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1.Vorwort

Die Metabolomik spielt in klinischen Studien eine wichtige Rolle. Das Ziel der
Metabolomik-Forschung ist unter anderem das Verstandnis verschiedener
Krankheitszustande, die Entdeckung neuer Biomarker sowie Uberwachung der
Therapieeffekten (1). Das Blut, das Plasma und der Urin gehéren zu den am haufigsten
verwendeten Bioflussigkeiten fur die Stoffwechselanalyse. Das Blut zirkuliert stéandig im
Korper und kommt daher mit allen Geweben und Organen des Korpers in Kontakt.
Obwohl das Blut eine der reprasentativsten Biofllissigkeiten ist, gehoért die Blutanalyse
aufgrund der Venenpunktion zu den invasiven Techniken (2). Infolgedessen zdgern viele
Menschen an biomedizinischen Studien teilzunehmen und daher besteht ein wachsender
Bedarf an nicht-invasiven Techniken, die etisch angemessen und kosteneffizient sind (2).
Die Urinanalysen werden haufig zum Screening eingesetzt, haben aber den Nachteil,
dass sie nicht die erforderlichen quantitativen Informationen fir klinische Studien liefern
(2). Die Hauptnachteile der Urinanalysen sind Schwankungen in der Urinproduktion,
Verdunnungseffekte sowie Schwankungen im Probenvolumen (3). Das Urinvolumen kann
je nach Flussigkeitszufuhr und korperlicher Aktivitat zwischen 600 und 2500 mL/Tag
varrieren (4). Diese Schwankungen kénnen zu einer ungleichmafigen Verdinnung der
Metabolitenkonzentrationen flihren (4). Um diese Variationen ausgleichen zu kénnen, wird
UblicherweilRe eine Normalisierung der Rohdaten mit der Kreatinin durchgefthrt (4). In
Abwesenheit der Nierenerkrankungen ist die Menge an ausgeschiedenem Kreatin
konstant (4). Die taglich ausgeschiedene Kreatinmenge betragt bei gesunden Menschen
1g pro 20 kg Muskelmasse (4). Da die Kreatinmenge unabhangig von der
ausgeschiedenen Urinmenge ist, ist Kreatin der beste interne Standard fiur die Korrektur
dieser Schwankungen (4). Jedoch kdénnen bestimmte Faktoren wie kdrperliche Aktivitat,
Nahrungsaufnahme, Alter und Geschlecht den Kreatinspiegel beeinflussen (4).
Unkonventionelle nichtinvasive Biomatrizen umfassen Muttermilch, Haare, Schweil3,
Speichel, Mekonium und Tranen (2). Tranen, Muttermilch, Speichel und Schweil3 werden
heutzutage zunehmend als mdglicher Ersatz fir Blut- oder Plasmaanalysen untersucht
(2). Obwohl diese Biomatrizen viele Vorteile haben, besitzen sie auch gewisse
Einschrankungen, da nur geringe Probenmengen gesammelt werden koénnen und

gleichzeitig die meisten Analyten in geringen Konzentrationen vorliegen.



Mit Hilfe der Massenspektrometrie (MS) in Kombination mit Flussigkeits-(LC) oder
Gaschromatographie (GC) ist es mdglich, selbst kleinste Mengen an Metaboliten in einer
bestimmten Bioflussigkeit nachzuweisen. In dieser Masterarbeit wurde eine Evaluierung
der Tranen-Analysen fur metabolische Studien mittels LC-MS durchgefihrt. Die
Probeentnahme erfolgte mit Hilfe von komerziell erhaltlichen Schirmer-Streifen. Diese Art
der Probenentnahme erwiel3 sich bisher als gangigste Methode zur Gewinnung
menschlicher Tranenflissigkeit, da sie einfache, schnelle, genaue und prézise Technik
darstellt (5). Das Ziel dieser Masterarbeit war den mdglichen Einsatz von
Tranenflissigkeit fur Screening-Methode zu ermitteln und den mdglichen Einsatz in der

pradiktiven, praventiven und personalisierten Medizin zu etablieren.
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2. Theoretischer Hintergrund
2.1. Omics

Omics-Technologien liefern eine Vielzahl von Erkenntnissen uber Risikofaktoren im
Erbgut und kdnnen eine wichtige Rolle bei der Modellierung verschiedener Krankheiten
spielen (6). Die ,Omics" Kaskade beginnt mit dem Genom, setzt sich mit dem
Transkriptom und Proteom fort und endet mit dem Metabolom (siehe Abbildung 1) (7).
Das Metabolom zeigt sowohl qualitative, als auch quantitative Informationen uber allen
Metaboliten in einem biologischen System. Zusatzlich definiert das Metabolom den
Phanotyp, der auf den tatsachlichen Zustand des Organismus basiert ist. Metabolomiks
kann daher zur Entdeckung von Biomarkern flr Prognose, Diagnose und Therapie dienen
und dabei helfen, pathologische Erkrankungen besser zu verstehen (7). Das Lipidom
gehort zur Untergruppe des Metaboloms, aber seine analytischen Anséatze unterscheiden
sich von den Methoden, die im Metabolom eingesetzt werden (7). Diese Omics-
Disziplinen werden in vielen Forschungsbereichen eingesetzt, wie Toxikologie (8),
Ernahrung (9), als auch Medizin (10).

Genotype
Gaenome I | DNA ] =4.107 genes -
* [
Transcriptome | RMNA | >1,5"10° transcripts g
¥ .
' Proteome [ Proteins =108 proteins :
o ¥ v .
Metabolome [ Sugars ][ Nucleotides ][Amin-:- .m:hdsJ Lipids ] .
=>10* metabolites '

Phenotype

Abbildung 1: ""Omics" Kaskade im biologischen System (7) (11)
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2.1.1. Metabolomik

Metabolomik stellt eine Forschungsdisziplin dar, die sich mit der Erforschung von
Metaboliten in einer bestimmten biologischen Probe (Gewebe, Biofluid) beschéftigt
(12)(13). Das Metabolom ist eine Bezeichnung fir die ganze Metaboliten-Summe
innerhalb einer biologischen Probe (14). Metaboliten sind per Definition "niedermolekulare
(<1500 Dalton) chemische Substrate, Zwischenprodukte oder Endprodukte
enzymvermittelter Reaktionen" (12). Zahlreiche Analysen der Metaboliten kénnen an
vielen menschlichen und tierischen Organismen sowie an biologischen Proben wie
Plasma und Blutserum, Bioflissigkeiten, Zell- und Gewebeextrakten, Pflanzengeweben,
Hefe und Bakterien sowie in-vitro-Studien durchgefihrt werden (15). Metaboliten
unterscheiden sich in physikalischen und chemischen Eigenschaften und diese
Unterschiede spiegeln sich in unterschiedlichen funktionellen Gruppen, Stereochemie,
Molekulargewichten, Polaritdten, chemischer Stabilitdten sowie ihrer Reaktivitat wieder
(15). Zu den Metaboliten zahlen hydrophile polare Molekile (z.B. Aminosauren,
organische Sauren, Kohlenhydrate und phosphorylierte Verbindungen), sowie
hydrophobe nicht-polare Molekile (z.B. Membranlipide und Fettsdauren) (16). Der
menschliche Metabolom besteht aus 8500 endogenen und 40.000 exogenen Metaboliten
(17). Die endogene Stoffwechselprodukte umfassen Produkte, die vom Korper selbst
synthetisiert werden und dazu zahlen Aminosauren, Nukleinsauren, organische Sauren,
Fettsauren, Zucker, Vitamine, Amine, Pigmente und Co-Faktoren (15). Zu den exogenen
Produkten, die durch auRere Einwirkungen auf den Organismus entstehen, gehéren
Lebensmittelzusatzstoffe, Toxine, Arzneimittel und Umweltschadstoffe (15). Aufgrund
ihrer chemischen Divergenz gibt es keine einzelne Analysemethode, mit der alle
verschiedenen Metaboliten gleichzeitig gemessen werden kénnen (15). Es existieren zwei
unterschiedliche Anséatze "Targeted" und "Non-Targeted Metabolomics" (18). "Targeted
Metabolomics" basiert auf der Erforschung bestimmter Metabolite, die man durch a priori
Wissen selektiert hat (18). Im Gegensatz dazu ist das Ziel des "Non-Targeted-
Metabolomics", mdglichts viele Metabolite in einem bestimmten Biofluid zu detektieren
ohne vorheriges Wissen, um so neue Biomarker zu entdecken. Der Biomarker ist definiert
als eine Substanz oder ein Prozess, der im Kdrper gemessen werden kann und als
Indikator fiir normale biologische oder phatologische Prozesse dienen kann (19)(20). Die
Biomarkern besitzen pradiktive und diagnostische Aussagekraft und konnen zur

Modelierung verschiedener Krankheitszustéande eingesetzt werden (20).
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Die Metaboitenidentifizierung erfolgt unter der Verwendung von verschiedenen
Softwaretools, die aufgenommene Spektren mit Referenzspektren einer spektralen
Datenbank vergliechen (18).

Obwohl "Targeted-Metabolomics" eine viel hohere Sensitivitéat und Spezifitat bieten kann,
weist "Non-Targeted-Metabolomics" eine groRere Metabolitenabdeckung auf (21). Bei der
Entdeckung neuer Biomarker in klinischen Studien ist die Anwendung von "Non-Targeted-
Metabolomics" von grolRer Bedeutung (18). Ein "Non-Targeted" Metabolomik/Lipidomik-
Workflow besteht aus mehreren Schritten: Probensammlung, Lagerung, Vorbereitung,
Analyse und Datenauswertung (siehe Abbildung 2) (21). Der Zeitpunkt der
Probenentnahme sowie die verwendete Materialien, Reagenzien und Lagertemperatur
haben eine wichtige Rolle bei der Gewinnung genauer und reproduzierbarer Ergebnisse
(21). Die Probenvorbereitung unterscheidet sich je nach Art des Extraktionsmolekils
sowie der verwendeten Analysemethode. Die Wahl der Probenvorbereitungsmethode ist
sehr wichtig, da sie sowohl das beobachtete Metabolitenprofil, als auch die Qualitat der
Daten beeinflusst (22). Die ideale Probenvorbereitungsmethode fur die "Non-Targeted"-
LC-MS-Analyse sollte unselektiv, reproduzierbar und schnell sein, die soll mit einer
minimalen Anzahl von Schritten erfolgen und einen integrierten Quenching-Schritt
beinhalten (22). Um einen potentiellen Verlust von Metaboliten zu verhindern, sollten
biologische Proben in "Non-Tageted"-Metabolomstudien mit minimaler Vorbehandlung
analysiert werden (23). Viele Metabolite sind instabil aufgrund von zum Beispiel
Autooxidation und enzymatischer Degradation, daher missen die Proben unmittelbar
gequenched werden (i.e. das Stoppen von jeglicher enzymatischer Aktivitat) und bei
niedrigen Temperaturengelagert werden (22)(23). Das am haufigsten zum Quenchen
eingesetzte  Protokoll ist das Schnellgefrieren in flissigem Stickstoff (23). Die
Gefriertemperatur hangt von der analysierten biologischen Probe und der Lagerzeit ab.
Die Blutproben kénnen bis zu einer Woche bei einer Temperatur von 20°C gelagert
werden, wahrend Urinproben bei dieser Temperatur bis zu 6 Monate gelagert werden
konnen (23). Uber einen langeren Zeitraum (bis zu 5 Jahren) werden Blut- und
Urinproben bei einer Temperatur von 80°C gelagert (23). Um die Metabolomabdeckung
erhdéhen zu kénnen, werden Metaboliten im Gegensatz zu Genomik und Proteomik mit
einer Vielzahl von Analysetechnologien untersucht (15). Am haufigsten verwendeten
Methoden zu Identifizierung und Quantifizierung von Metaboliten sind Kernspinresonanz
(NMR)-Spektroskopie und Massenspektrometrie (MS), wobei die MS haufig mit
chromatographischen Techniken, wie Flissigkeits-(LC-MS) und Gaschromatographie
(GC-MS) gekoppelt wird (15).
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Die daraus erhaltenen Daten werden verarbeitet, um die analysierten Verbindungen

identifizieren zu kénnen. Danach werden mehrere statistische Test durchgefuhrt, um die

Unterschiede zwischen den Proben, sowie den analysierenden Gruppen zu ermitteln (21).

Zu den statistischen Methoden z&hlen univariate und multivariate Analysen. ANOVA

(Varianzanalyse) und t-Test gehodren zu unvariaten Analysemethoden, die haufig

verwendet werden. Die multivariate Analysemethode umfasst Hauptkomponentenanalyse
(PCA) und partielle Kleinste-Quadrate-Diskriminanzanalyse (PLS-DA) (24). Schlieflich
werden die Daten mit Hilfe von Visualisierungstools in einen biologischen Kontext gestellt.

Mit den gewonnenen Daten wird versucht, die Antworten auf die Forschungsfragen zu

erhalten und neue Leitlinien fur die zukinftige Forschungen zu setzen. Dabei werden

verschiedene Softwaretools und Datenbanken verwendet, wie LIPID MAPS (25)(26).
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Der Einsatz der Metabolomik ist weit verbreitet in der mikrobiellen, pflanzlichen sowie
humanen Biochemie, Lebensmittelkontrolle, Toxikologie, Medizin, Arzneimittelforschung
und der Entdeckung neuer praklinischer Biomarker flr verschiedene Krankheiten wie
Diabetes Mellitus, Prostatakrebsprogression und Alzheimer (15). Obwohl die Metabolomik
ein breites Anwendungsspektrum hat, wird sie immer haufiger in der klinischen Praxis
eingesetzt. Metaboliten dienen als Biomarker fur physiologische, biochemische und
pathologische Reaktionen und mit ihrer Hilfe lasst sich das Zusammenspiel verschiedener
Signalwege in der Zelle erkennen. Anhand von Metaboliten kann man den allgemeinen
Zustand eines Organismus erblicken. Daher ist das Hauptziel der Metabolomik, neben
dem Verstandnis der Signalwege im Korper, diagnostische Biomarker zu entdecken, die
der Diagnose, Prognose und als Pradiktoren fir die Entwicklung vieler Krankheiten dienen
(27).

2.1.2. Lipidomik

Lipidomik ist ein Teilgebiet der Metabolomik (16)(28) und stellt per Definition "eine
vollstdndige Charakterisierung von Lipidmolekilspezies und ihrer biologischen Rolle in
Bezug auf die Expression von Proteinen, die am Lipidstoffwechsel und ihrer Funktion
beteiligt sind, einschliellich Genregulation" (29). Das Lipidom umfasst die ganze Lipid-
Summe innerhalb eines biologischen Systems. Lipide sind per Definition "hydrophobe
oder amphipathische Molekille, die ganz oder teilweise durch Kondensation von
Thioestern auf Carbanionbasis und/oder durch Kondensation von Isopreneinheiten auf
Carbokationenbasis entstehen" (30). Die LIPID MAPS®-Strukturdatenbank enthalt ab
Dezember 2020 mehr als 45.000 Lipidstrukturen (31). Lipide kommen in menschlichen
Organismus ubiquitdr vor und stellen eine wichtige Klasse von Biomolekilen dar (32).
Diese kleine Biomolekille bestehen aus einem hydrophoben Teil, der in polaren
Ldsungsmitteln nicht gut léslich ist und aus einen hydrophilen Teil, der in polaren
Ldsungsmitteln gute Loslichkeit zeigt (30). Lipide besitzen zahlreiche fundamentale
Funktionen und sind in vielen zellularen Prozessen involviert (33). Sie dienen als
Energiespeicher, Bausteine der Zellmembranen und als Hormonvorlaufer (33). Eine
weitere Aufgabe der Lipiden ist, dass die als Mediatoren den Zellsignalwegen fungieren
und die Regulierungskaskaden verstarken (33). Die Mdglichkeit der Identifizierung und
Quantifizerung von Lipiden ist fur die medizinische Forschung von grol3er Bedeutung.
Infolge hoher Sensitivitdt und Spezifitat eignet sich die Massenspektrometrie (MS) als

etablierte Methode fur die Lipidomik-Forschung.
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Ein gestorter Fettstoffwechsel kann zur Entwicklung von chronischen sowie akuten
Erkrankungen fihren, wie z.B. Diabetes Mellitus, Arteriosklerose, Fettlebigkeit, Herz-
Kreislauf-, neurologische, hepatologische Erkrankungen und letztendlich auch die
Krebsentstehung verursachen (34). Daher wurde eine neue Disziplin namens Lipidomik
etabliert, die sich mit der Erforschung von Lipiden beschaftigt.

2.1.3. Eikosanoide

Eikosanoide sind biologisch aktive Lipidderivate, die von Arachidonséure sowie mehrfach
ungesattigten Fettsauren (PUFAs) abgeleitet sind (35). Diese Signalmolekille steuern
zahlreiche homdostatische und entzindliche Prozesse, die mit vielen Krankheiten in
Verbindung gebracht werden (35). Arachidonsdure (AA) fungiert als Vorlaufer der
Eikosanoidsynthese. Der menschliche Kérper ist nicht in der Lage AA zu produzieren,
sondern sie wird exogen durch Lebensmittel wie Eier, Tunfisch, Lachs und Fleisch
aufgenommen oder endogen aus der Linolsaure synthetisiert (36). Die endogene
Freisetzung findet mit Hilfe des Enzyms-Phospholipase-A2-Superfamilie (36). AA liegt im
menschlichen Kdrper nicht in freier Form, sondern in der sn-2-Position auf dem Glycerol-
Ruckgrat von Phospholipiden in Zellmembranen vor. Wenn es zu einer Stimulation der
Zellmembran kommt, werden sn-2-Fettsauren durch die Phospholipase A2 (PLA2) aus
Phospholipiden freigesetzt. Phospholipase A2-Enzyme kdnnen in 5 Typen eingeteilt
werden: sezernierte PLA2 (sPLA2), zytosolische PLA2 (cPLA2), kalziumunabhangige
PLA2, lysosomale PLA2 sowie Plattchen-aktivierender Faktor Acetylhydrolase (37).
Zytosolische Calcium-abhangige PLA2 (cPLA2), zytosolische Calcium-unabhangige PLA2
(iPLA2) und sezernierte PLA2 (sPLA2) sind drei Mitglieder der PLA2-Familie, die an der
Eikosanoid-Biosynthese am meisten beteiligt sind (35). iPLAist ein Enzym, das fur die
meisten  taglichen Zellfunktionen verantwortlich ist, insbesondere fir die
Membranhomooéstase (35). Im Gegensatz zu iPLA, ist cPLA2 wahrend der Homodostase
inaktiv und wird durch die Entziindungsreaktionen lber verschiedene Rezeptoren initiiert.
Initiierte cPLA fuhrt zur Hydrolyse der Arachidonsaurehaltigen-Phospholipiden und unter
anderem zur Eikosanoid-Bildung (35). sPLA2 stellt ein Enzym dar, das in der Lage ist, die
Funktion von cPLA2 zu verbessern und die Dauer erhohter Spiegel an freien Fettsauren

sowie Arachidonsaure zu kontrollieren (35).
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Neben Arachidonséure gibt es andere Vorlaufer der Eikosanoid-Boisynthese wie Dihomo-
y-Linolensaure (DGLA), die von w6 abgeleiteten PUFAs hergestellt ist, sowie
Eicosapentaensaure (EPA) und Docosapentaensaure (DPA), die von w3 abgeleiteten
PUFAs stammen (35). Durch die Oxidation von AA und verwandten PUFAs mit Hilfe der
Enzyme Cyclooxygenase (COX), Lipoxygenase (LOX), Cytochrom P450 (CYP) oder auch
nicht-enzymatische Oxidation werden Eikosanoide hergestellt (35). Mit Hilfe der Enzyme
COX-I und COX-Il werden Prostacycline, Prostaglandine, sowie Thromboxane gebildet.
COX-I befindet sich in allen Geweben, die fur Lipopolysaccharid-induzierte Entziindungen
anfallig sind (36). Thromboxan A2 (TXA2) und Prostaglandine (PGs) werden durch COX-I
gebildet und sind fir die Immuniuberwachung zusténdig (36). COX-Il ist in Endothelzellen
und Makrophagen vorhanden und seine Hauptmetaboliten sind Prostaglandin E2
(PGE2), PGD2, PGI2 und PGF2a, die fir Schmerzempfindung, die Regulation des
Gefaldtonus, sowie der Entstehung von Krebs und Neurodegeneration verantwortlich sind
(36). Zu den vier Lipoxygenasen, die fur die Eikosanoid-Bildung verantwortlich sind,
gehdren 5-LOX, 8-LOX, 12-LOX wund 15-LOX, die an Produktion von 5-
Hydroperoxyicosatetraensaure (5-HPETE), 5-Hydroxyicosatetraensdure (5-HETE), 5-
Oxo-Eicosatetraensaure (5-Oxo-ETE), sowie zahlreichen Leukotrienen, Lipoxinen und
Hydroxyeicosatetraensauren (HETEs) beteiligt sind (36). Die zwei Enzyme, die am
Metabolismus von CYP-450 teilnehmen, sind Epoxygenase und w-Hydroxylase und diese
sind fur die Bildung von Epoxy-Eicosatriensduren (EETs) sowie Hydroxy-

Eicosatetraensauren (HETES) berechtigt (36).

Anandamide sowie Endocannabinoide werden in reversiblen Reaktionen durch die
Einwirkung von Fettsdureamidhydrolase (FAAH) erzeugt (36). Die Eikosanoid-
Biosynthese kann auch durch nicht-enzymatische-Wege erfolgen. Oxidativer Stress kann
zur Bildung von freien Radikalen (ROS) und reaktiven Stickstoffspezies (RNS) fiihren,
was zur Bildung von Isoprostan und Nitroeicosatetraensaure fiihrt (36). Eikosanoide, die

auf diesem Weg gebildet werden, kénnen auch zu einer COX-I-Hemmung flhren (36).

Eikosanoide stellen biologisch aktive Lipidmediatoren dar, die in der Lage sind,
entziindliche Prozesse im Korper zu verstarken oder zu minimieren. Ungleichgewichte in
der Eikosanoidsynthese kénnen chronische Entziindungen verursachen, die als Folge

abnormale Immunfunktionen vorantreiben (38).
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Entzindliche Prozesse kbonnen das Fortschreiten verschiedener Krankheiten,
einschliel3lich Diabetes, verursachen und zur Schaden an verschiedenen Organen wie
den Augen, Nieren, Nerven- und Herz-Kreislauf-System fihren (38). Bei Diabetes hangt
das Ausmall der Entzindung mit dem H&amoglobin-Al-Spiegel zusammen. Eine
Dysfunktion der Glykogensynthese und Glukogeonese in der Leber ist mit erh6htem
PGE2-Spiegel verbunden (38).

2.2. Der menschliche Tranenfilm

Der Tranenfilm stellt eine wassrige Phase dar und besitzt eine komplexe Struktur (39). Er
hat eine wichtige Funktion bei der Befeuchtung der Augenoberflache, der
Aufrechterhaltung der Gesundheit von Bindehaut und Hornhaut sowie der Stimulierung
der Wundheilung nach einer Verletzung (40). Zusatzlich schitzt der Tranenfilm das
Oberflachenepithel des Auges von verschiedenen Umwelteinfliissen, wie Allergenen,
Mikroben, Schadstoffen, als auch von Umweltbedingungen wie schnelle Luftbewegungen
durch Innenraumluftbehandlung oder niedrige Luftfeuchtigkeit (39). Der Tranenfilm wird in
drei unterschiedliche Schichten klassifiziert (siehe Abbildung 4). Die erste Schicht stellt
ein Mucinschicht dar, der auf der Hornhautoberflache liegt und 2,5-5 um dick ist (41). Die
Hauptbestandteile des Mucinschichtes sind zuckerreiche gykosylierte Proteine, die im
Epithel enthalten sind (41). Die Mucine besitzen gelartige Struktur und tragen zur
Unterstitzung der Wasserausbreitung nach dem Lidschlag bei (41). Die zweite Schicht ist
die wassrige Schicht, die ca. 4 um dick ist (41). Sie besteht aus zahlreichen
wasserloslichen und wasserunloslichen Komponenten. Dazu zadhlen verschiedenen
Proteine, wie Tranenlipocalin und Lysozym, Peptiden, Elektrolyten, sowie
niedermolekularen Metaboliten (Kreatin, Epinephrin, Harnstoff, Aminosauren, Cholesterin)
(41)(42). Die Hauptfunktion dieser Schicht ist die Gewahrleistung einer optisch glatten
Oberflache, die fir Lichtreflexion ndtig ist. Die dritte Schicht stellt eine dinne Lipidschicht
(TFLL) dar. Es fungiert als eine Grenzschicht zwischen dem Tranenfilm und der auf3eren
Umgebung. |hre Hauptfunktion ist die Verringerung der Oberflichenspannung des
Tranenfilms, wodurch der Tranenfilm an der Hornhautoberflache stabilisiert wird (41). In

der TFLL sind Lipide mehrschichtig organisiert.
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TFLL besteht aus einer dickeren Schicht, die unpolaren hydrophoben Lipiden enthélt und
aus einer dinnen Unterschicht, die wiederrum aus polaren amphiphilen Lipiden aufgebaut
ist. Die mittlere Gesamtdicke der TFLL ist 42 nm, wéhrend die Dicke der unpolaren Phase
33-40 nm und der polaren Phase 2-9 nm betragt (41). Daraus kann geschlossen werden,
dass die Dicke der unpolaren Phase 80 % der Gesamtdicke ausmacht (41). TFLL hat eine
wichtige Funktion bei der Verzégerung der Wasserverdunstung und zur Vorbeugung des
Uberlaufens der Tranen an den Lidrandern (41).
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Abbildung 3: Die Struktur des menschlichen Trannenfilms (41)

2.2.1. Tranenproduktion

Tranen spielen eine ganz wichtige Rolle fur die Augenschutz- und Schmierfunktion (39).
Die Regulation von Tranenproduktion und Verteilung erfolgt anhand von
Tranenfunktionseinheit (Lacrimal Functional Unit = LFU) (39). LFU ist komplex aufgebaut
und besteht aus den Tranensekretionsdrisen (Bindehautbecherzellen, Meibom-Driisen),
den Augenlider, dem Oberflachenepithel, der ableitenden Tranenflusssystem, dem
Drisen- und Schleimhaut-Immunsystem und den sensorischen und motorischen Nerven
(39)(43). LFU besitzt eine wesentliche Funktion bei der Tranensekretion und der
Tranenfilmbildung und bewahrt eine gesunde Physiologie der Augenoberflache (43). Ein
gestorter Betrieb einer Komponente der LFU fiihrt zum Syndrom des trockenen Auges
(DED).
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Die Hauptursachen fur die Entstehung von DED sind meistens Tranenhyperosmolaritat
und Tranenfilminstabilitat, die durch LFU oder durch eine Dysfunktion der
Augenoberflache hervorgerufen werden (43). Eine Hyperglykdmie, bei der es sich um
einen erhéhten Blutzuckerspiegel handelt, kann auch zur Dysfunktion der LFU fuhren.
Dementsprechend kénnen eine mangelhafte Tranenproduktion oder Gbermafliiger
Tranenverlust auftreten. AulRerdem konnen die Anomalien beim Blinzeln oder
Veranderungen in der Zusammensetzung des Tréanenfilms entstehen (43). Sowohl die
Typ |, als auch Typ Il erkrankte Diabetes Mellitus (DM)-Patienten sind anfélliger fir die
Entwicklung von LFU Dysfunktionen. DM kann zur Entstehung von
Hornhautepithelanomalien fihren, welche wiederum LFU-Dysfunktionen verursachen. Die
Hornhautkomplikationen, die durch Hyperglykamie hervorgerufen werden, schlie3en
Hornhauterosionen, Epitheldefekte, punktférmige Keratophatie, sowie tropische

Geschwire ein (43).

2.3. Diabetes Melitus

Diabetes Mellitus (DM) gehort zur Gruppe der Stoffwechselerkrankungen, die durch
Hyperglykamie beschrieben sind (44). DM wird durch die Stérung der Insulinsekretion, der
Insulinwirkung oder Kombination beider Faktoren verursacht (44). Chronische DM
Erkrankung fihrt zu Langzeitschdden, Funktionsstérungen sowie Versagen
verschiedenen Organen, vor allem Augen, Herz, Blutgeféa3e und Nieren (44). Die
Haupteinteilung von DM erfolgt in Typ-1-DM (T1DM) und Typ-II-DM (T2DM).

T1DM ist eine endokrine Autoimmunerkrankung, die durch Disfunktion der [3-Zellen
verursacht wird (45). R-Zellen sind Insulin produzierenden Zellen des Pankreas, die das
Insulin sezernieren und ins Blut ausschitten und ihre Fehlfunktion fohrt zu einem
vollstdndigen Insulinmangel (45). Bei der T1DM spielt die Insulinresistenz kaum eine
Rolle. Diese Art von Diabetes betrifft am haufigsten Kinder, Jugendliche sowie junge
Erwachsene (45). Die haufigsten Symptome sind Gewichtsverlust, Leistungsminderung
und Polyurie (vermehrte Harnausscheidung) (45). Die T1DM-Patienten sind meist
normalgewichtig und besitzen aufgrund der mangelhafte Insulinproduktion eine
ausgepragte Ketoseneigung (45). Insulin wird ein Leben lang als Therapie fiir diese Art

von Diabetes eingesetzt.
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T2DM wird durch R-Zell-Dysfunktion und Insulinresistenz der peripheren Zielgewebes
verursacht (45). Eine Reihe von Faktoren, wie genetische Disposition und der Lebensstil,
beeinflussen die Entstehung von T2DM. Der spezifische Lebensstil von Diabetespatienten
spiegelt sich in der Uberernahung, dem Mangel an korperlicher Bewegung sowie der
Adipositas (45). 80-90 % der T2DM-Patienten sind adipos (45). Die Interaktion des
zetralen Fettgewebes mit anderen Insulinzielgeweben beeinflusst die Signaltransduktion
von Insulinrezeptoren (45). Als Folge kommt es zu einer unzureichenden Insulinwirkung
am peripheren Zielgewebe, sogenannten Insulinresistenz (45). Die Hyperglykamie,
erhdhtes Korpergewicht sowie kdrperliche Inaktivitdt konnen die Insulinresistenz negativ
bewirken. Obwohl Insulinresistenz die Hauptursache fur T2DM ist, entwickeln 80 % der
adipdsen Menschen mit Insulinresistenz keinen Diabetes (45). Im Frihstadium des T2DM
tritt zun&chst eine Stdrung der Insulinsektretion auf, gefolgt von einer Hyperglyk&mie und
schlief3lich tritt eine Hyperinsulindmie auf (45). Wie bei T1DM, kommt es auch bei T2DM
zu einem Verlust der R-Zell-Masse (45). Bei der T2DM ist der B-Zell-Verlust deutlich
geringer als bei der TLDM und bei der T2DM kommt es nicht zur autoimune Destruktion
(45). Die Therapie des T2DM variiert je nach Krankheitsstadium, Korpergewicht, Alter und
anderen Erkrankungen des Patienten (46). 60 % der T2DM-Patienten werden mit oralen
Antidiabetika (OAD) behandelt, 14 % mit einer Kombination aus OAD und Insulin (45). Im
fortgeschrittenen Krankheitsstadium erfolgt die Behandlung ausschlieRlich mit dem
Insulin. Zu den haufig verwendeten OAD gehdrt Metformin. Seine Hauptwirkung berihrt
auf der Verringerung der Glucoseproduktion in der Leber (45). Au3erdem fiihrt Metformin
zu einer Abnahme der Insulinresistenz in der Muskulatur sowie zur Senkung des
glykiertes Hamoglobins (HbAlc) von 0,9-1,5 % (45). Aufgrund der auf geflihrten positiven
Wirkungen von Metformin, ist dieses Medikament die Wahl 1 flr die T2DM-Basistherapie.
Im Fall, wenn die Kombination aus 2-3 OAD kein Therapieerfolg mehr bringt, ist die
Insulintherapie erforderlich (45). Im Durschnitt tritt die Insulinpflichtigkeit nach 10 Jahren
der Erkrankung auf (45).

T2DM kann zu Veranderungen der BlutgefaRe im Auge fihren und auch die Netzhaut
schadigen, dies manifestiert sich als diabetische Retinopathie, die die Hauptursache fir
Erblindung bei Diabetes ist. 85 % der Diabetespatienten entwickeln nach 25 Jahren
Diabetes die Anzeichen der Retinopathie (45). Diabetische Retinopathie kann lange Zeit
unbemerkt bleiben, denn oft lber einen langeren Zeitraum keine Symptome erscheinen.
Daher sind regelmafiige Kontrollen beim Augenarzt fur die Friherkennung der Krankheit

sehr wichtig.
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Zu den haufigsten Symptomen zéhlen Leseschwierigkeiten, Verschwommensehen und
Farbsinnstérungen, wahrend in schweren Féllen die Erblindung auftreten kann (45). Jeder
dritte T2DM-Patient leidet an diabetischer Retinopathie. Die Diabetische Retinopathie
kann in eine nicht-proliferative Form mit mildem, maRigem oder schwerem Stadium und
eine proliferative Form unterteilt werden (45). Als Folge einer nicht proliferativen-
Retinopathie treten  Mikroaneurysmen, Netzhautblutung, Watteflecken, sowie
Lipidexsudate auf (47). Die diabetisches Makulabdem (DME), der die Ansammlung von
Flussigkeit in der zentralen neuralen Netzhaut darstellt, tritt als Folge der diabetischer
Retinopathie auf (47). DME zeichnet sich durch abnormale Netzhautverdickung, sowie
zystoide Bildung und ist somit eine der h&aufigsten Ursachen fur Sehverlust (47).
Zusatzlich haben Diabetes-Patienten ein erhohtes Risiko, das trockene Augen-Syndrom
zu entwickeln. DarUber hinaus besteht der Zusammenhang zwischen durch Diabetes
ausgeloste Augenveranderungen und der Entwicklung einer oberflachlichen Keratitis
Punctata sowie anhaltenden Epitheldefekten und rezidivierenden
Hornhauterosionssyndromen (48). Wie wir bereits wissen, bildet das Hornhautepithel die
erste Schicht des Auges und unterliegt einem standigen Verschleil3, weshalb es standig
regeneriert werden muss. Die Augenschmerzen und —rétungen kénnen durch Prozesse,
die die Geschwindigkeit der Epithelregeneration und Wundheilung beeinflussen, eintreten
(48).

2.3.1. Korrelation der DM mit DED

DM mit allen begleitender Komorbiditaten, wie z.B. chronische Hyperglykdmie,
verminderter Insulinspiegel und diabetische periphere Neuropathie stellt eine Gefahr fur
die Entstehung der DED dar (43). Diabetes filhrt zu histologischen Veranderungen in den
Tranendrisen und spielt somit eine Rolle bei der Entstehung des oxidativen Stresses bei
DED. Die insulinbedurftigen Patienten besitzen deutlich verminderte Reflextranen. Die
Tranen den Diabetikern haben im Vergleich zu nicht-Diabetikern einen hoéheren
Glukosespiegel, die zu erhohten Expression von AGE-Proteinen (fortschrittliche
Glykationsendprodukte) fuhrt (43). Diese AGE-modifizerte Proteine kdénnen daher als
Biomarker fir die DM-Diagnostik eingesetzt werden. Bei der Krankheitsentstehung von
DED spielen auch die Entzindung und Immunitat eine wesentliche Rolle. Eine
entziindliche Kaskade wird durch die Hyperglykamie ausgelést und diese initiiert

angeborene und adaptive Immunantworten der LFU (43).
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Dabei werden immun-inflammatorische Regulatoren aktiviert, wie z.B. Interferon-
Chemokine, Chemokinrezeptoren, Interleukin-17 und Zelladh&sionsmolekiile (43).
AuBerdem Iost die Hyperglykdmie die Hyperosmolaritdt des Tranenfilms aus, wobei an
der Augenaoberflache der Epithelzellen eine Hyperosmolaritat entwickelt wird und somit
eine entziindliche Kaskade stimuliert wird (43). An diesen entziindlichen Prozessen sind
auch MAP-Kinasen beteiligt (43).

2.4. Analytische Techniken

Die Hauptaufgabe der Metabolomik besteht darin, die Zusammensetzung Kkleiner
Molekule in biologischen Proben zu untersuchen, als auch ihre Konzentration in einer
bestimmten Probe, sowie ihre chemischen Eigenschaften zu bestimmen (15). Zu den am
haufigsten verwendeten Nachweismethoden gehéren Massenspektrometrie (MS) und
Kernspinresonanzspektroskopie (NMR). Mit Rucksicht auf die physikalisch-chemische
Eigenschaften, Grol3e, sowie Konzentration ist der dynamischen Bereich der Metaboliten
ziemlich hoch (15). Die Konzentrationbereichen variieren zwischen pikomolaren und
millimolaren Grolenordnungen, physikalisch-chemische Eigenschaften wie
Stereochemie, Polaritat, Hydrophobie, Stabilitit und pKa-Bereich kénnen sich stark
unterscheiden, die MetabolitgroRen kénnen im Bereich von ~ 100-1500 Da liegen (15).
Aufgrund des komplexen Aufbaus der biologischen Proben werden diese
Detektionsmethoden sehr haufig mit verschiedenen Chromatographie-Arten gekoppelt.

In der Metabolomik kommen meist  Flussigkeitschromatographie (LO),
Gaschromatographie (GC) und Kapillarelektrophorese (CE) zum Einsatz. Aus den
vertffentlichen Publikationen in PubMed kann geschlossen werden, dass seit 2005
haufiger MS als NMR als Nachweismethode eingesetzt wird (49). Obwohl es sich bei der
NMR-Spektroskopie um eine zerstérungsfreie Analyse handelt, besitzt die MS gewisse
Vorteile wie bessere Abdeckung der Gesamtmetaboloms, grof3ere Empfindlichkeit sowie
die Unterscheidung der Metabolite (49). In dieser Masterarbeit wurde mit LC-MS
gearbeitet, deswegen werden beide Analyseverfahren in den nachstehenden Kapiteln

erlautert.
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2.4.1. Flussigkeitschromatographie (LC)

Flissigkeitschromatographie (LC) stellt ein physikalisches Trennverfahren dar, bei dem
ein Stoffgemisch anhand unterschiedlichen Interaktionen der Probe mit einer
beweglichen, mobilen Phase und einer ruhenden, stationdren Phase aufgetrennt wird
(50). HPLC wird heutzutage als moderne Variante von LC verwendet und wird haufig mit
der MS gekoppelt. Friher war GC-MS die bevorzugte Methode flir die Auftrennung und
Identifizierung von Gemischen. Die Verwendung von GC-MS ist aufgrund bestimmter
Faktoren begrenzt, wie Probenvolatilitdt, die Bedingung, dass wassrige Proben extrahiert
werden mussen sowie thermischer Stabilitdt im GC-Ofen (51). Nicht volatile Proben
mussen derivatisiert werden, was einen zusatzlichen, zeitaufwendigen Schritt in der
Probenvorbereitung darstellt und dadurch auch den Durchsatz limitiert. Aufgrund der oben
genannten Einschrankungen ist LC-MS heutzutage die erste Wahl fur die Omics-Analyse.
Das LC-MS System besteht aus einem HPLC-Pumpensystem, Injektor und eine Saule,
die Uber einem ionisierenden Interface mit dem Massenspektrometer verbunden sind
(51).

2.4.1.1. Hochleistungsfllssigkeitschromatographie (HPLC)

HPLC wird seit den 1970er Jahren zur Trennung, Analyse und Reinigung chemischer
Verbindungen eingesetzt (51). Der Hauptteil des HPLC-Systems stellt die HPLC-Séaule
dar, in der die Trennung erfolgt. Dabei wird die mobile Phase durch einen Injektor auf die
Saule injiziert, wobei die Signale nach der Auftrennung vom Detektor registriert und
abschlielend von einem Computer ausgewertet werden (51). Basierend auf der
Dimension, dem chromatographischen Modus sowie der Anwendung kann die HPLC-
Saule auf verschiedene Arten kategorisiert werden. Die vier Hauptmodi von HPLC-Saulen
sind Normalphasenchromatographie (NPC), Umkehrphasenchromatographie (RPC),
lonenaustauschchromatographie (IEC) und GrolRenausschlusschromatographie (SEC),
wéhrend Hydrophobe-Interaktionschromatograpie (HIC) und Hydrophile-
Interaktionschromatographie (HILIC) zu den anderen spezialisierten Modi zahlen (50).
Konventionelle HPLC-Saule besitzt einen Innendurchmesser von 4,6 mm und typische
Flussraten fir die mobile Phase betragen 0,4-2 ml/min (52). Fir eine erfolgreiche
Trennung ist die Auswahl des geeigneten Packungsmaterials fir die Saule

ausschlaggebend.
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In der NPC ist die Verteilung auf der Adsorption des Analyten an der polaren stationaren
Phase basiert und wird am haufigsten fir unpolare Verbindungen verwendet (50). Als
stationdre Phase werden Kieselsaure oder Aluminiumoxid verwendet und als polare
Phase wird meist ein Gemisch aus 2 organischen Lésungsmitteln wie n-Hexan und 2-
Propanol verwendet (53). Der Nachteil dieser Art der Chromatographie ist die
Kontamination der polaren Oberflache, aber mit der Addition von polaren funktionellen
Gruppen wird dieses Problem minimiert. NPLC wird heute am haufigsten fir praparative
Zwecke und chirale Trennungen angewendet (50). Die meisten HPLC-Trennungen laufen
heutzutage nach der Umkehr-(=Reversed Phase, RP)-Methode ab (54). Im Gegensatz zu
NPC, erfolgt bei der RPC die Aufteilung der Analyten zwischen einer unpolaren
stationdren Phase und einer polaren mobilen Phase (50). Am haufigsten wird fir RPC
eine Mischung aus Acetonitril oder Methanol mit Wasser angewendet (50). Zu den am
haufigsten fur die RPC verwendeten stationdaren Phasengehoren: Kinetex C-18 (mit an
Silicatrager gebundenen Octadecylsiloxan), Kintex XB-C18 (mit an Silicatrager
gebundenen Diisobutyloctadecly) und Kinetex-C8 (Octylsiloxan gebundenes Silica) (55).
In der RPC eluieren zuerst polare Analyten, wahrend unpolare Analyten starker mit
stationdrer Phase interagieren und spater eluieren. Der Trennmechanismus beruht auf
den hydrophoben Wechselwirkungen von Analyten mit stationdren Phase (50). RPC hat
eine begrenzte Fahigkeit bei der Auftrennung polaren Analyten (54). Daher werden
andere Betriebsmodi, wie HILIC immer haufiger eingesetzt, um eine erfolgreiche Analyse
solcher Verbindungen zu erreichen. Bei der HILIC ist die stationdre Phase polar und als
mobile Phase werden hochorganische Verbindungen wie Acetonitril eingesetzt (54).
Lipophile Verbindungen interagieren nicht stark mit der stationdren Phase und eluieren
schnell. Polare Verbindungen werden zuriickgehalten und eluieren erst mit steigender
Wasserkonzentration. HILIC findet ihre Anwendung bei der Analyse von polaren

Metaboliten, wie beispielsweise Aminosauren (54)(56).

Durch den Austausch der HPLC-Saule mit 150 x 4.6 mm I.D., 5 pm durch die UHPLC-
Saule mit 50 x 2.1 mm I.D., 1.7 um wurde eine signifikant schnellere Analyse von Proben
unter identischen kinetischen Bedingungen ermdglicht (57). UHPLC-Gerate koénnen
Dricke von 1200 bis 1400 bar und Flussraten von 2-5 ml/min erreichen (57). Durch den
Einsatz von UHPLC-Geraten werden sowohl ultraschnelle als auch hochauflésende
Trennungen erzielt. AuBerdem wird der Verbrauch der Lésungsmittel reduziert und es ist
maglich die Saulen mit einer kleineren Partikelgrof3e von sub-2-um zu verwenden (57).

Der Aufbau des UHPLC-Systems ist in Abbildung 4 dargestelit.
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Abbildung 4: UHPLC-System bestehend aus Ldsungsmittelreservoir, Pumpensystem, Probeninjektor,
UPLC-Saule, Detektor und Computer (58)

2.4.2. Massenspektrometrie

In der Massenspektrometrie (MS) werden lonen aus untersuchten Substanzen erzeugt,
die anhand ihres Masse-zu-Ladungs-Verhdltnisses (m/z) getrennt und mittels eines
Detektors erfasst werden (59). Jedes Massenspektrometer ist nach einem Grundschema
aufgebaut und besteht aus einer lonenquelle, in der die lonisierung erfolgt, einem
Massenanalysator, indem die Separation stattfindet und einem Detektor, die unter

Hochvakuum operieren (59).
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2.4.2.1. Elektrosprayionisation (ESI)

Die Elektrosprayionisation (ESI) stellt die Methode der Wahl fur direkte Kopplung von
HPLC und MS dar (59)(60)(61)(62)(63). Die Kombination von ESI mit der HPLC und MS
bezeichnet eine empfindliche und robuste Technik, die in der Lage ist, ein breites
Spektrum von Molekilen in komplexen biologischen Proben zu untersuchen (64).
Ublicherweise werden polare Losungsmittel wie Wasser, Acetonitril oder Methanol fir den
ESI-MS Analysen eingesetzt (65). Die Infusionsraten kdnnen zwischen einem und
mehreren hundert pL/min betragen, wobei diese mit der LC kompatibel sind (66). ESI gilt
als eine sanfte lonisationstechnik, die den Transfer der lonen aus der Losung in die
Gasphase ermdglicht und fur die Analyse von grofRen und nichtflichtigen Molekilen
geeignet ist (67)(68)(69)(70)(71)(72). Die lonisation agiert bei atmospharischem Druck
(73). Um die Uberfithrung von Analyten aus der Losung in die Gasphase zu ermdglichen,
benétigt ESI elektrische Energie. Dieser Ubergang umfasst die Produktion geladener
Tropfchen, wiederholte Losungsmittelverdampfung sowie Trépfchenzerfall und zusatzlich
ein Mechanismus, durch den die lonen in die Gasphase Ubergehen (65). Bei der ESI wird
die Analytlosung mit einem fliichtigen Losungsmittel auf Konzentrationen von 10°-10*
verdiinnt (59). Die verdinnte Analytldsung wird durch die Spruhkapillare gepumpt, die auf
einem elektrischen Potenzial von 3-4 kV gehalten wird (59)(66). Dabei findet eine
elektrochemische Reaktion des Losungsmittels statt. Je nach Polaritat der Elektrode von
der Hochspannungskapillare liefern die Redoxreaktionen entweder positive oder negative
lonen in der Lésung. Auf der Oberflache sammeln sich Ladungen gleicher Art an, die
destabilisiert und unter dem Einfluss eines hohen elektrischen Feldes in einen Kegel
umgewandelt werden (65). Die resultierende Taylor-Kegel reprasentiert eine Zone hoher
Turbulenzen. Ein feiner Flissigkeitsstrahl wird von der Spitze in Richtung der beheizten
Kapillare bei hoher Feldstarke ausgestol3en (65). Dieser Strahl zerfallt in kleine Tropfchen
mit einem Radius von 1,5 ul (65). Durch die Coulomb-AbstoRung werden die Tropfchen
von einander getrennt und bewegen sich in Richtung der beheizten Kapillare. Im positiven
Modus entsteht ein positives Aerosol, im negativen Modus ein negatives Aerosol. Wenn
die Tropfchen den Raum zwischen der Sprihdrise und der beheizten Kapillare passieren,
kommt es zur Losungsmittelverdampfung, die durch Stickstoffstrom unterstiitzt wird.

Dabei nimmt die Tropfchengréf3e ab bis die Rayleigh-Grenze erreicht ist (65).
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Als Ergebnis tritt eine Coulomb-Spaltung auf und das Elterntropfchen zerféllt in mehrere
kleineren Tropfchen (siehe Abbildung 5). Die neu gebildeten Trépfchen sind nicht nur
kleiner, sondern haben auch ein hdheres Ladungs-Masse-Verhéltnis. Die Coulomb-
Explosion wiederholt sich und auf diese Weise entstehen immer kleinere Tropfchen,
folglich auch Nanotrdpfchen, aus denen das Analytmolekil gebildet wird (65). Es gibt zwei
Mechanismen zur Bildung des Analytsmolekils und zwar CRM (Geladen-
Ruckstandsmodell) und IEM (lonenverdampfungsmodell) (65). Die geladene, gasformige
Analytmolekile gelangen abschliel3end in das Massenspektrometer.

Analyte molecule Solvent Coulomb Naked charged
evaporation fission analyte

Spraying nozzle + l
+(o)+ I
J, X v, l @ s .
AN 1@+ — ++@+ —! +..+
= HOL *
T+ RS
Chiggt‘dlpﬂrfﬂt T Charged progeny
roplet .
Charged droplet at droplets
Taylor cone the Rayleigh limit
e Power supply —

Abbildung 5: Schematische Darstellung von ESI (65)

2.4.2.2. Q Exactive HF

Die Q Exactive HF stellt die Kombination aus einem Vorfilter, Hochleistung-Quadrupol-
Massenfilter und einem Ultrahochfeld-Orbitrap-Analysator dar (74). Der Vorfilter, der aus
einem Stacked-Ring-lonenleiter (S-Lens) und einem Injektions-Flatapole aufgebaut ist,
verhindert, dass die unerwiinschte lonen in das System eindringen und erhéht somit die
Robustheit des Systems (74).
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Die Q Exactive HF Aufbau ist in Abbildung 6 dargestellt und besteht aus folgenden Teilen:
einer Atmospharendruck-lonen quelle (APIl) zum Beispiel ESI, S-Lens, einem Advanced
Active Beam Guide (AABG), der aus dem Injektion- und Bent-Flatapole besteht, einem
Quadrupole-Massenfilter mit Advanced Quadrupole Technology (AQT), einer C-Trap,
einer Higher Energy Collisional Dissociation (HCD) Zelle und einem Orbitrap

Massenanalysator (75).

HyperQuad Mass Filter with Advanced  pgyanced Active

HCD Cell C-Trap Quadrupole Technelogy (AQT) Beam Guide
: I (AABG)
(IH RN —
1 ~
I I- -I.I

|

S-Lens

Ultra High Field Orbitrap

M f Mass Analyzer

k4

Abbildung 6: Aufbau von Q Exactive HF (76)

Die gebildeten lonen gelangen durch eine Transferrdhre zur S-Lens und danach werden
sie Uber den Injektion-Flatapole in den Bent-Flatapole geflihrt (siehe Abbildung 7). Der
Bent-Flatapole besteht aus zwei Staben, zwischen denen sich 2 mm grof3e Licke
befinden (75). Er dient dazu, dass ungeladene Teilchen nicht abgeleitet werden kénnen
und somit nicht weiter in das Gerat transportiert werden. Im Bent-Fatapole findet die
Kollisionskiihlung statt, wonach die lonen mithilfe einer Linse in einen hyperbolischen

Quadrupol tbertragen werden.
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Abbildung 7: Detaillierter Aufbau von Q Exactive HF. Diese Anlage basiert auf der Q Exactive Serie
und besteht aus einem Advanced Active Beam Guide (AABG), das aus einem Injektions-Flatapol (A),
gebogenen Flatapol (B) aufgebaut ist, und einem segmentierten Quadrupol (C) (74).

In dem Quadrupol kdnnen die lonen bis zu einer Isolationsbreite von 0,4 Th bei m/z 400
isoliert werden (75). Ein linearer Quadrupol-Massenanalysator ist aus vier zylindrisch
geformten Stabelektroden aufgebaut, wie in der Abbildung 8 dargestellt ist (59)(77).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung eines linearen Quadrupol-Massenanalysators (59)
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Die Stabelektroden sind quadratisch angeordnet und erstrecken sich in z-Richtung (59).
Das positive und negative Pontenzial werden an den Elektroden angelegt, wobei zwei
gegeniberliegenden Elektroden das gleiche Potenzial besitzen, das sich aus einer
Gleichspannung (DC) und einer Radiofrequenz-(RF)-Spannung zusammensetzt (59). Die
Gesamtbewegung der lonen kann auf einer stabilen Trajektorie ablaufen, wobei nur die
lonen mit einem gewissen m/z-Wert den Quadrupol passieren kénnen (59). Diese werden
durch den Quadrupol geleitet und zum Schluss vom Detektor erfasst. Die lonen mit nicht
bevorzugten m/z-Werten werden neutralisiert und erreichen den Detektor oder in diesem
Fall die C-Trap nicht. Die lonen werden dann mithilfe eines kurzen Oktapols in die C-Trap
gebracht. In der C-Trap kénnen lonen gespeichert und akkumuliert werden und von dort
orthogonal in die Orbitrap befoérdert. Je nach RF-Spannung werden die lonen mit
spezifischen m/z geschleudert (MS1) Scan. Aber die lonen kénnen auch in die HCD-Zelle
gelangen, die sich neben der C-Trap befindet. In der HCD-Zelle werden Precursor
selektiert und fragmentiert. Aus der HCD-Zelle kdnnen Fragmente wieder in die C-Trap
Ubertragen und dort akkumuliert und wieder orthogonal in die Orbitrap beférdert (MS2)
(75). Die Spezifitat des Orbitrap-Massenanalysators spiegelt sich in der akkuraten Masse
und im hohen Aufldsungsvermédgen wieder, wobei die Hohe beider Parameter vom
Orbitap-Modell abhangt (77). Das Orbitrap-Massenanalysator besteht aus einer auf3eren
tonnenartigen und einer zentralen spindelartigen Elektrode (77). Wahrend des Einleitens
der lonen aus der C-Trap wird das elektrische Feld in dem Orbitrap erhdht und die
lonenwolken werden in Richtung des Zentrums des Orbitrap-Massenanalysators
komprimiert (77). Dabei bewegen sich die lonen um die Zentralelektrode und fihren die
Schwingungen aus (77). Diese Schwingungen werden durch die Elektroden erfasst, wobei
die Frequenz durch die Fourier-Transformation aufgezeichnet wird (77). Mit Hilfe der

Frequenz werden m/z und die Haufigkeit der lonen berechnet.
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2.4.3. CompoundDiscoverer™

Thermo Scientific ™Compound Discoverer™ ist eine Software fir die Metabolomik-
Datenanalyse. Diese Software dient dazu, anhand von Bibliotheken, Datenbanken, sowie
statistischen Analysen, die Unterschiede zwischen Proben zu erkennen und die
biologischen Muster aufzuklaren (78)(79). Die Datenbanken und online Bibliotheken, die
Compound Discoverer™ verwendet, um biologische Stoffwechselwege zu verstehen, sind
Thermo Scientific™ Metabolika™, mzCloud, Chemspider, KEGG- und BioCyc-
Datenbanken (79). Die Datenverarbeitung wird in dieser Software durch einstellbare
Arbeitsablaufe ermoglicht.

2.4.4. Skyline

Skyline ist ein Softwaretool, die seit 2009 fur den MS-Proteomik-Workflow verwendet
wurde und erwies sich als zuverlassig fur SRM-MS-Analysen (80). Mithilfe von Skyline ist
es mdoglich, Daten zu analysieren, die mit zielgerichteten Methoden wie SRM und PRM

sowie mit Nicht-Target-Methoden erhoben wurden (80).

2.4.5. Perseus

Perseus ist eine Software fir die Analyse von quantitativen Omics-Daten. Mit dieser
Software werden statistische Analysen zwischen gesunden und erkrankten Patienten
erhoben, auf deren Grundlage relevante Schlussfolgerungen gezogen werden kénnen.
Diese Analysen umfassen unter anderem PCA, hierarchische Gruppierung aller Proben
und Multi-Scatter-Plots (81).
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3.Materialien und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Material

10 pl G graduierte Spitzen (TipOne)

200 pl und 1000 pl Spitzen (Greiner Bio-One)

Eppendorf Sicherheits-ReaktionsgefalRe 0.5 ml (Polypropylen)
Eppendorf Reaktionsgefald 1.5 ml (Polypropylen)

Falkenrohr 15 ml (konisches Polyropylenrdrchen mit hoher Klarheit)
Falkenrohr 50 ml (konisches Polyropylenrérchen mit hoher Klarheit)
Glass Vials, 8 ml (Scherf Prazision Europa GmbH)

Glass Vials, N9, 1.5 ml, Gewindehals (Macherey-Nagel)

Kinetex LC-S&ule (2.6 pm XB-C18;100 x 2.1 mm; 100 A)
Plastikbeutel (VWR Chemicals)

Schraubenkappen, Butyl/PTFE, (Kimble)

Schraubenkappen, Mittelloch, PTFE (Macherey-Nagel)

Schirmer Plus-Teststreifen fur Schirmer-Test (Grecis, Frankreich)
Set von Gilson Pipetman Pipetten (10 pL, 20uL, 100 pL, 200uL, 1000uL)

3.1.2. Reagenzien

o
o
o
o

Y/
0.0

Acetonitril HiPerSolv Chromanorm, LC-MS Grade (VWR Chemicals, Deutschland)
Ameisensaure, LC-MS Grade (VWR Chemicals, Deutschland)

Methanol, LC-MS Grade (Honeywell International Inc., USA)

Wasser, LC-MS Grade (VWR Chemicals, Deutschland)

N.-Gas
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3.1.3. Standards

Tabelle 1: Interne Standards fur Metaboliten und Lipiden (82)

Interne Standards Abkiirzung clpg/ul] Herstellungs-
Unternehmen
Caffeine-trimethyl-D9 CF-D9 1
Metaboliten N-acetyl-tryptophan 1 Sanova Pharma
15S-Hydroxyeicosatetraensaure-D8 HETE-D8 6.67
12S- Hydroxyeicosatetraensaure-D8 HETE-D8 6.67
Lipide 5-Oxo-Eicosatetraensaure-D7 5-0x0-ETE-D7 20
Prostaglandin E2-D4 PGE2-D4 13.33 Cayman Europe
20- Hydroxyeicosatetraensaure-D6 20-HETE-D6 6.67 (Tallinn, Estland)
11,12-Dihydroxy-5,8,14-eicosatriensaure-D11 11,12-DiHETre-D11 6.67

3.1.4. Instrumenten

72
0‘0

Y/
°

Y/
°
Y/
°
Y/
°

Y/
0.0

Duo Plus Paket mit miVac Duo, miVac Duo Pumpe and miVac Speed Trap (Gene-

vac SP Scientific)

Q Exactive HF Hybrid Quadrupole-Orbitrap Massenspektrometer (Thermo Scien-

tific)

Thermomixer Comfort 1.5 mL (Eppendorf)
Vanquish UHPLC System (Thermo Scientific)
Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Inc.)
Zentrifuge 5424 (Eppendorf)

3.1.5. Software

R/
0.0

R/
0.0

R/
0.0

Compound Discoverer 3.1 (Thermo Scientific)
Skyline 21.1 (Mac Coss Lab)
Perseus 1.6.6.0 (Max Plank)
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3.2. Methoden

Die Tranenproben wurden im Allgemeinen Krankenhaus der Stadt Wien (AKH) von
gesunden Probanden und T2DM-Patienten genommen. Die Tranen wurden auf das
Vorhandensein von Eikosanoiden und Metaboliten untersucht. Um so viele dieser
Molekile wie moglich zu identifizieren, wurde ein ungezieltes Screening durchgefihrt. Die

Proben wurden von beiden Augen entnommen und analysiert.

Die Auftrennung und Messung der Analyten erfolgten mittels UHPLC, die an die Q
Exactive HF gekoppelt war. Dabei wurde fiir die UHPLC-Analyse eine Reversed-Phase-
Saule verwendet. Als lonisierungsquelle fur positive und negative lonisation wurde eine
ESI-Quelle eingesetzt, wobei der Nachweis des Analyten anhand ihres Masse-zu-Ladung-

Verhaltnisses mit dem Orbitrap-Massenanalysator erfolgte.

Mithilfe von Fragmentierungsspektren wurden die nachgewiesenen Verbindungen
identifiziert und zusatzlich manuell Uberpruft. Zur Kontrolle wurden die Datenbanken

verwendet. AbschlieRBend erfolgte Quantifizierung und statistische Datenverarbeitung.

3.2.1. Klinische Studien

Im AKH wurden zwei Studien in der Abteilung fur Klinische-Pharmakologie durchgefiihrt:
"Diagnostische-Augentropfen” sowie "Diabetes Type Il Sauerstoff Extraktion" (siehe Tabelle
2). Alle Probanden erteilten ihr schriftliches Einverstéandnis zur Teilnahme an diesen
Studien und alle durchgefiihrten Experimente wurden von der Ethikkomission der
Medizinischen Universitat Wien genehmigt. In der Tabelle 3 sind T2DM-Patienten, deren

Status und Medikation aufgelistet.

35



Tabelle 2: Uberblick tiber zwei verschiedene Studien wahrend dieser Masterarbeit

Name der Studie Beschreibung

» Wirkung diagnostischer Augentropfen auf die
. . Tranenfilmdicke

Diagnostische-Augentropfen
» Einmalige Gabe

» Gesunde Teilnehmer

) _ » Wirkung von DM auf den retinalen Blutfluss
Diabetes Type Il Sauerstoff Extraktion
und den Sauerstoffverbrauch

> T2DM-Patienten

+ Diagnostische Augentropfen

Da die Augentropfen (Novain®, Minims Oxybuprocaine Hydrochloride®, Thilorbin® und
Minims®) fur verschiedene Untersuchungen und chirurgische Eingriffe essenziell sind,
wurde ihre Wirkung nach einmaliger Gabe bei gesunden Patienten auf die
Tranenfilmdicke untersucht. Insgesamt wurden 20 gesunde Personen flr diese Studie
rekrutiert. Fur diese Studie waren bis zu funf Besuche erforderlich. Dies beinhaltete eine
einstindige Voruntersuchung und vier Studientage von jeweils ungefahr fiinf Stunden. Die
Voruntersuchung beinhaltet die Erhebung personenbezogener Daten (darunter Alter:
2416, BMI: 2216 und Geschlecht), Ermittlung ihrer Krankengeschichte (inklusive
Allergien), Schwangerschaftstest bei Frauen, sowie detaillierte Augenuntersuchung beider
Augen. Visite zwei beinhaltete den Schwangerschaftstest bei Frauen, Messung der
Tranenfilmdicke mittels Optische-Koharenztomographie, Messungen der
Lipidschichtdicke, Sensibilitdtsmessung der Hornhaut, Augenuntersuchung und Schirmer-
Test-I.
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+ Diabetes Type Il Sauerstoff Extraktion

Diese Studie umfasste die Messung des totalen retinalen Blutflusses, sowie der
Sauerstoffextraktion bei T2DM-Patienten. DM kann diabetische Retinopathie verursachen
und dies kann Auswirkungen auf den Blutfluss der Netzhaut (retinalen Blutfluss) und den
Sauerstoffverbrauch (Sauerstoffextraktion) im Auge haben. Insgesamt wurden im Zuge
meiner Masterarbeit 8 T2DM-Patienten untersucht. Die Voruntersuchung inkludierte die
Erhebung personenbezogener Daten (darunter Alter: 64+9, BMI: 3244 und Geschlecht),
Ermittlung ihrer Krankengeschichte, Schwangerschaftstest bei Frauen, Messung des
Blutdrucks und Puls, Blutabnahme zur Bestimmung des Langzeitzuckers (HbAlc), des
Blutzuckerwertes und des Blutfarbstoffes (Ham), detaillierte Augenuntersuchung beider
Augen inklusive Sehtest. Der Studientag inkludierte Schwangerschaftstest bei Frauen,
Elektroretinogramm, Verabreichung von Mydriatikum (pupillenerweiternde Augentropfen),
Bestimmung des Blutzuckerwertes, Sauerstoffsattigung des Blutes mittels Stiches im
Ohrlappchen, Messung der Durchblutung der Netzhaut, Sauerstoffsattigung und

Nervenfaserschichtdicke.

Tabelle 3: Liste der T2DM-Patienten, Status und Medikation (82)

Donor Nuchternglucose HbAlc Status (Anzeichen der Medikation
[mgdLY] [%] Retinopathie)
35 138 5.8 Keine Zeichen Metformin
50 222 7.8 Leichte Symptome Metformin
53 198 7.6 Leichte Symptome Concor (Bisoprolol)
60 148 6.6 Mittelschwere bis schwere .
Symptome Metformin
61 162 6.8 Mittelschwere bis schwere Xigduo (Metformin),
Symptome Gabapentin
64 212 7.3 Keine Zeichen Metformin, Sitagliptin
97 - 6.8 Keine Zeichen Metformin, Pioglitazon
103 162 7.3 Keine Zeichen Eucreas (Metformin,
Vidagliptin)
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3.2.2. Schirmer Test

Die Tranenproben wurden im AKH Krankenhaus mittels Schirmer-Teststreifen gesammelt.
Der Schirmer-Test-I, der Ublicherweise ohne Andasthesie durchgeflhrt wird, stellt am
weitesten verbreitete Technik zur Beurteilung der Tranenmenge dar (83). Bei diesem Test
werden 5 mm breite und 35 mm lange Filterpapierstreifen, die aus Lackmuspapier

bestehen, angewendet (83).

Abbildung 9: Schirmer-Test (84)

Diese Teststreifen werden unter das Unteraugenlied in den Bindehautsack positioniert
und bis der Filter voll ist, aber maximal 5 Minuten lang an dieser Stelle gehalten (siehe
Abbildung 12) (83). Dabei schauten die Spender nach oben, um den Teststreifen an der
entsprechenden Stelle ablegen zu kénnen. An beiden Augen wurde parallel der Schirmer-
Test durchgefiihrt. Nachdem die Teststreifen richtig positioniert sind, wurden die Spender
gebeten, ihre Augen ohne zusétzlichen Druck sanft zu schlieRen. Nach 5 Minuten wurden
die Spender angewiesen, ihre Augen wieder zu 6ffnen und die Teststreifen wurden
entfernt. AbschlieBend wurden die Schirmer-Teststreifen in 2-mL-Glasflaschen (Aglient
Technologies, USA) Uberfihrt und bei -20°C gelagert.
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3.2.3. Probenvorbereitung

Die Proben wurden zunachst aufgetaut. Auf das Filterpapier wurden 5 pL deuterierter
Standardmischung, der aus einer Mischung von internen Standards, namlich 15S-HETE-
D8, 12S-HETE-D8, PGE2-D4, 5-o0x0-ETE-D7, 20-HETE-D6, 11,12-DiHETre-D11 besteht,
pipettiert (82). Die Konzentrationen der verwendeten internen Eikosanoid-Standards sind
in Tabelle 1 aufgefiihrt. Danach wurden 300 puL 80 % MeOH vorsichtig auf dem ganzen
Filterpapier pipettiert, die Proben wurden gevortext und fir eine halbe Stunde auf den
Shaker gestellt. Nachdem die Extraktion abgeschlossen war, wurde der Uberstand in ein
neues HPLC-Glas-Vial (Marcherey-Nagel GmbH & Co. KG) transferiert. Die Proben
wurden dann unter sanftem Stickstoffstrom getrocknet. Nach dem Trocknen wurden die
Proben in 200 pL einer Rekonstitutionslésung, bestehend aus 5% MeOH, 0,2%
Ameisensaure,Caffeine-(trimethyl-D9) (CF-D9) und N-acetyl-tryptophan, resuspendiert.
Danach wurden die Proben in V-formige-Glaseinsatz dberfuhrt und zurick in die
beschrifteten HPLC-Glas-Vials gegeben. AbschlieRend folgte die LC-MS/MS Analyse. Als
Blindkontrollen dienten Schirmer-Streifen ohne Tranen, die auf die gleiche Weise wie die

Proben behandelt wurden.

3.2.3.1. Interne Standards

3.2.3.1.1. Metabolit-Interne Standards

Um die eventuelle Messungenauigkeiten ausgleichen zu kénnen, wurde als interner
Standard fur den positiven lonisationsmodus von Metaboliten CF-D9 eingesetzt. CF-D9
wurde in einer Konzentration von 1 pg/uL der Extraktionslésung zugesetzt. N-Acetyl-
Tryptophan wurdein einer Konzentration von 1 pg/uL fir den negativen lonisationsmodus

von Metaboliten als interner Standard verwendet.

39



3.2.3.1.2. Eikosanoid-Interne Standards

Die fur die Eikosanoidanalyse verwendeten internen Standards sind in Tabelle 4
aufgefuhrt. Sie wurden den Proben vor der Extraktion zugesetzt und wurden daher als
.EicosanoidPreMix“ bezeichnet. ,EicosanoidPreMix“-Aliquots wurden bei -80°C gelagert

und daher jedes Mal aufgetaut,

,EicosanoidPreMix*

bevor sie den Proben zugesetzt wurden. Die

wurde aus den in der Tabelle 4 aufgefuhrten Mengen an

Stammldsungen hergestellt und mit ACN auf 500 pL aufgefillt. Danach wurden die in 70

pL Aliquots aufgeteilt und bei der Temperatur von -80°C bis zur Verwendung gelagert.

Tabelle 4: Endkonzentrationen der internen Standards von ,,EicosanoidPreMix“ (82)

Verbindung Volumen der Stammldsung (L) Endkonzentration in 500 pL ACN (ng/mL)
15S-HETE-d8 4 200
12S-HETE-d8 4 200
5-0x0-ETE-d7 12 600
PGE2-d4 400
20-HETE-d6 200
11,12-DiHETre-d11 200

3.3. UHPLC-MS

Die Proben wurden mittels Q Exactive HF mit dem Vanquish UHPLC-System (beides von

Thermo Fischer

Scientific) auf Eikosanoiden und Metaboliten untersucht. Als

lonisationsquelle wurde ESI verwendet. Die Einstellungen des LC-Systems waren fir die

Metaboliten und Eikosanoide unterschiedlich und sind in Tabelle 5 aufgelistet.
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s LC-Systemeinstellungen fur die Metabolitenanalyse

Fur die Metabolitenanalyse wurde eine Reversed Phase-UHPLC-C18-Saule von
KINETEX (2,6 pm, 100 x 2.1 mm, 100 A) angewendet. Mobile Phase A bestand aus
Wasser mit 0,2 % Ameisenséure (FA), wahrend die mobile Phase B aus Methanol
(MeOH) und 0,2 % FA bestand. Die Gesamtlaufzeit betrug 7,5 min. Dabei war das exakte
Elutionsgradientenprotokoll wie folgt: 0.0-0.3min 1-5% B, 0.3 — 4.5 min 5-40% B, 4.5 - 6.9
min 80% B und Re-Equilibrationsphase von 1.6 min bei 1% B, was in einer gesamten
Messmethode von 7,5 min entspricht. Das Injektionsvolumen war 10 pyL und es wurde
eine Flussrate von 0,5 mL/ min eingestellt. Fir das Waschen von Nadel und die
Ruckspulen der Kolben wurde 10 % MeOH verwendet.

s LC-Systemeinstellungen fur die Eikosanoidanalyse

Fur die Eikosanoidanalyse wurde eine Reversed Phase-UHPLC-C18-Saule von KINETEX
(2,6 um, 150 x 2.1 mm, 100 A) angewendet. Mobile Phase A bestand aus Wasser mit 0,2
% FA, wahrend die mobile Phase B aus 90% Acetonitril (ACN), 10 % MeOH und 0,2 %
FA bestand. Das exakte Elutionsgradientenprotokoll war wie folgt: 1 min 35% B, 1-10 min
35-90% B, 10-13,25 min 99% B und dann Rickkehr zum Ausgangszustand (35% B). Die
gesamte Methode betrug insgesamt 20 min. Das Injektionsvolumen betrug 20 pL und es
wurde eine Flussrate von 0,2 mL min*? eingestellt. Fir das Waschen von Nadel und die

Ruckspulen der Kolben wurden 75 % Isopropanol und 0,2 % FA verwendet.

Tabelle 5: LC-Systemeinstellungen (82)

Metaboliten Eikosanoide
Injektionsvolumen 10 uL 20 pL
A H20 + 0,2 % FA H20 + 0,2 % FA
B MeOH + 0,2 % FA 90 % ACN, 10% MeOH + 0,2 % FA
Flussrate 0,5 mL/min 0,2 mL/min
Sampler Wash 10 % MeOH 75 % Isopropanol, 0,2 % FA
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s MS-Systemeinstellungen fir die Metabolitenanalyse

Zur ldentifizierung wurde ein ungezielter Ansatz verwendet und die Metaboliten wurden im
positiven und negativen Modus gemessen. Der MS-Scanbereich betrug zwischen 100 und
1000 m/z, wahrend die Auflésung auf 60.000 (bei m/z von 200) eingestellt wurde. Nach
der ,Top-4-Methode® wurden vier der abundantesten lonen des vollstandigen Scans zur
weiteren Fragmentierung ausgewahlt. Die Fragmentierung fand in der HCD-Kaollisionszelle
mit 30 eV Kollisionsenergie statt. Ein dynamischer Ausschluss von 6 Sekunden wurde fir
die Messung von weniger vertretener Metaboliten angewendet. Die Auflésung-
Einstellungen fir den MS2 waren 15.000.

R/

s MS-Systemeinstellungen fir die Eikosanoidanalyse

Die Eikosanoide wurden im negativen Modus gemessen. Durch den Quadrupol-
Massenfilter der Q Exactive HF wurden Eikosanoid-lonen mit m/z Werten zwischen 250
und 700 durchgeleitet. Nach der ,Top-2-Methode* wurden zwei der abundantesten lonen
des vollstandigen Scans zur weiteren Fragmentierung ausgewahlt. Die Fragmentierung
fand in der HCD-Kollisionszelle mit 24 eV Kollisionsenergie statt. Ein dynamischer
Ausschluss von 2 Sekunden wurde fur die Messung von weniger abundanten Eikosanoide
angewendet. Die Auflésung-Einstellungen waren identisch zur Auflésung-Einstellung der

Metaboliten und sind in der Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: MS-Systemeinstellungen (82)

Metaboliten Lipiden
lonisation Mode Pos + neg Neg
Scan Bereich 100-1000 m/z 250-700 m/z
Resolution 60.000 MS1,15.000 MS2 60.000 MS1,15.000 MS2
CE 30 eV 24 eV
Top 4 2
Dynamic exclusion 6 sec 2 sec
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3.4. Datenerfassung und -interpretation

Die Rohdaten wurden zunachst in der Compound Discoverer Software 3.1. (Thermo
Fisher Scientific) geladen. Fur die Identifizierung wurde ein user-definierter Workflow-Tree
erstellt, mit Hilfe dessen die Metabolite identifiziert wurden. Die identifizierten
Verbindungen wurden manuell mit einem Xcalibur 4.0 Qual Browser (Thermo Fisher
Scientific) Uberprift und mit der Spektrenbibliothek (mzcloud - Copyright © 2013-2021
HighChem LLC, Slowakei) vergliechen. Die Eikosanoid-MS2-Spektren wurden mit
Referenzspektren aus LipidMaps verglichen. Die maximale Massentoleranz betrug 5-10
ppm. Die Peakintegration und Berechnung der Peakflachen erfolgte mit dem Tracefinder
Software 4.1 (Thermo Fischer Scientific). Fir das Skyline 21.1 (MacCossLab)-Software
wurde zunachst eine Ubergangsliste in Excel erstellt. Die Ubergangsliste bestand aus
Vorlaufer (m/z), Vorlauferaddukt, Vorlauferladung und expliziter Retentionszeit.
AbschlieBend wurde die Liste in der Skyline-Software geladen wund die
Ubergansgseinstellungen wurden angepasst: loneniibereinstimmungstoleranz von 0.5
m/z, Auflosungsvermogen fur MS1-Filterung von 60.000 bei 200 m/z und
Auflésungsvermogen  fur  MS/MS-Filterung  von 15.000 bei 200 m/z. Als
massenspektrometrische Methode wurde die Datenunabhéngige Aquisition (DDA)
ausgewahlt und es wurde hochselektive Extraktion verwendet. Bei der
Retentionszeitfilterung wurden nur Scans, die innerhalb der 5 Minuten von MS/MS
vorliegen, angewendet. Fir die Quantifizierung wurden folgende Einstellungen gewahlt:
Regression-Fit -> linear in Logbereich, als Normalisierungsmethode -> abgegliechene
Mediane, Regressionsmodell -> 1/(x*x). Perseus 1.6.6.0 (Max Plank) wurde fir
multivariate Analysen (PCA und Vulkandiagram) verwendet, wahrend Origin Software fur
unvariate Analysen (t-Test, Wilcoxon-Rangtest und Mann-Whitney-Test) verwendet

wurde.
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4.Ergebnisse und Diskussion

Das Ziel dieser Masterarbeit war die Untersuchung der metabolischen Erkrankung-T2DM
mit Hilfe von LC-MS Tranenfilm-Analysen. Insgesamt 20 gesunde Probanden und 8
T2DM-Patienten nahmen an dieser Studie teil, wobei das Vorhandensein von Metaboliten
und Eikosanoiden in den Tranenproben untersucht wurde. Schlie3lich wurden die Proben
von gesunden Probanden mit den Proben den Typ-ll-Diabetikern miteinander verglichen,
um herauszufinden, welche Eikosanoide und Metaboliten mit Diabetes-Typ-Il in
Verbindung gebracht werden konnen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die
Tranenproben fir die zuklnftige metabolische Studien von Vorteil sein kénnen. Die
Sammlung der Proben wurde mit Schirmer-Streifen durchgefihrt und diese
Stichprobenmethode erwies sich als nicht-invasiv und schnell. Die Trdnen wurden von
beiden Augen gesammelt und mehrfach von einzelnen gesunden Teilnehmern gespendet,
so dass wir insgesamt 127 Proben von gesunden Probanden und 16 von Diabetikern
hatten. Schlielich wurden die Tranenproben mit LC-MS analysiert. Insgesamt wurden in
dieser Studie 70 Eikosanoide (siehe Tabelle 7) und 226 Metaboliten (siehe Tabelle 8)

identifiziert.

4.1. Eikosanoide

In der Erwagung, dass Eikosanoide, sogenannte Mediatoren von zahlreichen
Entzindungsreaktionen, in Tranenproben gefunden und nachgewiesen wurden, kann dies
bei weiteren diagnostischen Studien sehr hilfreich sein. Dies kann ein besseres
Verstandnis der verschiedenen Stadien unterschiedlichen Krankheiten ermdglichen und
somit zu neuen Zusammenhangen und zur Erfindung der Krankheitsursachen fihren.
Eikosanoide, die erfolgreich in der Tranenfllssigkeit identifiziert wurden, sind in Tabelle 7

aufgelistet.
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Tabelle 7: Nachgewiesene Eikosanoide in Tranenflissigkeit (82)

Eikosanoide

Verbindungen Retentionszeit [min] Vorlaufermasse [M-H]-
11-HDoHE 10,5 343,2279
11S-HETE 10,48 319,2279
12.13-DiHOME 8,5 313,2384
12S-HETE/8S HETE 10,62 319,2279
12S-HHTrE 8,8 279,1966
14,15-DiHETrE 8,8 337,2384
14-HDoHE and 10-HDoHE 10,5 343,2279
15S-HETE 10,21 319,2279
15S-HETrE 10,98 321,2435
16-HETE 9,93 319,2279
17-HDoHE 10,35 343,2279
18-HETE 9,8 319,2279
20-HETE 9,7 319,2279
313_10.40 10,4 313,2384
313_10.45 10,55 313,2384
313_10.75 10,75 313,2384
313_12.47 12,47 313,2384
313 _8.24 8,24 313,2384
317_10.65 10,65 317,2122
319 _10.31 10,31 319,2279
319 _11.07 11,07 319,2279
319 _11.45 11,55 319,2279
319 _8.85 8,85 319,2279
333.9.2 9,2 333,2071
335_6.88 6,88 335,2228
335_7.02 7,02 335,2222
335 8.71 8,71 335,2228
335 9.77 9,77 335,2228
335_9.86 9,86 335,2228
337.9.84 9,84 337,2384
343_10.07 10,07 343,2278
359 9.88 9,88 359,2228
3-HOTrE_9.39 9,48 293,2122
4-HDoHE 10,9 343,2279
5-HEPE 9,91 317,2122
5S-HETE 10,82 319,2279
6trans-LTB4 7,89 335,2222
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Verbindungen

Retentionszeit [min]

Vorldaufermasse [M-H]-

7-HDoHE 10,65 343,2279
8-HDoHE 10,72 343,2279

9(R) _13(R)-HODE_EPOME mix 10,1 295,2279
9.10-DiHOME 8,66 313,2384
9-HEPE 9,84 317,2122
9-HETE 10,73 319,2279
9-HOTrE_9.26 9,26 293,2122
9-HpODE_9.91 9,91 311,2228
Arachidonsaure 12,68 303,233
Adreninsdure_13.26 13,36 331,2643
Adreninsdure_13.36 13,36 331,2643
Adreninsdure_13.46 13,4 331,2643
Adreninsdure_8.82 8,82 331,2643
a-Linolensaure 12,45 277,2173
DGLA_13.03 13,03 305,2486
DGLA_13.12 13,22 305,2486
DGLA_13.2 13,2 305,2486
DHA 12,52 327,233
DHA_12.60 12,7 327,233
DPA 12,8 329,2486
DPA_12.97 13,07 329,2486
EPA 12,26 301,2173
g-Linolensaure 12,4 277,2173
HETrE_10.77 10,77 321,2435
HHTrE_5.89 5,89 279,1966
HHTrE_8.81 8,81 279,1966
HHTrE_9.22 9,22 279,1966
HpODE_7.71 7,71 311,2228
HpODE_7.86 7,86 311,2228
Linolensdure_12.82 12,82 279,233
Palmitinsaure 13,47 255,233
Stearidonsaure_11.63 11 275,2017
Stearidonsaure_12.00 12 275,2017

Beim Vergleich von Proben der gesunden Probanden und T2DM-Patienten wurden in der

Hauptkomponentanalyse keine Cluster-Bildung zwischen den beiden Gruppen bei den in

Tranen vorhandenen Eikosanoiden festgestellt (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Hauptkomponentenanalyse von Eikosanoide

Mit Hilfe eines Vulkan-Diagramms von Eikosanoiden, das die statistische Signifikanz (P-
Wert) in Bezug zum AusmaR der Anderung (Unterschied Diabetes-Gesund) zeigt, wurde
auch bestatigt, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen den gesunden Teilnehmer
und Diabetikern vertreten sind (siehe Abbildung 11).

I I [ I
2 -1 ] 1
Difference (Diabetes - Gesund)

Abbildung 11: Vulkan-Diagramm der Eikosanoide
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4.2. Metabolite

Metabolite, die erfolgreich in der Tranenfliissigkeit identifiziert wurden, sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: Nachgewiesene Metaboliten in Tranenfllssigkeit (82)

Metaboliten

Verbindungen

Retentionszeit [min]

Vorldufermasse [M-H]+

11B-Hydroxyandrosteron 5,7 307,22677
12-Aminododecansaure 5,47 216,19581
13-OxoODE 5,88 317,20872
15-Deoxy-A12,14-PG D2 6,11 317,21112
16a-Hydroxyestron 5,8 287,16417
19-Norandrostenedion 6,26 273,18491
19-Nortestosteron 5,7 275,20056
1-Methylxanthin 1,7 167,05635
2,3-Dihydroxybenzoesaure 2,46 155,03389
2-Acetamidophenol 1,98 152,07061
2-Hydroxybuttersaure 5,29 105,05462
337,2 3,71 337,09179
337,3 3,92 337,09179
337,4 4,07 337,09179
3-Hydroxyanthranilsdure 1,22 154,04987
3-Hydroxycotinin 0,55 193,09715
3-Methylxanthin 1,6 167,05635
3-Phenyllaktischesaure 4,02 167,07027
3-Pyridylessigsdure 2,54 138,05496
4-Methoxyzimtsaure 5,38 179,07027
4-Methylumbelliferon 3,58 177,05462
5-Acetylamino-6-formylamino-3-methyluracil (AFMU) 1,07 227,07748
5-Amino-nicotinsaure 0,5 139,0502
5-OxoETE 6,44 319,22677
5-Phenylbenzimidazol-5-sulfonsaure 2,91 275,04849
7,8-Dihydrobiopterin 0,95 240,10912
7-Methylxanthin 1,48 167,05635
7-Hydroxytestosteron 6,1 305,21112
Acetamiprid 5,66 223,0745
Adenosin 1,12 268,10403
Allantoin 0,44 159,05127
Anatabin 0,63 161,10732
Arginin 0,38 175,11895
Ascorbat 0,48 199,02131
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Verbindungen

Retentionszeit [min]

Vorlaufermasse [M-H]+

Askorbinsaure 0,48 177,03936
Asparagin 0,38 133,06077
Asparaginsaure 0,4 134,04478
Benzoguanamin 2,44 188,09307
Benzoylecgonin 3,56 290,13868
Betain 0,5 118,08626
Betaxolol 5,31 308,22202
Biopterin 1,08 238,09347
Bisoprolol 4,72 326,23258
Bisphenol S 4,5 251,03726
Caffein 3,21 195,08765
Caffein d9 3,17 204,14414
Caffein-Na 3,28 217,0696
Camphor 5,8 153,12739
Carnitin 0,39 162,11247
Catechin 2,59 291,08631
Cetrimonium 5,54 284,33118
Chelidonin 5,3 354,1336
Chlorogensaure 3 355,10236
Chlorogensaure - Isomer 2 2,82 355,10236
Chlorogensaure - Isomer 1 2,28 355,10236
Chlorogensaure - Isomer 3 3,24 355,10236
Chlorpheniramin 3,86 275,13095
Citral 5,76 153,12739
Citrinin 3,92 251,0914
Citrullin 0,44 176,10297
Cortisol 5,76 363,2166
Cortisone 5,42 361,20095
Cotinin 0,8 177,10224
Coumarin 4,6 147,04406
Creatin 0,41 132,07675
Creatinin 0,42 114,06619
Cycloleucylprolyl 4,21 211,1441
Cystathionin 5,66 223,0747
Cystein 0,41 122,02703
Debrisoquin 2,14 176,11822
Desmethyltramadol 5,54 250,18016
Desthiobiotin 4,38 215,13902
Dihydromorphin 5,53 288,15942
Diphenhydramin 4,98 256,16959
Doxylamin 2,32 271,18049

49




Verbindungen

Retentionszeit [min]

Vorlaufermasse [M-H]+

Dulcitol 0,46 183,08631
Enilconazol 5,31 297,0556
Epicatechin 3,49 291,08631
Epinephrin 0,44 184,09682

Ergothionein 0,53 230,09577
Escitalopram 5,13 325,17107
Estradiol 6,29 273,18491
Estron 5,61 271,16926
Fenpropimorph 5,34 304,26349
Fluconazol 4,39 307,11134
Gentisinsaure 2,46 155,03389
Glukose 0,44 181,07066
Glutamin 0,39 147,07642
Glutamyl-glutaminsaure 0,57 277,10303
Glutathion (red.) 0,68 308,09108
Glycl-L-Leucin 1,48 189,12337
Hesperidin 5,27 611,19705
Hexadecanamid 6,35 256,26349
Hexanoylcarnitin 3,02 260,18563
Histamin 0,34 112,08692
Histidin 0,4 156,07675
Hydrocortison 5,45 362,20878
Imazamox 4,88 306,14483
Imidazol-essigsaure 0,42 127,0502
Indol-2-carbonsaure 5,34 162,05496
Indol-3-carbaldehyd 4,32 146,06004
Indol-3-carbonsaure 4,34 162,05496
Indole-3-milchsaure 4,2 206,08117
Indole-3-propionsaure 5,31 190,08626
Isoferulinsaure 3,63 195,06519
Isoimperatorin 5,84 271,09649
Isoleucin 0,9 132,10191
Kahweol 6,23 315,19547
Kojisdure 1,11 143,03389
Kynurensaure 3,62 190,04987
Kynurenin 1,34 209,09207

Laktose 0,57 343,12349

L-DOPA 0,71 198,07608

Leucin 0,94 132,10191

Levetiracetam 2,42 171,1128
L-Glutaminsaure 0,41 148,06043
Lidocain 2,62 235,18049

50




Verbindungen

Retentionszeit [min]

Vorlaufermasse [M-H]+

Loperamid 4,13 477,23033
Loratadin 3,89 383,15208
L-Phenylalanin 1,49 166,08626
Lysin 0,37 147,1128
Maltol 1,63 127,03897
Maltose 0,46 343,12349
Melamin 0,41 127,07267
Melatonin 4,64 233,12845
Metformin 0,45 130,10872
Methionin 0,62 150,05833
Methionin Sulfoxide 0,41 166,05324
Methylguanosin 1,73 299,12242
N-acetyl-4-aminoantipyrin 3,15 246,1237
N-acetyl-ciprofloxacin 3,05 374,15106
N-Acetyl-DL-serin 0,55 148,06043
N-Acetylhistamin 0,53 154,09749
N-Acetylserotonin 2,91 219,1128
N-Acetyltryptophan 4,4 247,10772
Naproxen 5,55 231,10157
Naringin 5,15 581,18648
Neohesperidin 5,31 611,19705
Neopterin 0,63 254,08838
Neosolaniol 3,36 405,15199
N-formyl-4-aminoantipyrin 3,15 232,10805
Nicotin 0,6 163,12298
Nicotinsaure 0,65 124,0393
Nitrazepam 4,2 282,08732
N-methyl-4-aminoantipyrin 1,93 218,12879
Nobiletin 5,58 403,13874
Nootkaton 6,05 219,17434
Norcodein 4,14 286,14377
Norfenantyl 2,79 233,16484
Norgestrel 6,24 313,21621
Norleucin 1 132,10191
Octadecanamid 5,56 284,29479
Octocrylen 6,39 362,21146
Oleamid 6,03 282,27914
Ornithin 0,36 133,09715
Oxybenzon 5,76 229,08592
Oxybuprocain 4,67 309,21727
Palbociclib 4,73 448,24555
Panthenol 2,03 206,13868
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Verbindungen

Retentionszeit [min]

Vorlaufermasse [M-H]+

Panthothenat 2,03 260,08054
Panthothensaure 1,98 220,11795
Pantoloc 5,31 384,08241
Paracetamol 1,96 152,07061
Paraxanthin 2,45 181,072
Phenetylamin 1,41 122,09643
Pheniramin 2,34 241,16993
Phenylessigsaure 4,51 137,05971
Picolinsaure 0,7 124,0393
Pioglitazon 4,92 357,12674
Pipecolinsaure 0,58 130,08626
Pipecolininsaure 0,58 130,08626
Piperacillin 5,38 518,1704
Pregabalin 1,99 160,13321
Prochloraz 5,77 376,03809
Progesteron 5,98 315,23186
Prolin 0,44 116,07061
Prolinbetain 0,55 144,10191
Prolinamid 0,42 115,08659
Prolylglycin 0,48 173,09207
Propamocarb 1,55 189,15975
Propoxycain 3,87 295,20162
Prostaglandin A3 5,7 333,20604
Protopin 3,94 354,1336
Pseudoephedrin 1,7 166,12264
Pyridoxal 0,55 168,06552
Pyridoxamin 1,7 169,09715
Pyridoxin 0,65 170,08117
Pyroglutaminsaure 0,8 130,04987
Chinasaure 0,51 193,07066
Raffinose 0,52 505,17631
Ropivacain 3,8 275,21179
Salsolinol 0,74 180,10191
Sebacinsaure 5,4 203,12779
Serin 0,37 106,04987
Serotonin 1,07 177,10224
Sitagliptin 3,8 408,12536
Sorbitol 0,42 183,08631
Spermidin 0,35 146,16517
Spermin 0,32 203,22302
Sulfametrol 4,07 287,02671
Tangeritin 5,55 373,12818
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Verbindungen

Retentionszeit [min]

Vorlaufermasse [M-H]+

Taurin 0,4 126,02194
Tazobactam 2,18 301,06012
Testosteron 5,75 289,21621

Testosterone-glucuronid 5,43 465,24829
tetranor-12S-HETE 5,96 267,19547
tetranor-PGJM 4,82 267,196

Theobromin 2,07 181,072

Theophyllin 2,58 181,072
Threonin 0,4 120,06552
Thymin 1,18 127,0502
Timolol 3,6 317,16419
Trazodon 4,32 372,15856
Tributyl-citrat 6,24 361,22208
Tributyl-phosphat 6,07 267,17197
Triethanolamin 0,42 150,11247
Trigonellin 0,42 138,05496
Trimethoprim 2,76 291,14517
Triphenyl-phosphat 5,89 327,07807
Tropicamid 2,97 285,15975
Tryptophan 2,13 205,09715
Tyrosin 0,89 182,08117
Harnsaure 0,7 169,03562
Valin 0,53 118,08626
Vildagliptin 1,8 304,20195

Gewisse Unterschiede wurden zwischen dem Vorhandensein der Metaboliten beobachtet.

Mit Hilfe der 2D-Hauptkomponentenanalyse (PCA) konnten signifikante Unterschiede in

den Metaboliten zwischen den Tranen von gesunden Probanaden und Diabetikern

erfolgreich festgestellt werden, wodurch in der PCA beide Gruppen getrennt wurden.

Jedoch wurden die Proben von Donor 35 und 64, die zu den Studienteilnehmern mit

Diabetes gehdrten, eher zu den Proben von gesunden Probanden gruppiert (siehe

Abbildung 12). Diese Proben stammten von Patienten, die basierend auf der Klinischen

Bewertung keine Anzeichen einer diabetischen Retinopathie zeigten, was eine mdgliche

Ursache flir die PCA-Trennung sein kdnnte. Insgesamt 127 Proben von 20 gesunden

Probanden wurden mit PCA analysiert. Die meisten gesunden Probanden spendeten ihre

Tranenproben bei verschiedenen Visiten und einige davon wurden in der PCA als Beispiel

mit unterschiedlichen Markierungen (blaues, gelbes, violettes Symbol) dargestellt.
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Dies zeigte, dass sich die Tranenproben nach einzelner Person und nicht nach dem
Zeitpunkt der Probennahme gruppieren (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Hauptkomponentenanalyse von Metaboliten

Der Loadingsplot zur Hauptkomponentenanalyse zeigte, dass folgenden Medikamente
einen grof3en Einfluss auf die beiden Hauptkomponenten haben: Metformin, Tropicamid
und Oxybuprocain. Zuséatzlich zu diesen Medikamenten gibt es auch endogene Faktoren,
wie  Threonin, Citrulin, Gluthation sowie Methionin-Sulfoxid, die auf die

Hauptkomponenten 1 und 2 einwirken (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Loading-Plot
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Auch der Lebensstil der Studienteilnehmer, der durch Sorbitol, Neosolaniol, sowie Caffein
beschrieben wurde, zeigte eine Zusammenhang mit der PCA (siehe Abbildung 13).
Neosolaniol ist ein Mykotoxin und wird durch Fusarium-Pilze produziert. Dieses Mykotoxin
kommt hauptséchlich in Getreide und Brot vor und sein Vorhandensein in Trdnen kommt
durch die Erndhrung zustande. Neben Neosolaniol beschreibt auch der StR3stoff Sorbitol
die Lebensweise der Studienteilnehmer. Der Sorbitolgehalt war bei Diabetikern signifikant
hoher als bei gesunden Probanden, was mdglicherweise auf ihre Ernahrung
zurtickzufuhren ist, da Sorbitol ein Stf3stoff ist, der haufig in Diabetesprodukten eingesetzt
wird (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Kastengrafiken flr Sorbitol (n = 16 fur Diabetes und n = 127 fir Gesund). Fir Sorbitol
wurde ein Mann-Whitney Test gemacht. **** = p-Wert < 0.0001.

Bestimmte Einflusse wurden auch durch kdrpereigene Stoffwechselprodukte, wie Carnitin
und Nicotinsaure verursacht (siehe Abbildung 15). AuBerdem wurde auch Loperamid in
den Tranen detektiert. Loperamid ist ein Medikament, das zur Behandlung von
Durchfallerkrankungen eingesetzt wird. Die Hauptkomponentanalyse der Metaboliten hat
eine erfolgreiche Gruppierung zwischen gesunden Probanden und Diabetikern ermdglicht.
Daher hat diese Studie gezeigt, dass die Tranenanalyse eine sehr erfolgreiche Anlage fir

die pradiktive, praventive undpersonalisierte Medizin (PPPM) sein kann.
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Abbildung 15: Volcano Plot — Metabolite

4.2.1. Medikamente

Sowohl gesunde als auch diabetische Studienteilnehmer erhileten Augentropfen namens
Oxybuprocain/Fluorescein (Thilorobin®) zur Messung des Augeninnendrucks. Die LC-MS
Analyse zeigte, dass Oxybuprocain in einer signifikant héheren Konzentration in den
Tranen von Diabetikern vorhanden war (siehe Abbildung 16). Der Grund dafir kdnnte
sein, dass der Thilorobin®-Wirkstoff aus den Augen von Diabetikern nicht so effektiv
abgebaut/ausgeschieden wird wie bei gesunden Teilnehmern. Metformin hingegen stellt
ein individuelles Medikament fur T2DM-Patienten dar. Durch LC-MS-Analyse wurde
Metformin erfolgreich in den Tranen beider Augen von insgesamt sieben T2DM-Patienten
(n=14) nachgewielRen (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: Kastengrafiken fir Metformin (n = 14 fur Diabetes) und Oxybuprocain (n = 16 fir
Diabetes und n = 49 fiur Gesund). Fur Metformin wurde ein Wilcoxon-Rangtest mit Vorzeichen bei
einer Stichprobe durchgefuhrt, wahrend flr Oxybuprocain Mann-Whitney Test gemacht wurde. ** =
p-Wert < 0.01 und * p-Wert < 0.05.

Das untargeted Screening ermdglichte es auch, neben Metformin und Oxybuprocain
anderen Medikamente, wie zum Beispiel Gabapentin und Bisoprolol, in den Tranen von
Studienteilnehmern zu detektieren (siehe Abbildung 17). Gabapentin ist ein Arzneistoff,
der zu den Antikonvulsiva gehért, wahrend Bisoprolol ein 3-Adrenorezeptorenblocker ist.
Der Grund, warum diese Medikamente in den Tranen gefunden wurden, ist auf den
Konsum die angefiihrte Medikation bestimmter Teilnehmer dieser Studie zurtickzufuhren.

Die Studienteilnehmer erhielten vor Beginn dieser Studie einen Fragenbogen, auf dem sie
die von ihnen eingenommene Medikation ausfiillen sollten und die Daten aus diesem

Fragebogen wurden durch die LC-MS Analyse bestatigt.
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Abbildung 17: Referenzspektren aus mzClod (unten) und gemessenen Spektren (oben) fir die
eingenommene Medikation (Metformin, Gabapentin und Bisoprolol).

Neben Metformin wurden mittels LC-MS-Analyse auch andere Diabetes-Medikamente wie

Vidagliptin, Sitagliptin und Pioglitazone nachgewiesen (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18: Referenzspektren aus mzCloud (unten) und gemessenen Spektren (oben) fir die
eingenommene Diabetes-Medikation (Vidagliptin, Sitagliptin und Pioglitazone).

Zusatzlich zu den oben genannten Medikamenten wurde auch Tropicamid durch die LC-
MS Analyse nachgewiesen. Tropicamid stellt einen Wirkstoff flr die Erweiterung der
Pupilen dar, der in Form von Augentropfen (Mydriaticum ‘Agepha’ 0.5%) verabreicht wird.
Um eine Pupillenerweiterung zu ermoglichen und Anzeichen der diabetischen
Retinopathie feststellen zu kdnnen, erhielten alle Diabetes-Patienten dieser Studie
Tropicamid (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Kastengrafiken fir Tropicamid (n = 16 fir Diabetes). Fur Tropicamid wurde ein
Wilcoxon-Rangtest mit VVorzeichen bei einer Stichprobe durchgefihrt. *** = p-Wert < 0.001.

Mit Hilfe der LC-MS-Analyse wurde Tropicamid bei allen acht Diabetes-Patienten in
beiden Augen detektiert (n=16). Dieser Masterarbeit hat gezeigt, dass die
Tranenfilmanalysen zur Uberpriifung der Compliance von Patienten herangezogen
werden koénnen. Compliance-Probleme werden oft von Patienten verursacht, weil sie sich
nicht an den verschriebenen Medikamenten hielten. Mit Hilfe der Tranenfilmanalyse kann
festgestellt werden ob die Patienten die verschriebenen Medikamente einnehmen und

was sie sonst noch nehmen, da dies Resultate mdglicherweise beeinflussen kdnnte.
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4.2.2. Aminosauren und andere endogene Molekile

Carnitin ist ein korpereigener Metabolit, der eine wichtige Rolle im Fettsdurestoffwechsel
spielt (85). Erhohte zirkulierende Carnitin-Konzentrationen wurden Dbereits bei
Insulinresistenz und Adipositas berichtet und dieser Metabolit kdénnte ein T2DM-
Pradiktorsein (85)(86). Neben Carnitin wurden bei Citrulin, Ornithin und Harnséure
erhohte Werte in Trénen der Diabetiker gefunden (siehe Abbildung 20). Ornithin ist eine
Aminosaure, die im Harnstoffzyklus gebildet wird (87). Erhohte Ornithin- sowie
Harnsaurespiegel wurden bereits mit der Entwicklung von T2DM in Verbindung gebracht
(87). Es ist noch immer nicht nachgewief3en, ob die Hyperurikdmie zur Enstehung von
Diabetes beitragt, oder nur als Folge der Insulinresistenz und Nierenschadigung in Folge
von Diabetes auftritt (88). Die Senkung des Harnsaurespiegels konnte ein neuer Weg zur

Vorbeugung von Diabetes darstellen (88).
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Abbildung 20: Kastengrafiken fur Carnitin, Ornithin, Citrulin und Harnsaure (n = 16 fur Diabetes
und n = 127 fir Gesund). Es wurde ein Mann-Whitney Test durchgefiihrt. **** = p-Wert < 0.0001 und
* p-Wert < 0.05.
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Da Typ-ll-Diabetes eine Stoffwechselerkrankung ist, ist es haufig sehr schwierig, die
Risiken einer mdglichen Erkrankung vorherzusagen und zu verhindern. Bisher wurden
Kdrpermasseindex oder Nichternglukose zur Vorhersage herangezogen. Diese
Parameter weisen jedoch haufig eine bestehende Erkrankung hin. Metaboliten-Profiling
konnte es uns ermdglichen, auch bei gesunden Menschen die Entwicklung von Diabetes
vorherzusagen. Laut einer Studie waren die Konzentrationen von den drei
verzweigtkettigen Aminosauren (Valin, Leucin, Isoleucin) und zwei aromatischen
Aminosauren (Phenylalanin und Tyrosin) vor dem Auftreten von Diabetes erhoht (89).
Diese Aminosduren kdnnen als Pradiktoren fur Typ-ll-Diabetes dienen und ihre erhdhten
Konzentrationen kénnen bereits 12 Jahre vor Ausbruch der Krankheit relevant sein (89).
Die genannten verzweigtkettigen Aminosauren zahlen zu den essenziellen Aminoséuren
und wirken sich positiv auf die Glukosehomdostase, die Regulierung des Korpergewichts
sowie die Muskelproteinsynthese aus (90).

Erhohte Werte dieser Aminosauren korrelieren jedoch mit einem erhdhten Risiko fur
Insulinresistenz und T2DM (90). Au3erdem wurde in einer weiteren Studie entdeckt, dass
auch die aromatischen Aminosauren mit der Insulinsensitivitat korrelieren (90). Durch
erhdhten Spiegel an verzweigtkettigen Aminosauren erfolgt die Aktivierung des mTOR
Komplexes, der eine Serin/Threonin-Kinase darstellt (90). mTOR reguliert zahlreiche
kritische zellulare sowie entwicklungsbezogene Prozesse, einschliellich Stoffwechsel und
dient der Signalibertragung zwischen Aminosauren und Insulin (90). AuRRerdem wird
davon ausgegangen, dass die Akkumulation von verzweigtkettigen Aminosauren eine
mitochondriale Dysfunktion fordert. Diese ist mit der Stresskinase-Stimulation und [3-
Zellen-Apoptosis verbunden. Sowohl die Aktivierung des mTOR-Komplexes, als auch die
mitochondriale Dysfunktion stehen in direktem Zusammenhang mit der Insulinresistenz
und T2DM (90). Zusatzlich zu den genannten Aminosauren wurden bei T2DM-Patienten
noch folgende Aminoséduren in Tranen nachgewiesen: Asparagin, Glutamin,
Glutaminsaure, Methionin, Methionin-Sulfoxid, Serin, Tyrosin, Threonin und Valin (siehe
Abbildung 21).

62



.
Glutaminséure . Diabetes

e

-
40+ Asparaginsaure . Diabetes 100 - Glutamin

2] 2 |

. | Gesund L . | Gesund . | Gesund
300 Methionin Diabetes Methioninsulfoxid Diabetes Serin Diabetes

i

30 30 4 b
—_—m—
200 -
.
— 201 204
1
N : 2
104 104
0 0- 0-
Gesund Diabetes Gesund Diabetes Gesund Diabetes
—
Valin Diabeetes
B0 800 il
_—
60 - 600 - [
2° 21
20 4 200 =
04 LE
Gesund Diabetes Gesund Diabetes Gesund Diabeetes

Abbildung 21: Kastengrafiken von essentiellen und nicht-essentiellen Aminosauren (n = 16 fur Diabetes und=127 fir
Gesund). Fur alle aufgefuhrten Aminoséduren wurde Mann-Whitney Test durchgefihrt. **** = p-Wert < 0.0001, *** = p-
Wert < 0.001, ** = p-Wert < 0.01 und * p-Wert < 0.05.
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4.2.3. Taurin und Nicotinsaure

Neben den bereits erwédhnten Metaboliten wurden in den diabetischen Tranen signifikant
erhodhte Konzentrationen von Nikotinséure und Taurin gefunden (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22: Kastengrafiken fir Nicotinsdure und Taurin (n = 16 fir Diabetes und n = 127 fur
Gesund). Sowohl fur Nicotinsaure, als auch fur Taurin wurde Mann-Whitney Test durchgefihrt, ****
= p-Wert < 0.0001 und ** = p-Wert < 0.01.

Taurin zahlt zu den essentiellen Aminosauren und besitzt eine wesentliche Funktion bei
der Glucosehomoostase, Osmoregulation, Hemmunung der Proteinphosphoryliereung,
Membranstabilisierung, Calcium-Modulation, sowie Sehvermdgen (91)(92). Bisher wurden
niedrigere Plasmaspiegel bei T2DM-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden
berichtet (93). Allerdings wurde ein Zusammenhang zwischen erhéhten Taurinspiegel bei
den Tranen von T2DM-Patienten und dem Syndrom des trockenen Auges in einer Studie
beschrieben (91). In dieser Masterarbeit waren die Taurin-Konzentrationen in den Tranen
Diabetespatienten héher als in den Tranen der gesunden Probanden.

Da Taurin eine wichtige Rolle bei der Stoffwechselprozessen spielt, kdnnte der
Taurinspiegel in Tranen in Zukunft als neuartiger Biomarker fir T2DM oder diabetische
Retionopathie verwendet werden. Bis dato liegen in der Literatur keine Berichte Uber
veranderte Nikotinsdurespiegel im Zusammenhang mit T2DM vor. Daher kodnnte
Nikotinsaure gemeinsam mit Taurin in Zukunft als neuer T2DM-Biomarkerkandidat in

TranenflUssigkeit dienen.
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4.3. Limitierungen dieser Masterarbeit

Fir die Probenahme wurden in dieser Masterarbeit Schrimer-Teststreifen gewahlt, da sie
sich in vorherigen Studien als schnelle, genaue, nicht-invasive und einfache Methode zur
Probenahme erwiesen haben. Zudem ist die Probenvorbereitung mit der Schirmer-
Teststreifen kostenginstig und unkompliziert. Jedoch haben Schirmer-Teststreifen auch
gewisse Nachteile, da sie zu einer leichten Augenreizung sowie einer verédnderten
Zusammensetzung der Tranenflussigkeit fihren kénnen (5). Dartber hinaus kann auf den
Streifen das Wasser aus den Tranenproben verdunsten, was eine Erhdhung der
scheinbaren Konzentration und Schwierigkeiten bei der Quantifizierung bewirken kann
(5). Weitere Limitationen dieser Masterarbeit inkludieren geringe Anzahl an
Studienteilnehmern, die ungleiche Teilnehmerzahl bei gesunden Probanden und
Diabetespatienten sowie Nichtgruppierung nach Alter oder BMI. Zum Zweck der
maglichen Entdeckung neuer potentieller Biomarker sollte eine Studie mit groRerer Anzahl
von Teilnehmer durchgefuhrt werden, die nach Alter und BMI-Parametern gruppiert

werden.

4.4. Conclusion + Outlook

In dieser Masterarbeit wurde gezeigt, dass es mdglich ist, eine metabolische
Phanotypisierung mit der Analyse von Tranen in Kombination mit sensitiven
Identifizierungsmethoden wie LC-MS durchzufihren. Die Tranenfllssigkeitsanalyse hat
sich als sehr gute Mdglichkeit fur die Weiterentwicklung der pradiktiven, praventiven und
personalisierten Medizin erwiesen, da sie eine patientennahe Labordiagnostik erméglicht,
die im Krankenhaus unmittelbar auf der Krankenstation durchgefiihrt werden kann. Die
Tranen gehdren zu den nicht-invasiven Biomatrizen und enthalten zahlreiche Eikosanoide
sowie endogene und exogene Metabolite. Im Laufe dieser Studie wurden mehrere
Metaboliten gefunden, die in Zukunft als potenzielle Biomarker fur den Nachweis von
Diabetes Mellitus dienen kdnnten. Darlber hinaus wurde bestatigt, dass die
Tranenanalyse nicht nur Gesundheitszustand und den Lebensstil beschreiben kann,

sondern auch die zur Behandlung verwendeten Medikamente identifizieren kann.
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Mithilfe dieser Biomarkern konnte in Zukunft moglich werden, die Risikopatienten zu
erkennen, geeignete Therapie fur Patienten zu etablieren, die Wirksamkeit der Therapie
sowie die Konsequenz der Patienten bei der Einnahme verschiebener Medikamente mit

Hilfe von Compliance Uberwachung zu verfolgen.
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Abstract

The aim of this master's thesis was to investigate metabolites and eicosanoids in the tears
of patients with type 2 diabetes mellitus and to compare them with healthy subjects. Eico-
sanoids are signaling molecules, which can lead to the initiation of various inflammatory
processes, while metabolites serve as biomarkers for pathophysiological and biological
reactions in the human body. The main goal of metabolomic studies is to understand the
signalling pathways in the human body, as well to discover new biomarkers, which can-

serve for diagnosis, prognosis and prevention of various diseases.

A total of 20 healthy volunteers and 8 patients with type 2 diabetes mellitus took part in
this study. The tear samples were collected at the Vienna General Hospital (AKH) using

the Schirmer test strip.

LC-MS using the untargeted screening method was utilized as the method of choice for
analysis of the metabolites and eicosanoids. For the LC a reversed phase UHPLC system
was obtained, which was coupled to Q-Exactive HF (Thermo-Fischer Scientific™). Q-
Exactive HF represents a hybrid instrument that is built of a quadrupole mass filter and an
orbitrap mass analyzer. Substances were analyzed using Compound Discoverer Software
(Thermo-Fischer Scientific™). The raw data were loaded into the software and verification
of measured spectra was performed manually through comparison with an online data-

base.

Tyrosine, carnitine, valine and uric acid, which have been previously identified as blood-
borne type 2 diabetes metabolites, were detected in this thesis in significant higher con-
centrations in diabetic tears. In contrast to healthy subjects, taurine and nicotinic acid
were furher found to be elevated in the tears of diabetics. Therefore, these 2 metabolites
could be used as potential biomarkers to identify T2DM in the future. This study gave us
insight into the participants' current therapy by detecting medications such as metformin,

gabapentin, and bisoprolol.
In addition to providing insight into the pathology of the disease, tear analysis may be use-

ful in expanding clinical applications by monitoring and preventing the formation of a large

number of different metabolic diseases in humans through lifestyle changes.
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Zusammenfassung

Das Ziel dieser Masterarbeit war Metabolite und Eikosanoide in den Tréanen der T2DM-
Patienten zu untersuchen und mit den gesunden Probanden vergleichen. Eikosanoide
gehdren zu den Signalmolekilen, die zur Auslésung verschiedener Entziindungsprozesse
fuhren koénnen, wahrend Metabolite als Biomarker fir pathophysiologische und
biologische Reaktionen im menschlichen Kérper dienen. Das Hauptziel der
metabolomischen Studien ist besseres Verstandnis verschiedener Signalwege im
menschlichen Koérper sowie die Entdeckung neuen Biomarkern, die der Diagnose,

Prognose und Pravention verschiedener Krankheiten dienen kénnen.

An dieser Studie nahmen insgesamt 20 gesunde Probanden und 8 Patienten mit Typ 2
Diabetes mellitus teil. Die Tranenproben wurden im Allgemeinen Krankenhaus Wien

(AKH) unter Verwendung des Schirmer-Teststreifens gesammelt.

Als Methode der Wahl fur die Analyse der Metaboliten und Eikosanoiden wurde LC-MS
nach dem ungezielten Screening-Verfahren eingesetzt. Fur die LC wurde ein
Umkehrphasen-UHPLC-System beschafft, welcher an Q-Exactive HF (Thermo-Fischer
ScientificTM) gekoppelt wurde. Q-Exactive HF stellt ein Hybridinstrument dar, der aus
einem Quadrupol-Massenfilter und einem Orbitrap-Massenanalysator besteht. Die
Subsanzen wurden schlief3lich unter der Verwendung der Compound Discoverer Software
(Thermo-Fischer ScientificTM) analysiert.

Die Rohdaten wurden in der Software geladen und die Verifizierung der gemessenen

Spektren manuell durch den Vergleich mit der Online-Datenbank durchgefihrt.

Tyrosin, Carnitin, Valin und Harnséure, die bisher mit T2DM assoziert wurden, wurden in
dieser Arbeit in Tranen der T2DM-Patienten in deutlich signifikaten Konzentrationen
nachgewiesen. Im Gegensatz zu gesunden Probanden waren Taurin und Nikotinsaure in
den Tréanen der Diabetiker in deutlich hoheren Konzentrationen vertreten. Daher kdnnten
diese 2 Metabolite in der Zukunft als potentielle Biomarker zur Identifizierung der T2DM

Einsatz finden.
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Diese Studie gab uns einen Einblick in die aktuelle Therapie der Teilnehmer durch den

Nachweis von Medikamenten wie Metformin, Gabapentin und Bisoprolol.

Zusatzlich  zum  Einblick in die Pathologie der Krankheit kann die
Tranenflissigkeitsanalyse bei der Ausweitung klinischer Anwendungen nutzlich sein,
indem die Entwicklung einer grof3en Anzahl Stoffwechselerkrankungen beim Menschen
durch Anderungen des Lebensstils tiberwacht und verhindert wird.
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