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Lebensmittelchemie 2015

Viele Lebensmittelinhaltsstoffe wirken auf die menschliche Gesundheit. Um den molekularen Mecha-

nismus dieser Wirkung zu untersuchen, werden in der Lebensmittelchemie zunehmend Metabolomics-

Techniken eingesetzt. Targeted Metabolomics erfasst dabei quantitativ die Stofffliisse innerhalb eines

biologischen Systems, wdhrend Non-targeted Metablomics Stoffwechselintermediate zu detektieren

versucht, etwa Lipide (Lipodomics).

@ Unter den Makronihrstoffen
stehen die Lipide spatestens seit
den 1950er Jahren in der Diskussi-
on, sich direkt auf die menschliche
Gesundheit auszuwirken. Aussa-
gen wie ,ein hoher Anteil von Fett
in der Ernahrung macht krank und
dick“ oder ,Lebensmittel mit ei-
nem hohen Gehalt an gesattigten
Fettsauren erhohen das Risiko fur
Herzkreislauferkrankungen“  sind
jedem bekannt. Die neue Leitlinie
der Deutschen Gesellschaft fir Er-
nahrung zum Thema Fett — ,Fett-
zufuhr und Prévention ausgewahl-
ter erndhrungsmitbedingter Krank-
heiten“ — zeigt aber, dass diese tief
der

deutschen Bevolkerung veranker-

im Erndhrungsbewusstsein

ten Uberzeugungen mehr Mythos
als evidenzbasierte Fakten sind.
Die protektive Wirkung von ome-
ga-3-ungesattigen Fettsduren (n3
polyunsaturated fatty acids, n3-Pu-
FA) fur Herzkreislauferkrankungen
hingegen erscheint hinreichend be-
legt; dies bestitigen Metaanalysen
epidemiologischer Studien.” Un-
strittig ist ebenso, dass n3-Pura
Blutfette senken, und viele Studien
legen eine kardioprotektive und
anti-inflammatorische ~ Wirkung
nahe.

Bildung von Eicosanoiden
und anderen Oxylipinen

@ Der molekulare Wirkmechanis-
Niabhrstoffe
n3-PUFA ist nur unzureichend ver-

mus der essenziellen

standen (Abbildung 1). Zum einen
beeinflusst der Einbau der n3-Pura
in (Phospho)Lipide Membraneigen-
schaften wie die Fluiditit. Zum an-
deren geht man davon aus, dass ein

(Abbildung 2, S. 344). Im menschli-
chen Korper entstehen sie in
der Arachidonsidure(ARA,20:4n6)-
Kaskade auf vier Wegen:

¢ Umsetzung durch Cyclooxyge-

GrofSteil ihrer Wirkungen tber oxi-
dierte Fettsauren — Eicosanoide und
andere Oxylipine — vermittelt wer-
den.? Zahlreiche dieser Oxylipine
wirken als endogene Mediatoren
mit physiologischen Funktionen

dungen regulieren.

nasen (COX) fuhrt unter ande-
rem zum instabilen Prostaglan-
din (PG) H2, einer Vorstufe an-
derer PGs — etwa PGE2 —, die
Fieber, Schmerz und Entzun-
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Abb. 1. Essenzielle Néihrstoffe: Mehrfach ungesdttigte Fettséuren (Pura). Da Menschen nur iiber delta-5-, delta-6-
und delta-9-Desaturasen verfiigen, miissen sie sowohl n3-Pura als aus n6-Pura mit der Nahrung aufnehmen.

Durch Desaturation und Elongation kénnen jeweils nur die n3-Pura, darunter ALA, EPA, DHA, ineinander und nur

die n6-Pura wie LA und ARA ineinander liberfiihrt werden. Da n6-Pura nicht in n3-Pura umzuwandeln sind, be-

stimmt die Erndhrung das endogene n3-Pura/n6-Pura-Verhdiltnis.
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e Durch Lipoxygenasen (LOX)
entstehen regio- und stereose-
lektiv Hydroperoxy-Pura als re-
aktive Zwischenprodukte; sie
sind Vorstufen zum Beispiel fir
Leukotriene oder werden zu Hy-
droxyfettsauren reduziert. .

e Im dritten Zweig der ARA-Kas-
kade oxidieren Cytochrom-
P450(CYP)-Enzyme PUFA, wo-
bei Hydroxy- und Epoxyfettsau-
ren entstehen. Die losliche Ep-
oxidhydrolase (sEH) wandelt
Epoxy- schnell in vic-Dihy-

droxyfettsauren um. Epoxyfett-
sauren regulieren vaskulare so-
wie kardiale Funktionen und
wirken in Tiermodellen entztun-
dungshemmend und schmerz-
stillend >

Viertens bilden sich Oxylipine
ohne enzymatische Katalyse im
Rahmen der Lipidautoxidation,
wobei tiber Hydroperoxyinter-
mediate sowohl cyclische, PG
ahnliche Produkte wie Isopro-
stane als auch Hydroxy- und
Epoxyfettsduren entstehen.
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Abb. 2. Vereinfachtes Schema der Arachidionsdure-Kaskade. Mehrfach ungesdttigte Fettséuren (Pura) werden

durch Cyclooxygenasen (COX), Lipooxygenasen (LOX), Cytochrom-P450-Monooxygenase (CYP) und Autoxidation

zu Eicosanoiden und anderen Oxylipinen umgesetzt. Die physiologische Wirkung einiger ausgewdhlter Produkte

ist angegeben.
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Abb. 3. Selektive Detektion von Regiosomeren durch Kombination von Chromatographie und Massenspektrome-

trie. Wie am Beispiel hydroxylierter Arachidionscduren (HETE) gezeigt, ldsst sich die grofie Zahl isobarer Oxylipine

nur durch Kombination effizienter chromatographischer Trennung mit massenspektrometrischer Detektion nach

Fragmentierung im selected/mutliple reaction monitoring (SRM, MRM) selektiv detektieren.

Viele Medikamente beeinflussen
direkt einen der ersten beiden Bil-
dungswege, was ihre hohe Rele-
vanz in der (Patho-)Physiologie
unterstreicht. Aufgrund der vielfil-
tigen Reaktionen resultiert in der
ARA-Kaskade ein komplexes Mus-
ter an Pura-Oxidationsprodukten
(Abbildung 2).

Targeted Metabolomics
der Arachidonsédure-Kaskade

¢ Physiologische Wirkungen von
Oxylipinen resultieren weniger
aus der Modulation eines einzel-
nen Mediators, als vielmehr aus
Verdnderungen im komplexen
Oxylipinmuster. Um zu verstehen,
wie Oxylipine wirken, ist es daher
erforderlich, die Produkte aller
Bildungswege der ARA-Kaskade
parallel zu quantifizieren und so
die Stoffflusse

metabolischen Wegs zu erfassen.

innerhalb dieses

Man spricht dabei von Targeted
Metabolomics. Hierfur wird vor
allem  Flussigkeitschromatogra-
phie (LC) gekoppelt an Massen-
spektrometrie (MS) mit Elektro-
spray-lonisation (ESI) eingesetzt.
Trotz moderner Geratetechnik ist
die Oxylipinanalytik in biologi-
schen Proben nach wie vor eine
Herausforderung:”
¢ Als potente Botenstoffe kommen
viele Oxylipine in biologischen
Proben nur in subnanomolarer
Konzentration vor und erfor-
dern so eine hochempfindliche
Analytik. Gleichzeitig muss die
Methode einen linearen Bereich
von mindestens vier Groflenord-
nungen aufweisen, da andere
Oxylipine in derselben Probe
mehr als hundertfach hoher
konzentriert vorliegen.
¢ Die vielfaltigen Bildungswege
von Oxylipinen fihren zu einer
grofSen Zahl regio- und stereo-
isomerer Verbindungen und
stellen somit hohe Anforderun-
gen an die Selektivitdt der Mess-
methode. Wie in Abbildung 3
am Beispiel von regioisomeren
Hydroxy-ARA dargestellt, ge-
lingt dies nur durch die Kombi-
nation effizienter chromatogra-
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phischer Trennung und massen-
spektrometrischer Detektion
spezifischer Fragmentierungen
im Selected/multiple-reaction-
monitoring-Modus (SRM/
MRM).

e Zur Quantifizierung sind Stan-
dardsubstanzen notig. Die Ver-
fugbarkeit, Reinheit und Stabili-
tat von (internen) Standards be-
grenzen die Leistungsfahigkeit
der Methoden.

e Weitere in der Probe enthaltene
Molekiile beeinflussen das ESI-
MS-Signal.® Dies stellt hohe An-
forderungen an Probenvorberei-
tung und Chromatographie.

e Nach Entnahme einer biologi-
schen Probe wie Blut oder Ge-
webe konnen sich ex vivo Oxy-
lipine enzymatisch und nicht
enzymatisch abbauen oder bil-
den. Diese Reaktionen halt eine
optimierte Probennahme, -stabi-
lisierung, -lagerung und -aufar-
beitung so gering wie moglich.

Um diesen Herausforderungen zu

begegnen, wird kontinuierlich an

neuen und verbesserten Probenvor-
bereitungsstrategien, leistungsfahi-
geren chromatographischen Tren-
nungen und Ionisationstechniken
sowie an der Synthese von (inter-
nen) Standards gearbeitet. Derzeiti-
ge Analysemethoden ermoglichen
eine parallele Detektion und Quan-
tifizierung von zirka 150 Oxylipi-
nen mit Sensitivitait im picomola-
ren Bereich.®” Der Finsatz dieser
Techniken
Tiermodellen sowie Humaninter-

in Zellkulturen und

ventionsstudien ermoglicht es, die
Wirkung von Lebensmittel(-in-
haltsstoffen) auf die ARA-Kaskade
umfassend zu untersuchen.

Beeinflussung der
Oxylipinbildung durch n3-Pura

@ Als Substrate in der ARA-Kaska-
de (Abbildung 2) beeinflussen
n3-Pura die Bildung von Oxylipi-
nen auf mehreren Ebenen. Der am
langsten beschriebene Mechanis-
mus zur Erklarung der gesundheit-
lichen Wirkung der aus Fischolen
stammenden n3-Pura Docosahexa-
ensaure (DHA, 20:6n3) und Eico-

sapentaensaure (EPA, 20:5n3) ist
die Konkurrenz mit ARA um die
aktiven Zentren von COX- und
LOX-Enzymen. Er beschreibt de-
ren Konkurrenz mit ARA um die
aktiven Zentren von COX- und
LOX-Enzymen. In vielen Fallen
werden DHA und EPA nicht nur
langsamer als ARA umgesetzt; ihre
Produkte — darunter Serie-3-Pros-
taglandine und Serie-5-Leukotrie-
ne aus EPA — sind auch weniger
entziindungsférdernd als die aus
ARA gebildeten Serie-2-Prostaglan-
dine und Serie-4-Leukotriene. Der-
zeitiges Lehrbuchwissen begrindet
so die entziindungshemmende
Wirkung von Fischolen. Spatestens
aber die Entdeckung von spezifi-
schen, entziindungslosenden Re-
solvinen aus DHA und EPA durch
Serhan und Kollegen zeigt,® dass
n3-Pura Lipidmediatoren weitaus
komplexer beeinflussen, als blofs
ARA aus COX und LOX zu ver-
drangen. In den vergangenen Jah-
ren wurden mehr als zehn n3-Pu-
FA-Oxylipine beschrieben, die Ent-
zindungen beenden und so Ge-
webszerstorung und Funktionsver-
lust verhindern (specialized pro-re-
solving lipid mediators, SPM).

So uberzeugend die Ergebnisse
zur Wirkung der SPM in experi-
mentellen Studien sind, so unklar
ist ihre Rolle in der Vermittlung der
Wirkung von n3-Pura aus der Nah-
rung. In vielen Laboren lassen sich
SPM nach n3-Pura-Gabe trotz emp-
findlichster Methoden nicht nach-
weisen. Betrachtet man die relativen
Konzentrationsanderungen von
Oxylipinen in humanem Plasma, so
finden die grofiten Verinderungen
im dritten, CYP-katalysierten Bil-
dungsweg statt. Dabei wird insbe-
sondere ein starker Anstieg von
Epoxy-EPA und -DHA sowie ihrer
Hydrolyseprodukte beobachtet.”!?
Dieser Befund scheint von hoher
biologischer Relevanz zu sein, da
Epoxy-EPA  hochwirksam antiar-
rhythmisch und somit herzschut-
zend sind.” Auch wirken diese —
wie viele andere Epoxy-PUFA — ent-
zindungshemmend,  schmerzlin-
dernd und gefiRerweiternd.>¥ Die
Aufnahme von n3-Pura éndert
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nicht nur die Epoxyfettsaurekon-
zentrationen, sondern erhoht auch
die Spiegel an 17-HDHA (aus DHA)
und 18-HEPE (aus EPA) in den Hy-
deut-
lich.'” Weder die physiologische

droxyfettsauren besonders

Wirkung noch der Bildungsweg
dieser Oxylipine ist bisher verstan-
den. Bemerkenswert ist, dass
18-HEPE auch dominierend in vi-
tro, nach Inkubation mit EPA in
verschiedenen Zelllinien entsteht.'”
Trotz intensiver Untersuchungen
ist es derzeit noch unklar, welche
Veranderungen im Oxylipinmuster
die Wirkung von n3-PUFA vermit-
teln. Diese Frage ist Gegenstand
der Forschung vieler Arbeitsgrup-
pen der Lebensmittelchemie, Er-
ndhrungsforschung, Medizin und
angrenzender Fachdisziplinen.

In Lipiden gebundene Oxylipine

@ In den letzten Jahren fanden
Forschungsgruppen Veresterungs-
produkte von Oxylipinen in ver-
schiedenen Geweben.'” Die Bil-
dung der veresterten Lipidmediato-
ren ist eng mit der freier Oxylipine
verknupft (Abbildung 2), da — mit
Ausnahme einer Lipooxygenase
(ALOX-15B) und Autoxidation —
sich nur freie Fettsauren zu Oxyli-
pinen umsetzen lassen. Aufgrund
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der geringen endogenen Konzen-
tration freier Fettsauren setzen im
ersten Schritt Enzyme der Familie
der (cytosolischen) Phospholipa-
sen A2 (cPLA2) PurA frei, und
zwar aus Phospholipiden vor allem
aus der sn2-Position (Abbildung
4). Veresterte Oxylipine resultieren
durch Reveresterung des Lyso-
phosphats mit dem Lipidmediator
(Abbildung 4). Im Vergleich zu
den freien, nicht veresterten Lipid-
mediatoren ist nur wenig tuber die
physiologische Rolle dieser Lipide
bekannt. Man geht davon aus, dass
sie vor allem als Speicher fir Lipid-
mediatoren dienen, die durch ei-
nen Reiz freigesetzt werden, um so
eine schnellere Reaktion zu ermog-
lichen."” Die Modifikation der
Fettsaure beeinflusst auch die Ei-
genschaften des daraus entstehen-
den Phospholipids und damit die
Fluiditait der Membran. So ist es
nicht iberraschend, dass veresterte
Oxylipine in den Blutplittchen an

der Regulation der Blutgerinnung
beteiligt sind. In-vitro-Experimen-
te zeigen, dass vor allem HETE-
Phosphatidylcholine die Gewebs-
faktor-abhéngige  Blutgerinnung

9 Dariber hinaus

beeinflussen.
besitzen sie entzindungshemmen-
de Eigenschaften. So unterdrickt
zum Beispiel 18:0/15-HETE-PE
durch Interaktion mit Toll-ahnli-
chen Rezeptoren Entztuindungsre-
aktionen der angeborenen Immun-

antwort.ls’)

Non-targeted Lipidomics

@ Die Modulation von Oxylipinen
— frei oder verestert in polaren Lipi-
den — ist nur eine Art, wie n3-PUFA
oder das n3/n6-PuUrA-Verhiltnis en-
dogene Lipide beeinflusst. Pura
sind Teil von Phospholipiden,
Sphingolipiden, Triglyceriden und
Cholesterolestern. Diese haben so-
wohl als Strukturbildner (Membra-
ne) als auch als Signalmolekiile

oder deren Vorlaufer physiologi-
sche Funktionen.

Lipide zeichnen sich durch eine
sehr hohe strukturelle Diversitat
aus; aktuelle Datenbanken, wie
lipidmaps.org enthalten derzeit et-
wa 40000 unterschiedliche Lipide,
wobei davon ausgegangen werden
darf, dass die Zahl an biologisch
vorkommenden Verbindungen
noch deutlich hoher ist. Um ernah-
rungsbedingte und krankheitsbe-
dingte Veranderungen dieser Klas-
se an Molekiilen zu untersuchen,
kommen auf Standardsubstanzen
basierte Targeted Metabolomics
nicht mehr infrage. Stattdessen
werden verschiedene Non-targe-
ted-Lipidomics-Methoden  einge-
setzt.'®!” Dabei kommen haufig
hochauflosende Massenspektrome-
ter, wie time-of-flight (TOF) und
Orbitrap-Analysatoren zum Ein-
satz.

Die massenspektrometrischen
Untersuchungsmethoden  lassen
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Abb. 4. Bildung von veresterten Oxylipinen. Aus einer Zellmembran setzen Phospholipasen wie die cytosolische Phospholipase A2 unge-

sdttigten Fettscuren (Pura) frei. Diese werden in der ARA-Kaskade (Abbildung 2) oxidativ umgesetzt und dann mit dem Lysophospholipid

wieder verestert. Die Oxylipin enthaltenden polaren Lipide modulieren die Membraneigenschaften und dienen als Pool zur direkten Freiset-

zung der Lipidmediatoren. Die Struktur mengenmdfig bedeutender veresterter Lipidmediatoren ist exemplarisch dargestellt.
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sich in zwei Gruppen einteilen: Die
erste Gruppe basiert auf dem Shot-
gun-Prinzip, wobei der zu untersu-
chende Lipidextrakt direkt mit MS
analysiert wird.'"® Aufgrund der
Vielzahl von isomeren Verbindun-
gen, wie sie beispielsweise in der
ARA-Kaskade gebildet werden -
die zudem auch ein dhnliches Frag-
mentspektrum aufweisen —, ist die
Leistungsfahigkeit dieses Ansatzes
allerdings begrenzt. Daher liefert
zunehmend die zweite Gruppe,
LC-MS-Methoden, ein detailliertes
Bild des Lipodoms einer biologi-
schen Probe. Die so bestimmte
hochaufgeloste exakte Masse liefert
die vorlaufige Identifizierung und
Klassifizierung der Lipide. Die LC
trennt hierbei nicht nur einzelne
Lipidklassen und Isomere, sondern
verbessert auch die Empfindlich-
keit, indem sie unter anderem die
Ionensuppression reduziert.

Die grofite Herausforderung in
der  Non-targeted-Metabolomics-
Methodik liegt allerdings in der
Datenauswertung.  Softwaretools
wandeln die aus den Analysen ge-
wonnene Datenmenge erst zu in-
terpretierbaren Ergebnissen. Bei
LC-MS-basierten Methoden gleicht
zunichst ein  Peak-Alignment
Schwankungen in der Retentions-
zeit aus. Anschlieffend detektiert
und integriert die Software die Pe-
aks und normiert sie. Der letzte
Schritt ist in der Regel eine daten-
bankbasierte Identifikation des ein-
zelnen Peaks (Features). Hierzu
dienen Datenbanken wie Lipid-
maps oder die Human Metabolome
Database (HMDB), die auf identifi-
zierten Lipiden beziehungsweise
Metaboliten basieren. Diese Daten-
banken liefern neben den exakten
Massen auch Fragmentspektren
zur Charakterisierung. Aufgrund
der RegelmifSigkeit komplexerer
Lipide (Variation der verschiede-
nen Fettsauren an den unterschied-
lichen sn-Positionen oder deren
C-Zahl) lassen sich In-silico-Da-
tenbanken erzeugen. Lipidblast aus
dem Fiehn Lab (UC Davis, Kalifor-
nien, USA) ist ein Beispiel fur eine
solche computergenerierte Daten-
bank und enthalt neben den exak-

ten Massen auch mehr als 200000
Spektren.

Aufgrund der Grofe der Daten-
satze werden diese mit chemome-
trischen und bioinformatischen
Methoden analysiert, um anschlie-
fend Verdnderungen im Lipidom
zu identifizieren. Erste Untersu-
chungen dazu, wie n3-Pura auf das
Serum-Lipidom wirkt, zeigten An-
derungen in den Triglyceriden,
Phospholipiden und insbesondere
Sphingomyelinen. Letztere sind in-
sofern von besonderem Interesse,
da sie wichtig fiir den Aufbau von
very low density lipoprotein
(VLDL) sind und somit am Trans-
port von anderen Lipiden beteiligt
sind.'® In anderen Lipidklassen,
wie Ceramiden oder lyso-Phospha-
tidylethanolaminen, kam es nicht
zu Veranderungen. Dies zeigt deut-
lich, dass n3-Pura selektiv in be-
stimmte komplexere Lipide einge-
baut werden. Ein mechanistisches
Verstandnis dieser Befunde zum
Metabolismus von n3-PUra ist Ge-
genstand aktueller Forschung.

Zusammenfassung

¢ Bioanalytische Methoden be-
schreiben die gesundheitliche Wir-
kung von Lebensmittelinhaltsstof-
fen auf molekularer Ebene. Um die
protektive Wirkung von n3-Pura
zu untersuchen, finden dabei so-
wohl  Targeted-Metablomics-Me-
thoden von Lipidmediatoren als
auch Non-targeted-Lipidomics-
Techniken Anwendung. Die Ergeb-
nisse legen nahe, dass die Wirkung
von mehreren oxidativen Fettsau-
remetaboliten (Oxylipinen) orches-
triert wird, wobei insbesondere
Epoxy-FA und (mehrfach) hydro-
xylierte n3-Pura eine wichtige Rolle
spielen. Die Analyse des umfassen-
den Lipidoms offenbart dariuber hi-
naus, dass n3-PUrA das Muster vie-
ler Lipidklassen spezifisch beein-
flusst. Die Aufgabe fur die néchsten
Jahre besteht nicht nur darin, diese
Veranderungen mechanistisch zu
verstehen, sondern viel mehr in der
Korrelation der immer umfassender
werdenden analytischen Datensatze
mit der biologischen Wirkung.
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