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Zusammenfassung

Neutrophile nehmen im Immunsystem eine wichtige Rolle bei der Abwehr von
Pathogenen ein. Wenn die Neutrophilen durch Defekte oder Fehlregulation gestort
sind, kann es zu Autoimmunerkrankungen (Jorch und Kubes 2017) oder bis zur
Sepsis (Shen et al. 2017) kommen.

In dieser Arbeit wurden die metabolischen Verdnderungen in humanen Neutro-
philen untersucht. Dabei wurden zelluldre Zustande gewahlt, die Start- und End-
punkt einer Infektion darstellen und daher fiir eine immunometabolische Untersu-
chung von groffem Interesse sind. Diese Zusténde sind Aktivierung und Alterung
bzw. Apoptose von Neutrophilen.

Fiir die aktivierten Neutrophilen wurden dabei zwei unterschiedliche Aktivie-
rungsstimuli betrachtet: TNF als korpereigenes Zytokin und LPS als Bestandteil
der bakteriellen Zellmembran. Damit kann getestet werden, ob die Neutrophilen
zwischen korperfremden und korpereigenen Signalen unterscheiden koénnen, also
unterschiedliche Signal und Stoffwechselwege beeinflusst sind.

Die wasserloslichen und lipidlslichen Metabolite wurden mit Methanol und Chlo-
roform aus den Neutrophilen extrahiert. Fiir die NMR-Messungen wurden ver-
schiedene Wasserunterdriickungen (Vorséttigung des Wassers und Excitation Sculp-
ting) verglichen und die Notwendigkeit einer Unterdriickung von Makromolekiilen
iiberpriift.

Die metabolischen Profile der Extrakte von vier Gruppen (Kontrolle, TNF, LPS,
Alterung/Apoptose) mit jeweils 20 Millionen Zellen wurden in zwei Messreihen
mittels NMR-Spektroskopie bestimmt. Eine Zuordnung der Metabolite in den
Zellextrakten erfolgte zundchst durch Referenzspektren und Zugabe kleiner Men-
gen von Referenzsubstanzen (spiking). Fiir die Identifizierung weiterer Metabolite
wurden verschiedene Pure Shift Experimente getestet. Die vier Gruppen wurden

statistisch auf ihre Unterschiede hin untersucht.
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Die mit TNF bzw. LPS aktivierten Neutrophilenextrakte zeigen keine Unterschie-
de zueinander und nur wenige Unterschiede zur Kontrollgruppe. Méglicherweise
ist es zu einer Desensibilisierung gegeniiber den Stimuli oder zu einer Internalisie-
rung der Rezeptoren gekommen, sodass die Neutrophilen nicht effizient aktiviert
wurden.

Bei Alterung und Apoptose zeigten sich hingegen deutliche Unterschiede in vielen
Metabolitkonzentrationen gegeniiber der Kontrollgruppe. Der gréftte Unterschied
liegt in einer deutlichen Zunahme der NAD'-Konzentration. NAD™ spielt im
Energiemetabolismus eine wichtige Rolle und wird in der Atmungskette zusam-
men mit ATP gebildet. Fiir Glutamin und Lactat - zwei Molekiile, die in der
Zelle als alternative Energiequelle genutzt werden kénnen - zeigen sich entgegen-
gesetzte Veranderungen zur Kontrolle im Vergleich zu einer Arbeit, die jiingere
apoptotische Neutrophile untersucht hat. Damit stellt sich die Frage, ob die Ener-
giegewinnung sich im Verlauf der Apoptose mehrfach dndert.

Diese Ergebnisse bilden eine Grundlage fiir Fluxanalysen und fiir Messungen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten im Ubergang in die Apoptose. Damit kann immu-

nometabolisch der Endpunkt einer Entziindung untersucht werden.
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Abstract

Neutrophils play an important role in the immune system in the defense against
pathogens. Dysregulations or defects in neutrophils can lead to autoimmune di-
seases (Jorch und Kubes 2017) or even sepsis (Shen et al. 2017).

In this thesis, metabolic changes in human neutrophils were investigated. Cellular
states were chosen that represent start and end points of infection and are the-
refore of great interest for a immunometabolic study. These states are activation
and aging or apoptosis of neutrophils.

For activated neutrophils two different activation stimuli were considered: TNF as
an endogenous cytokine and LPS as a component of the bacterial cell membrane.
This can be used to test whether neutrophils can distinguish between exogenous
and endogenous signals, i.e. whether different signaling and metabolic pathways
are affected.

Water-soluble and lipid-soluble metabolites were extracted from neutrophils using
the methanol and chloroform method. For NMR measurements, different water
suppressions (presaturation of water and Ezcitation Sculpting) were compared.
In addition the need for macromolecule suppression was checked.

The metabolic profiles of the extracts from four groups (control, TNF, LPS,
aging/apoptosis) of 20 million cells each were determined in two batches by
NMR spectroscopy. Assignment of metabolites in the cell extracts was initial-
ly performed by reference spectra and addition of small amounts of reference
substances (spiking). For the identification of further metabolites, different Pure
Shift experiments were tested. The four groups were statistically analyzed for
their differences.

The neutrophil extracts activated with TNF or LPS showed no differences from
each other and few differences from the control group. It is possible that desen-
sitization to the stimuli or internalization of the receptors occurred, so that the

neutrophils were not efficiently activated.



Aging and apoptosis showed marked differences in many metabolite concentrati-
ons compared with the control group. The major difference is a marked increase
in NAD" concentration. NAD" plays an important role in energy metabolism
and is formed in the respiratory chain together with ATP. For glutamine and
lactate - two molecules that can be used as alternative energy sources in the cell
- opposite changes to the control are shown compared to a work that examined
apoptotic neutrophils a few hours younger. This raises the question of whether
energy production changes multiple times during apoptosis.

These results provide a basis for flux analyses and for measurements at different
time points in the transition to apoptosis. This allows immunometabolic investi-

gation of the endpoint of inflammation.
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1. Einleitung

Seit 2011 erlebt der Immunometabolismus als Forschungsthema einen rasanten Anstieg.
Zum Beispiel bei der Verbindung von Ubergewicht zu einer andauernden Entziindung
zeigt sich, dass Stoffwechselwege das Immunsystem modulieren kénnen (Mathis und
Shoelson 2011). Speziell der Metabolismus von Immunzellen kann daher wichtige Er-

kenntnisse iiber die Entstehung und den Verlauf von Entziindungen liefern.

1.1. Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten (kurz Neutrophile) sind Zellen der Immunabwehr und geho-
ren zu den Leukozyten. Im Gegensatz zu Erythrozyten haben sie einen Zellkern aber
kein Hamoglobin, weswegen sie weift erscheinen. Neutrophil bezieht sich darauf, dass
diese Zellen gut mit neutralen Farbstoffen angefarbt werden kénnen (im Gegensatz zu
basophilen und eosinophilen Granulozyten). Neutrophile haben einen Durchmesser von
10 - 15 pm. Reife Zellen haben einen segmentierten Zellkern - sie sind polymorphkernig.
Neutrophile beinhalten viele Granula-Vesikel gefiillt mit Substanzen zur Abwehr von
Mikroorganismen (Amulic et al. 2012).

Neutrophile nehmen im Immunsystem eine wichtige Rolle bei der Abwehr von Patho-
genen ein. Neutrophile iiben verschiedene antimikrobielle Funktionen aus. Sie kénnen
Phagozytose durchfiihren, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und andere antimikrobielle
Substanzen aus ihren Vesikeln freisetzen und neutrophil extracellular traps (NETs, NE-
Tose) bilden, um Bakterien abzutéten (Mayadas, Cullere und Lowell 2014; Delgado-Rizo

et al. 2017; Teng et al. 2017). Wenn die Neutrophilen durch Defekte oder Fehlregulation
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gestort sind, kann es zu Autoimmunerkrankungen (Jorch und Kubes 2017) oder bis zur
Sepsis (Shen et al. 2017) kommen.

Im Knochenmark eines erwachsenen Menschen enstehen 10! Neutrophile pro Tag. Die
Lebensdauer von Neutrophilen ist dafiir sehr kurz: Wenn sie nicht aktiviert werden,
begeben sie sich bereits nach wenigen Stunden in Apoptose, also in den programmierten
Zelltod mit intakter Zellmembran (Aga et al. 2002; Tak et al. 2013; Payne et al. 1994).
Einen gegensatzlichen Zelltod dazu bildet die Nekrose, bei der die Zellmembran nicht
intakt bleibt (Kroemer et al. 2009).

Am Ort einer Entziindung bewirken verschiedene Stimuli, dass nahe gelegene Endothel-
zellen auf der Innenseite von Blutgefifien Adhésionsmolekiile, insbesondere P-Selektine
und E-Selektine, exprimieren (Borregaard 2010). Neutrophile, die in Kontakt mit den
Adhésionsmolekiilen kommen, interagieren mit diesen und "rollen" am Endothel ent-
lang (Lawrence et al. 1997). Durch die Interaktion mit den Selektinen, Chemokinen und
bakteriellen Substanzen beginnt die Aktivierung der Neutrophilen. Diese kommen Inte-
grinvermittelt zum Stillstand und migrieren ins Gewebe (Ley et al. 2007). Dabei folgen
sie dem Konzentrationsgradienten der ausgeschiitteten Chemokine zum Infektionsort.
Um zwischen den Endothelzellen durchzuwandern, muss zum Teil die extrazellulare
Matrix aufgeldst werden (Amulic et al. 2012).

Durch Phagocytose, Ausschiittung ihrer Vesikel und NETose kénnen Neutrophile Bak-
terien gut bekdmpfen. Gleichzeitig kann insbesondere die Ausschiittung der Vesikel auch
das Gewebe stark schiadigen (Amulic et al. 2012). Im Verlauf einer Infektion kommt es
daher zu einem Umschalten, um die Entziindung zu beenden. Neue Chemokine ver-
hindern die weitere Rekrutierung von Neutrophilen und rekrutieren stattdessen Ma-
krophagen. Neutrophile beginnen in Apoptose zu gehen und werden anschliefsend von
Makrophagen aufgenommen (Amulic et al. 2012).

Wahrend aktivierte Neutrophile pro-inflammatorisch sind, spielen apoptotische Neu-
trophile eine wichtige Rolle beim Abklingen von Entziindungen (El Kebir und Filep
2010; Ortega-Gomez, Perretti und Soehnlein 2013). Auch sie produzieren Signale, die
eine weitere Rekrutierung von Neutrophilen beenden. Zusétzlich schalten Makropha-

gen nach Phagocytose von apoptoischen Neutrophilen auf einen anti-inflammatorischen
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Phénotyp um (Amulic et al. 2012). Die metabolischen Verinderungen in Neutrophilen

wahrend der Aktivierung und Apoptose sind nur unzureichend verstanden.

1.2. Autoimmunerkrankungen der Haut

Die beschriebenen Eigenschaften von Neutrophilen die extrazellulare Matrix aufzulésen
und das Gewebe zu zerstoren spielt bei Entziindungen und bei Autoimmunerkrankun-
gen eine wichtige Rolle und macht Neutrophile damit zu einem potentiellen therapeuti-
schen Angriffspunkt bei dieser Erkrankungsart. Neutrophile spielen bei blasenbildenden
Autoimmunerkrankungen der Haut, insbesondere bei Epidermolysis bullosa acquisita
(EBA), Pemphigoid und Pemphigus Erkrankungen, eine wichtige Rolle fiir den Schwe-
regrad der Krankheiten (Liu et al. 1997; Chiriac et al. 2007). Diese Erkrankungen zeich-
nen sich durch Antikérperbildung gegen verschiedene Bestandteile der extrazelluldren
Matrix aus. Dabei entstehen je nach Autoimmunerkrankung Blasen in unterschiedlichen

Schichten der Haut (Beek, Zillikens und Schmidt 2018).

1.2.1. Aufbau der Haut

Die menschliche Haut ist das Grenzorgan, welches den Korper vor der Umwelt schiitzt.
Sie stellt das grofte Organ des Menschen dar. Im wesentlichen besteht die Haut aus
drei Schichten: die oberste Schicht bildet das Plattenepithel der Epidermis (Oberhaut),
dann folgt das Fasergeflecht der Dermis (Lederhaut), die auf dem darunterliegenden
Fettgewebspolster, der Subkutis, aufsitzt.

Die Epidermis ist ein geschichtetes Plattenepithel, aus der die Hornschicht entsteht. Sie
besteht zu tiber 90 % aus Keratinozyten. Die Epidermis wird standig erneuert, wobei die
Keratinozyten durch Mitose aus den Stammzellen der Basalschicht (Stratum basale),
der innersten Schicht der Epidermis, entstehen. Eine Zelle verbleibt an der Basalschicht,
wihrend die andere Zelle aktiv nach auflen wandert. Auf diesem Weg differenzieren die
Keratinozyten, sodass sich die Epidermis in vier Zelllagen mit unterschiedlicher Dif-
ferenzierung aufteilen ldasst: Das Stratum basale mit den Stammzellen, das Stratum

spinosum (Stachelzellschicht), das Stratum granulosum (Kornerschicht) und das Stra-



1. Einleitung
tum corneum (Hornschicht) (Lookingbill und Marks 1986). Die duferste Schicht, das

Stratum corneum, besteht aus flachen, hexagonalen Korneozyten. Diese Hornschicht
stellt die Schutzbarriere der Haut zur Umwelt dar (Elias 2007).

Uber die Basalmembran ist die Epidermis mit der Dermis verbunden. Die Grenzzone
wird als dermo-epidermale Junktionszone bezeichnet (Abbildung 1.1). Der Ubergang
von Dermis zu Epidermis erfolgt wellenformig, was eine bessere Haftung gewéhrleistet.
Die Dermis ist ein reifsfestes und elastisches Gewebe und beinhaltet im Gegensatz zur
Epidermis Gefdfe und Nerven. Neben den zelluldren Bestandteilen (Fibroblasten, Mast-
zellen und weitere Gewebszellen) besteht die Dermis aus Kollagenfasern, elastischen Fa-
sern, Mikrofibrillen und einer amorphen Grundsubstanz. Zusammen bilden diese nicht-

zelluldren Komponenten die extrazellulare Matrix (Fritsch und Schwarz 2018).

1.2.2. Dystrophe Epidermolysis Bullosa

Epidermolysis Bullosa ist eine Hauterkrankung, bei der sich Blasen zwischen der Dermis
und der Epidermis bilden. Die Erbkrankheit dystrophe Epidermolysis Bullosa (DEB)
entsteht aufgrund von Mutationen im COL7A1-Gen. Dieses kodiert fiir Kollagen VII,
den Hauptbestandteil der Ankerfibrillen, die die Dermis mit der Epidermis verbinden. Je
nach Mutation kann es zu einer autosomal dominant (DDEB) oder rezessiv (RDEB) ver-
erbten Form der Krankheit kommen. DDEB wird meistens durch Glycin-Substitutionen
in der Tripelhelix ausgelost. RDEB wird in der Regel durch verfriihte Stopcodons und
Missense-Mutationen in der Tripelhelix oder in den nicht-kollagenésen Doménen ver-
ursacht. Gibt es auf beiden Allelen ein verfriihtes Stopcodon, ist der Krankheitsverlauf
besonders schwer (Dang und Murrell 2008). Es gibt nur wenige Arbeiten zu Struktur
und Interaktionen von Doménen von Kollagen VII (Brittingham, Uitto und Fertala
2006). Struktur und Bindungsstellen von Subdoméanen von Kollagen VII wurden schon

langer in der Arbeitsgruppe untersucht (Gebauer et al. 2020; Richer und Seeger 2014).
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1.2.3. Neutrophile in Epidermolysis bullosa acquisita

Neben der Erbkrankheit gibt es auch die Autoimmunerkrankung Epidermolysis bullosa

acquisita (EBA). Hier kommt es zur Blasenbildung, weil Autoantikoérper gegen Kollagen

VII gebildet werden. Die Ursachen des Toleranzverlustes sind bisher nicht bekannt.

Neutrophile sind die Zellen, die bei EBA fiir die Zerstérung des Gewebes verantwort-

lich sind (Abbildung 1.1). In Kleintiermodellen ohne funktionale Neutrophile 16st die

alleinige Gabe von anti-Kollagen VII Antikérpern keine EBA aus (Chiriac et al. 2007).

Deswegen sind speziell fiir das bessere Verstédndnis der Entstehung und des Krankheits-

verlaufs von EBA mehr Erkenntnisse {iber Neutrophile essenziell, um moglicherweise

therapeutisch eingreifen zu kénnen.

Basale
Keratinozyten

Lamina lucida

Lamina densa

S

Kollagen |
haltige Fibrillen

Abbildung 1.1.:

Neutrophile ;\f
A S

| Epithel
-(Anfang
Epidermis)

rBasallamina

Bindegewebe
'(Ende Dermis)

Schematische Darstellung der dermo-epidermalen Junktionszone bei
EBA. Die Ankerfibrillen (Kollagen VII) verbinden in der Haut die Kol-
lagen I haltigen Fibrillen der Dermis mit dem Laminin-332 Kollagen IV
Netzwerk der Lamina densa am Ubergang zur Epidermis. Bei EBA wer-
den Autoantikorper gegen Kollagen VII gebildet und es kommt zu einer
Einwanderung von Neutrophilen mit anschliefender Blasenbildung.
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1.3. Metabolische Veranderungen bei Neutrophilen

Das Forschungsgebiet des Immunometabolismus befasst sich insbesondere mit den Ver-
dnderungen in den Stoffwechselwegen von Immunzellen und damit, wie diese Verdnde-
rungen ihre Funktion beeinflussen (O’Neill, Kishton und Rathmell 2016).

Die metabolischen Verdnderungen in Neutrophilen wiahrend der Aktivierung und Apop-
tose sind nur unzureichend verstanden. Der Ubergang von aktivierten Neutrophilen in
die Apoptose ist wichtig, um andauernde Entziindungen zu vermeiden und den Schwere-
grad bei Autoimmunerkrankungen zu verringern. Deswegen ist ein besseres Verstdndnis
der zugrundeliegenden Stoffwechselwege von groffem Interesse (Amulic et al. 2012).
Eine frithe Studie zu den metabolischen Verédnderungen durch Apoptose in Neutrophilen
fand in Zellen, die sich nach 20h Inkubation zu mehr als 70 % in Apoptose befanden,
einige signifikante Unterschiede zu ruhenden Zellen: Phosphocholin, Tyrosin und Serin
waren erhoht, Lactat und Glutamin reduziert (Nunn et al. 1996). Die Autoren vermuten
erhohten Lactat- und Glutaminverbrauch zur Energiegewinnung wiahrend der Apoptose.
Auch das ATP/ADP-Verhéltnis blieb bei den apoptotischen Zellen stabil, was dafiir
spricht, dass die Energieproduktion auch wahrend der Apoptose noch funktioniert und
Apoptose Energie benotigt (Nunn et al. 1996).

Phosphocholin kann durch direkten Abbau von Phosphatidylcholin iiber Phospholipase
D entstehen. Dieser Weg konnte aber experimentell ausgeschlossen werden (Nunn et
al. 1996). Stattdessen konnte ein Umbau der Zellmembran wéhrend der Apoptose die
Zunahme erkléren (Fadeel 2004). Taurin, mit einer Konzentration von 50 mM in Neu-
trophilen sehr stark vertreten (T. R. Green et al. 1991), war nicht signifikant veréndert.
Neutrophile enthalten nur wenige Mitochondrien (Maianski et al. 2004), die als aus-
gedehntes Netzwerk im Cytoplasma vorliegen (Fossati et al. 2003). Die ATP Konzen-
tration in Neutrophilen ist unabhéngig von einer Hemmung der Mitochondrienfunktion
(Maianski et al. 2004; Borregaard und Herlin 1982). Neutrophile verfiigen iiber einen
vollstéandigen Citronensaurecyclus (Stjernholm 1967), trotzdem wird ATP bei Neutro-
philen hauptséichlich in der Glycolyse gebildet (Borregaard und Herlin 1982). Wahrend

der Phagocytose sinkt die intrazellulire ATP-Konzentration, die Glycolysegeschwindig-
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keit bleibt aber konstant (Borregaard und Herlin 1982). Bei aktivierten Neutrophilen

spielt ATP eine weitere wichtige Rolle. An Orten mit Hypoxie oder Infektion setzen
Neutrophile ATP frei, welches von Endothelzellen extrazelluldr in Adenosin gespalten
wird, und dann u.a. die Barrierefunktion von Endothelzellen moduliert (Eltzschig, Mac-
Manus und Colgan 2008).

Diese Studien stellen eine metabolische Momentaufnahme dar bzw. haben sich auf ein-
zelne Stoffwechselwege konzentriert und diese gut charakterisiert. Es ist aber auch in-
teressant, nicht nur den Unterschied zwischen ruhenden und aktivierten Neutrophilen
zu betrachten, sondern weitere Zustéinde einzubeziehen. Dabei sind einerseits die anti-
inflammatorischen apoptotischen Neutrophilen von Interesse und andererseits lassen
sich die aktivierten Neutrophilen noch nach der Art und Weise ihrer Aktivierung auf-
teilen.

Neutrophile kénnen sowohl von kérpereigenen Molekiilen, beispielsweise iiber das zu-
meist von Makrophagen ausgeschiittete Zytokin Tumornekrosefaktor-o (TNF), sowie
iiber korperfremde Molekiile zum Beispiel Bestandteile aus der bakteriellen Zellmem-
bran wie Lipopolysaccharide (LPS) - allgemein als pathogen-associated molecular pat-
terns (PAMPs) bezeichnet - aktiviert werden (Amulic et al. 2012). Daher stellt sich
die Frage, ob die Neutrophilen abhéngig von der Herkunft des aktivierenden Stimulus
unterschiedliche metabolische Verdnderungen aufweisen und der Korper auf diese Art

unterscheiden kann, ob Bakterien vorhanden sind oder nicht.

1.4. Metabolomics

Metabolomics stellt nach Genomics und Proteomics die néchste Ebene der Untersu-
chung auf dem Weg vom Gen zum Phénotyp dar. Dabei wird die Zusammensetzung
der Stoffwechselprodukte (Metabolite) in einer Zellsorte, in einem Gewebe oder in ei-
ner biologischen Fliissigkeit gemessen. Die Messung dieser Stoffwechselprodukte lésst
Riickschliisse auf die biochemische Aktivitét zu (Alonso, Marsal und Julia 2015).

Die beiden Hauptmethoden, mit denen die Metabolite gemessen werden, sind die Mas-

senspektrometrie (in der Regel gekoppelt an eine Fliissig- oder Gaschromatographie)
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und die NMR-Spektroskopie. Im Institut fiir Chemie und Metabolomics wird die NMR-

Spektroskopie angewandst.

Bei der globalen Messung der Stoffwechselprodukte ohne eine spezifische Hypothese,
welche Metabolite beeinflusst sein konnten, wird eine groffe Datenmenge generiert. An
die Messung der Proben schliefst sich daher eine komplexe statistische Auswertung an

(Alonso, Marsal und Julia 2015).

1.5. NMR-Spektroskopie

Die Kernspinresonanzspektroskopie (engl. NMR) ist eine der wichtigsten Methoden zur
Analyse von Molekiilen. Sie beruht auf dem physikalischen Effekt des atomaren Kern-
spins von Atomen. Der Kernspin, eine inhérente Eigenschaft von Atomen, prazediert
mit seiner Lamorfrequenz um die Achse eines konstant angelegten Magnetfeldes, bei
Veranschaulichung im Vektormodell. Die Orientierung zum Magnetfeld des makrosko-
pischen Magnetisierungsvektors dndert sich, wenn die Absorption oder Emission von
elektromagnetischen Wechselfeldern mit der Lamorfrequenz resoniert. Gemessen wird
in der NMR-Spektroskopie die Riickkehr zur Gleichgewichtsmagnetisierung nach Aus-
lenkung durch eine bestimmte Abfolge von hochfrequenten Pulsen. Dieses Signal wird
als freier Induktionsabfall (FID von Englisch free induction decay) bezeichnet. Die ge-
naue Resonanzfrequenz eines Kerns ist von seiner chemischen Umgebung abhingig. Das
spiegelt sich im Spektrum in unterschiedlichen chemischen Verschiebungen wider.

Die Spinquantenzahl I beschreibt die mdéglichen Orientierungen des Kernspins im ex-
ternen Magnetfeld. / nimmt bei ungerader Nukleonenzahl (Protonen + Neutronen)
halbzahlige Werte und bei gerader Nukleonenzahl ganzzahlige Werte an. Nur Kerne mit
magnetischem Moment, also mit I # 0, kdnnen in der NMR-Spektroskopie betrachtet
werden (Keeler 2013).

'H-Atome (in der NMR auch als Protonen bezeichnet) haben kein Neutron im Kern,
also eine Nukleonenzahl von 1 und eine Spinquantenzahl von % Sie kénnen daher in der

NMR-Spektroskopie beobachtet werden.
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13C- und N-Atome haben ebenfalls eine Spinquantenzahl von % Im Gegensatz zu
'H-Atomen haben diese Isotope aber den entscheidenden Nachteil, dass sie eine sehr
viel niedrigere natiirliche Haufigkeit aufweisen. Diese betriagt 99,98 % fiir Protonen,
aber nur 1,1% fiir 3C- und 0,36 % fiir >N-Atome (Claridge 2016). Deshalb kénnen 'H-
Proben, zum Beispiel im Bereich der Metabolomics, bei geringer Metabolitkonzentration
trotzdem mit gutem Signal-zu-Rausch-Verhiltnis gemessen werden. *C und '°N spielen
im Bereich der Metabolomics zum Beispiel dort eine Rolle, wo das Zellmedium mit
isotopenmarkierten Molekiilen versetzt wird, um zu verfolgen in welchen Molekiilen
sich die Isotope anreichern.

31P_Atome haben zwar ebenfalls eine Spinquantenzahl von % und sogar eine natiirliche
Héufigkeit von 100 % (Claridge 2016), der verwendete Probenkopf konnte aber nicht
auf die Frequenz von 3'P eingestellt werden. Grundsitzlich kénnen phosphoorganische
Substanzen wie aktivierte Zucker, NAD und NADPH mit 3! P-Spektroskopie gemessen
werden.

Zwischen NMR~aktiven Kernen, die tiber wenige Bindungen (abgesehen von aromati-
schen Verbindungen bis zu drei) miteinander verbunden sind, kommt es zur Kopplung,
also zu Wechselwirkungen der magnetischen Momente. Diese Kopplung fiihrt zu einer
Feinaufspaltung der NMR-Signale um ihre chemische Verschiebung. Ohne eine Isotopen-
markierung werden in biologischen Proben in 'H-Spektren hauptsichlich Kopplungen
zwischen Protonen beobachtet. Das Signal wird dabei umso mehr aufgespalten, umso
mehr Kopplungspartner vorhanden sind. Die Kopplung ist ein hilfreiches Werkzeug bei
der Strukturaufklirung, gleichzeitig kann es durch die Aufspaltung auch zur Uberlage-

rung verschiedener Signale kommen, was eine Zuordnung erschwert (Keeler 2013).

1.6. NMR-Methoden fiir metabolische Untersuchungen

Das Ziel der Metabolomics ist die qualitative und quantitative Messung kleiner Molekii-
le (< 1,5kDa) in Losung (Wishart, Knox et al. 2009). Die allgemeine Herangehensweise
an eine Metabolomics-Studie ist in Abbildung 1.2 aufgefiihrt. Nachdem das Studiende-

sign und die Fragestellung festgelegt sind, kénnen Proben aus unterschiedlichen Quellen
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gewonnen werden. Von der Probenvorbereitung hiangt ab, wie die Spektren aufgenom-
men werden konnen. Auf die Prozessierung folgt eine statistische Auswertung, deren

Ergebnisse biologisch interpretiert werden miissen.

{Studiendesign und Fragestellung}

|

[Probengewinnung: Probanden/Tiere/ Zellkultur}

|

[Probenvorbereitung}

|

{Aufnahme der Spektren}

|

{ Prozessierung }

|

{Statistische Auswertung}

|

Lbiologisehe Interpretation}

Abbildung 1.2.: Allgemeine Herangehensweise an Metabolomics: Es werden fiir eine ge-
plante Studie eine Stichprobenzahl festgelegt und entsprechende Proben
gesammelt. Die Metabolite werden, falls notwendig, mit einer geeigne-
ten Extraktion isoliert. Anschliefsend werden z.B. NMR- oder Massen-
spektren aufgenommen und prozessiert. Darauf folgen eine statistische
Auswertung und eine Interpretation der biologischen Relevanz.

Fiir die Wahl des richtigen Experiments ist die Probenzusammensetzung von zentraler
Bedeutung. Diese lasst sich in zwei sehr unterschiedliche Gruppen einteilen: Extrahierte
und nicht-extrahierte Proben. Bei extrahierten Proben werden die gewiinschten Meta-
bolite durch eine geeignete Extraktion isoliert. Dies ist z.B. bei Gewebeproben oder bei
Zellen der Fall. Dabei werden zum Beispiel stérende Proteine von den Metaboliten ge-
trennt. Diese konnen dann in einem NMR-Losemittel aufgenommen und direkt gemessen

werden - polare Metabolite in wéssrigem Puffer und unpolare Metabolite in organischem

10
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Losemittel. Extraktionen kénnen den Nachteil haben, dass bestimmte Metabolite nicht
isoliert werden konnen oder zu instabil sind (Lin et al. 2007).

Nicht-extrahierte Proben werden mit einem NMR-Puffer gemischt. Vorteilhaft sind die
einfache Probenvorbereitung und die vollstdndige Verwendung der Probe. Gleichzei-
tig gibt es aber auch deutliche Nachteile: Serumproben zum Beispiel beinhalten neben
Metaboliten auch Fette, Lipoproteine und Proteine, die NMR-~-Messungen storen kon-
nen, indem sie Signale verbreitern und zu breiten Uberlagerungen im Spektrum fiihren.
Dariiber hinaus haben solche Proben ein sehr intensives Wassersignal, sodass alle Puls-

sequenzen eine Wasserunterdriickung beinhalten miissen.

1.6.1. 1D-NOESY mit Vorsattigung des Wassers

Der nukleare Overhauser Effekt (NOE) ermoglicht es, die rdumliche Ndhe von zwei
Protonen zu beobachten. Dies ist mit einem selektiven 1D oder mit einem 2D NOESY-
Experiment messbar (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY’) (Bell und Saunders
1970). Das fiir Metabolomics verwendete noesyprld-Experiment ist das erste Inkrement
eines 2D-NOESY. Es wird nicht wegen des nuklearen Overhauser Effekts verwendet,
sondern weil das Experiment eine robuste und einfach zu implementierende Wasserun-
terdriickung besitzt. Das Experiment ist mittlerweile zum de facto Standardexperiment
fir NMR-Metabolomics geworden (McKay 2011).

Das Pulsprogramm ist wie folgt aufgebaut: auf eine Wartezeit mit gleichzeitiger Satti-
gung des Wassers folgen zwei 90 ° Pulse. Nach der anschliefenden Mischzeit (auch mit
Wasserunterdriickung) folgt ein dritter 90° Puls. Im Anschluss wird der freie Indukti-
onsabfall aufgenommen (Abbildung 1.3). Durch einen Phasenzyklus (die ersten beiden
90 ° Pulse sind in der Summe im Wechsel 180 ° und 0 °) kénnen dariiber hinaus Artefakte
unterdriickt und die Wasserunterdriickung verbessert werden (McKay 2011).

Neben dem noesyprld gibt es auch eine Variante, bei der zwei gepulste Feldgradienten
verwendet werden (noesygpprld, siehe Abbildung 1.4) (Dona, Jiménez et al. 2014). Hier-
bei ist eine kiirzere Mischzeit 1, moglich, in der weniger Artefakte entstehen koénnen.

Weiterhin soll damit eine bessere Linienbreite erreicht werden konnen.

11
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Abbildung 1.3.: Die Pulssequenz des 1D-NOESY mit Vorsittigung des Wassers (noe-
syprld): selektive Anregung des Wassers wihrend der Wartezeit, zwei
harte 90° Pulse direkt nacheinander, selektive Anregung des Wassers
wéahrend der Mischzeit t,,, harter 90 ° Puls und Aufnahme eines FIDs.

90°

90° 90°
Wartezeit ﬂ ﬂ Tm
| Avnunv
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Abbildung 1.4.: Die Pulssequenz des 1D-NOESY mit Vorséttigung des Wassers und
Gradientenpulsen (noesygpprld): selektive Anregung des Wassers wih-
rend der Wartezeit, 1. Gradient, zwei harte 90° Pulse direkt nachein-
ander, selektive Anregung des Wassers wiahrend der Mischzeit Ty, 2.
Gradient, harter 90 ° Puls und Aufnahme eines FIDs. Die Mischzeit
kann hier deutlich kiirzer gewéahlt werden als beim noesyprld.

G, N

1.6.2. CPMG mit Vorsattigung des Wassers

In vielen Metabolomicsproben, insbesondere in Serumproben liegt ein Gemisch aus
groffen Molekiilen und kleinen Metaboliten vor. Fiir die gezielte Analyse der kleinen
Molekiile kann man eine Probe entweder filtrieren oder ein Experiment verwenden, wel-
ches nach Grofse selektiert.

Die CPMG Sequenz (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) - benannt nach ihren Erfindern - wird
kombiniert mit einer Wasserunterdriickung durch selektive Vorséttigung des Wassers
(cpmgprld) als wichtiges Experiment fir NMR Metabolomics verwendet. Sie basiert
auf dem Prinzip des Spin-Echos. Nach der Vorsattigung wird die Magnetisierung iiber
einen 90 ° Puls in die xy-Ebene bef6érdert. Die Spins konnen wahrend einer Zeit t in der
xy-Ebene dephasieren, bevor sie durch einen 180° Puls und eine weitere Zeit v wieder

rephasiert werden. Das zu diesem Zeitpunkt messbare Signal ist aufgrund von Relaxa-

12
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tionsprozessen kleiner als das Signal direkt nach dem 90° Puls gewesen wére. Es wird
daher auch als Echo bezeichnet (Carr und Purcell 1954). Das Spin-Echo-Element (<t -
180° - 1) wird im cpmgprld mehrfach wiederholt (Abbildung 1.5). Dabei nehmen die
Signale von grofsen Molekiilen mit kleiner T's-Zeit deutlich schneller ab als die Signa-
le von kleinen Molekiilen mit grofer T'3-Zeit (Meiboom und Gill 1958). Man spricht
daher auch von einem Ts-Filter, das entsprechende Spektrum ist auf kleinere Mole-
kiile fokussiert. Die CPMG-Sequenz bietet fiir den Metabolomicsbereich daher genau
dann Vorteile gegeniiber dem eindimensionalen NOESY, wenn eine Probe - z.B. eine
Serumprobe (Abbildung 1.6) - neben kleinen Metaboliten auch Fette, Proteine und

Lipoproteine enthélt (Beckonert et al. 2007).

90° 180°
Wartezeit
- |

b :
'H

~ I
n

Abbildung 1.5.: Die Pulssequenz des CPMG mit Vorséttigung (cpmgprld): selektive
Anregung des Wassers wiahrend der Wartezeit, harter 90 ° Puls, mehr-

fache Wiederholung eines Spin-Echos (t - 180° - t) und Aufnahme eines
FIDs. Typische Werte sind t=1ms und 4 - 20 Wiederholungen.

1.6.3. Wasserunterdriickung mittels Ezcitation Sculpting

Ein Nachteil der Wasserunterdriickung mittels Vorsattigung liegt darin, dass mit dem
Losemittel austauschbare Protonen auch gesdttigt werden konnen. Eine Methode na-
mens DPFGSE (Double Pulsed Field Gradient Spin Echo), auch bekannt als Ezcitation
Sculpting, kann dieses Problem umgehen (Hwang und Shaka 1995). Das dabei genutzte
Gradienten-Echo hat im Gegensatz zum Spin-Echo zu Beginn und Ende der Sequenz
einen identischen Gradienten. Der erste Gradient dephasiert die Kohérenz entlang der
z-Achse. Nach einem selektiven Element, mit dem nur das Wassersignal angeregt wird,
und einem harten 180° Puls rephasiert der zweite Gradient die Kohérenz wieder. Das
Wassersignal erfahrt mehr als einen 180 ° Puls und wird nicht rephasiert. Um Probleme
mit der Basislinie und der Phase zu verhindern, wird das Gradienten-Echo mit unter-

schiedlicher Gradientenstéirke, aber mit identischem Aufbau wiederholt. Das zgesgp hat
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Abbildung 1.6.: Vergleich von 1D-NOESY und CPMG an einer Serumprobe. Im 1D-
NOESY-Spektrum (blau) sieht man Signale der Makromolekiile (Lipo-
proteine, Fette, Proteine) im aromatischen (6,5 bis 9 ppm, NH-Bereich
der Proteine) und im aliphatischen Bereich (1 bis 5 ppm). Durch Anwen-
dung des T'o-Filters im CPMG-Spektrum (rot) sind die Makromolekiile
unterdriickt. Die Linienbreite gemessen am TSP-Signal verbessert sich
dabei, weil alles was an Makromolekiile bindet mit unterdriickt wird.
Kleine Molekiile, die zum Teil an Makromolekiile gebunden sind, ver-
lieren dadurch an Intensitét.

zwischen den beiden Gradienten jeweils einen selektiven Puls, mit dem nur das Wasser-
signal angeregt wird, und einen nicht-selektiven 180 ° Puls, der alle Spins in der Probe
anregt (Abbildung 1.7). Dadurch werden am Ende des Echos jeweils alle Signale aufser
dem Wassersignal rephasiert (Berger und Braun 2004). Signale in der direkten Néhe

zum Wassersignal werden in ihrer Intensitdt dabei deutlich reduziert.

1.6.4. Chemische Kopplung in der indirekten Dimension - 2D
(J-resolved)

Eindimensionale 'H-NMR Spektren haben zwei groke Vorteile: die Messzeit ist durch die
hohe natiirliche Haufigkeit und die Messung in der direkten Dimension sehr klein und
eine Quantifizierung ist mit einem internen Standard direkt aus dem Spektrum mog-
lich. Im Bereich der Metabolomics zeigt sich aber auch ein deutlicher Nachteil: Durch

den schmalen spektralen Bereich der Protonen und die grofse Anzahl an Signalen pro
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Abbildung 1.7.: Aufbau des zgesgp mit Fzcitation Sculpting. Zwei Gradientenechos mit
unterschiedlicher Gradientenstérke beinhalten jeweils einen selektiven
Puls auf das Wasser und einen harten 180° Puls. Da das Wasser im
Echoelement mehr als einen 180 ° Puls erfahrt, wird es am Ende nicht
refokussiert. Die Wiederholung des Echos reduziert Probleme mit der
Basislinie und der Phase.

Metabolit kommt es schnell zu einer Uberlagerung von diversen Signalen. Ein Losungs-
ansatz ist es, nur die chemische Verschiebung zu messen und die Kopplung, also die
Feinaufspaltung der Signale, zu unterdriicken.

Beim pseudo-zweidimensionalen J-res (J-resolved) befindet sich in der direkten Di-
mension die chemische Verschiebung und in der indirekten die J-Kopplung. Eine 1D-
Projektion eines J-res ergibt dann ein 'H-Spektrum ohne Kopplung. Die Anzahl iiberla-
gernder Signale wird dadurch deutlich reduziert, wodurch auch in Bereichen mit vielen
Signalen Quantifizierungen méglich sind. Gleichzeitig kann das 2D-Spektrum auch bei
der Identifikation von iiberlagerten Signalen helfen (Aue, Karhan und Ernst 1976). In
dieser Arbeit wird das J-res mit Vorséttigung des Wassers und Gradientenpulsen (jres-
gpprqgf) verwendet.

Die Pulssequenz enthélt nach der Wartezeit und dem 90° Puls im Prinzip ein Spin-
Echo-Element (t - 180° - 1). Das Besondere dabei ist, dass die Zeit t inkrementiert wird
(Abbildung 1.8). Wihrend der indirekten Zeitdimension t; = 2t entwickelt sich die Spin-
Spin Kopplung, wahrend die chemische Verschiebung am Ende des Echos refokussiert
wird. Eine 2D-Fouriertransformation kann daher diese beiden Komponenten trennen

(Berger und Braun 2004).
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Abbildung 1.8.: Die Pulssequenz des 2D J-res mit Vorséittigung (jresgpprqf): selektive
Anregung des Wassers wiahrend der Wartezeit, harter 90 ° Puls, War-
tezeit t, 1. Gradient, harter 180° Puls, 2. Gradient, Wartezeit T und
Aufnahme eines FIDs. Um eine zweite Dimension zu erhalten wird die
Zeit 1 inkrementiert.

1.6.5. Pure Shift Spektren mit der Zangger-Sterk

Breitbandentkopplung

Das J-res Experiment ermoglicht eine Entkopplung durch die indirekte Dimension.
Gleichzeitig kann es dabei allerdings zu Problemen mit der Phase und dadurch der
Linienform kommen (Zangger 2015). Alternativ zur Entkopplung durch eine zweite Di-
mension sind daher auch andere Ansétze entstanden, um 1D-Spektren zu generieren,
die nur noch die Information der chemischen Verschiebung beinhalten - sogenannte Pure
Shift Spektren. Die Zangger-Sterk Breitband-Entkopplung verwendet einen schwachen
Gradienten, der durch das zusétzliche Magnetfeld die Lamorfrequenz ortsabhéngig ver-
dndert. Das NMR-Rohrchen wird der Lange nach in Abhéngigkeit der Larmorfrequenz
in Scheiben unterteilt. Ein gleichzeitiger frequenzspezifischer 180 ° Puls regt dadurch in
jeder Scheibe andere Frequenzen an. In Kombination mit einem harten 180 ° Puls erfahrt
das jeweils aktive on-resonance Signal einen 360° Puls, wihrend alle anderen Signale
invertiert werden. Die Kopplung, die sich vor dem zweiten Puls entwickelt hat, wird
dabei refokussiert (Zangger und Sterk 1997) (Abbildung 1.9). Die verwendete Pulsse-
quenz zgadc2 befindet sich im Anhang (A.1.5). Jedes Signal wird nur in einer schmalen
Scheibe der Probe angeregt. Dadurch zeigt das Zangger-Sterk Experiment eine deutliche
schlechtere Sensitivitit als iibliche 'H-Spektren. Der Verlust der Sensitivitit ist dabei

abhéngig von der Anzahl der Scheiben, also der Bandbreite der Anregung. Gleichzei-
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Abbildung 1.9.: Grundlegende Elemente der Breitbandentkopplung nach Zangger und
Sterk. Das NMR-Ro6hrchen wird durch einen Gradienten in Abhéngig-
keit der Larmorfrequenz in Scheiben entlang der z-Achse unterteilt.
Durch den gleichzeitigen frequenzspezifischen 180° Puls wird in jeder
Scheibe ein unterschiedlicher Frequenzbereich angeregt, wahrend alle
anderen Signale invertiert werden.

tig gewinnt das Spektrum durch die Entkopplung aber auch wieder an Sensitivitéat -

insbesondere bei Signalen mit hoher Aufspaltung.

1.6.6. Pure Shift Spektren mit der PSYCHE Methode

Eine weitere Methode zur Generierung von Pure Shift Spektren ist PSYCHE (pure shift
yielded by chirp excitation). Das Prinzip basiert auf dem anti z-COSY (Foroozandeh et
al. 2014). Zwei aufeinander folgende, adiabatische Chirp Pulse, in denen die Frequenz
einmal ab- und einmal zunimmt, werden gleichzeitig mit einem schwachen Gradienten
angewendet (Abbildung 1.10). Zusammen mit dem harten 180° Puls bleiben jeweils
einige aktive Spins unbeeinflusst, wihrend alle anderen (die passiven Spins) invertiert
werden (Foroozandeh et al. 2014). Der Anteil der aktiven Spins ist nicht rdumlich wie
bei Zangger-Sterk, sondern ist statistisch proportional zu cos? B, wobei 3 der Winkel der
Chirp Pulse ist. Die Sensitivitdt wéchst mit 3, gleichzeitig gibt es bei hoheren Winkeln
aber auch mehr Artefakte (Zangger 2015). Insgesamt ist die Sensitivitét auch beim
PSYCHE-Experiment geringer als bei einem iiblichen 'H-Spektrum, liegt aber etwa

zehnmal hoher als andere Pure Shift Methoden (Foroozandeh et al. 2014).
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Abbildung 1.10.: Aufbau des PSYCHE-Experiments: zwei adiabatische Chirp-Pulse
wihrend eines schwachen Gradienten lassen jeweils einen aktiven Teil
der Spins unbeeinflusst, wihrend die iibrigen, passiven Spins invertiert
werden.

Gy

1.6.7. Prozessierung der Spektren

Fiir die Prozessierung von NMR-Daten werden die Datenpunkte des FID fouriertrans-
formiert und damit von einer zeitlichen Skala in eine Frequenzskala iiberfiihrt. Fiir eine
Vergleichbarkeit der Skala zwischen unterschiedlichen Feldstdrken werden die Frequen-
zen anschliefsend durch die Spektrometerfrequenz geteilt. Die daraus resultierende Skala
ist einheitsfrei, aufgrund der sehr kleinen Werte erhélt sie aber die Einheit ppm (parts
per million). Nach der Fouriertransformation miissen die Phase und die Basislinie der
Spektren korrigiert werden. Als Referenz fiir die chemische Verschiebung wird vierfach
deuterierte Trimethylsilylpropionsédure (TSP-d4) verwendet und auf einen Wert von
0 ppm gesetzt. Bevor die Spektren fiir eine statistische Auswertung normalisert wer-
den, ist es oft notwendig, einige Spektrenbereiche von der Analyse auszuschlieten. Dazu
gehoren Losungsmittelsignale, bekannte Verunreinigungen und eventuell zu intensive
Signale.

Trotz der Referenzierung liegen die Signale der Spektren in der Regel, z.B. aufgrund
minimaler Unterschiede im pH-Wert, nicht perfekt iibereinander. Fiir eine statistische
Analyse dieser Spektren gibt es dann zwei unterschiedliche Ansétze: Zum Einen kann
man ganze spektrale Bereiche in sogenannten buckets zusammenfassen, wordurch klei-
nere chemische Verschiebungen nicht ins Gewicht fallen. Zum Anderen kann man jeden
gemessenen Punkt verwenden (pointbinning), muss dafiir aber jeweils lokal ein hori-

zontales Angleichen der Spektren durchfithren. Die Verwendung von buckets bendtigt
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weniger Aufwand in der Prozessierung. Korrekturen fiir multiples Testen (siehe Seite
22) sind direkt abhingig von der Anzahl der verwendeten buckets, wihrend es beim
pointbinning zehntausende Messpunkte und damit Parameter gibt. Allerdings reduziert
man durch die Verwendung von buckets die Auflésung, die man durch die Feldstérke
gewonnen hat. Aufierdem koénnen ungiinstige Grenzen der buckets ebenfalls bei Unter-
schieden in der chemischen Verschiebung problematisch sein. Fiir diese Arbeit wurde

eine horizontale Angleichung mit anschliefsendem pointbinning gewahlt.

1.6.8. Identifizierung von Metaboliten: Referenzspektren, spiking und

STOCSY

Da in NMR-~-Metabolomics-Spektren eine hohe Anzahl von Signalen vorliegt, stellt sich
schnell das Problem der Zuordnung zu diversen Metaboliten. Der einfachste Ansatz ist
ein Vergleich mit den Spektren von Reinsubstanzen. Viele Signale im 'H-NMR Spek-
trum konnen direkt durch einen Vergleich mit Referenzspektren zugeordnet werden,
die bei moglichst gleichen Bedingungen - pH, Temperatur, Konzentration, Feldstérke -
aufgenommen wurden. Weil es Signale gibt, die sich abhéngig vom pH, von der Tem-
peratur und von der Konzentration verschieben oder mit anderen Signalen iiberlappen,
ist ein solcher Vergleich limitiert, wenn man Reinsubstanzen aus einer Datenbank -
z.B. der humanen Metabolomdatenbank (Wishart, Tzur et al. 2007) - verwendet. Da
die Konzentration ebenfalls einen Einfluss auf die chemische Verschiebung haben kann
(Huang et al. 2004), erlauben auch eigene Reinsubstanzspektren, die in der Regel hoher
konzentriert sind, als ein Metabolit in einer biologischen Probe, nicht immer eine klare
Identifikation.

Eine experimentelle Losung ist, der bereits gemessenen NMR-Probe eine geringe Menge
eines Metaboliten zuzusetzen und die Messung zu wiederholen. Werden vorhandene Si-
gnale dadurch hoher, konnen diese Signale dem titrierten Metabolit zugeordnet werden.
Entstehen neue Signale, war der Metabolit vorher nicht in messbarer Konzentration

vorhanden (siehe Abbildung 1.11). Dieses Verfahren bezeichnet man als spiking.
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Fiir die zugegebene Menge empfehlen sich mindestens 25 % bis 50 % des in der Probe
vorhandenen Signals. Eine zu geringe Konzentration kann zu unklaren Ergebnissen fiih-
ren, deutlich zu viel kann das Ursprungssignal aber auch komplett iberdecken, sodass

eine Identitétspriifung schwierig ist (Dona, Kyriakides et al. 2016).

555 550 545

Abbildung 1.11.: Spiking am Beispiel von (A) einem Fibroblastenextrakt (blau)
mit UDP-GlcNAc (griin) und (B) weiter mit Glucose-1-Phosphat
(schwarz). Das Signal bei 5,52 kann UDP-GlcN Ac zugeordnet werden,
wahrend Glucose-1-Phosphat unter dem Detektionslimit liegt. Fiir die
Messungen verwendete Fibroblastenzelllinien sind publiziert (Hirose
et al. 2019).

5, 55 5 50 1H (ppm)

Im Gegensatz zum spiking stellt ein STOCSY (Statistical Total Correlation Spectros-
copy) eine Moglichkeit dar, in der Datenauswertung bereits vorhandener Spektren die
Zuordnung zu erleichtern (Cloarec et al. 2005). Fiir ein STOCSY ist eine Messreihe von
prozessierten Spektren notwendig. Ausgehend von einer Frequenz im Spektrum wird die
Korrelation und Kovarianz graphisch dargestellt (Abbildung 1.12). Eine hohe Korrela-
tion iiber die Messreihe ist gegeben, wenn sich Intensitédten in den Spektren verdndern,
in denen sich auch die Ausgangsfrequenz verdndert. Diese Verdnderung kann in die
gleiche oder in die entgegengesetzte Richtung erfolgen. Eine direkte Korrelation ist im
STOCSY positiv, wihrend eine Antikorrelation negativ dargestellt wird. Desweiteren
zeigt die Kovarianz-Achse die Intensitéit der jeweiligen Verdnderung an (Cloarec et al.
2005).

Signale eines Metaboliten zeigen eine maximale Korrelation (ein Korrelationskoeffizi-
ent von 0,9 bis 1), was die Zuordnung des Metaboliten deutlich erleichtert. Metabolite,
die innerhalb eines Stoffwechselweges vorkommen sind, zeigen ebenfalls eine relativ ho-
he Korrelation, wodurch auch Riickschliisse auf die vorhandenen Metabolite gezogen

werden konnen.
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Abbildung 1.12.: Korrelation mit Lactat im STOCSY Plot. Das Signal bei 1,325 ppm
(markiert mit einem Pfeil) zeigt eine maximale Korrelation mit dem Si-
gnal bei 4,1. Beide Signale gehoren zum Molekiil Lactat. Lactat (Lac)
zeigt direkte Korrelationen mit Glutathion (Glut), Glycerophosphoch-
olin (GPC), Taurin und ATP. Antikorrelationen gibt es mit Acetat
(Ac), Glutamin (Gln), Phosphocholin (PCho) und Formiat.

1.7. Statistische Verfahren zur Analyse der Spektren

Um NMR-Metabolomics-Daten, die aus vielen Spektren mit zahlreichen Metaboliten
bestehen, zu analysieren, sind Verfahren der multivariaten Statistik notwendig. Die
Hauptkomponentenanalyse (englisch principal component analysis, kurz PCA, Abbil-
dung 1.13) erméglicht eine Vereinfachung eines Datensatzes, indem diverse Variablen
als Linearkombinationen zusammengefasst werden (Bro und Smilde 2014). Eine Auftra-
gung dieser Hauptkomponenten gegeneinander kann unterschiedliche Gruppen inner-
halb des Datensatzes aufzeigen. Diese Gruppen sind der Analyse vorher nicht bekannt.
Es handelt sich um ein nicht iiberwachtes statistisches Verfahren. Die PCA ermdoglicht
zusétzlich die Identifizierung von gruppenunabhéngigen Ausreifsern.

Ein typisches iiberwachtes statistisches Verfahren stellt die partial least squares discri-
minant analysis (kurz PLS-DA) dar. Hier sind der Analyse die verschiedenen Gruppen
bekannt und es wird analysiert, ob die Gruppen tatséchlich unterschiedlich sind.
Wenn sich die Gruppen in der PCA oder PLS-DA unterscheiden, kénnen anschliefend

die spektralen Bereiche bzw. nachfolgend die Metabolite entnommen werden, die fiir
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diese Trennung der Gruppen wichtig sind. Die Anderung der Integrale der jeweiligen
Metabolite lasst sich dann statistisch untersuchen. Da in einem NMR-Spektrum viele
Parameter gleichzeitig untersucht werden, muss eine Korrektur fiir multiples Testen
erfolgen.
A B

C
AVariable 3 AVariable 3
PC1

Variable 2 Variable 2

Variable 1

Variable 1 2 3 PC2

Probe 1 a b1 C1 o ° ° 5

Probe 2 a: b2 C2 PR ®ole %o . < -
Probe3 as bs cs PClo ©° o °e o H (ppm)
Probe n an bn Cn °

Abbildung 1.13.: Schematische Darstellung der Analyse eines Datensatzes mittels PCA.
Zur Verdeutlichung der Methode wird das Spektrum von Probe 2 in
rot hervorgehoben. (A) Eine Gruppe Spektren weist die Peaks a-c
mit unterschiedlichen Intensitidten auf. Jedes Spektrum, also jede Pro-
be, hat ein bestimmtes Peakintegral ay-cy. (B) Fiir jeden Peak gibt
es eine Achse im Koordinatensystem, auf der die Integrale aufgetra-
gen werden. Ein Punkt reprisentiert dabei eine Probe. (C) Eine neue
Achse, die erste Hauptkomponente (PC1), wird zwischen den Punk-
ten mit der groften Varianz gezogen. (D) Senkrecht auf PC1 erklart
die zweite Hauptkomponente (PC2) moglichst viel der verbliebenen
Varianz zwischen den Proben. Die hier dargestellten Gruppen in gelb
und blau kénnen mit einem ¢-Test auf eine Trennung getestet werden.
(E) Der loading plot von PC1 zeigt den Einfluss der urspriinglichen
Signale auf die Verteilung der Proben. Spektren im negativen Bereich
von PC1 haben grofsere Integrale a und b, wiahrend die Spektren im
positiven Bereich von PC1 ein groferes Integral ¢ aufweisen.

Variable 1
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1.8. Signifikanz und multiples Testen

Wenn genug Hypothesen gleichzeitig getestet werden, lauft man allein wegen der An-
zahl Gefahr, etwas statistisch Signifikantes zu finden. Deswegen ist es notwendig, eine
Korrektur fir multiples Testen zu verwenden (Simes 1986).

Eine sehr strenge Art der Korrektur ist die Korrektur nach Bonferroni: dabei wird die
Grenze o fiir die Signifikanz durch die Gesamtzahl der getesteten Hypothesen geteilt.
Nur p-Werte, die immer noch kleiner als dieses modifizierte o sind, gelten als signifikant.
Bei einer Metabolomics Untersuchung stellt sich fiir jeden Metabolit die zu testende Hy-
pothese, ob dieser signifikant verandert wurde. Dabei treten folgende Probleme auf: Zum
Einen ist bei "H-NMR-Spektren komplexer Mischungen die Anzahl der Metabolite nicht
immer genau festzusetzen. Die meisten Metabolite haben Signale bei mehreren chemi-
schen Verschiebungen und diese spalten sich durch die Kopplung noch weiter auf. Bei
nicht zugeordneten Signalen lasst sich dann nicht sagen, wie viele Metabolite sich hinter
einer bestimmten Anzahl Signale verbergen. Weiterhin erstrecken sich die Metabolite
iiber einen weiten Konzentrationsbereich, wodurch einige Signale im Rauschen unterge-
hen oder von anderen Signalen iiberlagert werden. Zum Anderen ist ein auf diese Art
modifiziertes o so streng, dass nur sehr wenige Anderungen als signifikant angesehen
werden konnen.

Die Methode zur Kontrolle der false discovery rate (FDR) verwendet dagegen einen
sequentiellen Ansatz (Benjamini und Hochberg 1995). Die p-Werte werden der Grofe
nach aufsteigend sortiert. Fiir die Formel wird ,i“ als die Position in dieser Liste verwen-
det. Statt alle p-Werte mit einem statischen, strengen o zu vergleichen, muss hier nur
der kleinste p-Wert diese Bedingung erfiillen. Der zweitkleinste p-Wert wird mit einem
groferen o verglichen. Der sortierte i. p-Wert muss dann jeweils noch kleiner sein als i

mal 0,05 geteilt durch die Anzahl der Metabolite m (Gleichung 1.1).

(1.1)
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Ab dem ersten p-Wert, der diese Bedingung nicht erfiillt, gelten alle weiteren Ande-

rungen als nicht signifikant. Da die genaue Anzahl der gemessenen Metabolite bei den
Extrakten der Neutrophilen nicht genau feststeht, wird eine realistische Anzahl an Me-

taboliten angenommen und damit gerechnet.

1.9. Biologische Bedeutung

Die biologische Bedeutung von Unterschieden fiir verschiedene metabolische Zustdnde zu
interpretieren ist komplex. Ein Spektrum stellt immer eine Momentaufnahme dar. Wenn
z.B. in einem Zellextrakt eine erhohte Metabolitkonzentration gemessen wird, kann dies
sowohl eine erhdhte Aufnahme bzw. Synthese als auch einen verringerten Abbau bzw.
einen verringerten Transport aus der Zelle bedeuten. Viele Metabolite sind zudem Teil
von mehreren Stoffwechselwegen, sodass fiir eine klare Aussage, welcher Weg beeinflusst
ist, oft weitere Daten notwendig sind. Eine Methode, bestimmte Ergebnisse weiter zu
untersuchen, sind Fluxmessungen. So kénnen z.B. die Ansduerung des Mediums und der
Sauerstoffverbrauch herangezogen werden (Voss et al. 2021). Diese extrazelluldren Flux-
analysen des Transports von Lactat aus der Zelle und der oxidativen Phosphorylierung
sind ein Mafs fiir die Glycolyseaktivitdt bzw. fiir die Mitochondrienaktivititét.

Auch mit isotopenmarkierten Metaboliten im Medium l&sst sich weiter untersuchen,

tiber welche Wege diese Molekiile im Stoffwechsel verwendet werden (Voss et al. 2021).

1.10. Zielsetzung der Arbeit

Wenn Neutrophile durch Defekte oder Fehlregulation gestért sind, kann es zu Au-
toimmunerkrankungen (Jorch und Kubes 2017) oder bis zur Sepsis (Shen et al. 2017)
kommen. Neutrophile spielen bei blasenbildenden Autoimmunerkrankungen der Haut,
insbesondere bei Epidermolysis bullosa acquisita (EBA), eine wichtige Rolle fiir den
Schweregrad der Krankheiten (Chiriac et al. 2007).

Das Ziel dieser Arbeit war es, die metabolischen Zustdnde und Verdnderungen in huma-

nen Neutrophilen bei der Aktivierung und bei Alterung und Apoptose zu untersuchen.
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Diese Zustéande stellen Start und Endpunkt einer Infektion dar und sind daher fiir eine
immunometabolische Untersuchung von grofsem Interesse.

Fiir die aktivierten Neutrophilen wurden dabei zwei unterschiedliche Aktivierungssti-
muli betrachtet: TNF (Tumornekrosefaktor-a) als krpereigenes Zytokin und LPS (Li-
popolysaccharid) als bakterielles pathogen-associated molecular pattern (PAMP). Zwei
getrennte Stimuli wurden verwendet, um zu testen, ob die Neutrophilen zwischen kor-
perfremden und korpereigenen Signalen unterscheiden kénnen.

Die wasserloslichen Metabolite von vier Gruppen (Kontrolle, TNF, LPS, Alterung/A-
poptose) sollten extrahiert und 'H-NMR-Spektren von ihnen aufgenommen werden.
Dafiir mussten zuerst die experimentellen Parameter optimiert werden. Die Metabolite
wurden dann - unterstiitzt durch verschiedene experimentelle und statistische Verfahren
- zugeordnet. Die Gruppen sollten statistisch auf ihre Unterschiede untersucht werden.
Anschlieflend sollte sowohl fiir die verdnderten als auch fiir die nicht beeinflussten Stoff-
wechselwege die biologische Bedeutung fiir die Funktion der neutrophilen Zellzusténde

analysiert und interpretiert werden.
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2.1. Chemikalien

Tabelle 2.1.: Verwendete Chemikalien - es wurden jeweils die Substanzen mit der h6chs-

ten verfiighbaren Reinheit verwendet.

Substanz Hersteller
Adenosindiphosphat (ADP) Boehringer
Adenosinmonophosphat (AMP) Boehringer

Adenosintriphosphat (ATP)

Buttersaureisopropylester, 99 %

Chloroform, 99 % (stabilisiert mit Ethanol)

Chloroform-d, 99,96 %

Deuteriumoxid, 99,9 %

Dinatriumhydrogenphosphat Dodecahydrat

Ethanol

Glucose-1-Phosphat

Hypotaurin

Methanol, 99,5 %

Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat, 98 %

Natriumhydroxid, >99 %

37 % Salzsiaure

Stickstoffgas, 99,999 %

3-(Trimethylsilyl)-1-propionsiure-2,2,3,3-d4
Natriumsalz (TSP-da)
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Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Euriso-top
Merck

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Baker

Merck, Roth
Air Liquide

Sigma-Aldrich
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2.2. Gerate
Tabelle 2.2.: Verwendete Geréte

Geréat Typ Hersteller
Autoklav 55 MSV SHP
Drehschieberpumpe RD4 VacUUbrand
Druckpumpe CA101 Alcatel
Kiihlfalle RVT400 Savant
Magnetriihrer MR, 3000 Heidolph

IKA-MINI-MR IKA®

IKAMAG® IKA®
Lyophilisator Alpha 1-2 LDplus Christ
NMR-Spektrometer Bruker Avance DRX 500 mit

TCI-Kryoprobenkopf Bruker

Bruker Avance III 600 mit

TXI-Raumtemperaturprobenkopf Bruker
pH-Meter pH 330 mit Elektrode SenTix21 WTW

pH 320 mit Elektrode SenTix21 WTW
Reinstwassersystem AF100 Scotsman®
Sonotrode Sonopuls HD 200 Bandelin
Ultraschallbad Sonorex TK52 Transistor Bandelin
Vakuumapparatur MZ 2C VacUUbrand
Vakuum-Konzentrator SpeedVac® SPD111V Savant
Vortex Genius 3 IKA®

K-550-GE Bender & Hobein AG

MS1 Minishaker IKA®
Waagen Mikrowaage MC 210 S Sartorius

PCB 1000-2 Kern

PCB 3500-2 Kern

BA BC 200 Kern
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Tabelle 2.2.: Verwendete Geréate

Gerit Typ Hersteller
Zentrifugen Centrifuge 5415 D Eppendorf
Heraeus Pico 17 Thermo

Sorvall RC 5B Plus GS-3 und SA-600 Du Pont
Universal 320 R Hettich

Fiir das Pipettieren von wéssrigen Losungen wurden die im Labor vorhandenen me-
chanischen Luftpolsterpipetten (10 pul, bis 1000 ul Volumen von Eppendorf) verwendet.

Organische Losemittel wurden mit gasdichten Hamilton Spritzen (1 ml Volumen) trans-

feriert.

Tabelle 2.3.: Verwendete Materialien
Material Hersteller
3 mm NMR Rohrchen hilgenberg
Pipettenspitzen Eppendorf, Sarstedt
Reaktionsgefifse 1,5 ml Eppendorf
Reaktionsgefifse 2 ml Eppendorf

2.3. Metabolomics an Neutrophilen

Fiir die Untersuchung der metabolischen Verédnderungen von Neutrophilen durch Akti-
vierung und Apoptose wurde ein Studiendesign gewéhlt, bei dem Neutrophile aus dem
Blut gesunder Probanden isoliert und in vier Gruppen aufgeteilt wurden (Abbildung
2.1). Eine Gruppe unbehandelter Neutrophiler diente als Kontrolle fiir die weiteren
Gruppen. Um die Fragestellung zu untersuchen, ob Neutrophile zwischen kérpereigener
und korperfremder Aktivierung unterscheiden kann, wurde eine Gruppe mit TNF und

eine mit bakteriellem LPS aktiviert. In der vierten Gruppe wurde Apoptose induziert.
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2.3.1. Probengewinnung der Neutrophilen

Die Blutentnahme, die Isolierung der Neutrophilen und die Stimulierung der Zellen wur-
de von Natallia Salei (Institut fiir Infektiologie und Mikrobiologie am UKSH Liibeck)
durchgefiihrt. Ndhere Details zur Probenvorbereitung sind publiziert (Richer, Salei et al.
2018). Zusammengefasst wurde Blut von gesunden Probandinnen zwischen 22 und 63
Jahren entnommen und die Neutrophilen isoliert. Die Reinheit der Zellen betrug iiber
99,9 %. Die resuspendierten Neutrophilen wurden fiir die metabolische Untersuchung in
vier Gruppen aufgeteilt. Drei Gruppen wurden fiir jeweils 30 Minuten bei 37 °C entwe-
der ohne Zusétze kultiviert (Kontrollgruppe) oder mit 100 ng/ml TNF oder 100 ng/ml
LPS stimuliert. Die 30 Minuten wurden gewahlt, weil mit TNF aktivierte Neutrophile
nach 30 Minuten ein Produktionsmaximum an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ha-
ben. Aufserdem sind 30 Minuten auch eine in der Literatur beschriebene Zeit fiir die
Behandlung mit LPS (Bohmer, Trinkle und Staneck 1992; Soler-Rodriguez et al. 2000).
Die vierte Gruppe wurde bei 37°C fiir 30 Stunden inkubiert, um Apoptose zu indu-
zieren. Der Anteil apoptotischer Zellen wurde am Durchflusszytometer tiberpriift. Von
jeder Gruppe wurden anschliefsend 20 Millionen Zellen zweimal mit PBS gewaschen und
bei —80 °C bis zur Extraktion eingefroren. An dieser Stelle habe ich die Proben erhalten

und ins Institut fiir Chemie und Metabolomics tiberfiihrt.

2.3.2. Extraktion der Metabolite

Die Zellpellets wurden bis zur Verwendung bei —80°C in 15 ml Rohrchen gelagert. Die
Metabolitextraktion erfolgte bei 4 °C. Zunéchst wurden 900 pl einer frisch zubereiteten,
kalten Methanol:Chloroform Lésung (1 Volumen Methanol, 2 Volumina Chloroform) zu
einem Pellet gegeben. Die Probe wurde im Anschluss fiir etwa 5 Minuten mit einem
Vortex gemischt, bis das Zellpellet gelost war. Danach wurden die Zellen dreimal fiir
30 Sekunden mit 90 % der maximalen Leistung an Ultraschall beschallt. Im Anschluss
wurden 900 pl mit Chloroform geséttigtes Wasser zu dem Lysat gegeben, gemischt und
in ein 2ml Reaktionsgefafs iiberfithrt. Das Lysat wurde zentrifugiert (20 min, 16000 g,

4°C), sodass sich die einzelnen Phasen trennten. In der Chloroform-Phase befanden
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6 gesunde, weibliche Probanden (Batch 1)

Sammlung der
Blutproben

80 Millionen frisch isolierte Neutrophile pro Proband

2%107 2*107 2*107 2%107
Zellen Zellen Zellen Zellen
als Kontrolle: TNF LPS gealterte,
unbehandelte aktivierte aktivierte apoptotische
Neutrophile Neutrophile Neutrophile Neutrophile
Metaboliten-
isolierung

Aufnahme der NMR-Spektren (6 Spektren pro Gruppe, 4 Gruppen)
lNMR{mmm

prozessierung

statistische Auswertung

Abbildung 2.1.: Experimenteller Ansatz zur Untersuchung der metabolischen Verénde-
rungen in Neutrophilen durch Aktivierung und Alterung. In einem ers-
ten Durchgang wurden Neutrophile aus dem Blut von 6 Spenderinnen
isoliert. Es wurden 80 Millionen Zellen pro Person verwendet, die fiir
die weitere Analyse in vier Gruppen zu jeweils 20 Millionen Zellen auf-
geteilt wurden. Die Metabolite wurden mit Chloroform und Methanol
extrahiert. Nach Aufnahme von 1D Protonen-NMR-Spekten wurden
die Daten statistisch ausgewertet. Das Experiment wurde unabhéngig
davon mit 6 weiteren Spenderinnen (Batch 2) wiederholt.

sich die Lipide, dariiber entstand eine Grenzschicht, in der sich Proteine, DNA, RNA
und Zelltriimmer ansammelten. Oben befanden sich die wasserloslichen Metabolite in
der Wasser/Methanol-Phase. Von den rechnerisch 12001l der oberen Phase wurden
nur 1000l fiir die Messung abgenommen, um eine Kontamination mit Bestandteilen
der Grenzschicht zu vermeiden. Die wéssrige Phase wurde in ein 1,5ml Reaktionsge-
fafs transferiert und die Fliissigkeit mit einer SpeedVac verdampft. Von den rechnerisch
600 pul der unteren Phase wurden vorsichtig 5001l abgenommen und ebenfalls in ein
1,5 ml Reaktionsgefaf transferiert. Das Chloroform der Lipidphase wurde im Stickstoff-
strom vorsichtig entfernt. Die Proben wurden bis zur Messung bei —80°C gelagert.

Schematische Darstellung der Extraktion siehe Abbildung 2.2.
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{zweiphasige Metabolitextraktion mit Methanol:Chloroform}

l

gefrorenes Zellpellet mit 900 pl Methanol:Chloroform versetzen
(1 Volumen Methanol, 2 Volumen Chloroform)

l

£5 min mit Vortex mischen}

|

Die Zellen mit Ultraschall aufschliefen
(3x 3sec bei 90 % der maximalen Leistung)

|

{Lysat mit 900 pl Wasser Versetzen}

(mit Chloroform geséttigt)

{10 sec mit Vortex mischen und in ein 2 ml Reaktionsgeféfs ﬁberfﬁhren}

|

[20 min bei 16.000 g zentrifugieren}

— T~

LIOOO pl der wassrigen Phase abnehmen} [500 pl der Lipidphase abnehmen}
[Wéissrige Phase in einer Speedvac trocknen} LLipidphase mit No trocknen}

Abbildung 2.2.: Ablauf der zweiphasigen Metabolitextraktion von Neutrophilen (Lee et
al. 2009). Bis einschlieflich zur Zentrifugation wurden alle Schritte bei
4°C bzw. auf Eis durchgefiihrt. Nach der Trocknung wurden die Proben
bei —80°C gelagert.

2.4. NMR-Spektroskopie

Alle NMR-Spektren fiir die Messung der metabolischen Profile wurden an einem Bruker
Avance DRX 500 Spektrometer mit Cryoprobenkopf in 3 mm-NMR-Rohrchen mit 100 %
v/v D20 als lock-Substanz aufgenommen. Die Spektren wurden bei 298 K gemessen und
mit der Software TopSpin (Version 3.1 aufwiérts) prozessiert und ausgewertet. Die wei-
tere Auswertung erfolgte mit Matlab (Version 2015b aufwérts). NMR-Experimente fiir
bestimmte Fragestellungen wurden an einem Bruker Avance 111 600 MHz Spektrometer

durchgefiihrt.
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Tabelle 2.4.: Verwendeter Puffer fiir Messungen

Bezeichnung Zusammensetzung pH  Verwendung

NMR-Puffer DoO 100 mM Natriumphosphatpuffer 7,4  NMR-Spektroskopie

3x lyophilisiert, aufgenommen in der Neutrophilen,
100 % v/v D2O Vergleichsspekren
0,1 mM TSP-d4 und spiking

Es wurde fiir den Puffer 10 ml einer 10 mM Lésung von TSP-dy4 in D2O hergestellt. Der
pH" wurde auf etwa 7 eingestellt. Die Losung wurde anschliefend bei —20°C gelagert.
Fiir den NMR-Puffer in DoO wurden zuerst Dinatriumhydrogenphosphat und Natrium-
dihydrogenphosphat (100 ml, Gesamtkonzentration 100 mM) entsprechend der Henderson-
Hasselbalch-Gleichung fiir einen pH von 7,4 eingewogen und in HoO aufgenommen. Der
pH wurde dann mit moglichst wenig HC1/NaOH auf 7,4 eingestellt und die Temperatur
vermerkt. Der Puffer wurde zu genau 25ml auf 50 ml Rohrchen verteilt, eingefroren
und gefriergetrocknet. Der Feststoff wurde in 5-10 ml DsO resuspendiert, wieder ein-
gefroren und erneut gefriergetrocknet. Nach der dritten Gefriertrocknung wurden die
Rohrchen mit dem trockenen Puffer bei —20°C gelagert. Vor der Verwendung wurde
der Phosphatpuffer auf fast 25 ml mit DoO aufgefiillt und ein Protonen-NMR-Spektrum
zur Qualitdtskontrolle gemessen. Dann wurde der Puffer mit 250 ul der 10 mM TSP-d4
flir eine finale Konzentration von 0,1 mM TSP-d, versetzt und ebenfalls ein Protonen-
NMR-Spektrum aufgenommen. Der Puffer wurde anschliefend in 1,5 ml Reaktionsge-
féfe aliquotiert und bis zur Nutzung bei —20°C gelagert. Abgesehen von einem Rest-
wassersignal und TSP-d4 zeigten die Spektren zur Qualitatskontrolle keine weiteren

Signale.

2.4.1. Vergleich verschiedener Pulssequenzen

Fiir Metabolomics Messungen werden 'H-Experimente verwendet. Es wurden drei ver-
schiedene Pulssequenzen - noesyprld, zgesgp und cpmgprld (Pulsprogramme im An-

hang A.1.3, A.1.6 und A.1.1) - getestet, die unterschiedliche Vor- und Nachteile haben.
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Um die Proben in praktikabler Zeit zu messen (begrenzte Messzeit, Probenstabilitét),
sollte fiir die spéateren Probenmessungen nur eine Pulssequenz verwendet werden. Aspek-
te, nach denen das am besten geeignete Experiment gewéhlt werden sollte, waren die
Wasserunterdriickung, gegebenenfalls die Unterdriickung der Signale von Makromole-
kiilen, die Quantifizierbarkeit und das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis.

Die urspriingliche Optimierung der Pulssequenzen wurde in Vorexperimenten an an-
deren Proben durchgefiihrt. Exemplarisch soll an einem Neutrophilenextrakt (Probe
2a) gezeigt werden, dass das noesyprld die Pulssequenz der Wahl darstellt. Diese Mes-
sungen wurden an einem 600 MHz Spektrometer mit Raumtemperaturprobenkopf (also
ohne Cryokopf) durchgefiithrt. Dementsprechend hat dieses Spektrometer eine deutlich
schlechtere Sensitivitit, weswegen die Vergleichsexperimente mit 2048 scans aufgenom-
men wurden.

Der 90° Protonenpuls wurde experimentell bestimmt. Um moglichst vergleichbare Spek-
tren zu generieren, wurden alle drei Spektren mit 32k Datenpunkten und 4 dummy scans
vorweg bei einer spektralen Weite von 12 ppm aufgenommen. Die Acquisitionszeit betrug
jeweils 2,27s. Der O1 wurde bei der Pulsbestimmung aus der Mitte des Wassersignals
ermittelt. Die Wartezeit des 1D-NOESYs betrug 2s und die Mischzeit 10 ms. Der Spin-
Echo-Block (t - 180° - 1) des CPMGs wurde 4 Mal wiederholt mit T = 1 ms und einer
gesamten Echozeit von 8 ms. Die Wartezeit betrug 2s. Filir das Fxcitation Sculpting
Experiment wurde als selektiver Puls auf das Wassersignal sinc1.1000 verwendet. Die
beiden Gradientenpaare hatten eine Starke von 50 % und -10 %. Der receiver gain wurde

fiir alle drei Pulssequenzen auf 724 gesetzt.

2.4.2. NMR-Spektroskopie an wissrigen Extrakten von Neutrophilen
in DO

Die getrockneten Metabolite der wéssrigen Phase aus der Chloroform-Methanol Ex-
traktion wurden in 0,1 M Natriumphosphatpuffer, 0,1 mM TSP-d4y in DsO pH 74
aufgenommen. Die Pulssequenz noesygpprld wurde getestet, zeigte aber keine Vorteile

gegeniiber der Sequenz ohne Gradienten. Daher wurde nur die Pulssequenz noesyprld
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verwendet. Die Extraktionen aus jeweils 20 Millionen Neutrophilen wurden mit einer
Vorsattigung wiahrend der initialen Wartezeit von 3 Sekunden, einer Mischzeit (D8) von
100 ms, 512 scans und einer Acquisitionszeit von 3,5 Sekunden (42k Datenpunkte im
FID) gemessen. Der 90° Protonenpuls betrug zwischen 9,2 und 9,5 ps, der O1 wurde aus
der Mitte des Spektrums der Pulsbestimmung bestimmt. Die spektrale Weite betrug

12 ppm. Der receiver gain wurde auf 912 gesetzt.

2.4.3. NMR-Spektroskopie an unpolaren Extrakten von Neutrophilen
in CDClj

Die isolierten Metabolite der Lipidphase wurden testweise in CDCl3 aufgenommen. Die
'H Pulssequenz zg wurde mit 256 scans und einer Acquisitionszeit von 2,0 Sekunden
(32k Datenpunkte im FID) gemessen. Fiir das zweidimensionale 'H-'H TOCSY (Total
Correlation SpectroscopY, Pulssequenz mlevph) wurden bei 16 scans 2048 Datenpunk-
te in der direkten und 256 Datenpunkte in der indirekten Dimension aufgenommen.
Die TOCSY Mischzeit (D9) betrug 0,12 Sekunden. Ein 3C-Spektrum wurde mit der
Pulssequenz zggd30 aufgenommen. Dabei wurden mit 512 scans und einer Acquisiti-
onszeit von 1,1 Sekunden (Datenpunkte im FID = 65k) gemessen. Ein 'H-3C HSQC
wurde mit der Pulssequenz hsqcetgp gemessen. Dabei werden die Bindungen von 'H zu
13C Atomen sichtbar. Bei 64 scans wurden 2048 Datenpunkte in der direkten und 512

Datenpunkte in der indirekten Dimension aufgenommen.

2.4.4. Zuordnung: Reinsubstanzen, spiking und STOCSY

Viele Signale im 'H-NMR Spektrum kénnen direkt durch einen Vergleich mit Referenz-
spektren zugeordnet werden, die unter moglichst gleichen Bedingungen aufgenommen
wurden. Von den Reinsubstanzen wurden Losungen mit einer Konzentration von 20 mM
in 0,1 M Natriumphosphatpuffer bei pH 7 mit 0,1 mM TSP-d4 und 0,02 % Natriuma-
zid in D2O angesetzt. Diese wurden in 3mm Rohrchen bei 298 K als zgesgp und als

noesyprld mit je 16 scans gemessen.

34



2. Materialien und Methoden

Wenn von einem Metabolit kein Referenzspektrum am eigenen Gerét vorliegt, kénnen
Spektren aus einer externen Datenbank sehr hilfreich sein. Insbesondere die humane
Metabolomdatenbank (hmdb) verfiigt {iber viele Spektren und ermdoglicht eine Suche
ausgehend von chemischen Verschiebungen (Wishart, Tzur et al. 2007). Durch mogliche
Abweichungen in pH, Temperatur, Konzentration und Feldstéirke bei externen Spektren,
ist die Zuordnung dabei schwieriger als mit eigenen Referenzspektren.

Wenn man eine vorlaufige Zuordnung der méglichen Metabolite in einer Probe erreicht
hat, kann man diese Zuordnung mittels spiking tberpriifen. Dabei wird eine kleine
Menge eines moglichen Metabolits zur vorher bereits gemessenen Probe zugegeben und
vermischt. Anschlieffend wird die Probe erneut gemessen. Wenn ein Signal im Spek-
trum durch das spiking grofer wird, kann eine Zuordnung bestétigt werden. Wenn ein
komplett neues Signal entsteht, ist die Zuordnung widerlegt (vgl. Abbildung 1.11). Hier
wurden 0,4 bis 0,7ul der Reinsubstanzlosungen (20mM) benutzt, damit der Einfluss
der Zugabe (Volumen, Pufferstarke, pH) moglichst klein blieb, da sich die beiden Puffer
geringfiigig unterschieden. Die finale Konzentration eines Metabolits in der Probe nahm
dadurch um 0,05 mM bis 0,067 mM zu.

Eine rein statistische Art, die Zuordnung zu iiberpriifen oder zu verbessern, ist das
STOCSY (Statistical Total Correlation Spectroscopy). Dafiir wurden moglichst viele
Spektren gleichzeitig mit der Matlab Funktion STOCSY.p der Nicholson Gruppe ana-
lysiert. Ausgehend von einer gewéhlten chemischen Verschiebung wird die Korrelation
und Kovarianz des restlichen Spektrums berechnet. Signale mit maximaler Korrelati-
on (Korrelationskoeffizient iiber 0,9) gehoren in der Regel zum selben Molekiil wie das

Ausgangssignal (vgl. Abbildung 1.12).

2.4.5. Zuordnung: Pure Shift Experimente

In 'H-NMR Spektren kommt es insbesondere im Bereich von 3,5 bis 4,5 ppm zur Uber-
lagerung sehr vieler Signale. Eine Moglichkeit, diese Signale zu trennen und damit die
Zuordnung zu verbessern, sind breitbandentkoppelte sogenannte Pure Shift Spektren.

Diese Spektren beinhalten nur noch die chemische Verschiebung ohne die Kopplung.
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Fiir die Zangger-Sterk Breitband-Entkopplung wurde das Pulsprogramm zgadc2 (An-
hang A.1.5) verwendet. Fiir die Optimierung der Messparameter wurde eine konzen-
trierte Probe mit stark aufgespaltenen Signalen benétigt. Fiir die Messungen wurde eine
Probe Buttersaureisopropylester in deuteriertem Chloroform angesetzt. Dieses Molekiil
verfiigt im normalen 'H-NMR Spektrum iiber 5 gut isolierte Signale mit verschiedener
Multiplizitat. Mit dieser Probe wurden der Gradient (1 bis 4 %) wéhrend des selektiven
Pulses (10ms) und die Relaxationswartezeit (D1) (1 bis 20 Sekunden) variiert. Nach-
dem die Messbedingungen mit der Testprobe ausgiebig getestet und verglichen worden
waren, wurde ein Zellextrakt einer Probe Neutrophiler (Probe 12a) mit 4096 scans, 1%
Gradientenstérke (entspricht 0,5 G/cm) und 1sec D1 gemessen.

Fiir die PSYCHE Entkopplung wurde die Pulssequenz reset psyche 1d (Anhang A.1.4)
verwendet. Fiir die Optimierung der Acquisitionsparameter wurde ebenfalls die Pro-
be Buttersdureisopropylester in deuteriertem Chloroform gemessen. Als Winkel fiir die
Chirp Pulse B wurden die empfohlenen 20° verwendet. Die Sensitivitét, aber auch die
Artefakte, nehmen mit 3 zu. Die Anzahl komplexer Datenpunkte fiir die Spektrenrekon-
struktion (L31) wurde optimiert. Final wurde mit einem L31 von 8, 8 scans, 1024 Daten-
punkten in der direkten und 256 Datenpunkten in der indirekten Dimension gemessen.
Mit den optimierten Parametern wurde ein Zellextrakt von Fibroblasten gemessen.
Das pseudeo-zweidimensionale J-res (J-resolved) wurde mit der Pulssequenz jresgpprqf
(Anhang A.1.2) aufgenommen. Bei diesem 2D Experiment erzeugt eine 1D-Projektion
entlang der x-Achse auch ein Pure Shift Spektrum. Nach einer Parameteroptimierung
wurde mit 30 scans und 8192 Datenpunkten in der direkten und 128 Datenpunkten in

der indirekten Dimension gemessen.

2.5. Statistische Auswertung der Metabolomics-Daten

2.5.1. Prozessierung der NMR-Spektren

Die Spektren wurden mit TopSpin 3.1 oder héher manuell phasen- und basislinienkor-
rigiert. Die Referenzierung erfolgte auf TSP-dy. Es wurde ein zweifaches Zero-filling

eingesetzt.
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Wo Konzentrationen einzelner Signale von Interesse waren, konnten diese iiber das Inte-
gral von TSP-d4 abgeschétzt werden. Dieses umfasst 3 Methylgruppen, also 9 Protonen.
Fiir die Berechnung der Konzentration pro Zelle musste dann noch das Probenvolumen
im Rohrchen (180 1l), die Zellzahl (2*¥107) sowie das durchschnittliche Zellvolumen von
Neutrophilen (450fl) (T. R. Green et al. 1991) eingerechnet werden.

Die weitere Prozessierung der Spektren der Neutrophilenextrakte erfolgte mit Matlab
(Version 2015b aufwérts) Programmen vom Imperial International Phenome Training
Center am Imperial College London (Ebbels, Nicholson). Diese beinhalteten eine erneute
Basislinienkorrektur und Referenzierung auf das Hauptsignal von TSP-d4. Die Phasen-
korrektur wurde ausgelassen, da sie das Restwassersignal nicht toleriert. Anschliefsend
wurden die Regionen von TSP, DMSO, Wasser und Chloroform sowie - nach einer ersten
Auswertung - Ethanol und Methanol aus den Spektren entfernt. Weiterhin wurden die
Spektren mit den Skripten der Nicholson Gruppe auf ein Medianspektrum normalisiert

und horizontal angeglichen. Auf buckets wurde zugunsten von pointbinning verzichtet.

2.5.2. Statistische Analyse der NMR-Spektren mittels

Hauptkomponentenanalyse

Um Unterschiede in den metabolischen Profilen zwischen den aktivierten und gealterten,
apoptotischen sowie den Kontroll-Neutrophilen zu finden, wurde die Hauptkomponen-
tenanalyse (englisch Principal Component Analysis, PCA) durchgefiihrt. Dabei werden
die Spektren nach der Varianz der einzelnen Datenpunkte in ein neues Koordinaten-
system {ibertragen und dort anhand neuer Achsen, genannt Hauptkomponenten, darge-
stellt. Es handelt sich um ein uniiberwachtes statistisches Verfahren, das heifit erwartete
Gruppierungen werden nicht mit in die Berechnung einbezogen. Die PCAs wurden mit
Matlab mit den Funktionen pca und Nipals durchgefiihrt. Zur Visualisierung wurden
score plots und loading plots erstellt. Um Unterschiede oder keine Unterschiede zwischen
den Gruppen zu zeigen, wurde in den score plots die doppelte Standardabweichung einer
Gruppe als Ellipse dargestellt. Fiir viele dieser Anwendungen wurden kleine Matlabpro-

gramme geschrieben, um die Auswertung zu erleichtern und zu beschleunigen.
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2.5.3. Integrale und p-Werte

In den zugeordneten, horizontal angeglichenen Spektren wurden geeignete Grenzen fiir
das Integrieren der isolierten Metabolitsignale ausgewéhlt. Die Integration erfolgte mit
Matlab tiber die Trapezfunktion trapz.

Ausgehend von diesen Integralen wurden p-Werte fiir die Unterschiede zwischen den
verschiedenen Gruppen iiber eine einfache Varianzanalyse (anoval -+ multcompare)
durchgefiihrt. Zusétzlich wurde berechnet, um welchen Faktor eine Konzentration zu
oder abgenommen hatte, sowie in welchem Konfidenzintervall sich die Unterschiede be-
wegten.

Um falsch-positive Ergebnisse durch multiples Testen zu verhindern, wurde eine Kon-
trolle der false discovery rate (FDR) durchgefithrt (Benjamini und Hochberg 1995).
Dabei werden die p-Werte nach zunehmender Grofse sortiert. Ausgehend von einem
grundsatzlichen o von 5% gilt der i. p-Wert nur dann als signifikant, wenn er kleiner
ist als i mal o geteilt durch die Anzahl der Metabolite. Ab dem ersten p-Wert, der dies
nicht erfiillt, gelten alle weiteren Verdnderungen als nicht signifikant. Da die genaue
Anzahl der Metabolite in einem Spektrum - aufgrund von nicht zugeordneten Signa-
len und Signalen mit einem zu niedrigen Signal-zu-Rausch-Verhaltnis - nicht feststeht,
wurde die FDR-Korrektur mit 50, 100 und 200 als Metabolitanzahl durchgefithrt und
jeweils vermerkt, nach welcher Grenze eine Anderung der Metabolitkonzentration noch

als signifikant gilt.
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Neutrophile spielen bei Entziindungen eine wichtige Rolle und bei einer Fehlregulation
kann es zu Autoimmunerkrankungen (Jorch und Kubes 2017) oder zu einer Sepsis (Shen
et al. 2017) kommen. Um die Prozesse bei den fiir die Entziindungen wichtigen Zellzu-
standen besser zu verstehen, wurden aktivierte und gealterte Neutrophile hinsichtlich
ihrer metabolischen Verédnderungen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe charakteri-

siert.

3.1. Methodenetablierung und Zuordnung mit

Reinsubstanzspektren

Fiir Metabolomicsuntersuchungen miissen zuerst diverse Parameter in der Probenvorbe-
reitung und Messung standardisiert werden. Fiir NMR-Metabolomics an Zellextrakten
miissen insbesondere die Extraktionsmethode, die NMR-Experimente und die notwen-
dige Zellzahl getestet werden.

Extrahiert wurde mit Chloroform/Methanol, weil diese Methode in der Literatur als
eine geeignete Methode fiir Zellextrakte beschrieben wird (Tyagi et al. 1996; Lee et al.
2009) und in der Arbeitsgruppe bereits etabliert war (Gey und Seeger 2013; Windler,
Gey und Seeger 2017).

3.1.1. Test der Extraktion und Vergleich der NMR-Experimente

Fiir die Aufnahme von NMR-Experimenten wurden drei gingige ' H-Pulssequenzen mit
Wasserunterdriickung verglichen. Die Experimente wurden in Vorexperimenten an Se-

rumproben getestet. Dass diese Ergebnisse auf Zellextrakte {ibertragbar sind, wurde

39



3. Ergebnisse

exemplarisch an einem Neutrophilenextrakt gezeigt. Die Auflosung der Signale ist deut-
lich schlechter, weil die Messung an einem 600 MHz Spektrometer mit Raumtemperatur
statt an einem 500 MHz Spektrometer mit Cryoprobenkopf durchgefiihrt wurde. Die
Giite der Wasserunterdriickung, die Abwesenheit von Makromolekiilen und die Signal-
intensitaten lassen sich aber trotzdem gut beobachten (Abbildung 3.1). Wie erwartet
erfolgt die beste - sogar vollstandige - Wasserunterdriickung mit der Methode Excitation
Sculpting. Der Nachteil dieser Methode liegt aber darin, dass auch die Signale rechts und
links neben dem Wassersignal (4,8 +1ppm) zum Teil deutlich an Intensitdt verlieren.
Die CPMG-Methode und die 1D-NOESY-Methode nutzen zur Wasserunterdriickung
die Vorséttigung des Wassers. Beide Spektren weisen ein deutliches, aber relativ schma-
les Restwassersignal auf, welches sich nicht phasenrein darstellen ldsst. Ein Nachteil der
Vorsittigung liegt darin, dass austauschbare Protonen (z.B. NH-Protonen) mit geséttigt
und damit unterdriickt werden. Dadurch, dass die Extrakte in einem DoO-Puffer gemes-
sen wurden, sind die austauschbaren Protonen deuteriert und daher unabhéngig von der
Pulssequenz nicht messbar. Ein mdéglicher Nachteil der Vorséttigung tritt auf, wenn ein
Molekiil ein Signal an der gleichen Frequenz wie Wasser hat. Dieses Molekiil wird dann
mit geséttigt und alle weiteren Signale des Molekiils werden ebenfalls beeinflusst und
verlieren an Intensitat. Im Spektrum mit Fzcitation Sculpting gibt es keine auffilligen
Signale, die in den beiden anderen Spektren fehlen, sodass keine Molekiile mit geséttigt
wurden. Das CPMG ist im gesamten spektralen Bereich nahezu deckungsgleich mit dem
1D-NOESY. Auch die Linienbreiten sind sehr dhnlich.

Die Extraktion mit Chloroform und Methanol erzielte also zufriedenstellende Ergebnis-
se. Der Verlauf der Basislinie und insbesondere der aromatische Spektrumbereich (vgl.
Abbildung 3.2) zeigt, dass die wasserloslichen Metabolite gut von den Makromolekii-
len getrennt wurden. Dies wird durch den Vergleich des CPMGs mit dem 1D-NOESY

bestétigt.
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Vergleich der Protonenspektren verschiedener Pulssequenzen fiir die
Anwendung an Extrakten von Neutrophilen. Die Spektren wurden an
einem 600 MHz Spektrometer mit Raumtemperaturprobenkopf aufge-
nommen. In der Vergroferung des Restwassersignals bei 4,8 ppm zeigt
sich, dass das Spektrum, welches das Wasser mit Ezcitation Sculpting
unterdriickt, die beste Wasserunterdriickung aufweist (rot). Diese Me-
thode hat dabei den grofsen Nachteil, dass Signale in direkter N&he
der Frequenz des Wassers (£ 1 ppm) an Intensitit verlieren (rechts und
links zu sehen). Signale in diesem Bereich kénnen dann nicht integriert
werden. Die beiden Methoden mit Wasserunterdriickung durch selektive
Vorsattigung - die CPMG-Methode (griin) und 1D-NOESY (blau) - ha-
ben ein deutliches Restwassersignal, obwohl die Spektren jeweils in DoO
gemessen wurden, und gewisse Basislinienprobleme neben dem Wasser-
signal. Das 1D-NOESY und das CPMG Spektrum weisen im gesamten
spektralen Bereich keine deutlichen Unterschiede auf. Das zeigt, dass
die Extraktion erfolgreich war und die Makromolekiile entfernt wurden
(vgl. Abbildung 1.6). Alle drei Spektren sind mit der gleichen Probe ge-
messen und auf das Integral des TSP-Signals skaliert. Die Linienbreiten
sind vergleichbar.

3.1.2. Festlegung der Zellzahl

Fiir die Festlegung der Zellzahl fiir die metabolische Untersuchung von Neutrophilen

wurden die wasserloslichen Metabolite aus 70 Millionen Zellen und 20 Millionen Zel-

len mit einer Chloroform/Methanol-Extraktion isoliert und mit jeweils den gleichen
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Einstellungen als 1D-NOESY gemessen (Spektrum von 20 Millionen Neutrophilen in
Abbildung 3.2). Die Spektren beider Proben zeigen deutliche, vom Rauschen getrennte
Signale. Bei 20 Millionen Zellen sind einige wenig intensive Signale unter dem Detekti-
onslimit und konnten nicht mehr vom Rauschen getrennt werden. Die meisten {ibrigen

Signale waren in beiden Proben gut aufgelost.

3.1.3. Zuordnung mit Reinsubstanzspektren

Die Zuordnung der Signale erfolgte iiberwiegend durch Vergleich mit Spektren von Rein-
substanzen. Bei den Signalen mit gutem Signal-zu-Rausch-Verhéltnis handelt es sich
groftenteils um Aminosduren und Nukleotide. Desweiteren wurden Formiat, Creatin,
Lactat und Acetat nachgewiesen. Das mit Abstand intensivste Signal konnte der Ami-
nosulfonsdure Taurin zugeordnet werden. Die meisten Signale heben sich bei beiden
Zellzahlen vom Rauschen ab. Der einzige Metabolit mit gut isolierten Signalen, der nur
bei 70 Millionen Zellen nachweisbar ist, bei 20 Millionen Zellen aber nicht mehr vom
Rauschen getrennt werden kann, ist NADP " (Abbildung 3.3).

Das Spektrum der Lipidphase zeichnete sich durch grofse Bereiche der Losemittelsignale,
sehr variable Linienbreite und nur relativ wenige Signale aus (Abbildung 3.2). Wegen der
variablen Spektrenqualitit und begrenzten Messzeit wurde daher nur mit der wéssrigen
Phase weitergearbeitet.

Aufgrund der Testmessungen und der Menge an Neutrophilen, die pro Probandin gut
isoliert werden konnen, erwiesen sich 20 Millionen Neutrophile je Probe als eine aus-
reichend gute Zellzahl fiir zufriedenstellende Spektren. So war es moglich 80 Millionen
Neutrophile, die je Probandin isoliert werden konnten, in vier Testgruppen aufzuteilen.
Die vier gewéhlten Gruppen waren eine Kontrollgruppe ohne Stimulation, eine Gruppe,
in der die Neutrophilen mit LPS stimuliert wurden, eine Gruppe, in der die Neutrophilen

mit TNF stimuliert wurden, sowie eine Gruppe, in der Apoptose induziert wurde.
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Abbildung 3.2.: (A) 500 MHz 1D-NOESY !'H-Spektrum der wiissrigen Phase einer
mit Chloroform/Methanol extrahierten Probe aus 20 Millionen hu-
manen Neutrophilen in DoO. Aminosduren und Nukleotide sind mit
ihrem Dreibuchstabencode gekennzeichnet. Cr=Creatin, Ac=Acetat,
Lac=Lactat. (B) 500 MHz 'H-Spektrum der Lipidphase der Extrakti-
on. Nicht auswertbare Losemittelbereiche sind markiert. Im restlichen
spektralen Bereich gibt es nur wenige Signale.
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Abbildung 3.3.: 500 MHz 1D-NOESY 'H-Spektrum der wissrigen Phase einer mit Chlo-
roform/Methanol extrahierten Probe aus 20 Millionen (blau) und 70
Millionen (rot) humanen Neutrophilen in D2O. Mit den Reinsubstanz-
spektren von NADP' (griin) und NAD" (violett) zeigt sich, dass
NADP™ bei 20 Millionen Zellen unter dem Detektionslimit liegt und
nicht mehr vom Rauschen getrennt werden kann.

3.2. Messung Batch 1 und erweiterte

Zuordnungsexperimente

Nachdem in den Vorversuchen eine Zellzahl von 20 Millionen je Testgruppe festgelegt
wurde, wurden zunéchst von 6 Probandinnen je 80 Millionen Neutrophile isoliert und
auf die vier Gruppen aufgeteilt: Kontrollgruppe, Stimulation von Neutrophilen mit LPS,
Stimulation von Neutrophilen mit TNF und gealterte Neutrophile (Apoptose). Insge-
samt lagen so 24 Proben vor, von denen nach einer Chloroform/Methanol-Extraktion
jeweils die wasserloslichen Metabolite gemessen wurden.

Die prozessierten Spektren zeigten in der ersten Hauptkomponente einer PCA drei sehr
deutliche Ausreiffer (Abbildung 3.4). Diese Proben stammen von drei verschiedenen
Probandinnen und drei verschiedenen Gruppen. Bei genauerer Betrachtung der Daten
konnte festgestellt werden, dass diese drei Proben am selben Tag extrahiert wurden. Da

in diesen Spektren unter anderem noch deutliche Signale der Losemittel der Extraktion
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Abbildung 3.4.: (A) Die Proben von einem Extraktionstag weichen sehr stark in ei-

ner Hauptkomponentenanalyse von allen anderen Proben ab. Gleiche
Zahlen entsprechen der gleichen Probandin, die Buchstaben sind Ab-
kiirzungen der vier Gruppen: Kontrollgruppe (blau, c¢), TNF-aktivierte
Zellen (rot, T), LPS-aktivierte Zellen (griin, L) und gealterte, apopto-
tische Zellen (schwarz, a). Die Prozentzahlen entsprechen der durch die
Hauptkomponente erklarten Varianz der Proben. Aufgrund der Ausrei-
fer wurde auf die Darstellung von Ellipsen mit doppelter Standardab-
weichung verzichtet. (B) im loading plot von Hauptkomponente 1 sind
die Ethanol- und Methanolsignale ausschlaggebend. Wenn die spektra-
len Regionen von Ethanol und Methanol (Extraktionsmittel) heraus-
geschnitten werden, sind die drei Proben keine Ausreiffer mehr (siehe
Abbildung 3.5). Die Entfernung der Losemittel ist hier nicht vollstandig
abgelaufen.
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3. Ergebnisse

sichtbar waren, wurden die spektralen Bereiche von Ethanol (als Stabilisator in Chloro-
form verwendet und ein Desinfektionsmittel im Labor) und Methanol vor der weiteren
Analyse entfernt.

Ohne die spektralen Bereiche von Ethanol und Methanol zeigte sich in den ersten beiden
Hauptkomponenten eine klare Trennung der gealterten, apoptotischen Zellen von der
Kontrollgruppe, kurz Kontrolle, und den aktivierten Zellen (Abbildung 3.5). Fiir eine
Unterscheidung der beiden Gruppen aktivierter Neutrophiler von der Kontrolle zeigte
sich ein Trend. Die loading plots geben Riickschluss auf die Signale, die die Unterschie-
de entlang der Hauptkomponenten verursachen. Die intensivsten Signale in den loading
plots der ersten beiden Hauptkomponenten zeigen eine grofere Konzentration an Lac-
tat, Taurin, Glutathion und ATP/ADP bei den nicht apoptotischen Neutrophilen und

groflere Mengen an Acetat bei den gealterten, apoptotischen Zellen.

3.2.1. Zuordnung mit spiking und STOCSY

Bei der Auswertung der loading plots stellte sich heraus, dass einige der interessanten
Bereiche Signale beinhalteten, die allein mit Reinsubstanzspektren noch nicht eindeutig
zugeordnet werden konnten, oder die {iberlagerten. Abhéngig von Konzentrations- und
pH-Effekten kénnen sich Unterschiede in der chemischen Verschiebung im Spektrum
der Reinsubstanz und in einer Testprobe ergeben. Dies war z.B. der Fall fiir die Adeno-
sinnukleotide ATP, ADP und AMP. Spétestens an dieser Stelle ist aber eine genauere
Zuordnung der Metabolitsignale notwendig. Zum Einen wurde insbesondere im Nukleo-
tidbereich eine verbesserte Zuordnung mittels spiking angestrebt. Dafiir wurden einer
bereits gemessene Probe kleine Mengen des vermuteten Metabolits zugesetzt. Wenn
dieser Metabolit schon vorhanden war, wurde dessen Signal grofser, ansonsten entstand
ein neues Signal (Abbildung 3.6).

Zum Anderen wurde die Zuordnung unbekannter Signale mit der STOCSY-Methode
erweitert. Beispielsweise konnte iiber ein STOCSY festgestellt werden, dass das Triplett
bei 3,35 ppm mit dem Triplett bei 2,6 ppm eine Korrelation von iiber 90 % zeigt (Abbil-
dung 3.7). Diese beiden Signale zusammen deuten auf Hypotaurin hin. Ein anschliefend

aufgenommenes Spektrum der Reinsubstanz Hypotaurin bestétigte diese Zuordnung.
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3. Ergebnisse
3.2.2. Pure Shift Zuordnungsexperimente

Mit Pure Shift Experimenten wurde {iberpriift, ob unter grofen Signalen wie z.B. von
Taurin noch weitere Signale vorhanden sind. Bei dieser Methode wird die chemische

Verschiebung von der Kopplung getrennt, sodass jede Protonengruppe nur noch ein

A 50 -
Batch 1
= 40 o Kontrolle
> * [PS
~ 30 1 + gealtert
S 20 -
c
2 10 -
o
Q.
g 0 -
2
S -10 A
>
[}
I 20 A
-30 -
'40 T T T T T 1
-150  -100 -50 0 50 100 150
Hauptkomponente 1 (76,5%)
loadi lot PC1 loadi lot PC2
B oading plot PC Taurin C 0 oading plot PC Lac
0,16 S ’
T 0,12 5 £ 0.1
2 08 ATP/ADP £ Lac 2 . L
[O] n (0] 4 Al
- (D -—
Soo4| =01
O 1],1 1. ‘,.LL, AC
10 8 6 4 2 'H (ppm) 10 8 6 4 2 'H (ppm)

Abbildung 3.5.: (A) Der Score plot von Hauptkomponenten 1 und 2 zeigt eine Tren-
nung der gealterten, apoptotischen Zellen von der Kontrollgruppe und
den aktivierten Zellen. Fiir eine Trennung der Kontrollgruppe von den
aktivierten Zellen zeigt sich ein leichter Trend. Farbcode wie in Ab-
bildung 3.4, gefiillte Vierecke kennzeichnen den Durchschnitt der je-
weiligen Gruppe. Die Ellipsen entsprechen der doppelten Standardab-
weichung der Gruppe. (B) Die loading plots von Hauptkomponente 1
und 2 zeigen, welche spektralen Bereiche die Hauptkomponenten in wel-
che Richtung beeinflussen. ATP/ADP, Glutathion, Taurin und Lactat
nehmen entlang der 1. Hauptkomponente zu, (C) Acetat sinkt ent-
lang der 2. Hauptkomponente. Im loading plot fallen Signale, die im
urspriinglichen Spektrum intensiv waren, mehr ins Gewicht. NAD™,
welches entlang der 1. und 2. Hauptkomponente abnimmt, ist in dieser
Vergroferung nicht sichtbar.
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Abbildung 3.6.:
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Spiking zur Uberpriifung der Zuordnung von AMP, ADP und ATP.
(A) Ausschnitt der Adenosinnukleotide eines NMR-Spektrums eines
Neutrophilenextrakts (schwarz) und die iibereinander gelegten Rein-
substanzspektren von AMP (blau), ADP (pink) und ATP (griin). Die
chemischen Verschiebungen stimmen nicht iiberein. (B) Dieselbe Pro-
be Neutrophilenextrakt (schwarz) wird mit AMP (hellblau) versetzt
(gespiked), (C) dann weiter mit ADP (violett) und (D) mit ATP (hell-
griin). Die zugegebene Losung erhohte die Konzentration jeweils um
etwa 70 nM.
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Abbildung 3.7.:

Identifikation von Hypotaurin durch Korrelation in einem STOCSY.
Das Signal bei 3,36 ppm (Teil eines Tripletts, markiert mit einem Pfeil)
zeigt eine Korrelation von iiber 0,9 mit dem Triplet bei 2,65 ppm. Ge-
meinsam konnen die beiden Signale dem Metabolit Hypotaurin zuge-
ordnet werden. Mit anderen Metaboliten (z.B. ATP, Taurin und Lactat)
hat Hypotaurin eine Korrelation grofer 0,6.

Singulett verursacht (Abbildung 3.8). Die Parameter und Pulssequenz der Pure Shift-

Methode nach Zangger-Sterk werden nicht vom Betreiber des NMR~Spektrometers ge-

stellt und wurden deshalb zuerst ausgiebig an einer konzentrierten Probe Buttersaurei-

sopropylester getestet. Diese Verbindung wurde verwendet, weil sie mehrere verschie-
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3. Ergebnisse

dene Kopplungsmuster zeigt. Anschliefsend wurden einige Neutrophilenextrakte damit
gemessen (Abbildung 3.8). Die Methode konnte erfolgreich angewendet werden. Das Du-
plett von Lactat und die Tripletts von Taurin zeigten im Pure Shift Spektrum nur noch
ein Singulett. Da im Zangger-Sterk Experiment jedes Signal nur in einer Scheibe des
NMR-Rohrchens angeregt wird, statt wie normalerweise im ganzen aktiven Volumen ei-
ner Probe, hat das resultierende Pure Shift Spektrum einen Verlust an Sensitivitdt und
insgesamt kein gutes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis. Der Gewinn an Sensitivitat durch
die Reduktion von aufgespaltenen Signalen auf ein Signal konnte das nicht kompensie-
ren. Gleichzeitig zeigte das Experiment eine sehr viel schlechtere Wasserunterdriickung
und Artefakte neben den Signalen. Abgesehen von einem zusétzlichen Signal, welches
sich im Pure Shift Spektrum in der Schulter des rechten Taurinsignals zeigte, konnten
mit der Zangger-Sterk Methode keine weiteren, neuen Erkenntnisse fiir die Zuordnung

gewonnen werden.

*% *

A

4,0 3,5 3,0 2,5 2,0 1,5 "H (ppm

Abbildung 3.8.: Pure Shift als Test fiir iiberlagerte Signale. Wahrend der Zuordnung
wurden Pure Shift Experimente getestet, um durch eine Trennung
von chemischer Verschiebung und Kopplung iiberlagerte Signale zu fin-
den - exemplarisch an einem gealterten, apoptotischen Neutrophilenex-
trakt (Probe 11a). Dass das Pure Shift Experiment funktioniert (hier
Zangger-Sterk), sieht man z.B. am Signal von Lactat (*, bei 1,3 ppm),
welches von einem Duplett (A) auf eine einzige chemische Verschiebung
(B) reduziert wird. Im rechten Taurinsignal (**, bei 3,3 ppm) gibt es
dagegen ein zweites Signal, was vorher etwas iiberlagert.

Als eine weitere Pure Shift Methode wurde das PSYCHE Experiment getestet. Auch
dabei handelt es sich nicht um eine Standard Bruker Pulssequenz. Die Pulsprogramm-
parameter wurden ebenfalls ausgiebig an einer konzentrierten Probe Buttersaureisopro-

pylester optimiert und es zeigten sich in dieser Testprobe etwas weniger Artefakte als
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3. Ergebnisse
mit der Zangger-Sterk Methode. Eine Messung an Zellextrakten wurde an einem Fibro-
blastenextrakt getestet (Abbildung A.1 im Anhang). Das Pure Shift Spektrum konnte
auch hier erfolgreich generiert werden. Signale wie Lactat oder Alanin konnten auf Sin-
guletts reduziert werden. Das Restwasser in der DyO-Probe verursachte dhnlich grofse
Probleme wie bei der Zangger-Sterk Methode. Gleichzeitig kamen stérkere Probleme
mit Artefakten bei den Signalen dazu. Da die Messung an dem Fibroblastenextrakt
keine Vorteile gegeniiber dem Zangger-Sterk Spektrum zeigte, wurde das Experiment
nicht an einem Neutrophilenextrakt wiederholt.
Eine weitere getestete Methode, mit der ein Pure Shift Spektrum erzeugt werden kann,
stellt das J-res (J-resolved) Experiment dar. Diese Standard Bruker Sequenz erzeugt
in erster Linie ein pseudo-zweidimensionales Spektrum, welches die 'H-chemische Ver-
schiebung entlang der x-Achse von der Kopplung entlang der y-Achse trennt. Die Signale
sind urspriinglich leicht diagonal im Spektrum angeordnet, entsprechend ihrer urspriing-
lichen Position im 'H-Spektrum. Bei der Prozessierung wird das Spektrum geringfiigig
gekippt, bis die Signale direkt iibereinander liegen. Die anschliefsende Prozedur fiir eine
bessere Symmetrie der Signale musste bei der Analyse genau beachtet werden, weil es
moglich ist, dass Artefakte im Spektrum dadurch ein weiteres, scheinbar korrespondie-
rendes Signal bekommen. Die 1D-Projektion des J-res Spektrums kann als Pure Shift
Spektrum verwendet werden, wobei es keine quantitativen Aussagen ermoglicht, weil
die Signalintensitdten in der Projektion nicht proportional zu den Signalen im Refe-
renzspektrum sind. Dies ist am Beispiel eines J-res an einem Neutrophilenextrakt der
Kontrollgruppe gezeigt (Abbildung 3.9).
Urspriingliche Singuletts (Acetat, DMSO, Glycin) wurden in der 1D-Projektion deutlich
intensiver dargestellt als zum Beispiel die Signale des um mehrere Gréfenordnungen
groferen Taurins. Trotz der beeinflussten Intensititen ergab die 1D-Projektion eines
J-res eines Zellextrakts ein deutlich besseres Pure Shift Spektrum als die Zangger-
Sterk Methode und die PSYCHE Methode. Das Signal-zu-Rausch-Verhéaltnis und die
Linienbreite im J-res waren iiberlegen.
Das pseudo-zweidimensionale J-res Spektrum konnte zusétzlich zur Bestatigung einiger

Zuordnungen verwendet werden, wenn sich insbesondere im sehr iiberlagerten Bereich
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Abbildung 3.9.: J-res (J-resolved) als Pure Shift-Methode zum Test auf versteckte Si-
gnale ohne Verlust der Kopplungsinformation. (A) 1D-NOESY Refe-
renzspektrum eines Neutrophilenextrakts der Kontrollgruppe. (B) 1D-
Projektion des pseudo-zweidimensionalen J-res Spektrums (C). Das
J-res zeigt in der direkten Dimension (x-Achse) nur noch die chemische
Verschiebung, wiahrend die Kopplung in die indirekte Dimension entlang
der y-Achse verlagert wird. Singuletts liegen auf der 0 Hz Linie, wéh-
rend hohere Multiplizitdten ihre Signale ausgehend von der Mittellinie
aufspalten. Die Projektion der direkten Dimension ergibt dann ein Pu-
re Shift-Spektrum, welches mit einem normalen 1D-NOESY verglichen
werden kann. Dabei sind die Intensitédten der Signale nicht proportio-
nal zu den Referenzsignalen - Beispiele unterschiedlicher Multiplizitat
sind farblich hervorgehoben. Das J-res kann verwendet werden, um
in stark iiberlagerten Regionen die Aufspaltungen und Kopplungskon-
stanten von Signalen zu ermitteln. Dadurch kénnen auch Zuordnungen
von Metaboliten, die aus isolierten und iiberlagerten Signalen bestehen,
bestétigt oder in Frage gestellt werden, je nachdem, ob sich passende
Kopplungen im J-res zeigen, wie am Beispiel von Hypotaurin zu sehen.
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3. Ergebnisse
von 3,5 bis 4,5 ppm ein weiteres Signal eines Metabolits finden liefs, was in einem an-
deren spektralen Bereich ein isoliertes Signal aufwies. Im Gegensatz zu einem 1D-Pure
Shift Spektrum konnte hierfiir nicht nur die Position des Signals, sondern auch die
Kopplungskonstanten herangezogen werden. Die beiden Tripletts von Hypotaurin mit
ihren passenden Kopplungskonstanten konnten deutlich beobachtet werden. Gleichzeitig
konnte bei dem einen Hypotaurin-Triplett auch die Uberlagerung mit Methanol sehr gut
gezeigt werden. Fiir Metabolite wie Lactat, Alanin, Glutamin, Glutamat und Glutathi-
on konnten die korrespondierenden Signale im Bereich von 3,5 bis 4,5 ppm zugeordnet
werden. In der Schulter des rechten Taurinsignals konnte ein Signal detektiert werden,
welches aufgrund von Position und Kopplung Glucose zugeordnet werden konnte. Dieser
Bereich blieb durch die Vielzahl der Zuckersignale und andere sehr gering konzentrierte

Aminoséauren weiterhin uniibersichtlich und konnte nicht vollstdndig zugeordnet werden.

3.3. Messung Batch 2 und der Batcheffekt

Nachdem in der ersten Messreihe eine Trennung der gealterten, apoptotischen Zellen von
der Kontrollgruppe und ein leichter Trend bei den aktivierten Neutrophilen beobachtet
werden konnte, wurden 6 weitere Probandinnen in die Studie eingeschlossen, um durch
eine hohere Stichprobenzahl die Aussagekraft der Unterschiede zu erhéhen.

Auch bei diesen Proben lieferte die Extraktion zufriedenstellende Ergebnisse, die Tren-
nung von den Makromolekiilen war erfolgreich. Eine der Proben (8L) konnte nicht in die
weiteren Analysen eingeschlossen werden, da das Reaktionsgefifs mit der Probe ausge-
laufen war. Von den {ibrigen 23 Proben wurde wieder die wasserlosliche Phase gemessen
und prozessiert.

Allgemein zeigt sich im zweiten Batch eine groftere Streuung der Spektren in der PCA.
Eine Trennung der gealterten, apoptotischen Zellen von der Kontrollgruppe lasst sich
weiterhin beobachten, wenn auch etwas weniger deutlich.

Um zu iiberpriifen, ob die Trennungseffekte deutlicher erkennbar werden, wenn die Stich-
probenzahl erhoht wird, wurden alle Proben einer gemeinsamen statistischen Analyse

unterzogen (Abbildung 3.10). Dabei zeigte sich, dass sich die Trennung dadurch nicht
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3. Ergebnisse
verbessern liefs. Die grofere Streuung der neuen Proben fiihrte zu weniger definierten
Gruppen. Das Institut fiir Infektiologie und Mikrobiologie, in dem die Blutabnahme und
Isolierung der Neutrophilen erfolgte, war zwischen der Probennahme der ersten 6 und
der zweiten 6 Probandinnen in ein anderes Gebédude gezogen. Weiterhin herrschte eine
andere Jahreszeit vor. Deswegen wurde entschieden, die neue Messreihe in der Folge als

einen zweiten Batch zu betrachten und zunéchst getrennt zu analysieren.
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Abbildung 3.10.: Die Kombination von Batch 1 und 2 fiihrt in einer PCA nicht zu ei-
ner besseren Trennung. Im score plot von Hauptkomponente 1 und
2 zeigt sich fiir die kombinierten Gruppen eine schlechtere Trennung
als alleine fiir den ersten Batch. Der zweite Batch zeigt insgesamt ei-
ne grokere Streuung. Die Farben der Gruppen sind wie in Abbildung
3.4, die verschiedenen Batche werden durch unterschiedliche Symbo-
le dargestellt. Gefiillte Vierecke kennzeichnen den Durchschnitt der
einzelnen Gruppen in Batch 1, gefiillte Rauten die Durchschnitte in
Batch 2. Die Ellipsen zeigen die doppelte Standardabweichung der ge-
meinsamen Gruppen von Batch 1 und 2.
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3. Ergebnisse
Fiir sich allein betrachtet zeigt sich im score plot der ersten beiden Hauptkomponenten
von Batch 2 weiterhin, dass sich die Gruppe der gealterten, apoptotischen Neutrophilen
von den anderen Gruppen unterscheidet. Die tatsidchliche Trennung zwischen den Grup-
pen ist zwar nicht so deutlich wie im ersten Batch, aber diese Gruppe ist die einzige
mit sehr geringer Varianz in Hauptkomponente 1, was fiir eine stéirkere Gruppenzu-
sammengehorigkeit spricht (Abbildung 3.11). Der loading plot von Hauptkomponente 1
zeigt wie in Batch 1 grofiere Mengen an Taurin und Lactat bei den nicht apoptotischen
Neutrophilen. Durch die grofte Varianz aller Gruppen in Hauptkomponente 2 kann die-
se nicht fiir eine Trennung zwischen den Gruppen herangezogen werden. Acetat und

Taurin sind im loading plot von PC2 in beide Richtungen gleichermafsen ausgepragt.

3.4. Variabilitat innerhalb der Gruppen

Die starkere Gruppenzugehorigkeit der gealterten, apoptotischen Neutrophilen im zwei-
ten Batch verglichen mit den anderen Gruppen lésst sich besonders gut veranschauli-
chen, wenn man eine Hauptkomponentenanalyse pro Gruppe von Batch 1 und Batch
2 durchfiihrt (Abbildung 3.12). Die Kontrollgruppe der Neutrophilen zeigt bereits in
Hauptkomponente 1 und 2 eine ganz klare Trennung von Batch 1 und 2. Bei den geal-
terten, apoptotischen Zellen wird die Trennung erst in hoheren Komponenten sichtbar.
Dabei handelt es sich nicht um eine Trennung der Messreihen entlang einer Hauptkom-
ponenten, sondern eher um eine Streuung der Proben von Batch 2 um die von Batch 1.
Der Batcheffekt ist also schwécher als der Effekt durch die Induktion der Apoptose. Fiir
die TNF und LPS-aktivierten Neutrophilen zeigt sich im Wesentlichen das gleiche Bild
wie fiir die Kontrollgruppe (vgl. Abbildung A.2). Wihrend die niedrigen Hauptkom-
ponenten von Batch 1 eine Trennung der verschiedenen Gruppen ermoglichen, zeigen
sich die Unterschiede zwischen den verschiedenen Probandinnen erst in Hauptkompo-
nente 5 und 6 (Abbildung 3.13). Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind bereits
in den niedrigeren Komponenten erklart, sodass nur noch die Unterschiede zwischen
den Probandinnen erklart werden miissen. Die Varianz in Batch 1 liegt also zu einem

sehr grofsen Anteil an den verschiedenen Behandlungen der vier Gruppen und kaum an
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Abbildung 3.11.: (A) Im score plot von Hauptkomponente 1 und 2 lassen sich die Grup-
pen vom zweiten Batch kaum trennen. Abgesehen von der Gruppe der
gealterten, apoptotischen Zellen, die wieder relativ isoliert ist, zeigen
alle Gruppen des zweiten Batches eine relativ grofse Streuung. Gefiill-
te Vierecke kennzeichnen den Durchschnitt der jeweiligen Gruppe. Die
Ellipsen entsprechen der doppelten Standardabweichung der Gruppe.
(B) Im loading plot der ersten Hauptkomponente sind Taurin und Lac-
tat wieder bestimmend. Die zweite Hauptkomponente kann nicht zur
Trennung von den gealterten, apoptotischen Neutrophilen von den an-
deren Gruppen genutzt werden, da die meisten Gruppen im positiven
und negativen Bereich der Achse liegen.

den verschiedenen Probandinnen. In Batch 2 clustern einige der Testpersonen bereits in
Hauptkomponente 1 und 2. Die durch die Personen verursachte Varianz ist also ungleich

grofer.
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Abbildung 3.12.: Der Batcheffekt hat einen geringeren Einfluss auf die gealterten,
apoptotischen Zellen als auf die anderen Gruppen. Um den Batch-
effekt zwischen den einzelnen Gruppen néher zu betrachten, sind in
(A) nur die beiden Kontrollgruppen mit Hauptkomponente 1 und 2
gezeigt. Zwei Ausreilser wurden hier entfernt. Farbcodes und Symbole
wie in Abbildung 3.10. Bei der Kontrolle zeigt sich sowohl ein deutli-
cher Unterschied in der Position des Durchschnitts der beiden Batches
als auch in der Streuung der Proben. (B) Bei den gealterten, apopto-
tischen Neutrophilen zeigt sich keine Trennung zwischen den Batches.
Erst in héheren Hauptkomponenten sieht man einen Streueffekt von
Batch 2 um die Proben von Batch 1. Der Effekt der Alterung ist also
stérker als der Batcheffekt. Im Anhang ist Vergleich fiir alle Gruppen
dargestellt (Abbildung A.2)

3.5. Analyse der Anderungen der Metabolitsignale

Bei einem direkten Vergleich der Spektren der verschiedenen Gruppen miteinander
fallt insbesondere der aromatische Bereich auf. Die NAD ™" Signale von den gealterten,
apoptotischen Neutrophilen sind um ein Vielfaches hoher als bei allen anderen Gruppen.
Die gemeinsamen Signale von ATP und ADP sind bei den aktivierten Neutrophilen et-
was erhoht und bei den gealterten, apoptotischen Zellen deutlich erniedrigt (Abbildung
3.14).

Weil die NAD "-Signale nur bei den gealterten, apoptotischen Neutrophilen erhoht sind,
kann man ein STOCSY auf eines der NAD "-Signale auch als eine Art loading plot fiir die
Trennung der Gruppen verwenden (Abbildung 3.15). Fiir das STOCSY wurde das H2
von Nicotinamid bei 9,342 ppm ausgewéhlt, weil es als Singulett iiber die beste Signal-

intensitit verfiigt. Eine positive Korrelation mit NAD" und dementsprechend mit den
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Abbildung 3.13.: In Hauptkomponente 5 und 6 zeigt sich fiir Batch 1 ein Clustern der
Testpersonen. Da sich die Personen erst in hoheren Komponenten wie-
derfinden lassen, spricht das fiir grofere Unterschiede zwischen den
Gruppen als zwischen den Personen. In Batch 2 sind die Unterschiede
zwischen den Personen grofser als in Batch 1, sodass bereits in Haupt-
komponente 1 und 2 die Unterschiede zwischen den Gruppen mit de-
nen zwischen den Personen konkurrieren. Die Farben kennzeichnen
hier die verschiedenen Testpersonen, nicht die Gruppen. Die Ellipsen
dienen hier der Zusammengehorigkeit der Gruppe, nicht der Standard-
abweichung.

gealterten, apoptotischen Zellen zeigen Glycin und Glutamin und in geringerer Inten-
sitdt auch Cholin und Acetat. ATP zeigt eine intensive negative Korrelation, wihrend
Taurin, Phosphocholin und Lactat eine geringere negative Korrelation aufweisen.

Nach der Zuordnung der Metabolite wurden in {ibereinandergelegten Spektren Grenzen
fiir die Signale gewéhlt, um die Signale in allen Spektren zu integrieren. Jetzt sollte

nicht mehr nach globalen Unterschieden zwischen den Gruppen sondern nach spezi-
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Abbildung 3.14.: Aromatischer Bereich des NMR-Spektrums, der die Resonanzen von
NAD™, Adenin- und Guanosin-Nukleotiden zeigt. Alle sechs NMR-
Spektren jeder Gruppe aus Batch 1 sind iiberlagert. Der Vergleich von
Kontrollneutrophilen (A), TNF-behandelten (B), LPS-behandelten
(C) und gealterten Neutrophilen (D) zeigt einen deutlichen Anstieg
der NAD"-Signale bei gealterten Neutrophilen (D) und Anderungen
der ATP- und ADP-Werte bei aktivierten Neutrophilen (B, C).

fischen, signifikanten Konzentrationsunterschieden der einzelnen Metabolite zwischen
verschiedenen Gruppen gesucht werden. Aus den Integralen wurden p-Werte fiir die
Unterschiede zwischen den Gruppen berechnet und es wurde kalkuliert, um ein wie
Vielfaches sich ein Integral gedndert hatte (Tabelle 3.1). Um Fehler durch multiples
Testen zu vermeiden, wurde fiir die p-Werte eine false discovery rate-Korrektur mit
50, 100 und 200 Metaboliten durchgefiihrt. Die meisten Verdnderungen sind auch fiir

200 angenommene Metabolite signifikant. Die aktivierten Neutrophilen unterscheiden
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Abbildung 3.15.: Mit einem STOCSY Plot werden Metabolite identifiziert, die mit
NAD™ korrelieren. Eine hohe Korrelation zum NAD™ Signal bei
9,342 ppm (H2 von Nicotinamid) zeigen Glycin, Glutamin und ATP.
Glutamin und Glycin nehmen mit NAD " zu und sind im Plot positiv
dargestellt. ATP dagegen korreliert negativ mit NAD™ und erscheint
im Plot negativ.

sich von der Kontrolle nur in Lactat und Phosphocholin. Die unterschiedlich aktivierten
Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant voneinander, die entsprechende Spalte wird
in der Tabelle daher weggelassen. Die gealterten, apoptotischen Zellen zeigen in diversen
Metaboliten signifikante Unterschiede zur Kontrolle und den aktivierten Neutrophilen.
Der niedrigste p-Wert und die grofite Verdnderung, eine deutliche Zunahme, zeigt sich
wie erwartet fiir NAD". Weiterhin zeigen sich deutliche Zunahmen in Acetat, Cholin,
Glutamin, Glycin und Tyrosin. Deutliche Abnahmen bei den gealterten, apoptotischen
Zellen zur Kontrolle und den aktivierten Zellen zeigen sich im gemeinsamen ATP und
ADP Signal, in Glutathion, Hypotaurin und in Phosphocholin. Bei Lactat und Phos-
phocholin, die bei den aktivierten Zellen Zunahmen zur Kontrolle zeigen, weisen die
gealterten, apoptotischen Zellen gleichzeitig eine Abnahme auf.

Eine Reihe Signale, die nicht zugeordnet werden konnten, zeigen ebenfalls klare Unter-

schiede zwischen den gealterten, apoptotischen Neutrophilen und den {ibrigen Gruppen.
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3. Ergebnisse

Tabelle 3.1.: Signifikante Verdnderungen der Metabolitlevel zwischen den verschiedenen
Gruppen. Verdnderungen in den Metabolitkonzentrationen wurden fiir wei-
tere Analysen in Betracht gezogen, wenn der p-Wert in einer ANOVA der
kombinierten Batche kleiner als 0,05 war. Es werden auch Verdnderungen
mit p-Werten p<0,075 angegeben, da in diesen Féallen oft signifikante Ver-
dnderungen in einem Batch beobachtet werden. Fiir die Ubersichtlichkeit
wird der Vergleich der beiden aktivierten Neutrophilen weggelassen, da kei-
ne signifikanten Verdnderungen beobachtet wurden. Als Kontrolle fiir mul-
tiples Testen wurde anschlieffend eine FDR-~Korrektur durchgefiihrt. Da es
schwierig ist, die Anzahl der nachweisbaren Metaboliten in den Spektren
abzuschétzen, wurde die FDR mit drei verschiedenen Werten - 50, 100 und
200 - durchgefiihrt. Metabolitenverédnderungen, die nach der FDR signifi-
kant sind, werden hellgrau (fiir 50 Variablen), dunkelgrau (100 Variablen)
und hellgriin (fiir 200 Variablen) markiert. Die Verdnderungen der Metabo-
litkonzentrationen im Vergleich zur Kontrolle (in den ersten drei Spalten)
bzw. im Vergleich zu TNF (vierte Spalte) und LPS (letzte Spalte) sind in
Klammern angegeben.

Metabolit Kontrolle vs TNF vs  LPS vs

(Signalbereich in ppm) TNF LPS Apoptose Apoptose Apoptose

Alanin (1,472 - 1,502) ; ]

Acetat (1,909 - 1,930) - -

ATP und ADP (8,268 - 8,286) | - -

ADP (8,541 - 8,543) - - i} ?60i§) ]

ATP (8,546 - 8,548) - -
Cholin (3,205 - 3,217) - -
Glutamin (2,429 - 2,489) - -
Glutathion (2,489 - 2,631) - ,

Glycin (3,559 - 3,574) - _

0,060

GTP (8,151 - 8,164) - - - (0.59)

Hypotaurin (2,631 - 2,675) - -

0,070 0,020 0,011

Isoleucin (0,986 - 1,068) - - (1,10) (1,12)  (1,13)

Lactat (1,317 - 1,350) - ?1524)E_3

NAD* (9,330 - 9,353) _ _
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3. Ergebnisse

Tabelle 3.1.: Signifikante Verdnderungen der Metabolitlevel zwischen den verschiedenen

Gruppen - fortgesetzt

Metabolit Kontrolle vs TNF vs  LPS vs

(Signalbereich in ppm) TNF LPS Apoptose Apoptose Apoptose
. 1,47 E-3

Phosphocholin (3,217 - 3,231) (1,25)

Taurin (3,392 - 3,453) ] ]
Tyrosin (7,183 - 7,213) - ,
unbekannt (1,057 - 1,079) - -
unbekannt (1,100 - 1,120) - -
unbekannt (2,400 - 2,429) - -
unbekannt (2,792 - 2,809) - -
unbekannt (3,037 - 3,043) - -
unbekannt (3,065 - 3,080) - -
unbekannt (7,411 - 7,442) - -
unbekannt (7,945 - 7,960) - -
unbekannt (8,235 - 8,246) - -

unbekannt (8,583 - 8,597) - -

0,029
(1,21)

0,034 0,042 0,029
(137)  (136)  (1,39)
0,021 0,022 0,035

(1,46) (1,43)

0,025
(1,34) (1,30)
0,069
(0,79)
0,065 0,020
(1,69) (1,95)
0,041
(1,89)

Im Anschluss wurde recherchiert, an welchen Stoffwechselwegen die bei den gealterten,

apoptischen Neutrophilen signifikant verdnderten Metabolite (mit FDR fiir mindestens

50 Metabolite) beteiligt sind (Tabelle 3.2). Ausgehend von der Grofe der Verdnderung

und der Wahrscheinlichkeit, dass es diese Stoffwechselwege in Neutrophilen gibt, wurde

die Tabelle in unterschiedlich relevante Stoffwechselwege unterteilt.
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3. Ergebnisse

Tabelle 3.2.: Beteiligte Stoffwechselwege

Stoffwechselweg

Metabolite

definitiv relevante Stoffwechselwege

Taurin und Hypotaurin Metabolismus
Nicotinsdure und Nicotinamid Metabolismus

Purin Metabolismus

Taurin, Hypotaurin
NAD™
ADP, ATP, Glutamin

moglicherweise relevante Stoffwechselwege

Aminoacyl-rRNA Biosynthese

Glyoxylat und Dicarboxylat Metabolismus
Pyruvat Metabolismus

Alanin, Aspartat und Glutamat Metabolismus
Glutathion Metabolismus

Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan Biosynthese
Glycin, Serin und Threonin Metabolismus

Glycerophospholipid Metabolismus

Alanin, Glutamin, Glycin, Iso-
leucin, Tyrosin

Acetat, Glutamin, Glycin
Acetat, Lactat

Alanin, Glutamin
Glutathion, Glycin

Tyrosin

Cholin, Glycin

Cholin, Phosphocholin

Glutamin und Glutamat Metabolismus Glutamin
Stickstoff Metabolismus Glutamin
Ubiquinon und andere Terpenoide Biosynthese Tyrosin
Phenylalanin Metabolismus Tyrosin
Arginin Biosynthese Glutamin
Glycolyse/Gluconeogenese Acetat
Pyrimidin Metabolismus Glutamin
Valin, Leucin und Isoleucin Katabolismus Isoleucin
Tyrosin Metabolismus Tyrosin
eher nicht relevante Stoffwechselwege

Porphyrin und Chlorophyll Metabolismus Glycin

Gallensédure Biosynthese
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4. Diskussion

Neutrophile sind wichtige Immunzellen, deren Fehlregulation zu Autoimmunerkrankun-
gen (Jorch und Kubes 2017) oder bis zur Sepsis (Shen et al. 2017) fithren kann.

Es gibt einige metabolische Studien zu Neutrophilen, die Momentaufnahmen darstellen
bzw. sich auf einzelne Stoffwechselwege, insbesondere auf den Energiemetabolismus und
die Rolle der Mitochondrien, konzentriert haben (Stjernholm 1967; Borregaard und
Herlin 1982; Fossati et al. 2003; Maianski et al. 2004).

Metabolomics Studien iiber Unterschiede zwischen ruhenden und inflammatorischen,
aktivierten Neutrophilen - unterteilt in verschiedene Aktivierungsstimuli - sowie den

antiinflammatorischen, apoptotischen Neutrophilen gibt es bisher nicht.

4.1. Induktion von Apoptose

Neutrophile haben eine kurze Halbwertszeit im Blut und gehen spontan in Apoptose.
Um das Metabolom von gealterten Zellen zu analysieren, wurde Apoptose induziert,
indem die Neutrophilen fiir 30 h inkubiert wurden. Wie erwartet wurden die meisten
Neutrophilen (ca. 60 %) apoptotisch. Dartiber hinaus waren ca. 15 % der Neutrophi-
len in Kultur bereits nekrotisch. Obwohl die Zellpopulation inhomogen ist, sollte der
Einfluss auf die Ergebnisse gering sein. Da die verschiedenen Proben mit der Kontrol-
le, also mit ruhenden, nicht apoptotischen Neutrophilen, verglichen werden, kann das
Vorhandensein von lebensfidhigen Neutrophilen in den Proben der gealterten, apopto-
tischen Neutrophilen die beobachteten metabolischen Verédnderungen abschwéchen, so
dass kleine Verdnderungen im Stoffwechsel {ibersehen werden kénnten. Fiir die nekroti-

schen Neutrophilen ist die Situation dhnlich: Weil diese Zellen keine intakte Zellmem-
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4. Diskussion
bran mehr besitzen, wird ein Grofiteil ihrer Metabolite beim Waschen der Zellen in PBS

verloren gegangen sein.

4.2. Methodenetablierung

Bevor Metabolomics Untersuchungen zwischen verschiedenen Gruppen von Neutrophi-
len durchgefiihrt werden konnten, wurden zuerst die Methoden etabliert. Dafiir wurden
Zellzahl, Extraktion, Pulsprogramm und Aufnahmeparameter getestet und festgelegt.
In Vorexperimenten wurden verschiedene 1D-Pulssequenzen mit Wasserunterdriickung
getestet und verglichen (Abbildung 3.1).

Die Methode Excitation Sculpting hat zwar die beste Wasserunterdriickung, aber Signale
in der Néhe des Wassersignals biifsen deutlich an Intensitdt ein (Berger und Braun
2004). Deswegen ist eine gleichméfige Quantifizierung aller Signale nicht moglich. Weil
die Proben nach der Metabolitextraktion getrocknet und anschliefsend in DoO-Puffer
aufgenommen wurden, verblieb in den Proben nur eine geringe Menge H2O, weshalb
auch eine weniger vollstdndige Wasserunterdriickung als die des FExcitation Sculpting
Experiments ausreicht. So verbleibt zwar ein Restwassersignal, aber die Signale in der
Néhe der Frequenz des Wassers konnen quantifiziert werden.

Mit der CPMG-Pulssequenz mit Wasserunterdriickung durch selektive Vorséttigung
kénnen Makromolekiile wie Proteine unterdriickt werden, sodass das Ergebnis die Signa-
le kleiner Molekiile fokussiert (Beckonert et al. 2007). Wenn auch nach der Extraktion
Reste von Makromolekiilen vorhanden wéren, kénnte das CPMG in einigen spektralen
Regionen zu einem Informationsgewinn fithren. Weil bei der Extraktion kleiner Molekii-
le im eindimensionalen NOESY mit Wasserunterdriickung durch selektive Vorsattigung
keine groferen Molekiile zu sehen waren - also keine Extraktion von Proteinen statt-
gefunden hat - bringt die CPMG-Sequenz keine Verbesserung. Bei dem 1. Inkrement
des NOESY-Experiments handelt es sich zusétzlich um das de facto Standardexperi-
ment fiir 1D-Metabolomics, weswegen es filir die weiteren Experimente gewéahlt wurde

(McKay 2011).
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Die ersten Spektren der Metabolitextraktion aus 20 Millionen und aus 70 Millionen Neu-
trophilen zeigen deutliche, vom Rauschen getrennte Signale. Da fiir weitere Messungen
20 Millionen Zellen verwendet wurden, fielen bei gleicher Messzeit einige wenig intensive
Signale wie NADP " unter das Detektionslimit und konnten nicht mehr vom Rauschen
getrennt werden (Abbildung 3.3). Die meisten iibrigen Signale sind in beiden Proben
zufriedenstellend aufgeldst. 20 Millionen Zellen stellen daher einen guten Kompromiss
aus der erhéltlichen Menge von Neutrophilen und einer handhabbaren NMR-Messzeit
von einer Stunde dar. Chokesuwattanaskul et al. zeigten 2018, dass es moglich ist, sogar
bei 2,5 Millionen Zellen noch eine gute Auflésung zu haben, wobei die Messzeit bis zu
4 Stunden betrug. Diese Gruppe verwendet dafiir ein 700 MHz Spektrometer mit einem
auf Protonen optimierten TCI Cryoprobenkopf (Chokesuwattanaskul et al. 2018). Die
Sensitivitét ist daher gerdtebedingt deutlich besser als an einem 500 MHz Spektrometer
mit einem TCI Cryoprobenkopf. Zusétzlich haben sie die Anzahl der Waschschritte re-
duziert und sich mit Acetonitril/Wasser fiir eine Extraktionsmethode entschieden, die
nur die polaren Metabolite extrahiert (Beckonert et al. 2007). Die verwendete Messzeit
war fiir einige ihrer Experimente jedoch deutlich iiber einer Stunde.

Im Gegensatz zu einer nur polaren Extraktion entweder mit Acetonitril/Wasser oder
klassisch mit Perchlorsdure erlaubt die Zweiphasenextraktion mit Chloroform/Methanol
die Isolierung der polaren und unpolaren Metabolite gleichzeitig. Im Gegensatz zu der
stark sauren Perchlorsédure bleibt der pH wahrend der Extraktion im physiologischen
Bereich, sodass mogliche pH-Effekte auf die Metabolite ausbleiben (Tyagi et al. 1996).
Auch die Stabilitdat einiger Metabolite ist in Perchlorsidure problematisch (Lin et al.
2007). Beim Einstellen des pHs auf einen physiologischen pH-Wert &ndert sich zudem
die Ionenstarke, was sich auf die Linienbreite der Spektren sowie auf Signalpositionen
auswirken kann (Asiago et al. 2008). In den Spektren der Lipidphase zeigte sich aber,
dass die Spektrenqualitét inklusive der Linienbreite extrem variabel war und abgesehen
von breiten Losemittelsignalen von Chloroform und Wasser nur eine geringe Anzahl
Signale vorhanden war (Abbildung 3.2). Fiir die weitere Auswertung waren die polaren

Extrakte daher vielversprechender.
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Nach der Chloroform/Methanol-Extraktion waren in einigen Proben noch Reste von
Chloroform, Methanol und zum Teil Ethanol zu finden. Ethanol wird Chloroform zur
Stabilisierung in geringer Menge zugesetzt, kann aber auch aufgrund der Verwendung
als Desinfektionsmittel aus der Raumluft kommen. Dadurch lassen sich Ethanol und
Methanol in der Zelle nicht sinnvoll untersuchen, da die Herkunft der Signale nicht ein-
deutig zugeordnet werden kann. An einem Extraktionstag verblieben so grofe Reste an
Ethanol und Methanol in den Proben, dass die Signalregionen entfernt werden mussten,
um die Proben noch verwenden zu kénnen (sieche Abbildung 3.4). Die Ethanolsignale
sind nur in den Proben intensiv, in denen auch Methanol und Chloroform in gréfserer
Menge vorhanden ist. Das spricht eher dafiir, dass das Ethanol aus dem Losungsmittel
stammt, als dass es aus der Laborluft kommt.

Ein Hypotaurinsignal iiberlagert mit dem Methanolsignal bei 3,35 ppm und ist damit in
dem Datensatz mit allen Spektren der ersten Messreihe (genannt Batch 1), in denen die
Frequenzbereiche von Ethanol und Methanol entfernt wurden, nicht mehr vorhanden.
Bei einer STOCSY-Analyse werden von einer Ausgangsfrequenz aus Korrelation und
Kovarianz von Signalen iiber einen Datensatz von Spektren berechnet. Wenn Teile der
Spektren entfernt werden - wie das eine Hypotaurinsignal wegen der Uberlagerung mit
Methanol - fehlen Korrelationspartner anderer Signale.

STOCSY-Analysen funktionieren dementsprechend besser auf einem Teildatensatz mit
weniger Spektren (hier 21), in dem dafiir aber weniger Signale entfernt wurden. Die
Spektren der drei Proben, bei denen die Trocknung in der Speedvac nicht vollstandig er-
folgte, wurden deswegen fiir die STOCSY-Analysen nicht beriicksichtigt. So konnte z.B.
die STOCSY-Analyse auf das Hypotaurinsignal bei 2,65 ppm nur hilfreiche Ergebnisse
flir die Identifikation bringen, weil beide Hypotaurintripletts im Datensatz vorhanden

waren (vgl. Abbildung 3.7).

4.3. Identifikation der Metabolite

Die Hauptkomponentenanalyse (engl. PCA) ermdglicht globale Analysen tiber mogliche

Gruppen im Datensatz auf Grundlage der vollstdndigen Spektren oder von Teilberei-
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4. Diskussion
chen der Spektren. So kann eine Trennung zwischen Gruppen erzielt werden, ohne dass
alle Metabolite zugeordnet sind. Fiir eine Auswertung von Unterschieden zwischen ver-
schiedenen Gruppen ist aber eine Identifizierung der Metabolitsignale notig.
Vergleichsspektren stellen dabei den ersten Schritt der Identifikation dar. Dafiir sind
eigene Vergleichsspektren (gleiches NMR-Spektrometer, gleiche experimentelle Bedin-
gungen, gleicher Puffer) gegeniiber Metabolitdatenbanken (z.B. die humane Metabolom
Datenbank hmdb) besser geeignet. Bei Datenbankspektren konnen pH, Referenzsub-
stanz, Feldstdrke und Losemittel zu abweichenden Signalformen oder Signalpositionen
fithren.
Das intensivste Signal im Spektrum konnte so der Aminosulfonséure Taurin zugeordnet
werden. Taurin und insbesondere Taurinchloramin sind im Immunsystem an der Regu-
lation von proinflammatorischen Mediatoren beteiligt (Schuller-Levis und Park 2004).
Daher kénnte die Taurinkonzentration ein interessanter Anhaltspunkt fiir weitere immu-
nologische Untersuchungen sein. Die Signale von Taurin sind sehr pH-abhéngig (Robert
et al. 2011), aber in dem verwendeten 100 mM Phosphatpuffer sind sie stabil.
Die Signale einiger Metabolite sind sowohl isoliert als auch charakteristisch genug, dass
eine Zuordnung iiber Vergleichsspektren bereits eine sichere Identifizierung erméglichen.
Fiir andere Signale - zum Beispiel die der Nukleotide - reichen Vergleichsspektren fiir
eine Identifizierung nicht aus. Die Signale sind dabei konzentrations- und pH-abhéngig
verschoben (Huang et al. 2004). Im Fall von AMP, ADP und ATP konnte mittels spiking
- der Zugabe einer sehr kleinen Menge der vermuteten Substanz in eine vorher bereits
gemessene Probe - eine Zuordnung der Signale erreicht werden.
Weitere Signale lassen sich zwar zuordnen, befinden sich aber in so sehr {iberlagerten Be-
reichen, dass eine gute Quantifizierung nicht moéglich ist. Es wurden daher verschiedene
Pure Shift Methoden getestet, also Spektren, in denen die skalare Kopplung unterdriickt
und im Besten Fall dadurch die Auflésung der einzelnen Signale verbessert wird. Final
wurde insbesondere ein pseudo-zweidimensionales J-res und dessen 1D-Projektion ver-
wendet. Damit konnte {iberpriift werden, ob die bestehende Zuordnung passte und ob
weitere Signale entdeckt bzw. ndher charakterisiert werden konnten. Fiir Metabolite wie

Lactat, Alanin, Glutamin, Glutamat und Glutathion konnten weitere Signale zugeord-
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net und damit ihre Identifikation bestiitigt werden. Die Uberlagerung von Methanol und

Hypotaurin konnte zudem aufgelost werden.

4.4. Unterschiede der beiden Messreihen

Die Messungen wurden zuerst mit 24 Proben von 6 Probandinnen gestartet. Damit soll-
te getestet werden, ob relevante Unterschiede sichtbar sein wiirden, um anschlieffend die
Aussagekraft der Ergebnisse durch eine zweite Messreihe mit weiteren 24 Proben von 6
neuen Probandinnen zu iiberpriifen. In der Zwischenzeit war das Labor der Mikrobiolo-
gie, wo die Proben entnommen und bis zum gereinigten Zellpellet aufbereitet wurden,
in ein anderes Gebdude umgezogen. Zusatzlich wurden die 6 neuen Proben in einer
anderen Jahreszeit entnommen. Aufgrund des ausgepriagten Batch-Effektes wurden die
beiden Messreihen daher als zwei getrennte Batche betrachtet, die sowohl gemeinsam

als auch einzeln ausgewertet wurden.

4.5. Unterschiede im Metabolismus der untersuchten

Gruppen

4.5.1. Metabolische Anderungen bei Aktivierung der Neutrophilen

Bei der verwendeten Dauer der Aktivierung und der verwendeten Konzentration an
LPS bzw. TNF lasst sich kein Unterschied zwischen den beiden Aktivierungsstimuli
in den metabolischen Profilen nachweisen. Kein einziger Metabolit weist signifikante
Unterschiede zwischen den beiden aktivierten Gruppen auf. Dies deutet darauf hin, dass
entweder die Dauer der Aktivierung zu kurz bemessen war, oder dass die metabolischen
Verénderungen durch die Aktivierung unabhéngig von ihrem Ausléser sind.

Die aktivierten Neutrophilen zeigen in zwei Metaboliten Unterschiede zur nicht-aktivierten
Kontrolle: Zunahmen in Lactat und in Phosphocholin. Die Zunahme an Phosphocholin
ist bei den TNF aktivierten Zellen nur fiir das niedrigste FDR (false discovery rate) Le-
vel signifikant, bei LPS aktivierten Zellen zeigt sich nur ein Trend. Lactat ist ein Marker

fiir Entziindungen unter hypoxischen Bedingungen (Fitzpatrick und S. P. Young 2013).
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Bei einem Mangel an Sauerstoff kann NADH nicht iiber die oxidative Phosphorylierung
wieder zu NAD ™ oxidiert werden. Stattdessen kann Pyruvat, das Produkt der Glycolyse,
anaerob zu Lactat reduziert werden (Fitzpatrick und S. P. Young 2013). Die anaerobe
Glycolyse erzeugt deutlich weniger Energie als die aerobe Glycolyse mit anschliekendem
Citronensaurecyclus und Atmungskette. Fiir Neutrophile ist ein vollstdndiger Citro-
nensdurecyclus nachgewiesen (Stjernholm 1967), trotzdem wird ATP bei Neutrophilen
hauptséchlich in der Glycolyse gebildet (Borregaard und Herlin 1982). Hypoxische Be-
dingungen liegen zwar am Ort einer Infektion vor, dass aber auch isolierte Neutrophile,
die ohne Sauerstoffmangel aktiviert wurden, mehr Lactat erzeugen, bestétigt, dass die

Glycolyse eine wichtigere Rolle als der Citronensaurecyclus spielt.

4.5.2. Metabolische Anderungen bei Alterung und Apoptose der
Neutrophilen

Die meisten Unterschiede wurden zwischen gealterten, apoptotischen Neutrophilen und
der Kontrollgruppe gefunden (Tabelle 3.1). Gealterte, apoptotische Neutrophile zeigten
eine Abnahme von ATP, ADP, Glutathion, Hypotaurin, Phosphocholin und Taurin. Die
Konzentrationen von NAD™, Acetat und Glutamin nahmen dagegen zu. Die Verinde-
rungen von ATP, NAD™, Hypotaurin und Taurin werden in den nichsten Abschnitten
gesondert behandelt.

Einige der Unterschiede - ndmlich die Metabolite Glutamin, Lactat und Phosphocholin
- sind entgegengesetzt zu fritheren Studien (Nunn et al. 1996). Abweichungen kénnen an
unterschiedlichen Studiendesigns liegen: die verwendete Zeit zur Induktion der Apoptose
war in der Arbeit von Nunn et al. deutlich kiirzer (20-26h) und die Extraktion erfolgte
mit Perchlorsédure. Nunn et al. stellen die Hypothese auf, dass die Glutamin und Lactat
Konzentrationen bei gealterten, apoptotischen Proben erniedrigt sind, weil die beiden
Metabolite als alternative Energiequelle eingesetzt werden. Die Lactat Konzentration
bleibt in dieser Arbeit dagegen unverdndert, wihrend die Glutamin Konzentration sogar
steigt. Der unterschiedliche Zeitraum koénnte bedeuten, dass die Energiegewinnung im

spateren Zeitraum der Apoptose sich erneut verandert.
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Die Abnahme an Phosphocholin bei gealterten, apoptotischen Zellen konnte mit einem
Umbau der Zellmembran wihrend der Apoptose zusammenhéngen (Fadeel 2004). Dass
bei Nunn et al. hier stattdessen eine Zunahme gezeigt wurde, konnte erneut an dem
unterschiedlichen Alter der Zellen liegen (Nunn et al. 1996).

Eine andere Erklarung wére ein Zusammenhang zur Signaltransduktion. Second Mes-
senger wie Diacylglycerol und Phosphatidsdure werden aus Phospholipiden hergestellt
(Besterman, Duronio und Cuatrecasas 1986). Anderungen im Phosphocholingehalt kénn-
ten einen Einfluss auf die Signaltransduktion bei Neutrophilen haben. Zum Beispiel
wurde gezeigt, das die Aktivitdt der Phospholipase D, die Phosphatidylcholin in Phos-
phatidsdure und Cholin spalten kann, bei Aktivierung der Neutrophilen zunimmt, wih-
rend deren Inhibition den oxidativen Burst der Neutrophilen reduziert (Hu, Liu und

Shen 2011). Cholin wiederum kann zu Phosphocholin phosphoryliert werden.

4.6. Beteiligte Stoffwechselwege bei Aktivierung und

Alterung von Neutrophilen

Uber die Analyse der Unterschiede in einzelnen Metaboliten hinaus ist insbesondere die
Frage nach den beteiligten Stoffwechselwegen relevant. Stoffwechselwege, deren Metabo-
lite (hauptséchlich bei den gealterten, apoptotischen Neutrophilen) signifikant verandert
waren, sind in Tabelle 3.2 aufgefiihrt. Dabei sind sehr wahrscheinlich nicht alle dieser
Stoffwechselwege veréindert bzw. von Bedeutung. Zum Einen ist nicht jeder dieser Wege
fiir reife Neutrophile nachgewiesen und zum Anderen gibt es viele Metabolite, die in
verschiedenen Stoffwechselwegen beteiligt sind. Wenn nur wenige Metabolite aus einem
Stoffwechselweg Veranderungen zeigen, bzw. wenn diese Verdnderungen sehr klein sind,
werden sie hier als weniger relevant betrachtet.

Taurin, NAD™ und ATP haben intrazellulire und extrazellulire Effekte auf Neutrophile

und werden deshalb nachfolgend diskutiert.
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4.6.1. Taurin und Hypotaurin Metabolismus

Taurin kann als Aminosulfonsdure im Gegensatz zu Aminocarbonséduren nicht in Pep-
tide und Proteine eingebaut werden. Es wird entweder ausgehend von Cystein iiber 3-
Sulfinoalanin und Hypotaurin synthetisiert oder iiber die Nahrung aufgenommen (Kim
und Cha 2014).

Taurin ist in Neutrophilen mit etwa 21 nmol pro 10® Zellen sehr hoch konzentriert. Das
entspricht etwa einer Konzentration von 50 mM in der Zelle (T. R. Green et al. 1991).
In dieser Studie haben die Kontrollneutrophile etwa 12nmol pro 109 Zellen, also etwa
26 mM pro Zelle. Die Konzentration wurde dabei ausgehend von dem TSP-d4 Signal
berechnet, dessen Konzentration nicht absolut exakt eingestellt, aber fiir alle Proben
gleich war. Im Vergleich dazu wurden die Taurin und Hypotaurinkonzentrationen bei
Green et al. per HPLC bestimmt.

Zusétzlich zu Taurin ist auch das im Stoffwechsel verwandte Hypotaurin im Cytoplasma
von Neutrophilen nachweisbar. Green et al. messen fiir ruhende Neutrophile ein Ver-
héltnis von Hypotaurin zu Taurin von 1 : 50. In Folge einer 30 miniitigen Aktivierung
mit Zymosan nahm die Hypotaurinkonzentration deutlich ab (Faktor 5). Die Konzen-
tration von Taurin nahm gleichzeitig nur leicht ab - das Verhiltsnis von Hypotaurin zu
Taurin erhohte sich auf 1 : 260 (T. R. Green et al. 1991). Die grofe Verdnderung der
Hypotaurin-Konzentration setzen die Autoren mit einer Reaktion mit Hydroxylradika-
len wihrend der Aktivierung in Verbindung. Hier wurde ein Verhéltnis von Hypotaurin
zu Taurin von 1 : 18 in ruhenden Neutrophilen und Aktivierung mit LPS bzw. mit TNF
sowie nach Alterung bzw. Apoptose von 1 : 19 gemessen. Taurin und Hypotaurin blie-
ben nach der Aktivierung konstant, bei gealterten, apoptotischen Neutrophilen nahmen
beide gleich stark ab. Da bei Green et al. ein anderer Aktivierungsstimuli verwendet
wird (in Serum opsoniertes Zymosan), war die Aktivierung dort moglicherweise deutlich
effektiver. Dabei wurde der Priming Effekt bei Neutrophilen genutzt. Eine Inkubation
mit einem Aktivierungsstimuli macht die Zellen fiir eine Aktivierung mit einem ande-

ren Stimuli deutlich sensitiver (Guthrie et al. 1984). Zudem ist auch fiir Neutrophile
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beschrieben, dass es zu einer Desensibilisierung gegeniiber einem Stimulus und sogar
zur Internalisierung von Rezeptoren kommen kann (Didsbury et al. 1991).

Taurin wird {iber einen Taurintransporter aus dem Blut in die Neutrophilen aufgenom-
men (Marcinkiewicz und Kontny 2014). Taurin und Hypotaurin fungieren als Antioxi-
dantien, um Schéden durch Entziindungen innerhalb der Zelle zu verringern (Cunning-
ham, Tipton und Dixon 1998). So reagiert Taurin insbesondere mit hypochloriger Séure,
welche von der neutrophilen Myeloperoxidase produziert wird. Dabei entsteht Taurin-
chloramin, welches weniger agressiv ist als hypochlorige Séure (Abbildung 4.1) (Kim

und Cha 2014).

[ o. I o. Q, Q,
Hs” Yy~ “OH S OH S o e Ho s
NH —> OH NH —> OH NH, —> O NH, —™ O N_
2 2 2 2 H cl
L-Cystein 2-Sulfino-L-Alanin Hypotaurin Taurin Taurinchloramin

Abbildung 4.1.: Stoffwechselweg von Taurin. Ausgehend von L-Cystein werden Hypo-
taurin und Taurin in der Zelle gebildet. Taurin kann in Neutrophilen
durch Reaktion mit hypochloriger Sdure zu Taurinchloramin reagieren,
welches weniger schédlich fiir die Zelle ist als die Séure.

Ein Zusatz von Taurin ins Trinkwasser von Ratten fiihrt zu erhéhten Bluttaurinwerten.
Aus diesen Ratten isolierte Neutrophile haben eine verstarkte Neigung zur Phagocytose
und einen stirkeren bakteriziden Effekt (Masuda, Horisaka und Koeda 1984). Da hier
in gealterten, apoptotischen Neutrophilen eine leichte Abnahme von Taurin gemessen
wurde, konnte das bedeuten, dass Taurin in &dlteren Zellen keine so wichtige Rolle mehr
spielt und die Synthese nicht fortgesetzt wird.

Eine frithe Studie zum Metabolismus von Neutrophilen hat keine signifikanten Verénde-
rungen im Taurinlevel von apoptotischen Neutrophilen gefunden, im Trend zeigte sich
aber auch eine leichte Abnahme (Nunn et al. 1996). Hier ist die Taurinkonzentration in
gealterten, apoptotischen Neutrophilen signifikant erniedrigt. Der Unterschied kénnte
auch hier daran liegen, dass die verwendete Zeit zur Induktion der Apoptose bei Nunn
et al. kiirzer war und dass weniger Zellen eingesetzt wurden.

Im Gegensatz zur Nekrose bleibt bei der Apoptose die Zellmembran intakt, sodass das

Zwitterion Taurin, welches sehr schlecht lipidloslich ist, nicht unspezifisch aus der Zelle
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diffundieren kann (Kobayashi 2015). Das Zellmedium, in dem die Apoptose induziert
wurde, wurde nicht aufgefangen und gemessen. Daher kann nicht genau festgestellt
werden, ob ein gezielter Taurintransport ins Medium stattgefunden hat oder ob Taurin

metabolisiert wurde.

4.6.2. NADT Metabolismus

NAD™ ist als Coenzym an vielen Redoxreaktionen in der Zelle beteiligt. Es kann ein
Proton und zwei Elektronen aufnehmen und wird dabei zu NADH (Cant6, Menzies und
Auwerx 2015).

Die deutlich erhohte Konzentration von NAD™ in gealterten, apoptotischen Neutrophi-
len im Vergleich zu Kontroll- und aktivierten Zellen ist vorher noch nicht beschrieben
worden. NAD" wird in der Glycolyse und im Citronensiurecyclus in NADH umge-
wandelt. Dieses wird dann in der Atmungskette oxidiert, wobei ATP synthetisiert und
NAD™ wieder gebildet wird. Bei hoherem Energiebedarf wiirde also mehr NAD™ ent-
stehen. Dagegen spricht das erniedrigte ATP-Level in gealterten, apoptotischen Neutro-
philen. Dieser Widerspruch kénnte dadurch ausgehoben werden, dass gleichzeitig mit
der verstirkten ATP-Produktion der ATP-Verbrauch auch ansteigt. Diese Hypothese
passt zu einer Studie, bei der die Glycolysegeschwindigkeit bei Neutrophilen wahrend
der Phagocytose gleichbleibt, aber das intrazellulire ATP Level abnimmt (Borregaard
und Herlin 1982).

NAD spielt neben dem Energiemetabolismus auch eine Rolle als Cofaktor einer Klasse
der Histon-Deacetylasen, den Sirtuinen. Diese Enzymklasse findet als Regulator von
epigenetischen Modifikationen viel Beachtung (Houtkooper, Pirinen und Auwerx 2012).
Es ist moglich, dass NAD ' die Genexpression in Neutrophilen beeinflusst, insbesondere,
da ein Zusammenhang von Sirtuinen mit der Apoptose gezeigt wurde (Xia et al. 2009).
Die Metabolite, aus denen NAD™ gebildet werden - Tryptophan, Nicotinamid und Nico-
tinsdure - wurden nicht detektiert. Es stellt sich daher die Frage, woher das zusétzliche
NAD™ kommt. Das Verhiltnis von NAD™ zu NADH ist in vivo fast vollstindig auf

Seiten von NAD ™, sodass auch das nicht die Quelle einer solchen Steigerung sein kann.
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Es gibt eine Studie iiber die extrazellulire Wirkung von NAD™, welches spontane
Apoptose herauszogert (Pliyev, Ivanova und Savchenko 2014). Zusétzlich ist bekannt,
dass NAD™ einen aktivierenden Effekt auf Neutrophile und andere Immunzellen hat

(Adriouch et al. 2012).

4.6.3. ATP Metabolismus

ATP ist die Energiewéhrung der Zelle. Interessanterweise war die ATP Konzentration
bei gealterten, apoptotischen Neutrophilen im Vergleich zur Kontrolle und im Vergleich
zu den aktivierten Neutrophilen reduziert. Dies kann entweder fiir einen gréfseren Ener-
giebedarf in Apoptose oder fiir eine geringere Produktion sprechen. Aktivierte Neu-
trophile verwenden ATP extrazellulér fiir eine purinerge Signaliibertragung (Bao et al.
2014). Zusétzlich setzen aktivierte Neutrophile an Orten mit Hypoxie oder Infektion
ATP frei, welches als extrazellular umgewandelt in Adenosin u.a. die Barrierefunktion
von Endothelzellen moduliert (Eltzschig, MacManus und Colgan 2008). Dieses ATP
wird in den Mitochondrien generiert; gleichzeitig bleibt aber die intrazellulire ATP
Konzentration aktivierter Neutrophiler konstant (Bao et al. 2014). Eine weitere Studie
vergleicht das ATP zu ADP Verhéltnis in ruhenden und apoptotischen Neutrophilen
und findet keine Verdnderung (Nunn et al. 1996). Hier konnte dagegen eine Abnahme
in ATP in gealterten, apoptotischen Neutrophilen gezeigt werden. Diese unterschied-
lichen Ergebnisse konnten sich durch andere Zeitraume in den Experimenten erklaren

lassen.

4.7. Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit wurden die metabolischen Verdnderungen in humanen Neutrophilen
untersucht. Dabei wurden zelluldre Zusténde gewahlt, die Start- und Endpunkt einer
Infektion darstellen und daher fiir eine immunometabolische Untersuchung von grofsem
Interesse sind. Diese Zustdnde sind Aktivierung und Alterung bzw. Apoptose von Neu-

trophilen.
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Fiir die aktivierten Neutrophilen wurden dabei zwei unterschiedliche Aktivierungssti-
muli betrachtet: TNF als korpereigenes Zytokin und LPS als bakterielles pathogen-
associated molecular pattern (PAMP). Damit kann getestet werden, ob die Neutrophilen
zwischen korperfremden und korpereigenen Signalen unterscheiden kénnen.
Nach Optimierung der experimentellen Parameter wurden die wasserloslichen Meta-
bolite von vier Gruppen (Kontrolle, TNF, LPS, Alterung/Apoptose) extrahiert. Die
metabolischen Profile der Extrakte wurden mittels NMR-Spektroskopie bestimmt. Die
Metabolite wurden dann - unterstiitzt durch verschiedene experimentelle und statis-
tische Verfahren - zugeordnet und die Gruppen statistisch auf ihre Unterschiede hin
untersucht.
Die mit TNF bzw. LPS aktivierten Neutrophilenextrakte zeigen keine Unterschiede zu-
einander und nur wenige Unterschiede zur Kontrollgruppe. Moglicherweise ist es zu einer
Desensibilisierung gegeniiber den Stimuli oder zu einer Internalisierung der Rezeptoren
gekommen, sodass die Neutrophilen nicht effizient aktiviert wurden.
Bei Alterung und Apoptose zeigten sich deutliche Unterschiede in vielen Metabolit-
konzentrationen gegeniiber der Kontrollgruppe. Der grofite Unterschied liegt in einer
deutlichen Zunahme der NAD"-Konzentration. NAD™ spielt im Energiemetabolismus
eine wichtige Rolle und wird in der Atmungskette zusammen mit ATP gebildet. Fiir
Glutamin und Lactat - zwei Molekiile, die in der Zelle als alternative Energiequelle
genutzt werden konnen - zeigen sich entgegengesetzte Verdnderungen zur Kontrolle im
Vergleich zu einer Arbeit, die einige Stunden jiingere apoptotische Neutrophile unter-
sucht hat. Damit stellt sich die Frage, ob die Energiegewinnung sich im Verlauf der
Apoptose mehrfach dndert.
Bei der Untersuchung verschiedener Aktivierungsstimuli wurden keine Unterschiede in
den metabolischen Profilen im Vergleich zur Kontrollgruppe gefunden. Aufgrund von
Priming Prozessen ist es moglich, dass die Inkubation mit nur je einem Stimulus nicht
zu einer effizienten Aktivierung gefiithrt hat. Eine Kombination verschiedener Stimu-
li konnte erfolgversprechender fiir die Untersuchung der metabolischen Verédnderungen
nach Aktivierung sein. Eine Trennung zwischen nur kérperfremden und nur kérpereige-

nen Stimuli ist dann allerdings nicht gut umsetzbar. Alternativ kénnte versucht werden,

75



4. Diskussion

weiterhin nur mit einem Stimulus zu aktivieren, aber unterschiedliche Zeiten und Kon-
zentrationen auszuprobieren und zu vergleichen.

Da Nunn und Mitarbeiter fiir kiirzer gealterte Neutrophile entgegengesetzte Unterschie-
de in Lactat und Glutamin zu der Kontrollgruppe finden (Nunn et al. 1996), wére es
sehr interessant, den Zeitverlauf wihrend der Alterung hin zur Apoptose besser zu un-
tersuchen. Wenn es tatséchlich ein Umschalten zwischen verschiedenen Arten der Ener-
giegewinnung gibt, ist eine Messung zu verschiedenen Zeitpunkten vielversprechend.
Zum Einen konnten pro Proband unterschiedlich stark gealterte Neutrophile gemessen
und verglichen werden. Zum Anderen konnten in Fluxmessungen an unterschiedlich al-
ten Neutrophilen isotopenmarkierte Metabolite (z.B. Glucose, Lactat oder Glutamin)
ins Medium gegeben werden, um zu verfolgen, in welchen Molekiilen sich die Isoto-
penmarkierungen wiederfinden lassen. Fiir diese auf bestimmte Metabolite gezielte Fra-
gestellung konnte dann auch die Massenspektrometrie zum Einsatz kommen, die eine

niedrigere Nachweisgrenze als die NMR-Spektroskopie aufweist.
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A.1. Pulsprogramme

A.1.1. cpmgprld

;cpmgprld

;avance-version (12/01/11)

;1D experiment with

; T2 filter using Carr-Purcell-Meiboom-
Gill sequence

;using f1 presaturation

;$CLASS=HighRes
:$DIM=1D

$STYPE=
;$SUBTYPE=
;SCOMMENT =
#include <Avance.incl>
#include <Delay.incl>
Hp2:p1>k2n
"d11=30m"
"d12=20u"
"DELTA1-=d20-p1*2/3.1416"
"DELTA2=d20-de"
"acqt0=0"
baseopt__echo

1 ze

2 30m

d12 pl9:f1

d1 cw:fl ph29

4u do:f1

d12 pll:f1

pl phl

DELTA1

p2 ph2

d20

3 d20

p2 ph2

d20

lo to 3 times 14

d20

p2 ph2
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DELTA2

go=2 ph31

30m me #0 to 2 FO(zd)

exit

ph1=00221133

ph2=13130202

ph29=0

ph31=00221133

;pll : f1 channel - power level for pulse
(default)

;pl9 : f1 channel - power level for presatu-
ration

;pl @ f1 channel - 90 degree high power
pulse

;p2 @ fl channel - 180 degree high power
pulse

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d11: delay for disk I/O [30 msec]|

;d12: delay for power switching [20 usec]
;d20: fixed echo time to allow elimination
of J-mod. effects

; d20 should be « 1/J ,but > (50 * P2) [1-2
msec|

;14: loop for T2 filter [4 - 20]

;ns: 1 * n, total number of scans: NS * TDO
;ds: 16

;$1d: cpmgprld,v 1.8 2012/01/31 17:49:22
ber Exp $



A. Anhang

A.1.2. jresgpprqf

;jresgpprqf

;avance-version (12/01/11)

;homonuclear J-resolved 2D correlation
;with presaturation during relaxation de-
lay

;using gradients

;$CLASS=HighRes

:$DIM=2D

$STYPE=

;$SUBTYPE=

;SCOMMENT =

#include <Avance.incl>

#include <Grad.incl>

Hp2:p1*2n

"d11=30m"

"d12=20u"

"in0=inf1/2"

HdO:SuH

1 ze

2 d11

3 d12 pl9:f1

d1 cw:fl ph29

4u do:f1

d12 pll:f1

50u UNBLKGRAD

pl phl

4u

do

pl6:gpl

d16

p2 ph2

4u

pl6:gp2

d16

d0 BLKGRAD

go=2 ph31

d11 mc #0 to 2 F1QF(caldel(d0, +in0))
exit
ph1=0000111122223333
ph2=0213132013202031
ph29=0

ph31=00221133

;pll @ fl1 channel - power level for pulse
(default)

;pl9 : f1 channel - power level for presatu-
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ration

;pl : f1 channel - 90 degree high power
pulse

;p2 : f1 channel - 180 degree high power
pulse

;p16: homospoil /gradient pulse |1 msec]
;d0 : incremented delay (2D) [3 usec|

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d11: delay for disk I/O [30msec]

;d12: delay for power switching |20 usec|
;d16: delay for homospoil /gradient recove-
ry

;infl: 1/w, w = max. width of multiplet
;in0: 1/(2 * w), w = max. width of multi-
plet

;ndO0: 2

ns: 4 *n

;ds: 16

;td1: number of experiments

;FnMODE: QF

;use gradient ratio: gp 1 : gp 2

;10 : 10

;for z-only gradients:

;gpzl: 10;gpz2: 10;use gradient files:
;gpnam1: SMSQ10.100

;gpnam?2: SMSQ10.100

;$1d: jresgppraf,v 1.4 2012/01/31 17:49:26
ber Exp $
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A.1.3. noesyprld

;noesyprld

;avance-version (12/01/11)

;1D version of noesyphpr

;with presaturation during relaxation de-
lay and mixing time

:$CLASS—=HighRes

;$DIM=1D

$STYPE=

;$SUBTYPE=

;$SCOMMENT =

#include <Avance.incl>
"d11=30m"

"d12=20u"

"acqt0—=-p1*2/3.1416"

1 ze

2 30m

d12 plo:f1

d1 cw:fl ph29

4u do:f1

d12 pll:f1

pl phl

4u

pl ph2

d12 pl9:f1

d8 cw:fl

4u do:fl

d12 pll:f1

pl ph3

go=2 ph31

30m mec #0 to 2 FO(zd)

exit

ph1=0 2
ph2=0000000022222222
ph3=00221133

ph29=0
ph31=0220133120023113
;pll : f1 channel - power level for pulse
(default)

;pl9 : f1 channel - power level for presatu-
ration

;pl : f1 channel - 90 degree high power
pulse

:d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d8 : mixing time

;d11: delay for disk I/O [30 msec]|
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;d12: delay for power switching |20 usec|
;ns: 8 * n, total number of scans: NS * TDO
ids: 4

:$1d: noesyprld,v 1.12 2012/01 /31 17:49:28
ber Exp $



A. Anhang

A.1.4. reset psyche 1d

;reset  psyche 1d

;avance-version (16/11/16)

;pseudo 2D sequence

;broadband homodecoupling using psyche
element

;M. Foroozandeh, R.W. Adams, P. Kiraly,
M. Nilsson and G.A. Morris,

; Chem. Commun. , x-x (2015)

;M. Foroozandeh, R.W. Adams, N.J. Me-
harry, D. Jeannerat, M. Nilsson &

; G.A. Morris, Angew. Chem. Int. Ed. ,
(2014)

;(K. Zangger & H. Sterk, J. Magn. Reson.
124, 486-489 (1997) )

;(J.A. Aguilar, S. Faulkner, M. Nilsson &
G.A. Morris,

; Angew. Chem. Int. Ed. 49, 3901-3903
(2010) )

;$CLASS=HighRes

:$DIM=2D

$STYPE=

;$SUBTYPE=

;$COMMENT=

#include <Avance.incl>

#include <Grad.incl>

#include <Delay.incl>

define delay BETA

define delay SWi

define pulse P_in

"d11=30m"

"d12=20u"

"in0=dw*131"

Hd0:3u”

"DELTA2=dw*131*2"
"DELTA3=p16+d16-+d0*2-p1*2
/PI+de+dw*2*130+4u"
SSWi=1000000/(131*2*dw)"
"TAU=dw*131/2"

"129=2*131*td1"

"cnst62=(cnst61/360) *sqrt((2*cnst60)
/(p49,/2000000))"

"P_in = 1000000.0 / (cnst62*4)"

"BETA = cnst62 / (2.27 *2) "

"enst63= (P_in/pl) * (P_in/pl)"
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fspw37=plwl/cnst63"

1 ze

2 d11

3 d12

d1 pll:f1

50u UNBLKGRAD

(pl ph3):fl

4u

(p44:sp30 ph4):f1

do

pl6:gp1*0.5

d16

TAU

(p44:sp30 phb):fl

TAU

pl6:gp1*-0.5

d16

DELTA3

(p49:sp37 ph2):f1 (p49:gp0)

4u

pl6:gpl*-1.0

d16

do

4u BLKGRAD

go=2 ph31

d11 mc #0 to 2

F1QF(caldel(d0, +in0))

exit

ph2=0 1

ph3=002 2

ph4=00001111
ph5=0000000011111111
ph31=0220200220020220

;pll : f1 channel - power level for pulse
(default)

;sp30: f1 channel - shaped pulse 180 degree
(Bip720,50,20.1)

;sp37: f1 channel - shaped pulse 180 degree
for psyche element (Crp_psyche.20)

;pl @ f1 channel - 90 degree high power
pulse

;p16: homospoil /gradient pulse

;p44: f1 channel - 180 degree shaped pulse
for refocussing

; Bip720,50,20.1 (200us at 600.13 MHz)
;p49: f1 channel - 180 degree shaped pulse
for psyche element [30 msec]
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; Crp__psyche.20

;d0 : incremented delay (2D) [3 usec|

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d11: delay for disk I/O [30 msec]

;d12: delay for power switching [20 usec]
;d16: delay for homospoil /gradient recove-
ry

;enst60: sweepwidth of single chirp element
in Crp_ psyche.20 [10000 Hz]

;enst61: desired flip angle (ca. 20 degree)
;enst62: gammaB1/2PT value for p49:sp37
(in Hz)

;enst63: scaling factor for power (sp37)
;129: total number of points in reconstruc-
ted FID

;130: number of complex points at the be-
ginning not to be included

; in reconstruction

;131: number of complex points along the
acquisition dimension per block

; block length (DELTA2) about 8 to 10ms
;BETA: flip angle (ca. 20 degree)

;SWi: sweep width in the pseudo dimensi-
on

; should be 2 to 3 times the width of the
widest multiplett

:in0: = dw*131

;ns: 1 * n, total number of scans: NS * TDO
ids: 4

;FnMODE: QF

;for z-only gradients:

;gpz0: 1;gpzl: 19;use gradient files:
;gpnam0: RECT.1

;gpnam1: SMSQ10.100

;use AU-program proc_reset to process
data

;$1d: reset psyche 1d,v 1.4 2017/01/04
12:06:48 ber Exp $

90



A. Anhang

A.1.5. zgadc2 d12 gronl

# ifdef SF
izgadc2 (p12:SPL_ 90 phl)
;avance-version (06,/01/20) # else
;1D sequence with explicit programming of (p12:sp12 phl)
acquisition # endif
;Two D-Labels implemented d12 groff
;-DVLC for artifact suppression using d12 pli:f1

varied data chunk durations ;-DSF for fre- ACQ_START(ph30,ph31)
quency shifted pulses, calibrated shaped 0.05u DWL CLK ON
pulse powerlevels must be applied in the 0.1lu REC_UNBLK

shape list files d3:r

; 0.1u REC_BLK
;$CLASS=HighRes 0.05u DWL_CLK OFF
;$DIM=1D pl6:gp2

$TYPE= d16 pll:f1
;$SUBTYPE= p2 ph2
;$COMMENT = pl6:gp2

#include <Avance.incl> d16

#include <De.incl> pl6:gp3

#include <Grad.incl> d16 plo:f1

#include <Delay.incl> 10u

define list<shape> SPL_90—<spl_ 90 d11 gronl

__jmfinal > # ifdef SF

define list<shape> SPL_180=<spl_180 (p13:SPL_180 ph3)
__jmfinal > # else

define list<delay> Dlist=<$VDLIST > (p13:spl3 ph3)
dwellmode explicit # endif

"d11=3u" d11 groff
"d12=6.5u" 10u

"d20=10u" pl6:gp3

"12=10*20" d16

"1=12-1" 3 0.05u DWL_CLK_ON
"d2=aq/12" 0.1u REC_UNBLK
"d3=d2/2" d2:r

"p2=2%p1" 0.1u REC_BLK

1 ze 0.05u DWL _CLK OFF
2 3m pl6:gp2

# ifdef VLC d16 pll:f1
"15=12*Dlist" p2 ph2

"1=15-1" pl6:gp2
"d2=aq/15" d16

"d3=d2/2" pl6:gp3

# endif d16 plo:f1

4u BLKGRAD 10u

d1 rpp2 d11 gronl

50u UNBLKGRAD # ifdef SF

d12 plo:f1
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(p13:SPL_ 180 ph3)

# else

(p13:sp13 ph3)

# endif

d11 groff

10u

pl6:gp3

d16

lo to 3 times 11

0.05u DWL CLK_ ON

0.1u REC_UNBLK

d3

25m

0.1u REC_BLK

0.05bu DWL _CLK OFF

#ifdef SF

10u SPL_90.inc

10u SPL_ 180.inc

#endif

#ifdef VLC

10u Dlist.inc

#endif

rcyc=2

wr #0

exit

phl =02201331

ph2 =0 2

ph3 =20

ph30= 0

ph31=02201331

;pll @ f1 channel - power level for pulse
(default)

;pl : f1 channel - high power pulse

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;NS: 1 * n, total number of scans: NS *
TDO

;10: input loopcounter, good d2 range: 20-
2bms

;15: varied loopcounter, redefined during
aquisition

sepzl: 1 %, 2% for -DSF

gpz2: 11 %

:epz3: 5 %

;$1d: zgadc,v 1.12 2009/07/02 16:40:47 ber
Exp $
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A.1.6. zgesgp

;Z8EsgP

;avance-version (12/01/11)

;1D sequence

;water suppression using excitation sculp-
ting with gradients

;T.-L. Hwang & A.J. Shaka, J. Magn. Re-
son.,

; Series A 112 275-279 (1995)

;$CLASS=HighRes
:$DIM=1D

$STYPE=
;$SUBTYPE=
;SCOMMENT =
prosol relations=<triple>
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>
Hp2:p1*2n

"d12=20u"
"TAU=de+p1*2/3.1416-+50u"
"acqt0=0"
baseopt__echo

1 ze

2 30m

d12 pl1:f1 BLKGRAD
dl1

pl phl

50u UNBLKGRAD
pl6:gpl

d16 plo:f1

(p12:spl ph2:r):fl

4u

d12 pll:f1

p2 ph3

4u

pl6:gpl

d16

TAU

pl6:gp2

d16 plo:f1

93

(p12:spl ph4:r):fl

4u

d12 pll:f1

p2 ph5

4u

pl6:gp2

d16

go=2 ph31

30m mc #0 to 2 FO(zd)

4u BLKGRAD

exit

ph1=0

ph2=0 1

ph3=2 3

phd=001 1

ph5=2233

ph31=022 0

;pl0 - OW

;pll : fl channel - power level for pulse
(default)

;spl : f1 channel - shaped pulse 180 degree
;pl : f1 channel - 90 degree high power
pulse

;p2 : f1 channel - 180 degree high power
pulse

;p12: f1 channel - 180 degree shaped pulse
(Squal00.1000) [2 msec]

;p16: homospoil /gradient pulse

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d12: delay for power switching [20 usec|
;d16: delay for homospoil /gradient recove-
ry

;ns: 8 * n, total number of scans: NS * TDO
;ds: 4

;use gradient ratio: gp 1 : gp 2

23111

;for z-only gradients:

;epzl: 31;gpz2: 11;use gradient files:
;gpnam1: SMSQ10.100

;gpnam?2: SMSQ10.100

;$1d: zgesgp,v 1.9 2012/01/31 17:49:32 ber
Exp $
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A.2. Ergianzende Abbildungen zu den Ergebnissen

A

*%

4,0 3,5 3,0 2,5 2,0 1,5 "H (ppm)

Abbildung A.1.: Pure Shift Experimente als Test fiir versteckte Signale. Wéahrend der
Zuordnung wurden Pure Shift Experimente getestet, um durch eine
Trennung von chemischer Verschiebung und Kopplung iiberlagerte Si-
gnale zu finden. Dass das Pure Shift Experiment funktioniert (hier
PSYCHE), sieht man z.B. am Signal von Lactat (*, bei 1,3 ppm), wel-
ches von einem Duplett (A) auf eine einzige chemische Verschiebung
(B) reduziert wird. Die PSYCHE-Methode wurde an einem Fibroblas-
tenextrakt getestet. Da sie keine besseren Ergebnisse als die Pure Shift
Methode von Zangger-Sterk (Abbildung 3.8) erzeugt und zusétzlich
deutlich stiarkere Artefakte (** bei 1,1 ppm) hat, wurden keine Neu-
trophilen damit gemessen.
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Abbildung A.2.: Ergdnzung zu 3.12: Um den Batcheffekt zwischen den einzelnen Grup-
pen ndher zu betrachten, wird jeweils nur die gleiche Gruppe fiir
Batch 1 und Batch 2 in zwei geeigneten Hauptkomponenten vergli-
chen. Farbcodes und Symbole wie in Abbildung 3.10. (A) Die beiden
Kontrollgruppen zeigen Unterschiede in Position und Streuung. (B)
und (C) zeigen ebenfalls eine Trennung bei TNF und LPS aktivierten
Zellen zwischen Batch 1 und 2 sowie eine grofere Streuung in Batch
2. (C) Bei den gealterten, apoptotischen Neutrophilen zeigen sich Un-
terschiede zwischen den Batches erst in héheren Hauptkomponenten.
Gleichzeitig entsteht keine richtige Trennung der Batches sondern eher
eine Streuung von Batch 2 um die Proben von Batch 1. Der Effekt der
Alterung ist also stérker als der Batcheffekt.

95



A. Anhang

Tabelle A.1.: Probenbezeichnungen - Neutrophile der Kontrollgruppe (¢), mit TNF ak-
tivierte Neutrophile (T), mit LPS aktivierte Neutrophile (L), gealterte,
apoptotische Neutrophile (a)

Bezeichnung Bemerkungen

lc, 1T, 1L, 1a Probandin 1, in Probe 1a verbleiben Losemittel-
reste

2¢c, 2T, 2L, 2a Probandin 2, in Probe 2c¢ verbleiben Losemittel-
reste

3c, 3T, 3L, 3a Probandin 3

4c, 4T, 4L, 4a Probandin 4, in Probe 4T verbleiben Losemit-
telreste

5¢, BT, 5L, 5a Probandin 5

6¢c, 6T, 6L, 6a Probandin 6

7c, 7T, 7L, 7a Probandin 7

8c, 8T, 8L, 8a Probandin 8, Probe 8L bei der Vorbereitung aus-
gelaufen

9c, 9T, 9L, 9a Probandin 9

10c, 10T, 10L, 10a Probandin 10

11c, 11T, 11L, 11a Probandin 11

12¢, 12T, 12L, 12a Probandin 12
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