCI-Messungen auch bei gesattigten Fettsduren auftreten, wie in Abbildung 31 am
Beispiel von Palmitinsaure und Palmitoleinsaure gezeigt. Die Anzahl der gebildeten in-
source-Fragmente nimmt hierbei mit sinkender Fragment-Kettenlange ab. Bei unge-
sattigten Fettsauren kommt es hingegen abhangig von der Position der Doppelbindung
zu einem deutlichen Anstieg der jeweiligen regiospezifischen Fragmente. So liegt das
A9-Fragment mit einem m/z-Verhaltnis von 171,1027 in einer deutlich héheren Inten-
sitat vor als die Ubrigen untersuchten Fragmente. Anhand dieses Fragmentes lasst
sich die Position der in Palmitoleinsdure vorliegenden Doppelbindung (zwischen dem
neuntem und dem zehnten Kohlenstoffatom) ableiten.

25000 | mFA 16:0
—_ BFA 16:1A9
@ 20000
c
3
G, 15000
‘©
= 10000
S
£ 5000

e o aAdlan @ QN

A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12 A13
A-Fragment

Abbildung 31: In-source-Fragmentierung von FA 16:0 und FA 16:1 A9 mittels GC-APCI-QToF
ohne Verwendung eines Reaktanten.

Kopplung von Paterno-Blichi (PB) Reaktion mit Gaschromatographie
Um die aufféallige Bildung der fir die Doppelbindungsposition typischen Fragmente fir
die Bestimmung zu nutzen, wurden verschiedene Experimente durchgefiihrt, um die

Bildung zu verstehen und zu optimieren. Hierzu wurde eine Kopplung der GC mit einer
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PB-Reaktion durchgefiihrt. Als Reaktanten wurden Aceton und Benzaldehyd einge-

bracht und der Einfluss auf die Bildung spezifischer lonen untersucht.

Bevor die eigentliche Reaktion aufgeklart wurde, wurde untersucht, auf welche
Weise der Reaktant in die Quelle eingebracht werden kann. Das Ziel war es, eine
madglichst groe Menge an Reaktant in der Gasphase der Quelle zu haben, um die
Reaktion mdglichst weit auf Seite des PB-Precursers zu verschieben. Hierbei wurden
drei verschiedene Systeme getestet: Einbringen des Reaktanten mit einer Spritzen-
pumpe (Quellentemperatur 270 °C), Anreicherung des Auxillary Gas mittels Durchlei-
tung durch eine mit Reaktant gefillte Gaswaschflaschen bei Raumtemperatur sowie
das Einbringen eines mit Reaktant geflllten Vials in die lonenquelle (270 °C). Die Ver-
suche wurden mit Aceton als Reaktant durchgefiihrt, welches tUber einen hdheren
Dampfdruck verfugt, weshalb ein deutlich sichtbares Signal fiir das Reaktant detektier-
bar ist und mogliche Anderungen in der Intensitat deutlich schneller als bei Benzalde-
hyd erfassbar sind. Hierbei zeigt sich bei Verwendung der Spritzenpumpe, dass keine
stabilen Signale erreichbar sind, und die Konzentration des Reaktanten in der Quelle
starken Schwankungen ausgesetzt ist. Der Grund liegt vermutlich in der Bildung von
Tropfen am Ende der Kapillare und eine daraus resultierende ungleichmafiige Ver-
dampfung des Reaktanten. Bei dem Vial sowie bei den Gaswaschflaschen kann ein

stabiles Signal tber einen langeren Zeitraum erzeugt werden (siehe Abbildung 32).
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Abbildung 32: Messung der in der Quelle detektierten Acetonmenge unter Verwendung einer

Gaswaschflasche (orange) und eines mit Aceton gefiliten Vials in der Quelle (blau).

Bei Verwendung des Vials kommt es jedoch Uber einen Zeitraum von 2 h zu

einem Intensitatsabfall um 50 %. Dies kann auf den sinkenden Flissigkeitsspiegel im
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Vial und dem damit schlechteren Austausch der mit Aceton gesattigten Gasphase im
oberen Teil des Vials zurtckgefuhrt werden. Die Verwendung der Gaswaschflaschen
ermdglicht hingegen deutlich langere Messzeiten. Der Intensitatsabfall liegt nach 2 h
lediglich bei 5 %, welcher hauptséchlich auf das Anfahren der Anlage zuriickzufihren
ist. Auch die Intensitét liegt trotz der geringeren Temperatur deutlich héher. In der Pra-
xis kann die Anlage 6 h betrieben werden, bis die Gaswaschflaschen neu befullt wer-

den muss. Dies ermdglicht die Messung von langeren Messsequenzen.

Beim Einbringen von Aceton wurden bei verschiedenen Experimenten wieder-
holt sauerstoffhaltige Fragmente der Fettsduren identifiziert, welche auch als Frag-
mente der PB-Reaktion beschrieben sind (O=Fragment; Abbildung 11). Allerdings ist
das dazugehdrige C=Fragment nicht reproduzierbar nachweisbar. Da es zudem in der
Quelle zu Nebenreaktionen gekommen ist, ist das PB-Produkt, welches Ublicherweise
bei der PB-Reaktion im Q1 isoliert wird, nicht von dem entstandenen Nebenprodukt
abzutrennen. Da das Nebenprodukt in deutlich héherer Konzentration als das eigent-
liche PB-Produkt vorliegt, ist eine gezielte Fragmentierung des PB-Produktes und eine
Analyse der hierbei entstandenen Fragmente nicht moéglich. Daher kdnnen die Dop-
pelbindungspositionen der Fettsauren nicht wie vorgesehen mit der PB-Reaktion be-

stimmt werden.

Warum die erwarteten Produkte bei der Reaktion nicht gebildet werden, liegt
vermutlich an der zu geringen Reaktionsgeschwindigkeit der Reaktion, welche nicht
vor dem Eintreten der lonen in das Hochvakuum des Massenspektrometers vollstandig
abgelaufen ist. Zudem kénnte der in der APCI-Quelle vorliegende Sauerstoff zu in-
source-Nebenreaktionen fuhren. Das PB-Produkt kann sich zudem im Plasma der
APCI-Nadel wieder zersetzt haben, was zu den geringen Konzentrationen an PB-Pro-
dukt gefiihrt haben kénnte. Von besonderem Interesse sind jedoch die gebildeten
O=Fragmente. Bei der Interpretation der Massenspektren féllt auf, dass die Masse ei-
nem spezifischen Fragment der Fettsaure und der zugehérigen Doppelbindung zuge-

ordnet werden kann.

Dieser Effekt kann durch den Einsatz von Benzaldehyd als Reaktant verstarkt
werden. So werden hierbei die regiospezifischen Fragmente (m/z 171,1027 und
129,0557) im MS-Spektrum sichtbar, welche den jeweiligen Doppelbindungspositio-
nen der untersuchten Fettsduren zugeordnet werden kdnnen (Abbildung 33). Unklar

ist jedoch der Mechanismus, der zur Bildung der Fragmente fuhrt. Es wurde zunachst
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angenommen, dass diese auf eine in-source-PB-Reaktion zurtickzufihren waren, wo-

hingegen Zhang et al. [133] und Xie et al. [130] von einer Ozonolyse ausgehen.
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Abbildung 33: MS-Spektren von FA 18:3 in w3- und w6-Konfiguration und ein postulierter Reak-
tionsmechanismus. Anhand des regiospezifischen Fragmentes (m/z 171,1027 fir w3-Konfigura-
tion (A) und m/z 129,0557 fur w6-Konfiguration (B)) kann die Position der ersten Doppelbindung
bestimmt werden. Die Quantifizierung kann anhand des [FA-PFB]-lons durchgefiihrt werden
[modifiziert nach [172]].

4.3.3 Fragmentation

Um den Effekt der in-source-Fragmentierung genauer zu identifizieren, wurden die vier
Fettsaurestandards (FA 18:1 (A9), FA 18:3 (A6,9,12), FA 18:3 (A9,12,15) und FA 20:4
(A5,8,11,14)) bei verschiedenen Parametern untersucht (experimenteller Aufbau siehe
Abbildung 34). Zum einen sollte hierbei der Einfluss der UV-Lampe auf die beobach-
tete Reaktion bestimmt werden, welche bei der PB-Reaktion eine entscheidende (Ab-
bildung 11), bei der Ozonolyse hingegen keine Rolle spielt (Abbildung 10). Zum ande-
ren sollte herausgefunden werden, welchen Einfluss der Reaktant auf die Reaktion
hat. Organische Lésemittel haben bei der lonisation von API-Quellen haufig einen gro-
Ren Einfluss [173,174], da mit ihrer Hilfe Protonentransfer und Ladungsuibertragungen
zwischen Molekilen erleichtert werden kdnnen. Sie werden meist fir APPI-Quellen
verwendet, finden jedoch auch in Kombination mit APCI-Quellen ihre Anwendung

[175,176]. Um diese Effekte zu untersuchen, wurden die Messungen mit ein- und aus-
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geschalteter UV-Lampe sowie mit und ohne den Einsatz von Benzaldehyd als Reak-
tant durchgefiihrt, wobei die Ubrigen Parameter konstant gehalten wurden. Anschlie-
Rend wurde die Intensitat des [FA-PFB]-lons sowie des jeweiligen regiospezifischen

Fragmentes verglichen (Abbildung 35).

APCI-Nadel

Abbildung 34: APCI-Quelle mit eingebauter UV-Lampe, welche fur die Untersuchung des Mecha-

nismus genutzt wurde.

Wie in Abbildung 35 am Beispiel von FA 18:1 A9 zu sehen, fuhrt die Verwen-
dung der UV-Lampe sowohl bei dem detektierten [FA-PFB]-lon (A) wie auch bei dem
regiospezifischen A9-Fragment (D) zu einem Abfall der Signalintensitat. Wird Benzal-
dehyd als Reaktant eingesetzt, kommt es zu einem Abfall bei der Intensitat des [FA-
PFB]-lons (B), allerdings zeitgleich auch zu einem Anstieg des A9-Fragments (E).
Wird zusatzlich zum Benzaldehyd die UV-Lampe verwendet, fuhrt dies jedoch bei kei-

nem der untersuchten Spezies zu einem bedeutsamen Intensitatsgewinn (C/F).

Hieraus kann geschlossen werden, dass die beobachtete in-source-Reaktion
nicht photolytisch beglnstigt wird. Daher ist anzunehmen, dass es sich bei der Reak-
tion um eine chemische Reaktion handelt, welche durch die Koronaentladung ausge-
|6st wurde, und zu den beobachteten oxidierten Fragmenten fuhrt, wie in Abbildung 33
dargestellt. Aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse wurden die folgenden Experi-

mente mit Benzaldehyd als Reaktant und mit ausgeschalteter UV-Lampe durchgefihrt.
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Abbildung 35: Einfluss des Reaktants und der UV-Strahlung auf Olsaure (50 uM) fur das [FA-
PFB]-lon (m/z 281,2486) A-C und das positionsspezifische Fragment (m/z 171,1027) D-E. Je nach
Experiment wurden die Messungen mit oder ohne Benzaldehyd (+ BA/ - BA) und mit ein- oder
ausgeschalteter UV-Lampe (+ UV/ - UV) durchgefiihrt. Die besten Ergebnisse in Bezug auf die
Intensitat des positionsspezifischen Fragmentes werden erzielt, wenn die Messungen mit Ben-
zaldehyd und mit ausgeschalteter UV-Lampe durchgefiihrt werden (schwarze Linie E/F) [modifi-
ziert nach [172]].

Um die allgemeine Gliltigkeit der in Abbildung 31 beobachtete Verteilung zu
Uberprufen, wurden verschiedene Fettsauren untersucht. Eine Auswahl an A-Frag-
menten (siehe Tabelle 8), welche fir die Detektion der Doppelbindungsposition rele-
vant sind, wurden als EIC aus den Daten extrahiert. Die erhaltenen Peaks wurden
integriert und die Flachen auf die Intensitat des jeweils hdchsten Peaks normiert (Ab-
bildung 36). Hierbei zeigt sich wie zuvor in Abbildung 31, dass es eine Verteilung an
verschiedenen A-Fragmenten gibt. Die Maxima stimmten wie zuvor mit der jeweiligen
Position der Doppelbindung Uberein. Somit konnte nachgewiesen werden, dass die
Fragmente tatsachlich regiospezifisch entstehen, und dass die beschriebene Methode
sowohl fir ungesattigte wie auch flr gesattigte Fettsauren einsetzbar ist. Dies zeigt,
dass die in-source-Fragmentierung neben dem m/z-Verhéaltnis und der Retentionszeit

als weiteres Kriterium zur Identifikation der Doppelbindungsposition dienen kann.
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Tabelle 8: Summenformel und m/z-Werte der zur Strukturaufklarung genutzten in-source-Frag-

mente [modifiziert nach [172]].

Fragment m/z Summenformel
JAvi! 101,0244 C4HsO3
A5 115,0401 CsH;O3
JA%G) 129,0557 CeHsO3
A7 143,0714 C7H1103
A8 157,0870 CgH1303
A9 171,1027 CoH1503
A10 185,1183 C10H1703
A1l 199,1340 C11H1603
A12 213,1496 C12H2:03
A13 227,1653 Ci13H2303
FA 18:1 (A9) FA 18:1 (A8) FA 18:1 (A11)
W 100%
= o
2 75%
E 50%
= 25%
E 0% - nl'ln = I .-.nl'll'lﬂﬂ r=
45678 910111213 45678 910111213 4567 8910111213
FA 18:3 (A9,12,13) FA 18:3(16,9,12) FA 20:4 (A5,8,11,14)
W 100%
= 0,
a 75%
E 50%
= 25%
E 0% O o 0 I-I (=1 - |-| |-| - A
45678 910111213 45678 910111213 4567 8910111213
A-Fragment A-Fragment A-Fragment

Abbildung 36: In-source-Fragmentierungsmuster verschiedener einfach und mehrfach ungesat-
tigter Fettsauren, beobachtet mit GC-APCI-QToF-MS. Die beobachteten Fragmente entstehen re-
giospezifisch, wobei die Kohlenstoffkette zwischen Carboxylgruppe und der ersten Doppelbin-

dung entscheidend ist [modifiziert nach [172]].
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Durch die Identifizierung der Position der Doppelbindung kénnen Coelutionen
von Fettsauren, trotz der identischen monoisotopischen Masse, festgestellt werden,
wie in anhand verschiedener FA 18:1 Isomeren (8-Octadecansaure (A8), Elaidinsaure
(A9trans) und Vaccensaure (A11)) gezeigt wurde. So konnen im EIC des gemeinsamen
[FA-PFB]-lons bei m/z 281,2486 nur zwei Peaks nachgewiesen werden (Abbildung 37
A), da Elaidin- und Vaccensaure coeluieren und somit als ein gro3erer Peak erschei-
nen. Durch die EIC der verschiedenen A-Fragmente wird jedoch deutlich, dass drei A-
Fragment (A8, A9 und A11) deutlich intensiver als die ubrigen A-Fragmente vorlagen
(Abbildung 37 B).
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Abbildung 37: Identifizierung von Doppelbindungspositionen in coeluierenden Fettsduren. GC-
APCI-QToF-MS-Analyse von drei verschiedenen FA 18:1-Isomeren. Wéhrend im EIC des [FA-
PFB]-lons nur zwei Peaks detektierbar sind, kann durch die Detektion der A-Fragmente eine
Coelution im zweiten Peak nachgewiesen werden [modifiziert nach [172]].

Wahrend bei dem linken Peak (24,25 min) aufgrund des A8-Fragments als pri-
mares in-source-Fragment und der in Abbildung 36 beobachten Verteilung der tbrigen
Fragmente angenommen werden kann, dass es sich hierbei um eine einzelne Fett-
saure handelt, zeigte sich beim rechten Peak (24,45 min) ein anderes Muster. Hier
sind zwei primare in-source-Fragmente (A9- und All-Fragment) mit leicht unter-
schiedlichen Retentionszeiten detektierbar, was auf eine Coelution zweier Fettsduren
hinweist. Zusatzlich ist ein kleinerer A8-Peak sichtbar, welcher sich durch die in Abbil-

dung 36 gezeigte Fragmentverteilung der beiden Fettsauren erklaren lasst.

Wie Tabelle 9 zeigt, liegen die beobachteten Nachweisgrenzen im Bereich von
0,1 bis 1 uM fur das [FA-PFB]-lon und sind somit etwas hoher als bei der unter Kapitel

4.1 entwickelten Methode. Dies ist vor allem durch die Abnahme dieses lons durch
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das Benzaldehyd zu erkléaren (Abbildung 35). Trotz der Verwendung der Gaswasch-
flasche konnte jedoch ein R? von >0,99 erreicht werden. Die fur die Identifikation der
Doppelbindung notwendigen A-Fragmente konnten ab einer Nachweisgrenze von 10
MM detektiert werden. Auch wenn diese nicht zur Quantifizierung genutzt wurden,
konnte hier eine hohe Linearitat und somit eine hohe Konzentrationsabhangigkeit fest-

gestellt werden.

Tabelle 9: LOD-, LLOQ-, ULOQ und R2-Werte von [FA-PFB], die zur Quantifizierung verwendet

werden, sowie des A-Fragments, das zur Identifizierung der Doppelbindungsposition verwendet

wird [modifiziert nach [172]].

[FA-PFB] A-Fragment

Fettsaure LOD [uM] LLOQ [uM] ULOQ [pM] R2 LOD [uM]  LLOQ [uM] R2

FA 16:1 (A9) 0,1 0,3 100 0,999 10 50 0,999
FA 18:1 (A8) 0,1 0,3 50 0,999 10 50 0,996
FA 18:2 (A9,12) 0,1 0,3 100 0,994 10 50 0,986
FA 18:3 (A6,9,12) 0,1 0,3 50 0,999 50 100 0,993
FA 20:4 (A5,8,11,14) 0,1 1 100 0,996 50 100 0,997
FA 20:5 (A5,8,11,14,17) 0,3 1 100 0,998 50 100 0,999
FA 22:5 (A7,10,13,16,19) 1 1 100 0,998 50 100 0,999
FA 22:6 (A4,7,10,13,16,19) 1 1 100 0,992 100 500 n.b.

4.3.4 Anwendung

Viele Nahrungserganzungsmittel werben mit einem hohen Gehalt an w3-Fettsauren.
Die wirtschaftliche Bedeutung von Nahrungsergéanzungsmitteln wird auf tber 30 Milli-
arden US-Dollar geschatzt [151]. Ein beliebtes Praparat stellen Fischdlkapseln, welche
mit ihrem hohen Gehalt an FA 20:5 (Eicosapentaensaure) und FA 22:6 (Docosahexa-
ensaure), beides w3-Fettsauren, beworben werden. Daneben sind auch andere unge-
sattigte Fettsduren wie FA 16:1 (A9) oder FA 18:1 (A9) in hoher Konzentration in Fi-
schol zu finden [177,178]. Aufgrund dessen wurde Fischdl zur Anwendung der Me-
thode untersucht. Die Fischolkapseln wurden zunéchst hydrolysiert, mit MTBE extra-
hiert und mit PFB derivatisiert. Die in den Proben enthaltenen Fettsauren wurden chro-
matographisch getrennt, wobei die Position der Doppelbindungen mithilfe der A-Frag-
mente identifiziert wurden, wie in Abbildung 38 dargestellt. Die Konzentrationen der

einzelnen Fettsauren wurden anschlieRend mithilfe des [FA-PFB]-lons bestimmt (Ab-

bildung 39).
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Abbildung 38: Identifikation und Quantifizierung der in Fischdl gefundenen Fettsauren. A: Chro-

matographische Trennung der Fischélproben. Dargestellt sind die EIC der detektierten Fetts&au-

ren (Abbildung 39). Die sechs quantitativ am haufigsten vorkommenden Fettséduren sind be-

schriftet. B/C: Chromatographische Trennung von FA 16:0 (B), FA 18:0 (C) und ihren verwandten

ungesattigten Isomeren. D/E: Regiospezifische A-Fragmente der unter B und C gezeigten Fett-

sauren [modifiziert nach [172]].

Da es sich bei Fischdl um ein Produkt handelt, welches keinen strengen Regu-

larien unterworfen ist und biologischen und saisonalen Schwankungen unterliegt [179],

ist die Varianz zwischen verschiedenen Proben erwartbar hoch. Dies zeigt sich insbe-
sondere bei den haufig untersuchten w3-Fettsauren FA 20:5 (A5,8,11,14,17) und
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FA 22:6 (A4,7,10,13,16,19). So liegt die Konzentration von FA 20:5 (A5,8,11,14,17)
der gezeigten Probe bei 75,1+6,9 mg/g, wahrend Yi et al. Konzentrationen von 40-
509 mg/g [178], und Brotas et al. 27-241 mg/g angegeben haben [177]. Die Konzent-
ration von FA 22:6 (A4,7,10,13,16,19) lag hingegen bei 60,2+0,7 mg/g, wahrend Yi et
al. [178] 35-645 mg/g und Brotas et al. [177] bis zu 120 mg/g fanden. Die beiden a-
bundanten Fettsauren liegen somit genau im ermittelten Bereich der beiden Vero6ffent-
lichungen [177,178].

100 +

c 75 T
=]
-
£3
€0 50 4
NE
]
x 25 4 ﬂ
S h N ChbhNa s RT D
o e e - i - B R i
T rTrade TN —d T - d @
A gna . d T JC T
LLULogolon —dLLeodl m
o= ¢dNT2 T4
43 dog ®d =
o W " W< ") g 7
- T oa L gqIuwr
© o ™ —~ o 3
<L <L Q< o
w w S z
<L
o o
<L
w

Abbildung 39: Konzentration der Fettsauren, welche mithilfe der jeweiligen [FA-PFB]-lonen in
Fischolkapseln gquantifiziert wurden. Die Identifikation der Doppelbindungsposition wurde mit-
hilfe der A-Fragmente durchgefiihrt, was mit Fettsdaurestandards validiert wurde [modifiziert
nach [172]].

Neben den bekannten abundanten Fettsauren kann die Methode jedoch auch
zur Identifikation von bisher wenig beachteten Fettsauren eingesetzt werden. So sind
in den untersuchten Proben Hexadecatriensaure (FA 16:3 (A6,9,12)), Hexadecatetra-
ensaure (FA 16:4 (A6,9,12,15)) sowie Stearidonsaure (FA 18:4 (A6,9,12,15)) nach-
weisbar. Keine der drei Fettsduren wurde zuvor als Standard untersucht, weshalb die
genaue Retentionszeiten unbekannt waren. FA 16:3 (A6,9,12) und FA 16:4
(A6,9,12,15) sind bisher bereits in einer Krill (Euphausia pacifica), Tintenfisch sowie
Thunfisch beschrieben worden [180-182]. FA 18:4 (A6,9,12,15) wurde bereits in Fi-
schol identifiziert, und kann zudem auch in Algen und einigen Pflanzensamendlen vor-
kommen [183-185]. Bei allen drei Fettsduren konnte die Position der Doppelbindung

korrekt anhand der A-Fragmente bestimmt werden.

86



Bestimmung der Doppelbindungsposition

4.35 Fazit

Die Methode ermdglicht die Identifikation einer in-source-Fragmentierung in der APCI-
Quelle, welche mit dem Delta-Ende der Fettsauren korreliert. Die Fragmentierung kann
zur Identifikation von Fettsduren genutzt werden. Der grof3e Vorteil der Methode liegt
in dem geringen Aufwand, der hierbei betrieben werden muss. Die einzige Anderung
im Vergleich zu der unter Kapitel 4.1 beschriebenen Methode zur Quantifizierung der
Fettsauren liegt in der Verwendung von Benzaldehyd als Reaktant. Es konnte auch
gezeigt werden, dass es auch ohne die Verwendung eines Reaktanten im geringeren

Umfang zu der beschriebenen Fragmentierung kommt.

Die Identifikation dreier weitestgehend unbekannter Fettsduren in den untersuch-
ten Fischdlkapseln zeigt, dass die Methode universell einsetzbar ist. Durch den Einsatz
eines QToF-MS in Kombination mit der GC-APCI kdénnen alle Fettsauren und deren
Fragmente in einer Messung erfasst werden. Das ermdglicht die Identifikation einer

Vielzahl an Verbindungen und deren Quantifizierung.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Fettsauren spielen in unterschiedlichen biologischen Systemen eine entscheidende
Rolle, wobei die Identifizierung und Quantifizierung immer noch eine grol3e Herausfor-
derung darstellt. Deshalb wurde eine GC-MS-Analyse von Fettsauren nach Derivati-
sierung mit Pentafluorobenzylbromid entwickelt und optimiert. Hierzu wurde die NICI,
welche Ublicherweise in Kombination mit dieser Derivatisierung verwendet wird, mit
zwei API-Quellen, der APCI und der APPI, verglichen. Die APCI-Quelle ist am besten
geeignet fur die Analyse eines weiten Spektrums an Fettsduren, da diese sowohl tber
eine hohe Sensitivitat, mit Nachweisgrenzen im einstelligen femtomolaren Bereich on-
column, wie auch uber ein ahnliches lonisationsverhalten fir eine groRe Anzahl an
unterschiedlich langen Fettsduren verfugt. Dadurch kann eine robuste Quantifizierung

durchgeftihrt werden.

Die Methode wurde anschliel3end fir die Analyse verschiedener biologischer
Proben verwendet. Zum einen wurden zur Validierung der Methode Serum- und Plas-
maproben untersucht. Hierbei ist eine hohe Ubereinstimmung mit in der Literatur be-
schriebenen Daten feststellbar. Die Methode wurde fiir die analytische Unterstiitzung
einer Studie im Bereich der Tumordiagnostik eingesetzt, wobei es gelungen ist, hoch-
signifikante Unterschiede im Fettsaurespektrum der verschiedenen Zellklassen zu de-

tektieren.

Eine weitere grol3e Herausforderung in der Fettsaureanalytik ist die Hinter-
grundkontamination, welche bei vielen Fettsauren vorliegt. Besonders betroffen sind
hiervon Palmitinsaure und Stearinsaure, aber auch in geringerem Umfang andere
kurz- und mittelkettige Fetts&uren. Hierdurch wird die Sensitivitéat der analytischen Me-
thoden begrenzt. Auch wenn es instrumentell moglich ist, geringere Konzentrationen
zu detektieren, kdnnen diese nicht von der Hintergrundkontamination unterschieden

werden.

Die entwickelte Methode wurde anschlie3end fur die Analyse von Archaeen ein-
gesetzt. Das Problem der Hintergrundkontamination konnte hierbei umgangen wer-
den, da die Fettsauren durch den experimentellen Aufbau vollstandig 13C-markiert vor-
lagen. Bei S. acidocaldarius kommen die Fettsauren 3¢Capryl-, 13¢Caprin- und 3¢Lau-

rinséure vor, was durch verschiedene Experimente bestatigt wurde. Die Analyse einer
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Knock-out-Mutante zeigt, dass das Gen saci_1115 bei der Synthese der Fettsduren
eine wichtige Rolle spielt. In der Mutante sind deutlich niedrigere Konzentration im
Vergleich zum Wildtyp nachweisbar. Auch andere Faktoren mit Einfluss auf die Fett-
saurebiosynthese von Archaeen wurden identifiziert. Unter anderem verwertet S. a-
cidocaldarius vor allem Glycerol zur Bildung von Fettsduren. Andere Kohlenstoffquel-
len wie Xylose fiuihren nicht zur Bildung von Fettsauren. Dartber hinaus verdeutlichen
die Analysen von Proben aus H. volcanii den Einfluss der Gattung auf die Fettsaure-
biosynthese. Anstelle der oben genannten Fettsauren liegt hier vor allem 3¢Palmitin-

saure als primar Fettsaure vor.

Die Ergebnisse zeigen, dass Archaeen Fettsduren erfolgreich synthetisieren
konnen, und liefern damit wichtige Erkenntnisse tber den Lipid Divide. Jedoch bleiben
hier noch viele offene Fragen. So ist vor allem die genaue Biosynthese noch nicht
beschrieben, und die Funktion der Fettsduren ist immer noch unklar. Fir ein besseres
Verstandnis ware die Untersuchung einer grof3en Anzahl an unterschiedlichen Ar-
chaeen sinnvoll. Hierbei kénnen Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen ver-
schiedenen Gattungen identifiziert werden, was zu einem besseren Verstandnis zur

Funktion der Fettsauren beitragen kdnnte.

AbschlieRend wurde die etablierte Methode weiterentwickelt, um weitere Infor-
mationen tber den Aufbau von Fettsauren zu gewinnen. Dazu ist die Bestimmung der
Doppelbindungsposition in Fettsauren essenziell. Dies wurde durch eine in-source-
Fragmentierung in der APCI-Quelle erreicht. Hierbei konnen sauerstoffhaltige Frag-
mente des Analytions genutzt werden, welche im geringen Umfang in der Quelle ge-
bildet werden und fir die Bestimmung der Doppelbindung genutzt werden kénnen. Die
Bildung dieser regiospezifischen Fragmente kann durch den Einsatz von Benzaldehyd
als Reaktant unterstitzt werden, der den Einsatz von UV-Licht fuhrt hingegen zu keiner
Verbesserung der Sensitivitat. Dies ermoglicht, dass die Bestimmung der Doppelbin-
dungsposition direkt bei der Messung erfolgen kann, da es sich bei der Fragmentana-
lyse um eine Datenprozessierung handelt, und somit keine weitere Messzeit bendtigt

wird.

Die Methode wurde anschlieRend erfolgreich eingesetzt, um verschiedene
Fischole und die darin vorkommenden Fettsduren zu analysieren. Neben den Ublicher-

weise detektierten ungesattigten Fettsauren FA 20:5 und FA 22:6 liegen hierbei auch
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verschiedene andere mehrfach ungeséttigte Fettsduren vor, welche quantifiziert und
deren Doppelbindungsposition identifiziert wurde. Insbesondere die Identifikation der
Fettsauren FA 16:3, FA 16:4 und FA 18:4 ist von grol3em Interesse. Diese lagen nicht
als Standards vor, sind jedoch Uber ihre exakte Masse, ihr Fragmentationsmuster und
ihrer Retentionszeit identifizierbar.

Die Analyse von Fettsauren mittels Gaschromatographie wird seit Jahrzehnten
erfolgreich durchgefthrt. Allerdings bietet die Kopplung tber APCI nach Derivatisie-
rung mit PFB ein grol3es Potential fur die Fettsdureanalytik. Sowonhl fur die Quantifizie-
rung wie auch fir die strukturelle Aufklarung von Fettsauren ergeben sich aus der
Kopplung entscheidende Vorteile, da diese anders als EI-Quellen eine weiche lonisa-
tion mit geringer Fragmentierung ermdglichen. Die Fragmentierung ist zudem stark
von der Struktur der Fettsdure abhangig, weshalb die gebildeten in-source-Fragmente

zusatzliche Informationen Uber die untersuchten Analyten bieten kénnen.
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6 Anhang

6.1 Abbildungen
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Abbildung 40: Stabilitdtsmessungen der Fettsaurestandards ohne Normierung durch intenen

Standard.
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Abbildung 41: SRM-Messungen der Fettsdure FA 18:0. Mit zunehmender Kollisionsenergie

nimmt das Signal der Fettsaure ab, jedoch konnten keine charakteristischen Fragmente detek-

tiert werden.
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Abbildung 42: Konzentrationen an freien Fettsduren in den untersuchten Tumorzellproben [%].
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Abbildung 43: Gesamtfettsduregehaélter aller in den Tumorzellproben gefundener Fettséuren.
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Abbildung 44: Gesamtfettsduregehalt der untersuchten Tumorzellproben [%].
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6.2 Tabellen

Tabelle 10: Liste der m/z-Werte aller analysierter Fettsauren (Als Standard eingesetzte Fettsau-

ren wurden sind fett markiert).

Analyt m/z Modus FA 20:5 3015 negativ
FA 6:0 115,2 negativ FA 21:0 325,5 negativ
FA 7:0 129,2 negativ FA 21:1 323,5 negativ
FA 8:0 143,2 negativ FA 21:2 321,5 negativ
FA 9:0 157,2 negativ FA 21:3 319,5 negativ
FA 10:0 171,2 negativ FA 22:0 339,6 negativ
°H,-FA 10:0 173,3 negativ FA 22:1 337,6 negativ
FA 10:1 169,2 negativ FA 22:2 335,6 negativ
FA 11:0 185,3 negativ FA 22:3 333,6 negativ
FA11:1 183,3 negativ FA 22:4 331,6 negativ
FA 12:0 199,3 negativ FA 22:5 329,5 negativ
FA 12:1 197,3 negativ FA 22:6 327,5 negativ
FA 13:.0 213,4 negativ FA 23:.0 353,6 negativ
FA 13:1 211,4 negativ FA 23:1 351,6 negativ
FA 14:0 227,4 negativ FA 23:2 349,6 negativ
FA14:1 2254 negativ FA 23:3 347,6 negativ
FA 15:0 241,4 negativ FA 23:4 345,6 negativ
2H,-FA 15:0 243,4 negativ FA 23:5 343,6 negativ
FA 15:1 239,4 negativ FA 23:6 341,6 negativ
FA 16:0 255,5 negativ FA 24:0 367,7 negativ
FA 16:1 253,5 negativ 2Hq-FA 24:0 371,7 negativ
FA 16:2 251,5 negativ FA 24:1 365,7 negativ
FA 17:0 269,5 negativ FA 24:2 363,7 negativ
FA17:1 267,5 negativ FA 24:3 361,7 negativ
FA 18:0 283,5 negativ FA 24:4 359,7 negativ
2H,-FA 18:0 287,5 negativ FA 24:5 357,7 negativ
FA 18:1 281,5 negativ FA 24:6 355,7 negativ
FA 18:2 279,5 negativ FA 25:0 381,7 negativ
FA 18:3 277,5 negativ FA 25:1 379,7 negativ
FA 18:4 275,5 negativ FA 25:2 377,7 negativ
FA 19:0 297,5 negativ FA 26:0 395,7 negativ
FA 19:1 295,5 negativ FA 26:1 393,7 negativ
FA 19:2 293,5 negativ FA 26:2 391,7 negativ
FA 20:0 3115 negativ FA 26:3 389,7 negativ
FA 20:1 309,5 negativ FA 26:4 387,7 negativ
FA 20:2 307,5 negativ FA 26:5 385,7 negativ
FA 20:3 305,5 negativ FA 26:6 383,7 negativ
FA 20:4 303,5 negativ
2Hg-FA 20:4 311,5 negativ
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Tabelle 11: Liste der m/z-Werte aller analysierter 3C-markierter Fettsduren (Als Standard einge-

setzte Fetts&uren wurden sind fett markiert).

Analyt m/z Modus
FA 6:0 121,2 negativ
FA7:0 136,2 negativ
FA 8:0 151,2 negativ
FA 9:0 166,2 negativ
FA 10:0 181,2 negativ
2H,-FA 10:0 173,3 negativ
FA 10:1 179,2 negativ
FA 11:0 196,3 negativ
FA11:1 194,3 negativ
FA 12:0 211,3 negativ
FA 12:1 209,3 negativ
FA 13:.0 226,4 negativ
FA 13:1 224,4 negativ
FA 14:0 241,4 negativ
FA 14:1 239,4 negativ
FA 15:0 256,4 negativ
°H,-FA 15:0 243,4 negativ
FA 15:1 254.,4 negativ
FA 16:0 271,5 negativ
FA 16:1 269,5 negativ
FA 16:2 267,5 negativ
FA 17:0 286,5 negativ
FA17:1 284,5 negativ
FA 18:0 301,5 negativ
2H,-FA 18:0 287,5 negativ
FA 18:1 299,5 negativ
FA 18:2 297,5 negativ
FA 18:3 295,5 negativ
FA 18:4 293,5 negativ
FA 19:0 316,5 negativ
FA 19:1 314,5 negativ
FA 19:2 312,5 negativ
FA 20:0 3315 negativ
FA 20:1 329,5 negativ
FA 20:2 327,5 negativ
FA 20:3 325,5 negativ
FA 20:4 323,55 negativ
’Hg-FA 20:4 311,5 negativ
FA 20:5 3215 negativ
FA 21:0 346,5 negativ
FA 21:1 344,5 negativ

FA 21:2
FA 21:3
FA 22:0
FA 22:1
FA 22:2
FA 22:3
FA 22:4
FA 22:5
FA 22:6
FA 23:0
FA 23:1
FA 23:2
FA 23:3
FA 23:4
FA 23:5
FA 23:6
FA 24:0
2Hq-FA 24:0
FA 24:1
FA 24:2
FA 24:3
FA 24:4
FA 24:5
FA 24:6
FA 25:0
FA 25:1
FA 25:2
FA 26:0
FA 26:1
FA 26:2
FA 26:3
FA 26:4
FA 26:5
FA 26:6

3425
340,5
361,6
359,6
357,6
355,6
353,6
351,5
349,5
376,6
374,6
372,6
370,6
368,6
366,6
364,6
391,7
371,7
389,7
387,7
385,7
383,7
381,7
379,7
406,7
404,7
402,7
421,7
419,7
417,7
4157
4137
411,7
409,7

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

negativ
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