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1 Einleitung

Erwarmung und eine lange, oftmals ungiinstige Lagerung von pflanzlichen Olen
kann zu einem Anstieg von Lipidoxidationsprodukten und somit zur
Beeintrachtigung der Produktqualitat von Lebensmitteln fihren. So sind
beispielsweise die Anderung von strukturellen Eigenschaften, die Anderung der
Farbe des Lebensmittels sowie das Entstehen von unangenehmen
Nebenaromen (,ranzig werden®) direkt oder indirekt auf eine vermehrte
Lipidoxidation zurtickzufihren. Eine Verkirzung der Haltbarkeit und somit das
Verderben von Lebensmitteln ist die Folge.! Hauptursachen fir die Entstehung
von Lipidoxidationsprodukten sind die erhéhte Exposition der Produkte an
Sauerstoff, Temperatur und Licht.? Generell kann zwischen primaren und
sekundaren Lipidoxidationsprodukten unterschieden werden. Ergebnisse von
Zaunschirm et al. (2019)® zeigten, dass die Lipidoxidationsprodukte der
Linolsaure (LA), eine in pflanzlichen Olen haufig vorkommende mehrfach
ungesattigte Fettsaure (FS), von Magenzellen (HGT-1 Zellen) aufgenommen
werden konnen. Dabei wird LA und ihr primares Oxidationsprodukt,
Linolsdurehydroperoxid (LAOOH), zu Linolsaurehydroxid (LAOH) abgebaut,
welches sehr wahrscheinlich auch von Magenzellen absorbiert werden kann. Die
Ergebnisse weisen ebenfalls darauf hin, dass sekundare Oxidationsprodukte, wie
Hexanal, ebenfalls von HGT-1 Zellen absorbiert werden kénnen.2

Allgemein werden Lipide, vor allem in Form von Triglyceriden (TG), aus der
Nahrung vom Menschen aufgenommen. Im Zuge der Verdauung werden TG
durch Lipasen in Diglyceride (DG), Monoglyceride (MG) und freien FS
enzymatisch gespalten und zuletzt durch den Magen bzw. hauptséchlich durch
den Diunndarm aufgenommen.*® Arnis Kuksis (1986)° untersuchte die
Auswirkungen einer fettreichen Nahrung auf die Zusammensetzung der
Phospholipide (PL) der Darmzottenmembranen von Ratten. Futter, welches mit
Maiskeimdl angereichert wurde, fiihrte verglichen zur fastenden bzw.
standardmallig gefutterten Gruppe zu einem deutlichen Anstieg der
Phospholipidklassen in den Membranen. Dieser Anstieg wurde unter anderem
bei den Phospholipidklassen Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylserin (PS),
Phosphatidylethanolamin (PE) festgestellt. Eine fettreiche Ernédhrung kann somit

einen Einfluss auf die Zusammensetzung der PL in Membranen haben.®



Intestinale Membranen mit eingelagerten PL, welche reich an mehrfach
ungesattigten Fettsauren (PUFA) sind, kbnnen FS verbessert aufnehmen als
Membranen, die zum groRen Teil PL mit gesattigten FS enthalten.” Frihwirth et
al. (2020)2 zeigten, dass eine thermische Behandlung von Traubenkernélen zu
einem Anstieg von oxidierten Triglyceriden (oxTG) fiihrte. Die sechsstiindige
Inkubation von HGT-1 Zellen mit oxidierten Lipiden aus nicht verdauten Olen
induzierte die Bildung von zellularen PL, die aus ungesattigten FS bestanden,
um etwa 40 bis 60 Prozent. Die Phospholipidklassen, die diesen Anstieg in
Magenzellen zeigten, waren die Phosphocholine PC(18:1/22:6) und
PC(18:2/0:0)), das Phosphoserin PS(42:8) sowie das Phosphoinositol
P1(20:4/0:0).8 Uber den Einfluss von Lipidoxidationsprodukten auf die
Remodellierung von PL und somit mogliche Effekte auf die Fettsdureabsorption

von Darmzellen ist noch nichts bekannt.

In dieser Arbeit wurde ein handelslbliches, kaltgepresstes Sonnenblumendl
erhitzt und anschlieRend charakterisiert (vgl. Kapitel 4.1 und 4.2). Teil der
Charakterisierung des  Sonnenblumendls war die  Ermittlung der
Fettsaurezusammensetzung als auch die Bestimmung von primaren und
sekundaren Lipidoxidationsprodukten. Die Peroxidzahl (POZ) und damit der
Gehalt an Hydroperoxiden in den Olproben wurden ermittelt, epoxidierte und
hydroperoxidierte Triglyceride analysiert als auch der Gehalt an Hexanal
bestimmt. Sonnenblumendél wurde gewahlt, da es reich an LA ist und in vielen

westlichen Haushalten regelmafig konsumiert wird.®

Nach der Charakterisierung der Ole wurde der Einfluss von
Lipidoxidationsprodukten auf die Zusammensetzung von PL und auf die FS-
Aufnahme von Caco-2 Zellen untersucht.

1.1 Hypothesen

,Lipidoxidationsprodukte aus der Nahrung beeinflussen die Zusammensetzung
der Phospholipide in Caco-2 Zellen.*

,Lipidoxidationsprodukte aus der Nahrung beeinflussen die Fettsaureaufnahme

in Caco-2 Zellen.”



2 Literaturubersicht

2.1 Lipidoxidation in Lebensmitteln

Die Lipidoxidation in Lebensmitteln stellt sowohl die Lebensmittelindustrie als
auch Konsument*innen vor verschiedene Probleme.'° Durch die Lipidoxidation
kénnen unterschiedliche fir den Menschen potenziell toxische Verbindungen
entstehen, welche die Produktqualitit negativ beeinflussen koénnen.'t
Insbesondere von Lipiden abgeleitete Elektrophile (typischerweise Aldehyde)
konnen Reaktionen mit der Desoxyribonukleinsaure, mit Proteinen und anderen
nukleophilen Biomolekulen induzieren. Oxidative Prozesse im Menschen werden
mit dem Altern als auch der Entstehung einer Reihe von degenerativen
Erkrankungsbildern wie Krebs, Atherosklerose, Makuladegeneration, Alzheimer
sowie Parkinson in Verbindung gebracht und schon seit vielen Jahren
wissenschaftlich diskutiert.1?-14

In Lebensmitteln zersetzen sich ungeséttigte FS, welche einst zum
Glyceringerist eines TG oder PL verestert waren, in flichtige Verbindungen mit
niedrigem Molekulargewicht. Solche ,ranzigen“ Nebenaromen werden von
Konsument*innen unangenehm und schlecht riechend bzw. schmeckend
wahrgenommen und sind ein deutliches Indiz fiir eine vorangeschrittene
Lipidoxidation.’® Dabei sind ein Mix aus Zersetzungsprodukte von
Hydroperoxiden wie zum Beispiel aliphatische Carbonylverbindungen fir den
Geschmacksverlust und das ,oxidative Aroma“ im oxidierten Speisedl
hauptverantwortlich.1®> Allgemein ist der Einsatz von Olen, die reich an mehrfach
ungesattigten Fettsauren (PUFA) sind, in funktionellen Lebensmitteln als
erndhrungsphysiologisch vorteilhafte Zutat aufgrund der oxidativen Instabilitat
eingeschrankt.*® Der Grund fur die erhohte Anfalligkeit fur die Lipidoxidation von
PUFA, verglichen mit gesattigten FS und einfach ungesattigten FS (MUFA) liegt

in der hoheren Anzahl an Doppelbindungen.57

Eine erhthte Oxidationsstabilitat kann durch eine Verringerung der
Konzentrationen an PUFA erreicht werden. Dies kann entweder durch die
Fetthartung oder durch das Ersetzen von PUFA-reichen Olen durch tropische
Lipide mit erhbhtem Gehalt an gesattigten FS, wie Palm-, Shea-, Kokos- oder

Kakaofett, erreicht werden. Durch die Fetthartung konnen Transfettsauren
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entstehen, welche bei einem erhéhten Konsum mit einer erhdhten Inzidenz von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen, diversen Krebserkrankungen und somit mit einer
erhohten Gesamtmortalitat in Verbindung gebracht werden kann.'8°® Die
gangige industrielle Praxis, PUFA-reiche Ole mit tropischen Lipiden zu ersetzen,
steht auRerdem im Widerspruch zu weit verbreiteten Ernahrungsempfehlungen,
die einen erhéhten Konsum von MUFA und PUFA anraten.'62° Zudem wird die
hohe Produktion von tropischen Alternativen, insbesondere des Fettes der
Olpalme, haufig wegen der Entstehung von Okologischen und
menschenrechtlichen Problemen nicht nur von Umweltschutzorganisationen in
den Massenmedien Kkritisiert. Letztendlich verkirzt eine fortschreitende
Lipidoxidation immer die Haltbarkeit und beschleunigt somit das Verderben von

Lebensmitteln.10

2.1.1 Lipidautoxidation

Die Autoxidation von Lipiden kann im Wesentlichen in drei Hauptreaktionen
unterteilt werden: Initiation, Propagation und Termination (vgl. Abbildung 1).2

Initiation: Initiator + RH -> R*+H*

Propagation: R* + O, - ROO*
ROO* + RH -> ROOH + R*

Termination: 2 ROO* - nicht-radikalische Produkte
2 RO* > nicht-radikalische Produkte

Abbildung 1: Die drei Hauptreaktionen der Lipidautoxidation (mod. nach Kamal-Eldin
und Appelqvist, 1996).%7

Die Initiationsreaktion ist der geschwindigkeitslimitierende Faktor der
Lipidautoxidation, l&uft thermodynamisch nicht spontan ab und bendtigt einen
Initiator, um die Kettenreaktion zu starten. Die Initiation l&uft normalerweise eher
langsam ab und hangt vom verwendeten Initiator ab.?? Solche Initiatoren sind
zum Beispiel Warme, Licht, Metalle oder/und Enzyme.l” Bei der
Initiationsreaktion werden Alkylradikale (R*) einer ungesattigten FS durch die



Abspaltung eines Wasserstoffatoms (RH) erzeugt. Die zur Entfernung von
Wasserstoff aus FS oder Acylglycerinen erforderliche Energie hangt von der
Position des Wasserstoffatoms in den Molekulen ab. Wasserstoffatome, welche
sehr nahe an die Doppelbindungen angrenzen, lassen sich leichter entfernen.
Bei PUFA lasst sich zum Beispiel der Wasserstoff, welcher zwischen den beiden
Doppelbindungen an Kohlenstoff gebunden vorliegt, besonders leicht
entfernen.*® Bei der Propagation induzieren die durch die Initiation gebildeten
Radikale weitere Reaktionen. So kommt es beispielsweise durch Peroxylradikale
zu einer Abstraktion von Wasserstoffatomen anderer Lipidmolekile (RH),
wodurch wieder neue Radikale gebildet werden.'” Die Rate flr die Bildung von
Lipidperoxylradikalen und Hydroperoxiden h&ngt von der Sauerstoffverfligbarkeit
sowie der Temperatur ab.?®> Die primaren Oxidationsprodukte, wie
Lipidhydroperoxide, sind bei Raumtemperatur und in Abwesenheit von Metallen
relativ stabil.*> Hydroperoxide entstehen in den frilhen Phasen der Lipidoxidation,
der Initiation und Propagation.?'?425 Abbildung 2 zeigt die Autoxidation im
zeitlichen Verlauf.
A Oxygen consumption
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Abbildung 2: Bildung und Abnahme von Lipidoxidationsprodukten in Pflanzenélen

wahrend der Autoxidation (nach Pignitter und Somoza, 2012).

Nach der Elektronenumlagerung, der Zugabe von Hydroxylradikalen oder dem
Wasserstofftransfer sind die endgultigen sekundéren Lipidoxidationsprodukte
meist niedermolekulare Aldehyde, Ketone, Alkohole und kurzkettige
Kohlenwasserstoffe, Ester, Furane und Lactone. Die Zeit fiur die

Sekundarproduktbildung aus dem priméaren Oxidationsprodukt Hydroperoxid
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variiert je nach Olart. In Oliven- und Rapsélen entstehen sekundare
Oxidationsprodukte beispielsweise schon unmittelbar nach der
Hydroperoxidbildung.?®  Lipidhydroperoxide kénnen jedoch auch zu
Epoxyhydroperoxiden, Oxohydroperoxiden, Bihydroperoxiden, cyclischen
Peroxiden und bicyclischen Endoperoxiden oxidiert werden.'>?! Wenn alle
vorhandenen Lipide oxidiert sind und Radikale miteinander reagieren
(Termination), entstehen nichtradikale Spezies und die Reaktion stoppt. Die
Kettenreaktion lauft somit so lange bis keine Wasserstoffatome mehr zur
Verfligung stehen oder die Kette unterbrochen wird.1>17.27 Lipidhydroperoxide
kobnnen jedoch auch Kondensationsreaktionen eingehen, die den
Autoxidationsprozess unter Bildung von flichtigen sekundéaren
Oxidationsprodukten, wie zum Beispiel von Dimeren und Polymeren, beenden

konnen.21.22

Im nachsten Kapitel 2.2 wird naher darauf eingegangen, ob und wie oxidierte

Lipide vom menschlichen Kérper aufgenommen werden kdnnen.



2.2 Verdauung und Absorption von Lipiden im

Menschen

Lipide und lipidahnliche Substanzen werden Uberwiegend Uber die Nahrung
aufgenommen und dienen dem menschlichen Koérper mit etwa 9 Kilokalorien pro
Gramm als bedeutende Energiequelle und wichtigste Energiereserve. Dariber
hinaus besitzen Lipide viele wichtige physiologische Funktionen, wie der Aufbau
von Zellmembranen, die Verbesserung der Absorption fettldslicher Vitamine als
auch die Synthese von biologisch wirksamen Substanzen. Nahrungslipide sind
grofRtenteils in Form von TG strukturiert, welche vor ihrer Absorption in freie FS
und MG gespalten werden missen.?® Die wichtigsten Schritte der Fettverdauung

sind die Hydrolyse, Mizellisierung und Absorption durch Enterozyten.®
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(lipid-soluble vitamins, lipophilic
substances, cholesterol esters,
phospholipids)
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Abbildung 3: Fettverdauung und -absorption (nach Armand et al., 1994).%°



2.2.1 Verdauung von Lipiden

Auch wenn Lipasen an verschiedenen anatomischen Regionen des oberen
Verdauungstrakts synthetisiert werden, beginnt die partielle Hydrolyse von Fetten
beim erwachsenen Menschen erst im Magen. Es wurde gezeigt, dass eine
Lipase-Aktivitat groRtenteils nur in der Magenschleimhaut stattfindet.*° Der
optimale pH-Bereich der preduodenalen Lipasen liegt zwischen 4,5 und 5,5.3! Im
lingualen Bereich, Pharynx und Antrum konnte keine signifikante Aktivitat der
Lipasen festgestellt werden. Die Aktivitéat der Lipase im Magen entspricht in etwa
20 Prozent jener des Pankreas-Gegenstiickes.3132 Andere Autoren beschreiben
eine Hydrolyse der TG-Ketten durch die gastrische Lipase zu knapp zwolf
Prozent innerhalb der ersten Stunde bzw. zu 17,5 Prozent im Gesamtverlauf der
Verdauung.?®32 Die Aktivitat der gastrischen Lipase nimmt im Duodenum deutlich
ab.?* Im Duodenum wird die Hydrolyse durch Pankreaslipasen fortgesetzt,
welche bis zu 70 Prozent der Nahrungsfettsauren freisetzen.®> TG werden durch
Pankreaslipasen zu DG und anschlieend zu MG und freie FS hydrolysiert (vgl.
Abbildung 3).® Gallensauren, auch Gallensalze genannt, leisten einen
wesentlichen Beitrag an der Verdauung von Lipiden. lhre Hauptaufgabe liegt
darin, grof3e Fetttropfen in winzige Assoziationskolloide (Mizellen) zu emulgieren
und somit Nahrungslipide fir Lipasen besser zugénglich zu machen.3¢
Gallensalze werden aus Hepatozyten in der Leber synthetisiert, tGber den
Hauptgallengang ans Duodenum abgegeben und im gesamten Darm effizient
rickresorbiert. AnschlieRend werden Gallensauren Uber die vena portae hepatis
der Leber zurtickgefuhrt, woraufhin der enterohepatische Kreislauf von Neuem
beginnt. Lediglich funf Prozent der Gallensauren gehen im Kot verloren.®’
Gallensalze kdnnen in niedrigen Konzentrationen die Pankreaslipasen-Aktivitat
verbessern, in hoheren Konzentrationen kann ein gegenteiliger Effekt auftreten.
Diese Art von Homdostase, FS aus Nahrungs-TG vermehrt oder verringert zu
hydrolisieren, wird durch die Colipase reguliert. Ist die Colipase nicht vorhanden,
so kann dies zu gravierenden gesundheitlichen Folgen wie eine deutlich
verringerte Bioverfligbarkeit von Nahrungslipiden und demzufolge zu
Hypovitaminosen (Vitamin A, D, E, und K) fuhren. Dariber hinaus ist das
Pankreasenzym Carboxylesterlipase an der Lipidverdauung beteiligt. Die

Carboxylesterlipase wird durch Gallensalze stimuliert und weist breite Substrat-



Reaktivitaten auf. Durch die Wechselwirkungen zwischen den Produkten der

Lipolyse und den Gallensalzen kommt es zur weiteren Bildung von Mizellen.®

Bereits seit den 1940er Jahren wird ein Mangel an essenziellen FS in
Darmmembranen mit Malabsorptionen in Verbindung gebracht.384° Uber die
Mechanismen dieser Theorie ist noch wenig bekannt. Verschiedene
Publikationen zeigten, dass Defekte bei diversen intrazellularen Ereignissen zu
einer verringerten Fettabsorption bei Mangel an essenziellen FS beitragen
konnen. Diese intrazellularen Prozesse sind zum Beispiel die FS-Aufnahme, die
Umesterung von TG, Lipolyse, Solubilisierung durch Galle oder/und die Sekretion
von Chylomikronen in die Lymphe.383%41 Die Lipid-Malabsorption ist nicht nur
eine der Hauptursachen fir einen Mangel an essenziellen FS, sondern sie tritt
auch sekundar zur Defizienz an essenziellen FS auf.*?> Wie sich der Verlust von

essenziellen FS auf diese Prozesse auswirken kann, ist noch ungeklart.”

2.2.2 Einfluss der Phospholipide auf die Lipidoxidation in

Lebensmitteln und die Aufnahme von Fettsauren

PL sind amphiphile Molekule, die beim Aufbau biologischer Membranen eine
wichtige Rolle spielen. Sie bilden in Membranen eine kontinuierliche
Doppelschicht aus Lipidmolekilen und erleichtern biologische Funktionen wie
Transport und Signallibertragung.*® Phosphoglyceride sind wichtige Vertreter der
PL. Sie tragen Glycerin als Grundgerust, welches typischerweise an der sn-3
Gruppe mit einer Phosphatgruppe verbunden ist. Zudem befinden sich an den
Positionen sn-1 und s-2 je eine veresterte FS. Geséttigte FS (SFA) befinden sich
haufiger an Position sn-1, ungesattigte FS neigen dazu, an Position sn-2
verestert zu werden. Wenn die an die Phosphatgruppe gebundene Gruppe
Cholin ist, wird dieses PL Phosphatidylcholin (= PC) genannt. Weitere
Substitutionsgruppen an der Phosphatgruppe sind zum Beispiel Ethanolamin
oder Serin (vgl. Abbildung 4). Dartber hinaus gibt es eine andere Art von Lipiden,
Sphingolipide, die manchmal als PL angesehen werden, da sie eine PC- oder
PE-Gruppe in den Molekilen enthalten konnen.** Ein geeignetes Verhaltnis von
gesattigten zu ungesattigten FS in PL ist fur lebende Zellen wichtig, da der
Sattigungsgrad den physikalischen Zustand, wie die FlieRfahigkeit der

Zellmembran, bestimmt.4°
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Abbildung 4: Strukturformeln von a) Phosphatidylcholin, b) Phosphatidylethanolamin
und c) Phosphatidylserin (modifiziert und entnommen aus Cui und Decker, 2016).4

Die Konzentration und Zusammensetzung der fir Lebensmittel endogenen PL
hangt generell von der Herkunft eines Lebensmittels (pflanzlich/tierisch), seiner
Spezies sowie von der Verarbeitung ab.4®> PL aus Kaltwasser-Meerestieren sind
so im Vergleich zu warmen Sufl3wasserspezies stark ungesattigt und reich an
Omega-3-FS.%¢ Die FS-Zusammensetzung von PL variiert ebenfalls je nach
Herkunft. Dartber hinaus gibt es viele Hinweise, dass Nahrungslipide die

Zusammensetzung der PL-FS beeinflussen konnen.47-4°

Tabelle 1: Zusammensetzung der Phospholipide in Caco-2 Zellen (modifiziert nach Dias
et al., 1992).%°

PL-Subklasse Anteil in Caco-2 Zellen [%]
Phosphatidylcholin (PC) 52,6
Phosphatidylethanolamin (PE) 19,3
Phosphatidylserin (PS) 16,6
andere PL* 11,5

*Phosphatidylinositol (PI) und Sphingomyelin (SM)

Die wichtigsten, in Darmzellen (Caco-2 Zellen) vorkommenden PL sind PC, PE,
PS, Phosphatidylinositol (PI) und Sphingomyelin (SM) (vgl. Tabelle 1).
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In Tabelle 2 sind die nach Dias et al. (1992)°° in Caco-2 Zellen typischerweise
vorkommenden FS gelistet. Weitere Autoren bestatigen das Vorliegen dieser FS
in Caco-2 Zellen.51:%2

Tabelle 2: Fettsaurezusammensetzung typischer Caco-2 Zellen (modifiziert nach Dias
et. al., 1992). %

Fettsaure Anteil in Caco-2 Zellen [%)]
C16:0 Palmitinsaure 24,7

C18:0 Stearinsaure 24,5

C18:1 n-9 Olsaure 16,6

C18:2 n-6 Linolsaure 5,6

C20:4 n-6 Arachidonséure 7,2

Summe andere FS (Anteil <2,5 %) 21,4

In der Lebensmittelindustrie werden PL haufig wegen ihren vielseitigen
technologischen Eigenschaften eingesetzt. Die haufigsten Anwendungen von
PL, wie Lecithin (= Phosphatidylcholin), in Lebensmitteln sind wohl jene als
Emulgatoren. PL kénnen jedoch auch aufgrund ihrer antioxidativen Wirkungen
eingesetzt werden.*>°3 Es werden verschiedene Mechanismen diskutiert, wie PL
die Lipidoxidation beeinflussen konnen.*® PL kodnnen beispielsweise pro-
oxidative Metalle binden oder wahrend der Lipidoxidation durch die Maillard-
Reaktion antioxidative Verbindungen produzieren.®* Weitere antioxidative
Mechanismen sind die Verdanderung der Lokalisation von Antioxidantien wie
Tocopherole sowie deren Regeneration.>>% Die Wirkung als eigenstandiges
Oxidationssubstrat  wird ebenfalls  diskutiert. Mogliche  antioxidative
Eigenschaften in biologischen Membranen, wie Fleisch, sind ein hoher Anteil an
ungesattigte FS, die negative Ladung (welche pro-oxidierende Metalle anzieht)
oder die groRBe Oberflache von PL (wenn sie als Dispersionen vorliegen).%’
Andere Autoren konnten keine antioxidativen Wirkungen, sondern sogar pro-
oxidative Wirkungen durch PL feststellen.®®>° Ein diskutierter pro-oxidativer

Mechanismus von PL ist die Bildung von Assoziationskolloiden, welche die
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Metall-Lipid-Wechselwirkungen erhdhen kénnen. Bei der Beurteilung der PL ist
es folglich wichtig, alle Mdglichkeiten des Verhaltens von PL in der Matrix zu
bertcksichtigen, um ihre antioxidative beziehungsweise pro-oxidative Rolle zu
verstehen, bevor sie zur Hemmung von Lipidoxidationsreaktionen eingesetzt
werden konnen.*® Die pro- beziehungsweise antioxidativen Effekte von PL

kdnnten sich auch auf die Aufnahme von FS auswirken.

Nach Wang et al. (2016) ist eine Remodellierung von intestinalen PL notwendig,
um die Diffusion von Lipiden durch die Zellmembran zu ermdglichen. Denn ein
hoher Anteil an MG und PL im Lumen kann die Mizellisierung verbessern,
wodurch die Absorption der Lipidmetabolite durch die Darmschleimhaut

nochmals erleichtert wird.> (vgl. Abbildung 5)
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Abbildung 5: Eine Remodellierung von intestinalen Phospholipiden ist fur die Aufnahme

von Nahrungslipiden erforderlich (modifiziert nach Wang et al., 2016).”
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PL haben auRerdem groRRen Einfluss auf die biophysikalischen Eigenschaften
von Membranen. Lpcat3 (Lysophosphatidylcholinacyltransferase 3) und andere
Enzyme der Gruppe der Lysophospholipidacyltransferasen spielen bei der
Regulation der Fettsdurezusammensetzung von PL und Entzindungsreaktionen
eine wichtige Rolle.®® Es ist anzunehmen, dass Anderungen beim Einbau von
PUFA in PL den Lipidtransport durch die Zellmembran beeinflussen kbnnen. Eine
Anderung der PL-Zusammensetzung durch das Enzym Lpcat3 hemmte
jedenfalls die Absorption von FS und Cholesterin in Mausen, welche fir das
Uberleben bei einer fettreichen Ernahrung erforderlich sind. Die Autoren Wang
et al. (2016)" kommen zum Schluss, dass die PL-Zusammensetzung in
Membranen ein entscheidender Faktor flr die passive Lipidabsorption ist, die
unter anderem die Absorption mit der Nahrungsaufnahme koppelt.’

Uber den Einfluss von Lipidoxidationsprodukten auf die Remodellierung von
intestinalen PL und somit mogliche Effekte auf die FS-Aufnahme von Darmzellen

ist derzeit noch wenig bekannt.

2.2.3 Aufnahme von oxidierten Lipiden

Die westliche Ernahrung zeichnet sich durch einen hohen Konsum von
warmebehandelten Lipiden aus. Oftmals werden Ole durch Konsument*innen
lange gelagert beziehungsweise hohen Temperaturen ausgesetzt, was zur
vermehrten Bildung von Lipidperoxidationsprodukten flihren kann (vgl. Kapitel
2.1). Die Nahrungsaufnahme von oxidierten Pflanzentélen wurde mit
verschiedenen biologischen Wirkungen in Verbindung gebracht, wohingegen das
Wissen Uber Wirkungen strukturell charakterisierter Lipidperoxidationsprodukte

und ihre mégliche Absorption in den Korper knapp ist.3

Staprans et al. (1994)%! untersuchten, ob oxidierte Ole in der Nahrung den Gehalt
an oxidierten Lipiden in humanen postprandialen Serumchylomikronen
beeinflussen kdnnen. Bei den Probanden, die hochoxidiertes Ol konsumierten,
wurden durchschnittlich um 4,7-fach héhere Spiegel an konjugierte Diene in den
Serumchylomikronen gemessen als in der Kontrollgruppe, welche niedrig
oxidiertes Maiskeimal erhielt. Diese Daten zeigen, dass oxidierte Lipide aus der
Nahrung vom menschlichen Dinndarm absorbiert werden kdnnen, sich in

Chylomikronen einlagern und im Blutkreislauf auftreten konnen.6?
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Ergebnisse einer in vitro Studie von Zaunschirm et al. (2019)3 zeigten, dass die
Lipidoxidationsprodukte der LA, eine in pflanzlichen Olen haufig vorkommende
mehrfach ungesattigte FS, von Magenzellen (HGT-1 Zellen) aufgenommen
werden kdnnen. Dabei wurde LA und ihr primares Oxidationsprodukt LAOOH zu
LAOH abgebaut, die sehr wahrscheinlich auch von Magenzellen absorbiert
werden kann. Die Autoren weisen jedoch explizit darauf hin, dass die Abbauwege
von LAOOH, die zur Bildung von LAOH fuhrten, derzeit noch nicht vollstandig
erforscht sind. Die Ergebnisse weisen ebenfalls darauf hin, dass sekundare
Oxidationsprodukte, wie Hexanal, ebenfalls von Magenzellen absorbiert werden

konnen (vgl. Tabelle 3).3

Tabelle 3: Quantifizierung von LAOH und Hexanal in verschiedenen Kompartimenten
(apikal, im Lysat, basolateral) von HGT-1-Magenzellen nach Inkubation (6 h) mit LA [100
pUM], mit LAOOH [100 puM] oder Inkubation (30 min) mit Hexanal [100 uM] (modifiziert
nach Zaunschirm et al. (2019).3

Inkubation mit LA LAOOH Hexanal
Quantifizierung von LAOH [uM] LAOH [uM] Hexanal [uM]
apikal 1,11+0,052 1,22+0,062 3,15+0,62°
im Lysat n.d. n.d. n.d.
basolateral 1,12+0,052 2,09+0,53P* 1,11 +0,053*

Die Daten werden als MW + SA angezeigt (n = 3 - 4, technische Replikate = 1 - 2). Statistisch signifikante
Unterschiede wurden unter Verwendung einer zweifachen Varianzanalyse (p < 0,01), gefolgt vom Holm-
Sidak-Post-Hoc-Test (p < 0,05) analysiert. & ? ¢ Unterschiedliche Buchstaben in einer Reihe zeigen
signifikante Unterschiede zwischen den drei Behandlungen an (p < 0,05). Sternchen (*) zeigen signifikante
Unterschiede innerhalb einer Behandlung zwischen apikalen und basolateralen Kompartimenten an (p <
0,05).

Dasilva et al. (2018)%2 untersuchten Caco-2-Zellen, die mit unterschiedlichen
Anteilen an Docosahexaensaure (DHA) und Eicosapentaensaure (EPA) als auch
mit oxidierten beziehungsweise nicht oxidierten PUFA inkubiert wurden. Die
Ergebnisse zeigen eine inverse Korrelation zwischen Lipidoxidationsprodukten

im Magen und dem Gehalt an bioverfigbaren PUFA. AulRerdem weisen die
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Autoren darauf hin, dass die Stabilitat von PUFA wahrend der Magen-Darm-

Verdauung die anschlieRende Absorption stark beeinflussen kann.®?

Die Auswirkungen (einzelner) primérer und sekundéarer Peroxidationsprodukte

der LA auf den Fettsaurestoffwechsel sind noch nicht hinreichend geklart.

2.2.4 Mogliche Transportmechanismen von Fettsauren durch die

intestinale Membran

Die intestinale Absorption von Lipiden ist hocheffizient, da mehr als 95% der
Nahrungslipide aufgenommen werden konnen.®® Es ist jedoch immer noch
umstritten, ob FS durch passive Diffusion oder durch tragervermittelte Prozesse
durch das apikale Plasmalemma der Enterozyten transportiert werden.5465

Wichtige Fettsauretransportproteine sind zum Beispiel FATP4 und CD36.65-67

Fettsauretransportproteine

Die Fettsauretransportproteine, haufiger Fettsaurebindungsproteine (FSBP,
engl: ,FABP®) genannt, bestehen aus intrazellularen Proteinen mit einer Grol3e
von 14 bis 15 Kilodalton und wurden in den 1970er Jahren erstmals entdeckt.8:69
Das tragervermittelte Modell der FSBP basiert auf Beobachtungen, dass die FS-
Aufnahme in Caco-2 Enterozyten mit FS sattigbar und wettbewerbsfahig ist.”0.7%

Die ersten FSBP wurden in der Leber entdeckt (LFABP, FABP1), spater konnten
FSBP im Darm und in geringerem MaRe auch in der Niere identifiziert werden.”?
Intestinale FSBP, wie zum Beispiel IFABP oder FABP2, sind auch in intestinalen
Enterozyten vorhanden und werden nach Storch und Corsico (2008) auch
ausschlieRlich in diesem Gewebe exprimiert.”? In intestinalen Enterozyten
werden nach einer Publikation von Storch und Gajda (2015) sowohl Leber-
(LFABP, FABP1) als auch Darmfettsaurebindungsproteine (IFABP, FABP2)
exprimiert, die hdchstwahrscheinlich unterschiedliche Funktionen in den
Enterozyten haben kdnnten. Diese Proteine weisen eine hohe Affinitatsbindung
fur langkettige FS und andere hydrophobe Liganden auf, weshalb angenommen
wird, dass sie an der Aufnahme und dem Transport von Lipiden im Darm beteiligt
sind.”® Das Vorhandensein von Lipidbindungsproteinen ({FSBP-Spiegel im
Cytosol der Enterozyten) ist somit fur die hohe Kapazitat der Lipidaufnahme im

DiUnndarm sehr wahrscheinlich mitverantwortlich.”? Guilmeau et al. (2007)"*

15



fanden heraus, dass in den Zottenzellen von intestinalen Enterozyten zwei Typen
von FSBP exprimiert werden, die in Kryptazellen nicht vorhanden waren.” Eine
Uberexpression von FATP4 hatte nach Stahl et al. (1999)% eine hohere FS-
Aufnahme und die Verringerung der FATP4-Expression eine Hemmung der FS-
Aufnahme um etwa 50 Prozent zur Folge. Die Autoren kamen zum Schluss, dass
FATP4 der Haupttransporter fir FS in Enterozyten ist und dies ein wichtiges Ziel

fur die Therapie gegen Fettleibigkeit darstellen konnte.®

Die Fettsaure-Translokase, auch CD36 genannt, ist eines von mehreren
diskutierten intestinalen Transportproteinen fur langkettige FS. Chen et al.
(2001)%7 fanden heraus, dass die CD36-mRNA-Spiegel der Darmschleimhaut je
nach anatomischer Lage entlang der Darmlangsachse, stark variieren (vgl.
Tabelle 4). Die CD36-Proteinspiegel im proximalen Bereich des Darms waren im

Vergleich zur distalen Darmschleimhaut deutlich héher.%”

Tabelle 4: CD36-mRNA-Spiegel entlang der Darmlangsachse in Enterozyten von
Ratten. Angabe als Mittelwerte + Standardfehler relativ zur Kontrolle mit 18S-mRNA
(modifiziert nach Chen et al., 2001).%’

Enterozyten im CD36-mRNA-Spiegel [% 18S rRNA]
Magen 45+ 7

Duodenum 173 +29

Jejunum 238 +17

lleum 117 £ 14

Colon 9+1

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass CD36 ebenfalls eine wichtige Rolle bei
der Aufnahme von langkettigen FS durch Dinndarm-Enterozyten haben kdnnte.
Dies kénnte auch wichtige Auswirkungen auf das Verstandnis der FS-Aufnahme

vom menschlichen Organismus haben.5’

Obwohl FSBP seit tber 40 Jahren untersucht werden, bleibt ungewiss, warum
sie so stark exprimiert werden und warum es so viele verschiedene FSBP gibt.

Ihre spezifischen Funktionen miissen noch geklart werden.”?
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Passive Diffusion

Mehrere Autoren beschreiben die FS-Aufnahme in Enterozyten als einen
passiven Prozess, welcher linear, protease-resistent und temperaturunabhéangig
ist.”>~"7 Wahrend sich Daten aus in vitro-Studien vermehrt fir die Diffusion
aussprechen, stellt sich das Testen der passiven Diffusion in vivo aufgrund des
Fehlens eines geeigneten Modellsystems als besonders schwierig dar. Es wurde
bisher von keiner genetische Mutation berichtet, die die passive FS-Aufnahme
bei Tieren direkt beeinflussen kénnte.’
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3 Material

3.1 Chemikalien, Substanzen, Gegenstande, Geréate

und Software

3.1.1 Lagerung bei Raumtemperatur

- Aceton, ROTIPURAN® 299,8%, p.a., ACS, ISO | C3HsO | Carl Roth
- Acetonitril, ROTISOLV® HPLC/LC-MS grade | C,HzN | Roth

- Ammoniumformiat | HCOONHz4 | Sigma-Aldrich

- Chloroform/Trichlormethan (= 99 %, wasserfrei, enthalt Amylene zur
Stabilisierung) | CHCI; | Sigma-Aldrich

- Diethylether | (C2Hs)20 | Sigma-Aldrich
- Dimethylsulfoxid (DMSO) | C2H60S | Sigma-Aldrich

- Eisessig (konzentrierte, wasserfreie Essigsaure), ROTIPURAN® (100 %, p.a.)
| CH3COOH | Carl Roth

- Erythrosin B | C20Hsl4aNa20Os | Sigma-Aldrich
- Ethanol (EtOH), vergallt | C2HsOH | Carl Roth

- Ethanol-Ldsung (70%) | Ethanol (vergéllt) mit zweifach destilliertem Wasser auf
70 % verdunnt | Carl Roth

- F.A.M.E Mix RM-1 | Supelco

- Hexaquart® pure, Aldehyd- und aminfreies Konzentrat zur Desinfektion und
Reinigung | B. Braun

- Isopropanol / Propan-2-ol ROTISOLV®, (= 99,95 % HPLC/LC-MS grade) |
CsHsO | Carl Roth

- Kaliumiodid (= 99,5 %) | KI | Carl Roth

- Methanol, ROTISOLV®, HPLC | CH3OH | Carl Roth

- Natriumhydroxid, fest, >85 %, Platzchen | NAOH | Carl Roth

- Natriummethoxidldésung (0,5 N in Methanol) | CH3NaO | Sigma-Aldrich

- Natriumsulfat = 99%, p.a., gepulvert | Na2SO4 | Carl Roth
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- Natriumthiosulfat (0,1 N) | Na2S204 | Carl Roth

- n-Hexan, wasserfrei, 95 % | CeéHi4 | Sigma-Aldrich

- Petroleumether 40-60°C, ROTIPURAN®, p.a., ACS, ISO | CeHaa | Carl Roth
- Phosphorsaure, 85 % | Sigma-Aldrich

- Pyrogallol puriss., ACS, 299% | CeéH3(OH)s | Sigma-Aldrich

- Salzséaure (1N) | HCI | Sigma-Aldrich

- Starke puriss., p.a. | Sigma-Aldrich

- Stickstoff (flussig) | N | | Linde Gas GmbH

- Toluol ROTIDRY® Sept 299,5 % (=30 ppm H20) | CeHsCHs | Carl Roth

- Wasser (HPLC/LC--MS grade) | VWR International

- zweifach destilliertes Wasser; Leitfahigkeit: 18,2 M Q*cm | H20 | aus Satorius
arium 611 UF

3.1.2 Lagerung bei 4 °C
- BSA-Standard [2 mg/mL] | Sigma-Aldrich
- Coomassie Brilliant Blue G-250 | Sigma-Aldrich

- Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) mit stabilem Glutamin + 10%

fetales Kalberserum (FBS) | Gibco, Thermo Fisher Scientific
- Hank’s Balanced salt solution (HBSS) | Sigma-Aldrich

- Kaltgepresstes Sonnenblumendl | gekauft am 01.10.2019 im Einzelhandel:
Hofer KG, NuRdorfer StraRe 73, 1090 Wien | Produzent: Bellasan, Olmiihlen
Lehen GmbH, 49479 Ibbenbiren, Deutschland

- Methylheptadecanonat analytischer Standard | Sigma-Aldrich

- MTT-Reagenz, 4,5-(Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid |
Sigma-Aldrich

- Penicillin/Streptomycin - Losung (Sigma) (Endkonzentration = 1% (v/v);
Penicillin: 10000 Units/mL, Streptomycin: 10 mg/mL in isotonischer

Natriumchloridlésung (0,9%) | Gibco, Thermo Fisher Scientific
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- Phosphate buffered saline (PBS) / Phosphatgepufferte Salzlésung | Sigma-
Aldrich

- Serumfreies Medium (SFM) | Gibco, Thermo Fisher Scientific

3.1.3 Lagerung bei -20 °C

- QBT Fatty Acid Uptake Reagent Component A (dunkel lagernd) | Molecular
Devices

- 3-sn-Phosphatidylethanolamin-L6sung, 10 mg Phospholipid pro mL CHCIs 2
97,0 % Reinheit | Sigma-Aldrich

- d12-Hexanal Isotop, 98,5 % Atom; 96 % Reinheit | CD3(CD2)sCDO | CDN

- Glyceroltriheptadecanoat (TG 17:0/17:0/17:0), 1,2,3-Triheptadecanoylglycerol |
[CH3(CH2)15COOCH2]2CHOCO(CH2)15CHs | Sigma-Aldrich

- Hexanal, analytischer Standard | CeH120 | Sigma-Aldrich
- Linolsé&ure, 9-cis,12-cis-Linolsaure | C1sH3202 | Sigma-Aldrich

- Linolsaurehydroperoxid, 13-hydroperoxy-9Z,11E-octadecadienoic  acid,
Reinheit 295 % (13-HpODE/LAOOH) | C18H3204 | Sigma-Aldrich

- Linolsadurehydroxid  (z)-13-hydroxy-9Z,11E-octadecadienoic acid (13-
HODE/LAOH) | C18H3203 | Caymen Chemical

- QBT Farbreagenzltsung (eine Losung bestehend aus dem unbekannten Inhalt
einer frisch geodffneten Flasche “QBT Fatty Acid Uptake Reagenz Component A*
und 10,5 mL HBSS/HEPES-Puffer (= 10,29 mL HBSS+210uL HEPES)

- Trypsin/EDTA-LO6sung | Sigma-Aldrich

Nachstehend sind die Testsubstanzen fur die zwei Versuche (vgl. Kapitel 4.4 und
4.5) gelistet. Diese wurden in DMSO geldst und vor dem Einfrieren (-20 °C)

immer mit Argon beschichtet.

- die polare Phase des kaltgepressten Sonnenblumenéls (SO)

- die polare Phase des malig erhitzten kaltgepressten Sonnenblumendls (MED)
- die polare Phase des stark erhitzten kaltgepressten Sonnenblumendls (HIGH)

- Linolsdure (LA) in den Konzentrationen [0,3 mM], [3 mM] und [30 mM]
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- Linolsaurehydroxid (LAOH/13-HODE) in den Konzentrationen [0,3 mM], [3 mM]
und [30 mM]

- Linolsaurehydroperoxid (LAOOH/13-HPODE) in den Konzentrationen [0,3 mM],
[3 mM] und [30 mM]

- Hexanal (HEXA) in den Konzentrationen [0,3 mM], [3 mM] und [30 mM]
3.1.4 Verwendete Gase

- Argon 5.0 | Ar | Linde Gas GmbH

- Helium (verdichtet) | He | Linde Gas GmbH

- Stickstoff | N | Linde Gas GmbH

3.1.5 Verwendete Gegensténde

- 10 mL Amber Glass Vials | Sigma-Aldrich

- 1000 mL Becherglas | Carl Roth

- 2 mL Tubes (rot/gelb/grin/weil3/blau) | Eppendorf

- 20 mL Headspace Braunglasvial + gasdichter Metalldeckel | Shimadzu

- 400 mL Becherglas (sterilisiert in einem autoklavierten Plastikbeutel) | Carl Roth
- 6-Well-Platten, 96-Well Platten | Greiner bio-one, Cellstar

- Braunglas Vial 1,5 ml | Shimadzu

- Birette; £0,02 ml genau | B. Braun

- Dichtscheibe/Septa N17, Sil. Blau transp. PTFE weil3, 1,5 mm | Macherey-Nagel
- Einmalinjektionskanulen, g 0,80 x 40 mm, 21G x 1% | B. Braun

- Einmalspritzen 2 ml | B. Braun

- Falcon-Rdhrchen, 50 mL | Sarstedt

- Kappen: P/N: 961-00914 | Shimadzu

- Magnetische Schraubkappen | Shimadzu

- Messkolben 10/25/50 mL | Carl Roth

- Messzylinder 100/500/1000 mL | Carl Roth

- Mikroeinsatz, Borosilikatglas, Klarglas, flacher Boden, 0,2 ml | Carl Roth
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- Mikroreaktionsgefal3e 2,0 mL | Eppendorf

- Mikrotubes 1,5 ml | Eppendorf

- Nylon Membran Filter, 0,45um, Durchmesser: 47 mm | Whatman
- Pipetten 2,5/100/200/1000/5000 pL | Eppendorf

- Rotilabo®-Spritzenfilter, PVDF (unsteril, Porengroe 0,22 um, Durchmesser
0,13 mm) | Carl Roth

- Schraubrohre, 15 ml, PP mit Spitzboden, steril | Sarstedt
- Strata® Sl-1 Silica (55 pm, 70 A), 500 mg / 6 mL, Tubes | Phenomenex
- T175 cell culture flask / 175 mL Zellkultur-Flasche | Greiner bio-one, Cellstar

- Zentrifugentubes 15 ml, 50 ml | Greiner bio-one, Cellstar

3.1.6 Verwendete Gerate

- (U)HPLC-DAD, UltiMate 3000RS | Dionex

- Centrifuge 5804 R | Eppendorf AG

- CO2 Inkubator (Midi 40) | Thermofisher Scientific

- GCMS-QP 2010 Ultra mit AOC 5000 Plus | Shimadzu

- Heizblock | VWR International GmbH

- Infinite M200 Pro-Plattenlesegerats | Tecan

- NCU-Line, ILS4 (Inkubationsschiittler) | VWR International GmbH
- Shimadzu LCMS-8040 — Triple Quadrupole MS | Shimadzu

- Synergy HT-Plattenlesegerat, Fluoreszenz-Mikroplattenreader | Biotek

Instruments Inc.

- Ultraschallbad USC TH | VWR International GmbH

- Vakuumpumpe V-700 | Buchi

- Vortex, RS-VA 10 | Phoenix Instruments

- Waage PioneerTM Serie; max. Kapazitat 110 g; Ablesbarkeit: 0,0001 g | Ohaus

- Waage PioneerTM Serie; max. Kapazitat: 2100 g; Ablesbarkeit: 0,01 g | Ohaus
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3.1.7 Verwendete Software
- LabSolutions | Shimadzu

- SigmaPlot 11 | Systat Software
- Word 2019 | Microsoft

- Excel 2019 | Microsoft

- MS Convert | ProteoWizard

- Chromeleon Client Program 6.80 SR9 | Dionex

- Mendeley Desktop (Version 1.19.8 | Elsevier/Mendeley Ltd.

- Xcalibur (Version 4.1.31.9) | Thermo Fisher Scientific

- GC/MS-Solution Version 2.6 | Shimadzu
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4 Studiendesign und Methoden

Charakterisierung der

Sonnenblumendlproben

Ermittlung der ) Bestimmung der
Fettsaure- Peroxidzahl
zusammensetzung mittels
mittels GC/FID ) Titrimetrie
l )
Fettsaure-
zusammensetzung Peroxidzahl
J

(Hydroperoxide)

4 N\
Identifikation von Quantifizierung
oxidierten TGs und von Hexanal
FS in der polare mittels HS-
Fraktion mittels LC- GC/MS )
MS/MS
( )
Epoxidierte und Hexanal
hydroperoxidierte
. J

TGs, LA, LAOOH
und LAOH

Polare Fraktion der Olproben (SO, MED, HIGH) + Einzelsubstanzen (LA, LAOOH,
LAOH und Hexanal)

4 )

Inkubation (30min) von Caco-2 Zellen (6-
well) mit polaren Fraktionen der Ole bzw.
den Einzelsubstanzen in der

Konzentration 0,1 uM

Hochauflésende LC-MS/MS
Analyse (zielgerichteter
Metabolomics-Ansatz)

Einfluss auf die
Phospholipidzusammensetzung
(PE, PS u. PC)

|
4 )

Inkubation (30min) von Caco-2 Zellen

(96-well) mit polaren Fraktionen der Ole
bzw. den Einzelsubstanzen in
verschiedenen Konzentrationen
[0,1/1/10 pM]

~
J

Messung des ansteigenden
Fluoreszenzsignals, BODIPY®-C12-FS-

Analogon (Fluoreszenz-

Mikroplattenreader)

Einfluss auf die Fettsdureaufnahme

Abbildung 6: Studiendesign — Charakterisierung der Sonnenblumendlproben sowie
Einfluss von Lipidoxidationsprodukten auf die Zusammensetzung der Phospholipide und
auf die Fettsdureaufnahme von Caco-2 Zellen.
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4.1 Aufarbeitung der Sonnenblumendlproben

4.1.1 Thermische Behandlung

Zur Uberpriifung der Hypothesen wurde ein Sonnenblumendl in verschiedenen
Oxidationsstufen bendtigt. Um verschiedene Oxidationsgrade zu erhalten, wurde
das kaltgepresste Sonnenblumendl einmal auf mittlerer Stufe erhitzt (> MED),
einmal auf hoher Stufe erhitzt (- HIGH) und einmal unbehandelt untersucht (-
SO). Das kaltgepresste Sonnenblumendél wurde vom Produzenten (Bellasan,
Olmuhlen Lehen GmbH) in ein lichtdurchlassiges WeilRglas abgefuillt.

MaRig erhitztes Sonnenblumendl (MED)

Etwa 100 Milliliter kaltgepresstes, unbehandeltes Sonnenblumendl wurden in ein
offenes Becherglas (1000 Milliliter) tGberfuhrt und dann in einem vorgeheizten
Trockenschrank (80°C) fur 60 Minuten erhitzt. AnschlieRend wurde das erhitzte
Ol langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt, mit Argon beschichtet und dann bei

-20°C im Gefrierschrank gelagert.

Stark erhitztes kaltgepresstes Sonnenblumenél (HIGH)

Etwa 100 Milliliter kaltgepresstes, unbehandeltes Sonnenblumendél wurden in ein
mit einer Petrischale geschlossenes Becherglas (1000 Milliliter) Gberfihrt und
dann in einem vorgeheizten Ofen mit einer Temperatur von 150°C fir 60 Minuten
erhitzt. Das Becherglas wurde geschlossen, um sicher zu gehen, dass das Ol im
Ofen nicht Giberkocht. AnschlieBend wurde das Ol langsam auf Raumtemperatur

abgekuhlt, mit Argon beschichtet und dann bei -20°C im Gefrierschrank gelagert.
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4.1.2 Auftrennung der polaren Fraktionen mittels

Festphasenextraktion
Methode

Die Festphasenextraktion wurde mit einigen Modifikationen nach der Methode

von Marquez et al. (1996)8 angewandt.’®

Vorbereitung der Vials (ein Tag vor der Extraktion)

Im Vorfeld wurden ausreichend zehn Milliliter Amber Glass Vials durch einen
speziellen Waschvorgang auf die Festphasenextraktion vorbereitet. Dieser
spezielle Waschvorgang beinhaltete eine einstiindige Trankung der Vials mit in
Natriumhydroxid gesattigten Ethanol(vergéllt). AnschlieRend wurden die Glaser
dreimal mit bidestilliertem Wasser gut gespult. Daraufhin erfolgte eine
einstindige Trankung der Vials mit einmolarer Salzsaure. Bevor Vials
anschlielend tber Nacht in den auf 50 °C vorgeheizten Trockenschrank kamen
wurden sie noch dreimal mit bidestilliertem Wasser gut gespult. Am né&chsten
Morgen wurden die Vials mittels Schraubverschlusses geschlossen und waren

nun fir die Festphasenextraktion bereit.

Durchfihrung

Bei der Festphasenextraktion kommt es zu einer Wechselwirkung zwischen
flissiger, mobiler Phase und fester Phase bzw. dem Sorbens. Das Sorbens
befindet sich in einer oben offenen Saule, einer polymerbasierten Kartusche
(Strata® SI-1 Silica, Phenomenex). Die Analyten wurden mithilfe einer
Vakuumpumpe durch die Saulen abgesaugt. Zuerst wurde die Saule zwei Mal
mit funf Milliliter Petroleumether-Diethylether (90:10) befullt. Die Drehhahne
wurden so eingestellt, dass die Tropfgeschwindigkeiten bei allen Saulen gleich
und so langsam wie moglich waren. AnschlieRend wurden 50 Mikroliter der Ole
in einem Milliliter Petroleumether-Diethylether (90:10) gel6st und gevortext.
Diese Ldosung wurde auf die Saule aufgetragen und die Elution dieser apolaren
Fraktion wurde entsorgt, da fur die nachfolgenden Experimente lediglich die
polare Fraktion von Bedeutung war. Fur die polare Fraktion wurden zwei Milliliter
Diethylether auf die Saulen aufgebracht und das Eluat dann in den speziell

gesaubert und Uber Nacht getrockneten zehn Milliliter Amber Glass Vials
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gesammelt. Die polare Fraktion wurde mit Stickstoff eingeengt und in 500
Mikroliter Dimethylsulfoxid (DMSO) (bzw. in zwei Millilitern Isopropanol fir die
Messung von oxidierten Triglyceriden) geldst und gevortext. Von dieser Losung
wurden 60 Mikroliter in ein zwei Milliliter Eppendorf Tube tberfuhrt, 40 Mikroliter
DMSO zu pipettiert (Verdinnungsfaktor 3:5) und die Lésung gevortext. Die Vials
und die Eppendorf Tubes wurden zuletzt vorsichtig mit Argon beschichtet, bevor

sie zur Lagerung bei -20 °C in den Gefrierschrank gegeben wurden.
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4.2 Charakterisierung der Studienéle

In diesem Kapitel werden die in Rahmen dieses Projektes angewandten
Methoden zur Charakterisierung des verwendeten Sonnenblumendls detailliert

beschrieben.
Folgende fur die Lipidoxidation relevante Marker wurden analysiert:

Ermittlung der Fettsdurezusammensetzung des kaltgepressten
Sonnenblumendls mittels GC/FID (siehe Kapitel 4.2.1)

— priméare Oxidationsprodukte

Bestimmung der Peroxidzahl (Hydroperoxide) der Ole mittels Titrimetrie
(siehe Kapitel 4.2.2)

Messung von oxidierten Triglyceriden (oxTG)in den polaren Olphasen
mittels LC-MS (siehe Kapitel 4.2.3)

— sekundare Oxidationsprodukte

Quantifizierung von Hexanal im Ol mittels HS-GC/MS (siehe Kapitel 4.2.4)
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4.2.1 Ermittlung der Fettsaurezusammensetzung mittels GC/FID
Methode und Prinzip

Bei der Untersuchung der Lipidoxidation wird der Fettsdurezusammensetzung
stets grof3e Bedeutung zugeschrieben. Generell gilt: je hoher der Anteil an PUFA
desto mehr Doppelbindungen und damit eine hohere Anfalligkeit des Ols fir
oxidative Prozesse. Fur eine Charakterisierung der FS wurde das Prinzip der
Gaschromatographie gekoppelt mit einem Flammenionisationsdetektor (GC/FID)
verwendet. Die Methode orientiert sich im GroBen und Ganzen an die
beschriebenen Bedingungen und der Durchfiihrung der FAME-Bestimmung von
Pignitter et al. (2014).2 Fur die Aufbereitung der Sonnenblumendlproben und die
Synthese der korrespondierenden FAME wurde somit ebenfalls eine
konventionelle, basenkatalysierte Makro-Methode angewendet.”® Die von Azlan
(2010)8°

Flammenionisationsdetektors wurden somit ebenfalls in abgewandelter Form

et al. beschriebenen Analysebedingungen des

(siehe Tabelle 5 und 6) angewendet.&°

Tabelle 5: Analysebedingungen der FAME-Bestimmung.

GC-Anlage GC-2010 Plus, AOC 20is
Detektor Hydrogen-FID
Detektortemperatur 270° C
Injektortemperatur 220° C

Stationare Phase

Tragergas
Injektionsvolumen
Saulenfluss und -temperatur
Split-Ratio

Gesamtdauer des Analyseprogramms

ZB-Wax Zebron™ (PEG), Kapillarsaule,
30m x 0,25mm x 0,25um

Helium

1L

3 mL/ min; 60° C
20

53 Minuten und 12 Sekunden
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Tabelle 6: Verlauf des Temperaturgradienten bei der FAME-Bestimmung.

Rate [°C/min] Temperatur [°C] Haltezeit [min]
60 2

13 150 0

2 240 0

Nach dem Codex Alimentarius (1999) sind die mengenmalfig wichtigsten FS im
Sonnenblumendl Palmitinsaure, Stearinsaure, Olsaure und Linolsaure.® Fur eine
Detektion mussten FS in Form der entsprechenden FAME vorliegen.8! Die
spezifischen Retentionszeiten der FAME sind in Tabelle 7 veranschaulicht.

Tabelle 7: Spezifische Retentionszeiten der Fettsauremethylester.

FAME Retentionszeit [min]
Methylpalmitat 17,5-17,6
Methylstearat 23,4 - 23,65
Methyloleat 24,0-24,3
Methyllinoleat 25,5-25,85

Heptadecanséaure-Methylester (HME) 20,3-20,4

Durchfihrung

Zu Beginn wurden 100 Milligramm Olprobe in ein 50 Milliliter Falcon Tube
eingewogen. Anschlieend wurde eine einprozentige Heptadecansaure-
Methylester-Losung (HME - interner Standard) in Methanol vorbereitet, wovon
500 Mikroliter in die Probe hinzugefligt wurden. Danach wurden 100 Milligramm
Pyrogallol, zwei Milliliter Toluol und vier Milliliter einer 0,5 molaren
Natriummethoxidlésung zur Probe hinzugefiigt und mit Stickstoff begast.®? Das
Gemisch wurde daraufhin zur chemischen Reaktion fir zwdlf Minuten ins heil3e
Wasserbad bei 50°C gegeben. Nach diesem Schritt wurden die Proben flr flnf
Minuten im Kuhlschrank gekuhlt. Hierauf wurden 200 Mikroliter Eisessig

hinzugeflgt. Eisessig hemmt die Bildung von Natriumhydroxiden, welche
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Methylester hydrolisieren kdnnen. AnschlieRend kamen je funf Milliliter Hexan
und fanf Milliliter bidestilliertes Wasser in die Tubes. Nach zweiminitigem
Vortexen trennten sich die Phasen. Die abgewonnene Hexanphase wurde in ein
neues 25 Milliliter Rohrchen tberfuhrt. Diese Extraktion wurde ein weiteres Mal
mit Hexan vorgenommen. Am Ende wurde die gesammelte Hexanphase mit
Natriumsulfat getrocknet und durch 0,45 Mikrometer PVDF-Filter in GC-Vials
filtriert.

Auswertung

Die Flache der Peaks konnte mit der Software GC-Solution Version 2.4
automatisch integriert werden. Zur Quantifizierung der FS wurden vier
Standardkalibriergeraden im Dreifachansatz gemessen (siehe Abbildung 7). Die

Konzentrationsbereiche sind in der nachfolgenden Tabelle 8 angegeben.

Tabelle 8: Ermittelte Konzentrationsbereiche der Kalibriergeraden.

FAME Standard Konzentration [mg/mL]
Methylpalmitat 0,05-1,6

Methylstearat 0,025-0,8

Methyloleat 0,25-8

Methyllinoleat 1-10
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Abbildung 7: Externe Kalibrationsgeraden der vier untersuchten Fettsauremethylester,
n=3.
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Ermittlung der Wiederfindungsrate

Die Quantifizierung der Fettsauremethylester erfolgte durch externe Kalibrierung
unter Berilicksichtigung der Wiederfindung von HME [0,42 mg/mL]. Eine HME-
Standardlésung mit ebendieser Konzentration wurde sechs Mal extern in die GC
injiziert und den Proben hinzugefugt. Die ermittelte Wiederfindung betrug 96,2 +
4,88 Prozent. Die spezifischen Wiederfindungen der einzelnen Analysen wurde
auch bei der Berechnung der Absolutkonzentration der FAME bertcksichtigt. Die

folgende Formel zeigt wie die Konzentrationen ermittelt wurden:

mgy MW(Area) [AUC] —d 100
] = * VF *
L k WF [%]

FAME [m

MW (Area) [AUC] Mittelwert der ,area under the curve®

(deutsch: ,Flache unter der Kurve®)

d Achsenabschnitt der zugehdrigen Kalibriergerade
k Steigung der zugehorigen Kalibriergerade

VF Verdinnungsfaktor 10

WF Wiederfindung in %

Ermittlung der Nachweis- und Quantifizierungsgrenze

Die Werte fur die Nachweisgrenze (LOD) und die Bestimmungsgrenze (LOQ)
wurden nach Angaben des Deutschen Instituts fir Normung (DIN 32645) ermittelt

und sind in Tabelle 9 aufgefuhrt.

Tabelle 9: Nachweis- und Bestimmungsgrenze (LOD, LOQ)

Fettsduremethylester LOD [mg/mL] LOQ [mg/mL]
Methylpalmitat 0,0443 0,0886
Methylstearat 0,0244 0,0488
Methyloleat 0,145 0,290
Methyllinoleat 0,201 0,403
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4.2.2 Bestimmung der Peroxidzahl der Olproben mittels Titrimetrie
Methode

Zur Charakterisierung der drei fur dieses Projekt verwendeten Sonnenblumendle
wurde unter anderem auch die POZ mittels Titrimetrie modifiziert nach der
Methode von Wheeler angewendet.®2 Die POZ ermdglicht eine Beurteilung des
Oxidationsgrades einer Probe und quantifiziert primare Oxidationsprodukte wie
Hydroperoxide und Peroxide.?®> Hydroperoxide entstehen in den frilhen Phasen
der Lipidoxidation, der Initiation und Propagation.?1?425> (vgl. Kapitel 2.1.1) Die
POZ wird als die erfassbare Menge an aktivem Sauerstoff in einem Kilogramm
Probe definiert und wird in 1/8 mmol aktiver Sauerstoff pro Kilogramm Probe

angegeben.?584

Prinzip

Die Probe wird in einem Gemisch aus konzentrierter Essigséaure und Chloroform
geldst und anschlieRend mit gesattigter Kaliumiodidlésung versetzt. Durch die
Reaktion von lodid mit Peroxidgruppen entsteht lod. Als Indikator wurde Starke
verwendet, welche die Losung braun farbte. (Siehe Reaktionsgleichung [1])
AnschlieRend wird bis zum Umschlag ins Farblose mit einer Thiosulfatlésung
zurUcktitriert und das hierfir bendtigte Volumen dokumentiert (siehe
Reaktionsgleichung [2]).84

R-OOH+21+2H30">R-0OH+ 12 3H20

[1] lodid wird durch Peroxide zu lod oxidiert.8

I, + 2 S503% > 2 | + S406%

[2] Riicktitration mit Thiosulfat.84

Durchfihrung

Zu Beginn wurden auf 0,1 Milligramm genau funf Gramm der erhitzten bzw. nicht
erhitzten Olproben in einen sorgféltig gereinigten 100-Milliliter-Erlenmeyerkolben
eingewogen. AnschlieRend wurden den Olproben je 50 Milliliter eines Eisessig-
Chloroform-Gemisches (im Verhaltnis 3:2) hinzugefiigt und der Inhalt unter

Schwenken geldst. Der Erlenmeyerkolben wurde verschlossen und stark fir 60
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Sekunden geschittelt, nachdem 0,5 Milliliter einer gesattigten Kaliumiodidldsung
zu pipettiert wurden. Direkt im Anschluss wurde die Losung mit Starke und einer
0,1 N Natriumthiosulfat-Mal3losung bis zum Farbumschlag von braun ins
Farblose titriert.

Auswertung

Die Peroxidzahl wurde mit Hilfe folgender Formel ermittelt:

POZ [mValO,] = (a—b) * N = 1009
a Verbrauch an Natriumthiosulfat-MaRI6sung beim Hauptversuch in Milliliter
b Verbrauch an Natriumthiosulfat-Maf3ldsung beim Blindversuch in Milliliter
N Normalitat der Natriumthiosulfat-MaRlosung in mol/L
E Masse der Probe in Gramm (auf 0,1 mg genau eingewoogen)

Durch Multiplikation der POZ (mVal O2/kg) mit der Aquivalentmasse des
Sauerstoffs (8) erhalt man die Milligramm des aktiven Sauerstoffs je Kilogramm
der Probe. Uber die bekannte Dichte von Sonnenblumendl (0,92 kg/L bei 15 °C)
konnten die Parameter auf Liter umgerechnet werden. Bei Angabe des
Ergebnisses in mmol O2/kg Fett ist das Ergebnis, berechnet in mVal O2/kg Fett,
durch den Faktor 2 zu teilen.?> Geringe POZ bedeuten nicht, dass Olproben frei
von Oxidationsprodukten sind, vielmehr kdnnen verringerte Mengen an
Hydroperoxiden unter Umstanden ein Indiz fir eine fortgeschrittene

Lipidoxidation sein (vgl. Kapitel 2.1).24
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4.2.3 Messung von oxidierten Triglyceriden mittels LC-MS

Im Zuge der Charakterisierung der Sonnenblumenéle wurden unter anderem auch die
oXTG bestimmt. Massenionen und Fragmente von epoxidierten und hydroperoxidierten
Triglyceriden in den polaren Fraktionen der Sonnenblumenélproben konnten mittels
Flussigkeitschromatographie gekoppelt an einem triple quadrupole
Massenspektrometer (LC-MS) bestimmt werden. Dabei wurde eine Methode modifizert
nach Gruneis et al. (2019)®° verwendet.®®> Zu Beginn wurden die nach Kapitel 4.1.2 in
Isopropanol geldsten Proben (Verdiinnungsfaktor 1:400) der polaren Olfraktionen mit
dem internen Standard Glyceroltrihneptadecanoat (TG 17:0/17:0/17:0) versetzt, sodass
die Konzentration des Standards in der Fraktion 5 Mikromolar (uM) betrug. Danach
wurden die Proben durch einen 0,22 Mikrometer PVDF-Filter in ein kleines braunes
HPLC-GefalR tberfuhrt. Anschlielend wurden 2 Mikroliter der Proben in ein UltiMate
3000 Series HPLC-System (Dionex/Thermo Fisher Scientific) injiziert und auf einer C18
Saule (Kinetex EVO, 150 x 3.0 mm, 5 um, Phenomenex,) bei einer Temperatur von 25
°C aufgetrennt. Bei der C18 Saule handelt es sich um eine unpolare ,reversed phase*

Saule mit einer Kette aus 18 Kohlenstoffatomen, die an Silica-Kugeln gebunden sind.

Tabelle 10: Einstellungen der LC-MS zur Bestimmung der oxidierten Triglyceride
(oxTG).

Shimadzu LCMS-8040

Saule Kinetex EVO C18 100 A, 150 x 3.0 mm, 5um
Injektionsvolumen 2 uL

Fluss 0,5 mL / min

Saulenofen 25°C

Nebulizing Gas Flow 3,0L/ min

Drying Gas Flow 12 L/ min

DL Temperatur 250 °C

Heating Block 350 °C

Collision Energy 20 eV

Interface Voltage 4.5 kV
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Die mobile Phase war polar. Die Analyten konnten somit aufgrund ihrer Polaritat
aufgetrennt werden. In Tabelle 10 sind die Einstellungen der LC/MS gelistet.
Tabelle 11 zeigt die Komponenten der beiden Laufmittel der mobilen Phase.
Dabei wurde den Fliel3mitteln Ameisenséure zugeflgt, um die lonisation der
Analyten zu Kationen fir das Massenspektrometer zu erleichtern.
Ammoniumformiat wurde hinzugefiigt, um die Bildung von Ammoniumaddukten
zu induzieren, was zu einer htheren Sensitivitdit des Massenspektrometers

fuhren kann.®®

Tabelle 11: Komponenten der mobilen Phase.

Laufmittel A Laufmittel B

60 % Acetonitril 20 % Acetonitril

40 % bidestilliertes Wasser 80 % Isopropanol

0,1 % Ameisensaure 0,1 % Ameisensaure

10 mM Ammoniumformiat 10 mM Ammoniumformiat

Das Programm des Gradienten der Elution der HPLC wurde nach Liu et al.

(2016)8¢ ist in Tabelle 12 veranschaulicht.86

Tabelle 12: Gradient-Elution der HPLC.

Zeit [min] Laufmittel A [%] Laufmittel B [%]
0 40 60

8 0 100

28 0 100

30 40 60

35 40 60

Die Epoxide und Hydroperoxide in den Proben wurden mit vier verschiedenen

MS Fragmentierungstechniken gemaR Griineis et al. (2019)%°, der METLIN-
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Datenbank und der MoNa (MassBank of North America) identifiziert. Die
Strukturen der oxidierten TG wurden basierend auf ihrem charakteristischen
Fragmentierungsmuster fur jede Hauptklasse von Oxidationsprodukten
identifiziert. Es wurden dabei stets MS-Spektren im Bereich m/z von 50 bis 2300
(m/z = Verhdaltnis: Masse zu Ladung) aufgenommen. Drei weitere LC-MS
Methoden wurden hingegen im manuellen MS/MS Modus, auch ,multiple
reaction mode“ (MRM) genannt, durchgefuhrt. Mit Hilfe dieser Versuche wurden
je drei bis vier verschiedene Precursor-lonen-Massen isoliert. Die MRM-
Ubergange sind [M+NHa]*-Addukte und sind als ,qualifier- und ,quantifier-lonen®
in Tabelle 13 gelistet. Die Einstellungen fir die MRM waren folgende: Am/z = 3
fur die Isolationsbreite, 20 eV fur die Kollisionsenergie der Precursor lonen
Masse, Aufnahme der Spektren von m/z 50 bis 1100.8%

Tabelle 13: MRM-Ubergange: ,qualifier- und quantifier-lonen“ der oxTG.%

Oxidiertes Precursor-lon quantifier qualifier
Triglycerid (oxTG) [M + NH4]* [M + H]* [M+ HJ
TG 54:3 [OOH] 635.5
TG 18:1/18:1/18:1 [OOH] 934.8 601.5 617.5
TG 18:0/18:2/18:1 [OOH] 603.5
TG 54:4 [OOH] 633.5
TG 18:1/18:1/18:2 [OOH] 932.8 603.5 615.5
TG 18:0/18:1/18:3 [OOH] 601.5
TG 54:5 [OOH] 633.5
TG 18:1/18:2/18:2 [OOH] 631.5
TG 18:1/18:1/18:3 [OOH] 930.8 601.5 615.5
TG 18:0/18:2/18:3 [OOH] 613.5
TG 54:6 [OOH] 629.5
TG 18:1/18:2/18:3 [OOH] 928.8 601.5 617.5
TG 18:2/18:2/18:2 [OOH] 613.5
611.5

38



TG 54:0 [O] 621.5
TG 18:0/18:0/18:0 [O] 922.8 603.5 602.5
TG 54:1 [O] 920.8 603.5 621.5
TG 18:0/18:0/18:1 [O] 619.5

603.5

601.5

399.3
TG 54:2 [O] 619.5
TG 18:0/18:1/18:1 [O] 918.8 601.5 617.5

603.5
TG 54:3 [O] 617.5
TG 18:1/18:1/18:1 [O] 916.8 599.5 603.5
TG 18:0/18:2/18:1 [O] 601.5
TG 54:4 [O] 617.5
TG 18:1/18:1/18:2 [O] 914.8 597.5 615.5
TG 18:0/18:1/18:3 [O] 601.5
TG 18:0/18:2/18:2 [O] 599.5

Tabelle 14: Analyse von freier Linolsdure (LA), Linolsdurehydroxid (LAOH) und

Linolsaurehydroperoxid (LAOOH) mittels LC-MS (nach Friihwirth et al., 2020).8

[M-H] lonen Precursor-lon m/z Produkt-lon m/z
LA 279.2 261.2
59.0
71.0
LAOH 295.5 277.3
195.5
LAOOH 311.0 113.0
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Tabelle 15: Analyse von Phytosterolen als auch ihren Estern mit LA mittels LC-MS
(nach Fruhwirth et al., 2020).8

[M-H]* lonen Phytosterole Phytosterole verestert mit LA
Precursor-lon m/z Produkt-lon m/z

Sitosterol 415.3940 677.6236
Campesterol 401.3783 663.6079
Stigmasterol/A5- 413.3783 675.6079
Avenasterol

Cholesterol 387.3627 649.5923
Cholestanol 389.3783 651.6079
Brassicasterol 399.3627 661.5923
Campestanol 403.3490 665.6236
Sitostanol 417.4096 679.6392

AulRRerdem wurden noch andere Komponenten in den polaren Fraktionen der
Sonnenblumenodle, wie freies LA, LAOH, LAOOH sowie eine Reihe von

Phytosterolen als auch ihre Ester mit LA, analysiert. (vgl. Tabelle 14 und 15)

Auswertung

Die Quantifizierung erfolgte tber eine Kalibriergerade mit
Glyceroltrineptadecanoat (TG 17:0/17:0/17:0) als Standard in den
Konzentrationen 0,05-5 uM (R2= 0,9985) (vgl. Abbildung 8). Vor jeder Messung
wurde ein Waschschritt mit Isopropanol durchgefiihrt und anschlielend ein
Lésungsmittelblank mit Isopropanol gemessen. Der Flachenwert unter der
Intensitats-Zeit-Kurve (AUC) des Ldsungsmittelblanks wurde stets von den
Flachen der Proben abgezogen. Die Wiederfindung des internen Standards
Glyceroltrineptadecanoat (TG 17:0/17:0/17:0) betrug 80,9 % + 15,1 % und wurde

bei der Quantifizierung berucksichtigt.
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Abbildung 8: Kalibrationsgerade mit Glyceroltriheptadecanoat, n = 4.

Ermittlung der Nachweis- und Quantifizierungsgrenze

Die  Nachweisgrenze (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ) flr
hydroperoxidierte und epoxidierte Triglyceride wurden mit Hilfe der Blank-
Methode, beschrieben von Shrivastava et al. (2011)%” mit den nachstehenden
Formeln ermittelt und betrugen 0,00481 uM (LOD) und 0,0157 uM (LOQ).8"

LOD = MW + 3 SA

LOQ = MW + 10 SA

MW Mittelwert der Konzentration (interner Standard) im Blank

SA Standardabweichung der Konzentration (interner Standard) im Blank
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4.2.4 Quantifizierung von Hexanal in den Olproben mittels HS-GC/MS

Methode und Prinzip

Die Messung von Hexanal wurde nach Pignitter et al. (2014)? durchgefihrt.? Bei

dem verwendeten Verfahren handelt es sich um die sogenannte Headspace-GC-

MS, die sehr haufig in der Lebensmittelanalytik verwendet wird. Dabei werden

flichtige Verbindungen in der Gasphase oberhalb der Lésung Uberfiihrt. Es

erfolgte die Auftrennung der Gemische mithilfe von Gaschromatographie und die

Detektion von Hexanal mit Massenspektrometrie.® Dabei wurde dieselbe Saule

verwendet, die auch fur die Analyse der Fettsdurezusammensetzung verwendet

wurde. Die Bedingungen der GC/MS-Anlage wéahrend der Hexanal-Bestimmung

werden in Tabelle 16 und Tabelle 17 aufgezeigt.

Tabelle 16: Parameter der GC/MS-Anlage wahrend der Hexanal-Bestimmung.

GC/MS-Anlage

GCMS-QP 2010 Ultra mit AOC 5000 Plus
(Shimadzu, Vienna, Austria)

Injektionstemperatur

Spritzentemperatur

stationare Phase

Tragergas

Flussrate

Saulenfluss

Saulenofentemperatur

Injektionsvolumen

Split-Ratio

Temperatur der lonenquelle

250 °C

70 °C

ZB-Wax Zebron™ (PEG), Kapilarsaule,
30 m x 0,25 mm x 0,25 pm

Helium, lineare Geschwindigkeit
4,3 ml/min

1,31 ml/min;
35°C

1000 i

200 °C
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Tabelle 17: Verlauf des Temperaturgradienten.

Rate [°C/min] Temperatur [°C] Haltezeit [min]
35 2
15 65 0
2 80 0
30 230 5
Durchfihrung

Zu Beginn wurden zweieinhalb Gramm der kaltgepressten Sonnenblumendle in
einem 20 Milliliter HS-Braunglasvial mit 2,717 Milliliter Methanol/H20 (1:1, v/v)
vermischt. AnschlieRend wurde das Gemisch mit internem Standard di2-Hexanal
versetzt (Endkonzentration diz- Hexanal: 3,96 Mikrogramm pro Milliliter). Direkt
im Anschluss wurden die Vials rasch mit gasdichten Metalldeckel verschlossen
und die Lésung fur 15-20 Sekunden gevortext. Danach wurden die Vials bei einer
Temperatur von 70 °C und einer Agitationsgeschwindigkeit von 750 rpm flr 15

Minuten inkubiert.

Auswertung

Die Quantifizierung von Hexanal erfolgte im Vierfachansatz und wurde unter
Anwendung einer Stabilisotopenverdiinnungsanalyse unter Verwendung von
Hexanal- di>-Hexanal als internen Standard durchgefiihrt. Zur Datenerfassung
und Auswertung wurde die Software GC/MS-Solution (Version 2.6, Shimadzu)
verwendet. Die charakteristischen Fragment-lonen von Hexanal (m/z 72 und 56)
und diz-Hexanal (m/z 80 und 64) wurden zur Identifizierung verwendet. Zur
Quantifizierung wurden m/z 72 fur unmarkiertes und m/z 80 fir markiertes di2-
Hexanal verwendet. In Abbildung 9 wird die Isotopen-Verdinnungsreihe des
Sonnenblumendls dargestellt. Daftr wurde das Konzentrationsverhaltnis von di2-
Hexanal zu Hexanal (x-Achse) gegen das Verhdltnis der Peakflache von diz2-
Hexanal zu Hexanal (y-Achse) aufgetragen. Die Nachweis- (LOD) und

Erfassungsgrenze (LOQ) wurden nach Angaben des Deutschen Instituts fur
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Normung (DIN 32645) ermittelt und betrugen 0,112 bzw. 0,224 Mikrogramm pro

Milliliter.8°

Die Wiederfindung 105,7 % + 8,1 % wurde mit folgender Formel bestimmt:

MW (Proben)

WF [%] = MW (Standards) x 100
WF [%] Wiederfindung in Prozent [%]
MW (Proben) Mittelwert des enthaltenen di.-Hexanals in den Olproben
MW (Standards) Mittelwert des enthaltenen di2-Hexanals in den Proben

der Isotopenverdiinnungsreihe
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Abbildung 9: Isotopen-Verdinnungsreihe fur die Hexanalbestimmung, n = 4.
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4.3 Caco-2 Zellkultur

4.3.1 Caco-2 Zellen als geeignetes in vitro Modell

Caco-2 Zellen sind hervorragend zur Untersuchung des Lipidstoffwechsels
geeignet. Sie besitzen ahnliche Eigenschaften wie reife Zottenepithelzellen des
Dunndarms, wie die Bildung einer Blrstensaummembran, enge intrazellulare
Verbindungen sowie die Expression von Fettsaurebindungsproteinen.®%°! Etwa
21 Tage nach der Aussaat der Caco-2 Zellen (Dichte bei der Aussaat: ~3 x 104
Zellen pro 96-Well, ~3 x 10° Zellen pro 6-Well) waren diese ausdifferenziert und
hatten eine Monolage ausgebildet. Fir die Bestimmung der PL wurden Caco-2
Zellen in 6-well Platten, fir den Versuch der FS-Aufnahme wurden Caco-2 Zellen
in 96-well Platten kultiviert. Die Bedingungen der Kultivierung waren bei beiden
dieselben. Die Wells am Rand der 96-well-Platten (insgesamt 36 Wells)
enthielten keine Zellen und wurden lediglich mit Medium beftllt, welches

ebenfalls regelmalig ausgetauscht wurde.

4.3.2 Vorbereitung der Sicherheitswerkbank und Reagenzien

Zu Beginn wurde die Beliftung und Beleuchtung der Sicherheitswerkbank
eingeschaltet. Das Fenster der Werkbank wurde bis zur Markierung gedffnet,
damit ein gleichmafiger Luftstrom gewahrleistet war. Wenn beide Anzeigen der
Werkbank grun leuchteten, wurde mit der Arbeit begonnen. Alle bereits in der
Sicherheitswerkbank befindlichen Gegenstdnde wurden zunéchst mit 70-
prozentigem Ethanol bespriht und anschliel3end grindlich mit in 70-prozentigem
Ethanol getrankten Papiertichern gereinigt. Alle fir die Arbeit benotigten
Gegenstande wurden mit 70-prozentigen Ethanol bespruht und grtindlich mit in
70-prozentigen Ethanol getrdnkten Papiertiichern gereinigt, bevor sie in die
Sicherheitswerkbank gegeben wurden. Fur den Abwurf von Pipettenspitzen bzw.
Abfall wurde ein steriles 400 Milliliter Becherglas vorbereitet (sterilisiert in einem
autoklavierten Plastikbeutel). Anschlie3end wurden sowohl das gekihlte Medium
als auch die gekuhlten beziehungsweise gefrorenen Zusatzstoffe PBS,
Trypsin/EDTA-L6sung und Penicillin/Streptomycin—Ldsung im Wasserbad bei
37°C aufgetaut und aufgewarmt.
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4.3.3 Zellen auftauen

Zu Beginn wurden neun Milliliter Medium in ein 15 Milliliter Falcon Tube mit einer
sterilen Pipette hinzugefigt. Dann wurde ein Rohrchen mit zehn Millilitern
Wasser in die Zentrifuge gegeben und das Gerat auf 25°C, 110 xg und zehn
Minuten eingestellt. Daraufhin wurden die eingefrorenen Zellen dem
Flussigstickstoff entnommen und zum Auftauen in ein Wasserbad mit einer
Temperatur von 37°C gegeben. Das gefrorene Medium besteht zu zehn Prozent
aus DMSO und wirkt in dieser Konzentration bei 37°C toxisch auf die Zellen. Aus
diesem Grund wurde etwa ein Milliliter der aufgetauten Zellen dem 15 Milliliter
Tube mit neun Milliliter Medium zugefuhrt und die DMSO Konzentration somit
1:10 verdinnt (= ein Prozent Gesamtgehalt). Dieses Rohrchen wurde nun auf
die gegenuberliegende Seite der Zentrifuge gestellt und die Zentrifuge zu den
bereits oben genannten Bedingungen gestartet. Anschlieend wurde der
Uberstand abgesaugt, zehn Milliliter frisches Medium hinzufiigt und das Pellet
langsam und vorsichtig resuspendiert. Anschlie3end wurde die Suspension in
eine Zellkulturflasche tberfuhrt und diese in den Inkubator (37°C, 5% COz2)
gestellt.

4.3.4 Nahrmedium wechseln

Als Nahrmedium wurde eine Lésung aus etwa 90 Prozent Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) mit stabilem Glutamin, 10 Prozent fetales Kéalberserum
(FBS) und 1 Prozent Penicillin/Streptomycin-Losung verwendet. Ein Austausch
des Nahrmediums ist aufgrund des Abbaus von Penicillin-Streptomycin und der
Zunahme Antibiotika-resistenter Keime notwendig. Deshalb wurden die Kulturen
taglich untersucht und das Medium nach Bedarf regular nach zwei Tagen,
spatestens jedoch nach vier Tagen gewechselt. Typische Tage fur einen
Mediumwechsel waren somit Montag, Mittwoch und Freitag. Fur eine 96-well-
Platte wurden pro Well 200-300 pL Austauschmedium benétigt (zwei Tage bis
zum nachsten Mediumwechsel: 200 Mikroliter; drei Tage - 250 Mikroliter). Flr
eine 6-well-Platte wurden pro Well drei bis vier Milliliter Austauschmedium
bendtigt. Das Medium enthalt einen pH-Indikator: sinkt der pH-Wert so farbt sich
das Medium orange-gelb. Grund fir die Abnahme des pH im Medium ist die
Exkretion der Zellen von sauren Substanzen, welche im Laufe der Zeit
akkumulieren. Ist das Medium unklar, die Zellkulturflasche oder -—platte
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beschlagen, so ist eine Kontamination sehr wahrscheinlich. Im Falle einer
Kontamination muissen alle Einweggegenstande weggeworfen und der
Zellkulturraum auferst grindlich gereinigt werden. Die Sicherheitswerkbank
wurde fur den Medium-Wechsel vorbereitet, die benoétigten Substanzen auf 37°C
aufgewarmt (Trypsin/EDTA nur langsam und kurz aufwarmen) und die benétigten
Materialien vorbereitet und gereinigt. 50 Milliliter des erwarmten Mediums
(inklusive 1% Penicillin/Streptomycin) wurden in 50 Milliliter Falconréhrchen
vorbereitet. Nun wurde die T175 Zellkulturflasche mit den Zellen aus dem
Inkubator rasch zur Werkbank tberfuhrt. Es wurde stets darauf geachtet, dass
das Medium nicht an den Deckel der Flasche gelangt. Nun wurde das alte
Néahrmedium langsam von der Flasche abgesaugt. Dazu brachte man eine
glaserne Zwei-Milliliter-Pasteurpipette an den Schlauch der Vakuumpumpe an
und saugt das alte Medium von einer Ecke des Bodens der Flasche ab.
Besonders zu beachten gilt es hier die anheftenden Zellen nicht mit der
Pipettenspitze zu beschadigen. AnschlieRend wurden circa 40 Milliliter Medium
(inklusive 1% Penicillin/Streptomycin) hinzugefugt. Die Flasche wurde dann in
den befeuchteten Inkubator zuriickgestellt (37°C; 5% COy2).

4.3.5 Passagieren

Die Sicherheitswerkbank wurde fiir den Medium-Wechsel vorbereitet, die
bendtigten Substanzen auf 37°C aufgewarmt (Trypsin/EDTA nur langsam und
kurz aufwarmen) und die bendtigten Materialien vorbereitet und gereinigt. 50
Milliliter des erwarmten Mediums (inklusive 1% Penicillin/Streptomycin) wurden
in 50 Milliliter Falconréhrchen vorbereitet. Nun wurde die T175 Zellkulturflasche
mit den Zellen aus dem Inkubator rasch zur Werkbank tberfuhrt. Es wurde stets
darauf geachtet, dass das Medium nicht an den Deckel der Flasche gelangt. Nun
wurde das alte Nahrmedium langsam von der Flasche abgesaugt. Dazu brachte
man eine glaserne Zwei-Milliliter-Pipette an den Schlauch der Vakuumpumpe an
und saugt das alte Medium von einer Ecke des Bodens der Flasche ab.
Besonders zu beachten galt es hier die anheftenden Zellen nicht mit der
Pipettenspitze zu beschédigen. Dann wurden die Zellen mit funf Milliliter PBS
gewaschen indem man die Flasche langsam hin und her bewegte. Dabei war es
wiederum besonders wichtig daflir zu sorgen, dass die Flissigkeit nicht an den
Deckel der Flasche gelangt. Anschlielend wurde die Pufferlosung mit einer
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glasernen Zwei-Milliliter-Pipette von einer Ecke des Bodens der Flasche
abgesaugt. Daraufhin wurden die Zellen mit ungefahr zweieinhalb Milliliter
Trypsin/EDTA bedeckt und fur vier bis finf Minuten in den Inkubator beférdert
(37°C; 5% CO2). Danach wurde einige Male gegen die Flasche geklopft und unter
dem Mikroskop uberprift, ob sich die Zellen gelost hatten. Die Zellen sollten nun
rund sein und einzeln in der Losung schwimmen. Sollten nach der Inkubation
noch Zellkomplexe sichtbar gewesen sein, wurde die Platte nochmals fir ein bis
zwei Minuten inkubiert und die Zellen erneut unterm Mikroskop Uberprift. Die
Reaktion durch Trypsin / EDTA wurde gestoppt, indem siebeneinhalb Milliliter
Medium (inklusive 1% Penicillin/Streptomycin) hinzugeflgt wurden. Das Trypsin
/ EDTA in der Zellsuspension wurde durch das Serum im Medium inaktiviert und
musste deshalb nicht entfernt werden. Die Zellen wurden nun durch mehrmaliges
Resuspendieren (20-40x) mit einer Zehn-Milliliter-Pipette am Boden der
Zellkulturflasche getrennt. Da danach meistens noch Zellklumpen vorhanden
waren, wurde dieser Vorgang mit einer Ein-Milliliter-Pipette bis zur sichtbaren
Auftrennung mehrmals wiederholt. Anschlie3end wurden die Multiwell-Platten mit
dem Zelltyp, der Passagennummer, dem Datum als auch dem Namenskirzel

beschriftet.

4.3.6 Herstellung einer Zellsuspension

Eine Flasche kann bis zu zweimal verwendet werden. Je nachdem, wann die
nachste Trypsinierung geplant war, wurden fur ein Tag Inkubation funf Milliliter,
fur zwei Tage zweieinhalb Milliliter und fur drei Tage 1,25 Milliliter an
Zellsuspension in die alte Flasche (wenn erst eine Passage damit durchgefihrt
wurde) beziehungsweise, wenn bereits zweimal verwendet, in eine neue Flasche
pipettiert. Anschliel3end wurde die Flasche mit etwa 40 Milliliter frischem, im 37°C
Wasserbad aufgewarmten Nahrmedium (inklusive 1% Penicillin/Streptomycin)
aufgefullt und vorsichtig geschwenkt, um die Zellsuspension zu mischen. Die
bestehende Flaschenkennzeichnung wurde mit der neuen Passagennummer,
Datum, Namenskirzel und dem zurickgefihrten Volumen an Zellsuspension
erganzt. Sollte eine neue T175 Zellkulturflasche notwendig sein, wurde jene mit
Zelllinie, Namenskurzel, Datum, Passagennummer neu beschriftet. Inkubiert
wurde in einem angefeuchteten Inkubator (37°C, 5% CO2). Eine ungefahre
Anzahl der Zellen (~Anteil der Gesamtflache) wurde, wenn maoglich, taglich mit

48



einem Lichtmikroskop geschatzt. War eine T175 Zellkulturflasche reich an Zellen
(etwa 60-90% der Flache mit Zellen bedeckt), so musste die néchste

Trypsinierung vorgenommen werden.

4.3.7 Bestimmung der Zellzahl

Die Oberflache der Wells der 6-well-Platte betrug 9,6 cm?, die Oberflache der
Wells der 96-well-Platten betrug 0,32 cm?.

Der Ertrag der Zellernte wurde nach der Trypsinierung unter Verwendung einer
Neubauer-Zahlkammer im Lichtmikroskop bestimmt. Dazu wurde die verdinnte
Zellsuspension mit Erythrosin B in einem Mikrozentrifugenréhrchen vorbereitet.
Dabei muss rasch gearbeitet werden, da Erythrosin B toxisch auf die Zellen wirkt.
Im Lichtmikroskop wurden die Zellen in den vier groBen Quadraten

(einschlieB3lich der zwei Seitenlinien jedes Quadrats) gezahlt.
Die Zellzahl pro Milliliter wurde folgendermafien berechnet:

Zellzahl MW der gezéhlten Zellen (pro 4 Quadranten)
mL 4

x 10* x VF (5)

Beispiel: Bestimmung der Zellzahl pro Milliliter der Zellsubstanz (Z)

Zellzahl (17 +21) /2 2,375 x 10° Zellen
= X 10* x5 = =(2)

mL 4 mL Zellsubstanz

Beispiel: Herstellung einer Zellsuspension (S) mit einer definierten
Zelldichte (3 x 10* Zellen pro 14,4 mL)

2,375 x 10° Zellen
mL Zellsubstanz

+ (3 x 10* Zellen) =

= 7,916 mL Zellsubstanz (Z)
+ 6,484 mL Medium (M)
= 14,4 mL Zellsuspension (S)
(12 mL davon werden benétigt, 2,4 mL als Uberstand)
Dichte = 3 x 10* Zellen fiir insgesamt 60 Wells (96 — well — Platte)

(200 pL Zellsuspension pro Well)
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Eventuell einzelne gestorbene Zellen wurden nicht in die Zahlung mit
einberechnet. AnschlieRend wurde ein geeignetes Volumen berechnet, um die
definierte Zelldichte pro Well-Oberflache bei der Aussaat zu erreichen. Die Dichte
bei der Aussaat betrug ~3 x 10° Zellen pro 6-Well-Platte und ~3 x 10* Zellen pro
96-well-Platte. Die Dichte pro cm?2 war somit dieselbe, da bei den 96-well-Platten
der aufiere Ring mit insgesamt 36 Wells frei von Zellsuspension war (36 Wells
waren nur mit Nahrmedium befullt, 60 Wells enthielten die Zellsuspension mit der

zuvor berechneten Zellzahl/mL).
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4.4 Einfluss von Lipidoxidationsprodukten auf die

Zusammensetzung von Phospholipiden in Caco-2 Zellen

Humane kolorektale Adenokarzinomzellen (Caco-2) wurden mit verschiedenen
Testsubstanzen (LA, LAOH, LAOOH, HEXA) sowie polaren Fraktionen von nicht
erhitzten, maRig und hoch erhitzten Sonnenblumensl (SO, MED, HIGH) fiir eine
halbe Stunde inkubiert.

Ziel dieses Versuchs war es den Einfluss von oxidierten Sonnenblumendlen
sowie von isolierten Oxidationsprodukten der LA (Hauptbestandteil im
Sonnenblumendl) auf PL der Caco-2 Zellen bewerten zu kénnen. Nach 30-
mintiger Inkubation mit den Substanzen und polaren Fraktionen der Ole wurden
die Zellen speziell fur die massenspektrometrische Messung vorbereit. Nach der
Messung erfolgte die exakte Identifizierung der Substanzen durch
hochauflosende MS/MS--Fragmentierung, die charakteristische

Fragmentierungsmuster lieferte.

Anhand von drei Publikationen®-52 welche die fiir Caco-2 Zellen typische
Zusammensetzung von FS sowie PL aufzeigen, wurde eine Liste von relevanten
PL erstellt. Bei der Versuchsplanung wurden zu Beginn die hauptséchlich in
Caco-2-Membranen typischen PL ausfindig gemacht. Die wichtigsten PL-
Unterklassen sind die Phosphatidylcholine (PC, auch als Lecithine bekannt), die
Phosphatidylethanolamine (PE, auch Kephaline genannt) sowie die
Phosphatidylserine (PS). Alle mdglichen Zweierkombinationen der in Caco-2-
Zellen typischen FS fur die drei Phospholipidklassen sind in Tabelle 18, 19 und
20 auf den nachfolgenden Seiten gelistet. Dabei wurden folgende FS
bericksichtigt: C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2 sowie C20:4.

Das spezifische Masse-zu-Ladung-Verhéltnis (kurz m/z) der PL wurde mithilfe
der Onlinedatenbank ,lipidmaps.org“ berechnet. PC wurden im positiven Modus
als [M+H]*-Addukte gemessen; PE und PS wurden im negativen Modus als [M-
H]-Addukte gemessen. Als QC-Probe wurde 3-sn-Phosphatidylethanolamin in

Isopropanol [1 ug/mL] verwendet.
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Tabelle 18: Analysierte Phosphatidylcholine (PC) und ihre berechneten spezifischen

Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse (m/z).

Spezifisches Phospholipid

Phosphatidylcholine berechnetes m/z Pseudo-Molekulion [M+H]*
PC (16:1/16:1) 730.5381 730.5380
PC (16:1/16:0) 732.5538 732.5589
PC (16:1/18:0) bzw. 760.5851 760.5844
PC (16:0/18:1)

PC (16:1/18:1 758.5694 758.5691
PC (16:1/20:4) 780.5538 780.5535
PC (16:0/16:0) 734.5694 734.5691
PC (16:0/18:0) 762.6007 762.5906
PC (16:0/20:4) 782.5694 782.5692
PC (18:0/18:0) 790.6320 n.d.

PC (18:0/18:1) 788.6164 788.6160
PC (18:0/20:4) 810.6007 810.6003
PC (18:1/18:1) bzw. 786.6007 786.6001
PC (18:2/18:0)

PC (18:1/20:4) 808.5851 808.5848
PC (20:4/20:4) 830.5694 830.5693
PC (18:2/18:2) 782.5694 782.5691
PC (18:2/16:1) 756.5538 756.5538
PC (18:2/18:1) 784.5851 784.5849
PC (18:2/20:4) 806.5694 806.5692
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Tabelle 19: Analysierte Phosphatidylethanolamine (PE) und

spezifischen Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse (m/z).

ihre berechneten

Spezifisches Phospholipid

Phosphatidylethanolamine

PE (16:1/16:1)

PE (16:1/16:0)

PE (16:1/18:0) bzw.

PE (16:0/18:1)
PE (16:1/18:1)

PE (16:0/16:0)

PE (16:0/18:0)

PE (16:0/20:4)

PE (18:0/18:0)

PE (18:0/18:1)

PE (18:0/20:4)

PE (18:1/18:1) bzw.

PE (18:2/18:0)
PE (18:1/20:4)

PE (20:4/20:4)

PE (18:2/18:2)

PE (18:2/16:1)

PE (18:2/18:1)

PE (18:2/20:4)

berechnetes m/z

686.4766

688.4923

716.5236

714.5079

690.5079

718.5392

738.5079

746.5705

744.5549

766.5392

742.5392

764.5236

786.5079

738.5079

712.4923

740.5236

762.5079

Pseudo-Molekulion [M-H]

686.4773

688.4932

716.5246

714.5088

690.5088

718.5395

738.5089

746.5784

744.5557

766.5402

742.5402

764.5243

786.5127

738.5089

712.4931

740.5244

762.5088
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Tabelle 20: Analysierte Phosphatidylserine (PS) und ihre berechneten spezifischen

Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse (m/z).

Spezifisches Phospholipid

Phosphatidserine berechnetes m/z Pseudo-Molekiilion [M-H]
PS (16:1/16:1) 730.4665 730.4650
PS (16:1/16:0) 732.4821 n.d

PS (16:1/18:0) 760.5134 760.5157
bzw. PS (16:0/18:1)

PS (16:1/18:1) 758.4978 n.d

PS (16:1/20:4) 780.4821 n.d

PS (16:0/16:0) 734.4978 n.d

PS (16:0/18:0) 762.5291 762.5281
PS (16:0/20:4) 782.4978 782.4959
PS (18:0/18:0) 790.5604 790.5602
PS (18:0/18:1) 788.5447 788.5456
PS (18:0/20:4) 810.5291 810.5274
PS (18:1/18:1) 786.5291 786.5284
bzw. PS (18:2/18:0)

PS (18:1/20:4) 808.5134 808.5114
PS (20:4/20:4) 830.4978 830.4962
PS (18:2/18:2) 782.4978 782.4959
PS (18:2/16:1) 756.4821 756.4804
PS (18:2/18:1) 784.5134 784.5117
PS (18:2/20:4) 806.4978 806.4960
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Durchfihrung

Die polaren Fraktionen der (erhitzten) Sonnenblumendle SO, MED und HIGH
wurden nach dem im Kapitel 4.1 beschriebenen Verfahren fur diesen Versuch
vorbereitet. Alle anderen Substanzen wurden nachfolgend beschrieben im
Vorfeld vorbereitet. Dazu wurden die Substanzen in der 3000-fach hdheren
Konzentration der Endkonzentration in DMSO geldst, mit Argon bedeckt und bei
-20°C eingefroren. Die 3000-fach hohere Konzentration wurde gewahlt, da die
Testsubstanzen zuerst 1:1000 in HBSS/HEPES-Pufferlésung und spater noch
einmal 1:3 in serumfreiem Medium (SFM) verdinnt wurden. Bevor die Zellen
inkubiert werden konnten, mussten die in DMSO geldsten Testsubstanzen zuerst
aufgetaut werden. Wahrenddessen wurde eine HBSS/HEPES-Pufferlosung auf
37°C aufgewarmt. AnschlieBend wurde ein Mikroliter der im Vorfeld
vorbereiteten, in DMSO geldsten Testsubstanzen in 999 Mikrolitern
HBSS/HEPES-Pufferlésung gelést. Die Testsubstanzen wurden nun zum
Pipettieren bereitgestellt. Nach dem Pipettieren wurde versucht die Testsubstanz
unter circa zweiminutigem, leichtem Schdtteln gleichm&Rig auf der Membran zu
verteilen. Fir jede Passage wurden zwei Platten benétigt, da insgesamt acht
Substanzen getestet wurden. Danach kamen die 6-Well-Platten fur 30 Minuten
in den Inkubator bei 37°C und 5 % CO.. Die ausdifferenzierten Caco-2 Zellen auf
6-Well-Platten wurden mit folgende Testsubstanzen in den angegebenen

Konzentrationen/Verdinnungen fur 30 Minuten inkubiert:

- Kontrolle (99,9 % Puffer + 0,1 % DMSO) -LA[0,1 uM]

- SO [VF 1:1000] - LAOH [0,1 uM]

- MED [VF 1:1000] - LAOOH [0,1 uM]
- HIGH [VF 1:1000] - HEXA [0,1 uM]

Anschlieend wurden die Zellen zweimal mit einem Milliliter PBS (zuvor im
Wasserbad auf 37°C erwarmt) gewaschen. Dann wurde fir die Zelllyse 300
Mikroliter kaltes, bidestilliertes Wasser hinzugegeben. Nachfolgend wurden die
6-Well-Platten komplett in flussigem Stickstoff getaucht und danach in den
Inkubator bei 37°C zum Auftauen gestellt. Dann konnte das Zelllysat abgeschabt
und in MikroreaktionsgefalRe (Eppis) uberfuhrt werden. Die Wells wurden
anschlie3end nochmal mit 200 Mikroliter bidestilliertem Wasser nachgespdult, um
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letzte Reste noch in die Mikroreaktionsgefalie zu Ubertragen. Danach wurden die
Mikroreaktionsgefalle zum Einfrieren in Flussigstickstoff gebadet und
anschlieBend im Heizblock bei 95°C wieder aufgetaut. Dieser Vorgang wurde
insgesamt zweimal durchgefuhrt. Hinterher wurden die Mikroreaktionsgefal3e fir
funf Minuten bei 4°C und 16.000 rcf zentrifugiert. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration (via Bradford Protein Assay) wurden jeweils funf Mikroliter
aus jeder Probe entnommen und bei -80°C tiefgekuhlt. Zur restlichen Losung
wurden 250 Mikroliter kaltes Methanol (im Kihlschrank bei 4°C fir einen Tag
gekuhlt) hinzugefigt und das Ganze zur Proteinfallung gevortext. Danach kamen
die MikroreaktionsgefalRe fur finf weitere Minuten bei gleichen Bedingungen in
die Zentrifuge. AnschlieRend wurde der Uberstand in neue MikroreaktionsgefaRe
Uberfuhrt und die Proben mit Stickstoff fir etwa 20 Minuten eingeengt. Danach
wurden die Proben mit einer durchlécherten Alufolie geschlossen, in
Flissigstickstoff gefroren und rasch zum Gefriertrockner tUberfuhrt. Der Prozess
des Gefriertrocknens dauerte bis zum nachsten Tag an. Jede Probe wurde genau
Uberpruft, ob sie auch wirklich trocken war. Anschliel3end wurden die Proben mit
jeweils 200 Mikroliter Isopropanol/Methanol (1:1) aufgefullt und bei 4°C und
16.000 rcf fur funf Minuten zentrifugiert. 100 Mikroliter davon kamen fur die
Phospholipid-Analyse in HPLC Vials. Bis zu ihrer weiteren Verwendung wurden
die Proben mit Argon bedeckt und bei -80°C tiefgekunhlt.

Auswertung

Die Auswertung erfolgte mittels der Software ,Thermo Scientific Xcalibur (Version
4.1.31.9)“. Dabei wurde fur die Identifikation mit mehreren verschiedenen
Layouts, worin die jeweils spezifischen ,Ranges“ der PL hinterlegt waren,
gearbeitet. Die Massenprazision betrug vier Dezimalstellen (< 5 ppm).
Tabellarisch notiert wurden dabei jeweils die exakt gemessenen Masse-zu-
Ladung-Verhéaltnisse m/z der spezifischen PL, deren Retentionszeiten als auch
die Flache unter der Kurve (vgl. Kapitel 5.2).
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4.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration via Bradford Analyse

Die Proteinkonzentration der einzelnen Caco-2-Proben wurde nach der Methode
von Bradford (1976) bestimmt.®? Damit konnten natirliche Schwankungen durch
zwischen den Wells abweichende Zellzahlen angepasst werden. Bei der
Bradford Analyse wird die Gesamtproteinkonzentration photometrisch

quantifiziert.
Prinzip

Die kationischen Seitenketten von Proteinmolekilen bilden zusammen mit dem
Farbstoff ,Coomassie Brilliant Blue G250“ einen Komplex. Unter sauren
Bedingungen kommt es zu einem Farbumschlag von Braunrot nach Blau. Durch
die Farbverschiebung wechselt das Absorptionsmaximum von 465 Nanometer
zu 595 Nanometer. Diese Verschiebung zu einer héheren Wellenlange ist ein
Mald fur die Proteinkonzentration in der Losung. Die Absorption verhalt sich

proportional zur Menge des Proteins in der Probe.
Vorbereitung

Zu Beginn wurde das Bradford Reagenz hergestellt: dafir wurden 100
Milligramm Coomassie Brilliant Blue G250 in 50 Milliliter 95 % Ethanol geldst.
Nach Zusatz von 100 Milliliter 85 % Phosphorsaure wurde die Losung auf 100
Milliliter aufgefullt. Fir die Kalibriergerade wurde eine Stammldsung aus 2 mg/mL
Bovines Serum Albumin (BSA) in doppelt destilliertem Wasser verdinnt. Es
wurden sieben Punkte zwischen 0 und 2 mg/mL fur die Standardgeraden gewahlt
(siehe Abbildung 10).

Durchfihrung

Die zuvor auf -80°C tiefgefrorenen, bereits inkubierten und nachbehandelten
Caco-2-Proben wurden fur die Bradford-Analyse aufgetaut (vgl. Kapitel 4.4 -
Durchfuihrung) und zentrifugiert. Ein Mikroliter jeder Probe, des Standards und
des Leerwerts wurden jeweils auf eine 96-Well-Platte tbertragen und mit 100
Mikroliter des zuvor hergestellten Bradford Reagenzes versetzt. Nach zehn
Minuten Inkubation kamen die 96-Well-Platten in ein Tecan Infinite M200
Mikrotiterplatten-Lesegerat. Bei einer Wellenlange von 595 Nanometer und einer
Referenzwellenlange von 850 Nanometer wurde die Extinktion im Dreifachansatz

bestimmt.
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Abbildung 10: Standardgeraden (BSA, ¢ = 0 - 2 mg/mL) der drei biologischen Replikate

zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen.
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4.5 Einfluss von Lipidoxidationsprodukten auf die

Fettsaureaufnahme in Caco-2 Zellen

Assay zur Bestimmung der Fettsdureaufnahme

Der QBT™ FS-Aufnahme-Assay ist ein einstufiger homogener Fluoreszenz-
Assay, der eine Echtzeit-Aufnahmekinetik bietet und sich besonders gut fir
Screening-Anwendungen im 96-Well-Format eignet. Das Kit verwendet ein
fluoreszierendes BODIPY®-Dodecansaure-FS-Analogon in Verbindung mit der
proprietaren Quench-Technologie von Molecular Devices. Der BODIPY®-Marker
ist ein langkettiges FS-Analogon mit &hnlichen Eigenschaften wie natirliche FS.
So wird das FS-Analogon beispielsweise auch durch die Acyl-CoA-Bindung
aktiviert, in DG und TG eingebaut und reichert sich in intrazellularen
Lipidtropfchen an (vgl. Abbildung 11).
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Abbildung 11: Prinzip des Assays zur Bestimmung der Fettsaureaufnahme.®

Darlber hinaus ist das FS-Analogon ein bekanntes Substrat fir
Fettsduretransporter, da seine Aufnahme durch Adipozyten durch nicht markierte
FS konkurriert werden kann (vgl. Kapitel 2.2.4). Die Eliminierung radioaktiver
Verbindungen fuhrt zu einer einfacheren Handhabung der Reagenzien,
reduzierten Entsorgungskosten und eliminiert Sicherheitsrisiken, welche mit

radioaktiven Markierung-Assays verbunden sind.%
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Vorbereitung

Etwa 21 Tage nach der Ausstreuung der Caco-2 Zellen auf 96 Mikrowellplatten
waren diese ausdifferenziert und hatten somit eine Monolage ausgebildet. Die
Caco-2-Membranen wurden vor Versuchsbeginn mit dem Mikroskop erneut Well
fur Well auf Schaden untersucht. Waren die Membranen intakt, einheitlich und
klar konnte mit der Analyse der FS-Aufnahme fortgefihrt werden. Wells mit
beschadigten Membranen wurden vom weiteren Vorgang ausgeschlossen. Das
Schema der verwendeten Testsubstanzen und Konzentrationen wird in
Abbildung 12 abgebildet. Die Endkonzentration bzw. Verdinnungsfaktoren
wahrend der 30-minutigen Inkubation sind jeweils in der eckigen Klammer

angegeben. Es wurden jeweils 2 technische und 3 biologische Replikate

kultiviert.
Puffer sO LA LAOH LAOOH Hexanal
[VF 1:1000] [0,1 uM] [0,1 uM] [0,1 uM] [0,1 uM]
Puffer sO LA LAOH LAOOH Hexanal
[VF 1:1000] [0,1 uM] [0,1 uM] [0,1 uM] [0,1 uM]
Puffer [99,9%] MED LA LAOH LAOOH Hexanal
+DMSO [0,1%)] [VF 1:1000] [1 uM] [1 puM] [1 puM] [1 uM]
Puffer [99,9%] MED LA LAOH LAOOH Hexanal
+DMSO [0,1%] [VF 1:1000] [1 pM] [1 uM] [1 uM] [1 uM]
HIGH LA LAOH LAOOH Hexanal
[VF 1:1000] [10 pM] [10 pM] [10 puM] [10 pM]
HIGH LA LAOH LAOOH Hexanal
[VF 1:1000] [10 pM] [10 pM] [10 pM] [10 pM]

Abbildung 12: Schema der fir die Inkubation verwendeten Testsubstanzen.

SO, MED und HIGH wurden nach dem im Kapitel 4.1 beschriebenen Verfahren
fur diesen Versuch vorbereitet. Alle anderen Substanzen wurden nachfolgend
beschrieben im Vorfeld vorbereitet. Dazu wurden die Substanzen in der 3000fach
hoéheren Konzentration der Endkonzentration in DMSO geldst, mit Argon bedeckt
und bei -20°C eingefroren. Die 3000fach hohere Konzentration wurde gewabhilt,
da die Testsubstanzen zuerst 1:1000 in HBSS/HEPES-Pufferlosung und spater

noch einmal 1:3 in serumfreiem Medium (SFM) verdinnt wurden.
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Durchfihrung

Bevor der Versuch der FS-Aufnahme durchgefiihrt werden konnte, mussten die
in DMSO gelosten Testsubstanzen zuerst aufgetaut werden. Wahrenddessen
wurde eine HBSS/HEPES-Pufferlosung auf 37°C aufgewarmt. Anschlie3end
wurde ein Mikroliter der im Vorfeld vorbereiteten, in DMSO geldsten
Testsubstanzen in 999 Mikrolitern HBSS/HEPES-Pufferlosung gelést. Die

Testsubstanzen wurden nun zum Pipettieren bereitgestellt.

Sind die Testsubstanzen in Pufferlosung bereitgestellt, kann mit dem Starven
(,Hungern®) der Zellen begonnen werden. Dazu wurde das Nahrmedium von den
Zellen aspiriert. AnschlieBend wurden pro Well vorsichtig 66 Mikroliter
serumfreies Medium hinzugefigt und die Mikrotiterplatte bei 37 °C fur eine
Stunde inkubiert.

In der Zwischenzeit wurde das Farbreagenz vorbereitet. Dafiir wurde das
Reagenz ,QBT Fatty Acid Uptake Reagent Component A“ im Dunkeln aufgetaut
und mit 10,5 Milliliter HBSS/HEPES-Puffer (10,29 Milliliter HBSS + 210 Mikroliter
HEPES) versetzt. Fur 17 Testsubstanzen wurden inklusive technisches Replikat
etwa dreieinhalb Milliliter QBT Farbreagenzlésung benétigt. Ein kleiner
Uberstand (insgesamt vier Milliliter) an QBT Farbreagenzlésung wurde
vorbereitet, um blasenfrei pipettieren zu kdnnen. Das Farbreagenz wie auch die
Farbreagenzlosung wurden nach Gebrauch sofort wieder bei -20°C eingefroren.
Nach einer Stunde Inkubation konnten die Zellen wieder aus dem Inkubator
entnommen werden. Jeweils 33 Mikroliter der Testsubstanz wurden vorsichtig
nach einem vorher zurechtgelegten Schema auf die Membran aufgetragen. Die
Mikrotiterplatte wurde nun rasch in den Inkubator (37°C) gelegt. Nach 30 Minuten
Inkubation wurde die Platte aus dem Inkubator entfernt und vorsichtig 98
Mikroliter QBT Farbreagenzlosung auf jedes Well mit der Multikanalpipette
pipettiert. Die FS-Aufnahme wurde durch Zugabe des BODIPY®-C12
enthaltenden Beladungsfarbstoffs gestartet, der an einen Fluoreszenzléscher
gekoppelt war. Anschlie3end wurde die Mikrotiterplatte rasch zum Fluoreszenz-
Mikroplattenreader (Synergy HT-Plattenlesegerat, Biotek Instruments)
transferiert. Das Gerat misst im dunklen Raum fir 60 Minuten alle 24 Sekunden
(485nm Erregung, 515 nm Emission) das ansteigende Fluoreszenzsignal. Die

Flache unter der Kurve (AUC) wurde aus den jeweiligen Zeit-Intensitats-Plots
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ermittelt. Dabei gilt: je niedriger die AUC, desto hdher ist das Hemmpotential der
Testsubstanz. Umgekehrt wirkt eine Testsubstanz bei hoheren AUC stimulierend
auf die FS-Aufnahme.®®

Nach diesem Versuch folgte unmittelbar der Test auf Zellviabilitat, auch MTT-

Test genannt.

45.1 MTT-Test auf Zellviabilitat

Die Zelllebensfahigkeit wurde unter Verwendung des 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yD)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid-Tests, auch MTT-Test genannt, bewertet. Die
Vorgangsweise wurde nach jener Methode von Liszt et al. (2015)% mit einigen
Modifikationen angepasst.®® Vor Beginn des MTT Tests wurde ausreichend MTT-
Arbeitsreagenz vorbereitet. Dazu wurden 833 Mikroliter MTT-Reagenz [Smg/mL
PBS] zu 4,167 Milliliter SFM pipettiert und die Lésung fir einige Sekunden
gevortext. Das Verhdltnis von MTT-Reagenz zu SFM betrug damit 1 zu 6.
Nachdem der Versuch der FS-Aufnahme abgeschlossen war, wurde die
Farbstofflosung vorsichtig mit einer gelben Pipettenspitze von der Membran
abgesaugt. AnschlieBend wurden pro Well 100 Mikroliter des im Vorfeld
vorbereiteten MTT-Arbeitsreagenz hinzugefligt. Dann wurde die Mikrotiterplatte
fur zwei bis drei Minuten bei 37 °C inkubiert. Daraufhin wurde das MTT-
Arbeitsreagenz zlgig mithilfe einer gelben Pipettenspitze von den Zellen
abgesaugt. Zum Stoppen der Reaktion wurden am Ende pro Well 150 Mikroliter
DMSO hinzugefuigt. Nun wurde die Extinktion bei 570 Nanometer und
Referenzwellenlange von 650 Nanometer unter Verwendung des Infinite 200

Pro-Plattenlesegeréts (Infinite M200, Tecan) gemessen.

Auswertung

Die berechnete Differenz zwischen Messung und Referenzmessung der
jeweiligen Testsubstanzen bzw. der Kontrollen wurden notiert. Anschliel3end
konnte die Lebensfahigkeit der Zellen relativ zu den Kontrollzellen, die nur mit
Lésungsmittelkontrolle (99,9 % Puffer + 0,1% DMSO) behandelt wurden,

berechnet werden.
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4.6 Statistische Analyse

Statistische Analysen wurden unter Verwendung von SigmaPlot 11 (Systat
Software) durchgefihrt. Zur Bestimmung der statistischen Unterschiede wurde,
wenn nicht anders angegeben eine einfaktorielle Varianzanalyse (one-way-
ANOVA) gefolgt von einem Holm-Sidak Post-Hoc Test durchgefuhrt. P-Werte
unter 0,05 zeigen statistische Signifikanz an. Die Daten sind als Mittelwert +

Standardabweichung (SA) angegeben, sofern nicht anders angegeben.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Charakterisierung der Studiendle

Bevor Effekte von Lipidoxidationsprodukten auf Caco-2 Zellen untersucht
werden konnten, war eine genauere Charakterisierung des verwendeten
Studiendls notwendig. Zu Beginn wurde anhand der fir Sonnenblumendle

charakteristischen FS untersucht, ob es sich um ein Sonnenblumendl handelt.

5.1.1 Ermittlung der Fettsaurezusammensetzung mittels GC/FID

Nach dem Codex Alimentarius (1999) sind die mengenmalfig wichtigsten FS im
Sonnenblumendl Palmitinsaure, Stearinsaure, Olsaure und Linolsaure.
AulRRerdem wird zwischen Zichtungen der Sonnenblume mit unterschiedlichem
Olsauregehalt (,sunflower oil, ,high oleic acid sunflower oil* und ,mid oleic acid

sunflower oil“) unterschieden.®

Der Weltdlmarkt fordert unterschiedliche Zichtungen und somit unterschiedliche
Olqualitaten. Dabei erhalten sowohl die Fettsaurezusammensetzung als auch
der Gesamtgehalt naturlicher Antioxidantien (vor allem Tocopherole) besondere
Beachtung. In den letzten 30 Jahren wurden diese Komponenten in
Sonnenblumen durch konventionelle Selektion aus natirlich vorkommenden
Variationen und durch  Mutagenese umfassend modifiziert.  Die
Fettsaurezusammensetzung wird von einer reduzierten Anzahl von Genen
bestimmt, was ihre Verwaltung in Pflanzenzichtungsprogrammen zur
Entwicklung von Sorten mit verbesserter Olqualitat erheblich erleichtert. Derzeit
gibt es eine grolRe Vielfalt von Sonnenblumendlsorten, zum Beispiel: niedrig
gesattigte (Anteil geringer als 7 Prozent), hohe Palmitinsaure (Anteil gréRer als
25 Prozent), hohe Stearinsaure (Anteil gréRer als 25 Prozent), hohe Olsaure
(Anteil grol3er als 85 Prozent), hohe Linolsdure (Anteil gré3er als 75 Prozent)
sowie eine Reihe von Sonnenblumendlen mit mittleren Gehalten und

unterschiedliche Kombinationen.®’
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Tabelle 21: Fettsaurezusammensetzung des fir die Studie verwendeten kaltgepressten
Sonnenblumendls. Die Referenzwerte fir Sonnenblumenéle variieren, je nach

Pflanzenziichtung, besonders im Gehalt an Ols&aure (C18:1) und Linolsaure (C18:2).°

Referenzwerte modifiziert nach

Fettsauremethylester MW + SA [%] Codex Alimentarius [%]°
Methylpalmitat C16:0 4,85+0,12 [2,6 - 7,6]

Methylstearat C18:0 3,06 £ 0,06 [2,1-6,5]

Methyloleat C18:1 37,28 +£0,90 [14,0 - 90,7]
Methyllinoleat C18:2 54,80 + 1,33 [2,1-74,0]

n = 5, Ergebnisse ausgedrickt als Prozentsatz der gesamten Fettsauren.

Abkirzungen: MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung.

Auf der Etikette der Flasche des Studiendls gab es keinen Hinweis darauf, um
welche Sorte beziehungsweise Zichtung es sich handelt. Es wurde lediglich

deklariert, dass es ein kaltgepresstes Sonnenblumendl ist.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse (siehe Tabelle 21) handelt es sich beim
Studiendl jedenfalls um ein Sonnenblumendl. Der Anteil des Studiendls an LA
belauft sich auf rund 55 Gewichtsprozent.
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5.1.2 Bestimmung der Peroxidzahl der Olproben mittels Titrimetrie

Die grof3ten Einflussfaktoren auf die Entstehung von Lipidhydroperoxiden und
anderen Lipidoxidationsmarkern in Olen sind sowohl Produktions- und
Lagerbedingungen, aber auch die Art und Weise wie Ole in der Kiiche verwendet
werden. (vgl. Kapitel 2.1) Das in dieser Studie verwendete kaltgepresste
Sonnenblumendl wurde bewusst in zwei Stufen mit Hitze behandelt, um
unterschiedlich hohe POZ zu erhalten. (vgl. Kapitel 4.1.1) Generell ist bei der
Beurteilung der POZ zu beachten, dass der Peroxidwert sowohl oxidierte Lipide
als auch oxidierte freie FS bericksichtigt.® Im Zuge der Propagation
abstrahiert ein Peroxylradikal ein Wasserstoffatom von einer anderen FS und
bildet ein Lipidhydroperoxid. Lipidhydroperoxide sind Marker fur frihe
Oxidationsstufen und kénnen somit zu den priméaren Lipidoxidationsprodukten

gezahlt werden.?%:24
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Abbildung 13: Bestimmung der Peroxidzahl der drei Sonnenblumendle; n = 5, p <
0,009.

Die POZ des kurz nach dem Kauf, frisch gedffneten, unbehandelten
Sonnenblumendls (SO) betrug 13,0 + 1,75 Milliaquivalent Sauerstoff pro
Kilogramm Ol (meq O2/kg Ol). Eine méaRige Erhitzung (MED) desselben
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Sonnenblumendls in einem vorgeheizten Trockenschrank (80°C) fur 60 Minuten
fuhrte zu einer signifikanten Steigerung der POZ auf 17,4 + 2,80 meq O2/kg Ol
(entspricht im Mittel plus 34,3 Prozent; verglichen zur Baseline/SO). Eine starke
Erhitzung (HIGH) im Ofen bei 150 °C fur 60 Minuten fihrte zu einer POZ von 24,2
+ 3,01 meq Oz/kg Ol (entspricht im Mittel plus 86,7 Prozent; verglichen zur
Baseline/SO) (vgl. Abbildung 13). Die thermische Behandlung von
kaltgepresstem Sonnenblumentl sorgte somit fir signifikant hohere
Konzentrationen von Hydroperoxiden in den Olen. Diese Daten verhalten sich
analog zu den Ergebnissen der Quantifizierung von Hexanal in den Olproben SO,
MED und HIGH (vgl. Kapitel 5.1.4).

Der Codex Alimentarius (1999)° gibt fur kaltgepresste Sonnenblumendéle einen
Grenzwert von 15 meq O2/kg an. Kaltgepresste Ole, welche diesen Grenzwert
Uberschreiten, sollten nicht im Lebensmittelhandel verkauft werden. MED und
HIGH tberschreiten diesen Grenzwert deutlich, SO liegt knapp unter diesen
Grenzwert. Pignitter et al. (2014)? zeigten, dass kaltes fluoreszierendes Licht im
Zuge der Lagerung einen grofR3en Einfluss auf die Bildung von Hydroperoxiden
haben kann. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass die Lagerung von Ol in
transparenten Flaschen unter Haushaltsbedingungen fur das erhdhte Risiko
einer beschleunigten Lipidoxidation verantwortlich sein kann. Der Grund fir eine
solche beschleunigte Lipidoxidation lag in der vermehrten Einwirkung von kaltem
fluoreszierendem Licht, die im Vergleich zu nicht transparenten Flaschen deutlich
groRer war.2 SO wurde vom Produzenten in einer transparenten Glasflasche
abgefillt. Dies konnte ein wesentlicher Faktor fiir die hohe POZ von SO und somit
indirekt auch fur die hohen Parameter von MED und HIGH mitverantwortlich sein.

Anhand dieser Daten kann angenommen werden, dass es zwischen dem Grad

der thermischen Behandlung und der POZ eine positive Korrelation gibt.
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5.1.3 Messung von oxidierten Triglyceriden in der polaren Olfraktion
mittels LC-MS

Zur Charakterisierung des oxidativen Status der Sonnenblumenéle wurde die
polare Fraktion von den Olen abgetrennt und die darin enthaltenen
hydroperoxidierten und epoxidierten TG gemessen (vgl. Kapitel 4.2.3). Freie LA,
LAOH und LAOOH konnten in der polaren Fraktion der Sonnenblumendle nicht
nachgewiesen werden. Phytosterole und ihre Esterverbindungen konnten

ebenfalls nicht in den polaren Phasen der Sonnenblumendle nachgewiesen
werden.

Im Ol kommt es im Laufe der Zeit vor allem durch die Verfiigbarkeit von
Sauerstoff, Warme und Licht zur Oxidation der darin enthaltenen TG. Dadurch
bilden sich im Zuge der Initiation und Propagation unter anderem TG-
Hydroperoxide sowie TG-Epoxide (vgl. Kapitel 2.1.1).%%
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Abbildung 14: Epoxidierte Triglyceride[O] (n = 3; unterschiedliche Buchstaben weisen
auf statistische Signifikanz (p<0,05) hin. Ermittelt durch eine einfaktorielle

Varianzanalyse gefolgt von einem Holm-Sidak-Test (Post-Hoc)).
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Insgesamt konnten mithilfe dieser Methode vier verschiedene epoxidierte TG in
allen polaren Fraktionen der Sonnenblumendlproben (SO, MED und HIGH)
nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 14). Dabei fuihrte lediglich die einstiindige
thermische Behandlung des Ols bei 150°C (HIGH) zu einem signifikanten Anstieg
der Konzentration des epoxidierten TG 54:1[0], im Vergleich zu SO und MED
(p<0,032), im Ol. Die polaren Fraktionen der Sonnenblumenélproben (SO, MED
und HIGH) unterschieden sich ansonsten hinsichtlich der mit dieser Methode
nachgewiesenen epoxidierten TG nicht voneinander (p>0,05).
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Abbildung 15: Hydroperoxidierte Triglyceride [OOH] (n = 3; p > 0,05. Ermittelt durch

eine einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von einem Holm-Sidak-Test (Post-Hoc)).

Zudem konnten zwei verschiedene hydroperoxidierte TG (vgl. Abbildung 15) in
allen polaren Fraktionen der Sonnenblumenélproben (SO, MED und HIGH)
nachgewiesen werden. Die polaren Fraktionen der Sonnenblumendlproben (SO,
MED und HIGH) unterschieden sich hinsichtlich der mit dieser Methode

nachgewiesenen hydroperoxidierten TG nicht voneinander (p>0,05).

Diese Daten deuten, anders als erwartet, auf keine direkte Korrelation zwischen
einer thermischen Behandlung von Sonnenblumendl und der Entstehung von
epoxidierten und hydroperoxidierten TG hin. Die Daten verhalten sich somit auch
nicht analog zu den Ergebnissen der Bestimmung der POZ bzw. der
Quantifizierung von Hexanal in den Olproben SO, MED und HIGH (vgl. Kapitel
5.1.2 und Kapitel 5.1.4).

Es kann auf verschiedene Weisen diskutiert werden, warum die Konzentrationen
an epoxidierten und hydroperoxidierten TG im Grol3en und Ganzen nicht
signifikant angestiegen sind. Eine Hypothese ist, dass in Sonnenblumendlen

durch Hitzeeinwirkungen andere Lipidperoxidationsprodukte als epoxidierte und
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hydroperoxidierte TG gebildet werden oder die Hitzeeinwirkung nicht
ausreichend stark beziehungsweise lange war. Eine weitere Hypothese ist, dass
das verwendete Studiendl sich bereits beim Kauf in einem solch stark oxidierten
Zustand befunden hat, dass sich durch die thermische Behandlung keine

weiteren epoxidierten und hydroperoxidierten TG bildeten.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass epoxidierte und hydroperoxidierte
TG in allen Olproben im mikromolaren Bereich nachgewiesen werden konnten.
Die thermische Behandlung fur eine Stunde auf 80° (MED) beziehungsweise 150
°C (HIGH) hatte jedoch kaum bis gar keinen Einfluss auf die Konzentration von

epoxidierten und hydroperoxidierten TG.
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5.1.4 Quantifizierung von Hexanal in den Olproben mittels HS-GC/MS

Hexanal ist ein Aldehyd, welcher beispielsweise durch Oxidation von
ungesattigten FS, wie der Linolsaure, entsteht. Die Analyse muss rasch erfolgen,
da Hexanal sehr flichtig ist. Hexanal zahlt zu den sekundaren
Lipidoxidationsprodukten und ist somit bei der Beurteilung von Lipiden von
besonderer Bedeutung.®® Hexanal wurde quantifiziert, um die Auswirkungen der
Lagerung und Erhitzung von Sonnenblumendl im spéaten Stadium der
Lipidoxidation zu analysieren und um die Studiendle somit genauer

charakterisieren zu kdnnen.
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Abbildung 16: Bestimmung des Hexanalgehaltes in den (erhitzten)

Sonnenblumendlproben; n = 3, p < 0,003.

Der Hexanalgehalt des kurz nach dem Kauf, frisch geodffneten, unbehandelten
Sonnenblumendls (SO) betrug 3,32 + 0,21 uM (vgl. Abbildung 16). Eine maRige
Erhitzung (MED) desselben Sonnenblumendls in einem vorgeheizten
Trockenschrank (80°C) fur 60 Minuten fuhrte zu einer signifikanten Steigerung
des Hexanalgehaltes auf 7,17 £ 0,06 uM (entspricht im Mittel plus 116,2 Prozent;
verglichen zur Baseline/SO) im Ol. Eine starke Erhitzung (HIGH) im Ofen bei 150
°C fur 60 Minuten fihrte zu einem Hexanalgehalt von 15,57 £ 0,82 uM (entspricht
im Mittel plus 369,3 Prozent; verglichen zur Baseline/SO) im Ol.

71



Die thermische Behandlung von Kkaltgepresstem Sonnenblumendl sorgte
insgesamt fur deutliche, signifikant héhere Konzentrationen von Hexanal in den
Olen.

Anhand dieser Daten kann angenommen werden, dass es zwischen dem Grad
der thermischen Behandlung und dem Hexanalgehalt eine positive Korrelation
gibt. Die Daten verhalten sich analog zu den Ergebnissen der Bestimmung der
Hydroperoxide in den Olproben (vgl. Kapitel 5.1.2). Es ist jedoch fiir die
nachfolgenden Versuche (vgl. Kapitel 5.4 und 5.5) wichtig zu beachten, dass die
polaren Fraktionen der Sonnenblumendlproben SO, MED und HIGH kein
Hexanal enthielten. Der Grund dafir konnte sein, dass Hexanal wahrend der

doch recht langen Festphasenextraktion verdampft.
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5.2 MTT-Test auf Zellviabilitat
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Abbildung 17: Einfluss der Lipidoxidationsprodukte auf die Zellviabilitat. Einfaktorielle

Varianzanalyse gefolgt von einem Holm-Sidak-Test (Post-Hoc); n = 3 (3 biologische
Replikate, je 2 technische Replikate); p > 0,05; Kontrolle = 99,9 % Puffer + 0,1% DMSO.

Die relativen Zellviabilitaiten der Caco-2-Monolayer, die fur 30 Minuten mit

verschiedenen Testsubstanzen inkubiert wurden, unterschieden sich nicht von

jenen der Kontrolle (vgl. Abbildung 17). Sowohl die polaren Fraktionen der

oxidierten Sonnenblume als auch die isolierten Oxidationsprodukte der LA
(LAOOH, LAOH und HEXA) in den Konzentrationen 0,1, 1 und 10 uM haben sich
nicht negativ auf die Zellviabilitdt ausgewirkt.
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5.3 Einfluss von Lipidoxidationsprodukten auf die

Zusammensetzung von Phospholipiden in Caco-2 Zellen

Dieses Kapitel beschaftigt sich mit dem Einfluss oxidierter Sonnenblumendle
(SO, MED und HIGH) sowie dem Einfluss von LA und Oxidationsprodukten der
LA (LAOOH, LAOH, HEXA) [0,1uM], Hauptbestandteil im Sonnenblumendl (vgl.
Kapitel 5.1.1), auf die Zusammensetzung der PL von Caco-2 Zellen.

Abbott et al. (2010)1°° beschrieben, dass Nahrungslipide in Zellmembranen bei
Ratten eingebaut werden kénnen und wiesen anschliel3end im Jahr 2012 nach,
dass dieser Einbau in die Membran einen Einfluss auf die Zusammensetzung der
PL hat.190101 P zeigen auRRerdem groBen Einfluss auf die biophysikalischen

Eigenschaften von Membranen.”

Auf den nachsten Seiten werden die Ergebnisse der 30-minitigen Inkubation mit
oxidierten Sonnenblumendlen (SO, MED und HIGH), LA sowie isolierten
Oxidationsprodukten der LA (LAOOH, LAOH, HEXA) auf die Zusammensetzung
der wichtigsten PL (PC, PE und PS) in Caco-2 Zellen dargestellt (vgl. Tabelle 22,
23 und 24). Die PL wurden im Zuge dieser Studie nicht quantifiziert. Eine grol3e
Reihe an PE und PS mit unterschiedlichen FS konnten mittels hochauflésender
LC-MS/MS Analyse (zielgerichteter Metabolomics Ansatz) in allen Gruppen
(Kontrolle, SO, MED, HIGH, LA, LAOH, LAOOH und HEXA) nachgewiesen
werden. Die Phosphatidylserine PS (16:1/16:0), PS (16:1/18:1), PS (16:1/20:4)
und PS (16:0/16:0) befanden sich in allen Gruppen unter der Nachweisgrenze.

PC (18:0/18:0) lag in allen Gruppen unter der Nachweisgrenze. Die anderen PC-
Varianten lagen in der Kontrolle, SO und LAOOH unter der Nachweisgrenze. In
allen anderen Gruppen (MED, HIGH; LA, LAOH, HEXA) konnten PC

nachgewiesen werden.

Bei der Auswertung dieser Ergebnisse (PC, PE und PS) konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen SO, MED, HIGH, LA, LAOH,

LAOOH, HEXA, in denen PL nachgewiesen wurden, festgestellt werden.
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Tabelle 22: Phosphatidylcholine (PC) in Caco-2 Zellen nach 30 min Inkubation mit

oxidierten Lipiden.
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Tabelle 23: Phosphatidylethanolamine (PE) in Caco-2 Zellen nach 30 min Inkubation

mit oxidierten Lipiden.
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Tabelle 24: Phosphatidylserine (PS) in Caco-2 Zellen nach 30 min Inkubation mit

oxidierten Lipiden.
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Die PC lagen in der Kontrolle und in SO unter der Nachweisgrenze, in MED und
HIGH konnten PC nachgewiesen werden. Somit kann angenommen werden,
dass die thermische Behandlung von Olen zu einem Anstieg der Konzentrationen
an PC in den Membranen fiihren kann. Frihwirth et al. (2020)8 zeigten, dass
oxTG die Zusammensetzung der PL beeinflussen kénnen.® Die Gehalte an oxTG
(epoxidierten und hydroperoxidierten TG) in den Olproben (SO, MED und HIGH)
unterschieden sich in dieser Studie jedoch nicht voneinander (vgl. Kapitel 5.1.3).
Es kann somit, nicht deckend mit den Ergebnissen von Frihwirth et al. (2020)8
an Magenzellen (HGT-1), bei Caco-2 Zellen nicht argumentiert werden, dass
dieser Anstieg auf hohere Konzentrationen von oxidierten TG zurickzufuhren ist.
Moglicherweise kdnnten die erhéhten Gehalte an Fettsaurehydroperoxide (vgl.
Kapitel 5.1.2), oder an sekundaren Lipidoxidationsprodukten, wie Hexanal (vgl.
Kapitel 5.1.4), fur die stimulierte Bildung von PC verantwortlich sein. Die PL-
Zusammensetzung in Membranen ist ein wichtiger Faktor flr die passive
Lipidabsorption, die unter anderem die Absorption mit der Nahrungsaufnahme
koppelt. Es ist anzunehmen, dass Anderungen beim Einbau von PUFA in PL den
Lipidtransport durch Zellmembranen beeinflussen konnten.” Bauer et al. (2005)°
fuhren solche mdoglichen Auswirkungen auf die FS-Aufnahme auf die pro-
beziehungsweise antioxidativen Effekte von PL zurtick. AufRerdem beschreiben
die Autoren positive Effekte durch MG und PL auf die Mizellisierung im Lumen,

wodurch die Absorption von Lipidmetaboliten verbessert werden kann.®

In dieser Studie konnte nach 30 Minuten Inkubation von Caco-2-Zellen mit LA als
auch ihren Lipidoxidationsprodukten LAOH und Hexanal, ein Anstieg von PC in

den Membranen festgestellt werden.

Besonders hervorzuheben ist der Anstieg an PC nach Inkubation mit den polaren
Phasen von MED und HIGH verglichen mit der Inkubation der Caco-2 Zellen mit
den nicht erhitzten Proben (SO), wo der Gehalt an PC unter der Nachweisgrenze
lag. Eine Inkubation mit LAOOH fiihrte, entgegen der Erwartungen, verglichen
mit den Proben, die mit Hexanal oder LA inkubiert wurden, zu keinem

nachweisbaren Anstieg von PC.

Ob dieser Anstieg diverser PC auch folglich zu einer erhéhten FS-Aufnahme

fuhren kdnnte, wird im nachsten Kapitel 5.4 naher untersucht.
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5.4 Einfluss von Lipidoxidationsprodukten auf die

Fettsaureaufnahme von Caco-2 Zellen

Dieses Kapitel beschaftigt sich mit dem Einfluss oxidierter Sonnenblumendle
(SO, MED und HIGH) sowie dem Einfluss von LA und Oxidationsprodukten der
LA (LAOOH, LAOH, HEXA) [0,1/1/10 pM], Hauptbestandteil im Sonnenblumendl
(vgl. Kapitel 5.1.1), auf die FS-Aufnahme von Caco-2 Zellen.

Die FS-Aufnahme wurde durch Zugabe des Bodipy®-C12 enthaltenden
Beladungsfarbstoffs gestartet, der an einen Fluoreszenzléscher gekoppelt war.
Das fluoreszierende BODIPY®-Dodecansaure-FS-Analogon ist ein langkettiges
FS-Analogon mit &hnlichen Eigenschaften wie naturliche FS (vgl. Kapitel 2.2.5).
Es ist ein bekanntes Substrat fur Fettsduretransporter, da seine Aufnahme durch

Adipozyten durch nicht markierte FS konkurriert werden kann.%

Die AUC, die durch das ansteigende Fluoreszenzsignal fur 60 Minuten im
dunklen Raum gemessen wurde, wurde aus den jeweiligen Zeit-Intensitats-Plots
ermittelt. Dabei gilt: je niedriger die AUC, desto hdher ist das Hemmpotential der
Testsubstanz. Umgekehrt wirkt eine Testsubstanz bei hoheren AUC stimulierend

auf die FS-Aufnahme.® Es folgen die Ergebnisse des Assays.

5.4.1 Einfluss von (erhitztem) Sonnenblumené6l auf die

Fettsaureaufnahme von Caco-2 Zellen

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der Einflisse auf die PL-Zusammensetzung
(PC, PE, PS, vgl. Kapitel 5.3), kam es zwischen den Gruppen der Inkubation mit
den polaren Fraktionen der (erhitzten) Sonnenblumendle lediglich bei der
Betrachtung der PC zu Unterschieden. Es konnte folglich angenommen werden,
dass die polaren Fraktionen thermisch behandelter Ole zu einem Anstieg der
Konzentrationen von PC in den Membranen fuhren kann. Die PL-
Zusammensetzung in Membranen ist ein wichtiger Faktor flr die passive
Lipidabsorption, die unter anderem die Absorption mit der Nahrungsaufnahme
koppelt.” Es wurden Ergebnisse erwartet, dass es durch den Einbau von PUFA
(wie sie im Sonnenblumen reich enthalten sind, vgl. Kapitel 5.1.1) in die PL der

Zellmembranen zu einem verbesserten Lipidtransport kommt.
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Abbildung 18: Einfluss von oxidiertem Kkaltgepresstem Sonnenblumendl auf die
Fettsaureaufnahme von Caco-2 Zellen; Verdiinnungsfaktor 1:1000; n = 3 (3 biologische
Replikate, je 2 technische Replikate); p > 0,05, einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von
einem Holm-Sidak-Test (Post-Hoc).

Bei der Betrachtung der Daten der FS-Aufnahme durch Caco-2 Membranen
konnte jedoch kein Trend in Richtung Stimulation der FS-Aufnahme festgestellt
werden. Die polaren Fraktionen der oxidierten, kaltgepressten Sonnenblumendle
SO, MED und HIGH zeigten insgesamt keinen signifikanten Einfluss auf die FS-
Aufnahme von Caco-2 Zellen (vgl. Abbildung 18), obwohl die Inkubation mit
MED/HIGH, verglichen zu SO, signifikante Effekte auf die Zusammensetzung
von PC zeigte (vgl. Kapitel 5.3). Eine langere Inkubationszeit oder eine geringere
Verdinnung der Ole ist moglicherweise notwendig, um einen stimulierenden
Effekt auf die FS-Aufnahme beobachten zu kdnnen. Dies kénnte in zukinftigen

Studien weiter untersucht werden.

5.4.2 Einfluss von Linolsaure auf die Fettsdureaufnahme von Caco-2

Zellen

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der Einflisse auf die PL-Zusammensetzung
(vgl. Kapitel 5.3) konnte nach 30 Minuten Inkubation von Caco-2-Zellen mit LA
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[0,1 uM] ein Anstieg von PC, im Vergleich zur Kontrolle, festgestellt werden. Die
PL-Zusammensetzung in Membranen ist ein wichtiger Faktor fur die passive
Lipidabsorption, die unter anderem die Absorption mit der Nahrungsaufnahme
koppelt.” Es wurden Ergebnisse erwartet, dass es durch den Einbau von PUFA
(wie LA) in PL der Caco-2-Zellen zu einem verbesserten Lipidtransport kommt.
Bei der Betrachtung der Daten der FS-Aufnahme durch Caco-2 Membranen
konnte jedoch kein Trend in Richtung Stimulation der FS-Aufnahme festgestellt

werden.
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Abbildung 19: Einfluss von Linolsaure (LA) auf die Fettsaureaufnahme von Caco-2
Zellen; n = 3 (3 biologische Replikate, je 2 technische Replikate); p > 0,05, einfaktorielle

Varianzanalyse gefolgt von einem Holm-Sidak-Test (Post-Hoc).

Eine Inkubation (30 Minuten) mit LA [0,1/1/10 pM] fuhrte, im Vergleich zur
Kontrolle, zu keinen signifikanten Unterschieden (p>0,05) der FS-Aufnahme
durch Caco-2 Zellen (vgl. Abbildung 19). Offenbar scheint ein Zusammenhang
zwischen einer Remodellierung von PL und der Aufnahme von FS nicht gegeben
zu sein. Mdglicherweise ist eine langere Inkubationszeit oder eine hohere
Konzentration der LA notwendig, um einen stimulierenden Effekt auf die FS-
Aufnahme beobachten zu koénnen. Dies sollte in zukinftigen Studien weiter

untersucht werden.
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5.4.3 Einfluss von Linolsaurehydroperoxid auf die

Fettsaureaufnahme von Caco-2 Zellen

Bei LAOOH handelt es sich um ein priméres Lipidoxidationsprodukt der LA mit
potenziell schadlichen Wirkungen auf den menschlichen Korper.t! Oxidative
Prozesse im Menschen werden mit dem Altern als auch der Entstehung einer
Reihe von degenerativen Erkrankungsbildern, wie Krebs, Atherosklerose,
Makuladegeneration, Alzheimer sowie Parkinson in Verbindung gebracht und
schon seit vielen Jahren wissenschaftlich diskutiert (vgl. Kapitel 2.1).1>-4 Es
wurde daher vor der Durchfuhrung dieser Studie vermutet, dass
Lipidoxidationsprodukte wie LAOOH eine hemmende Wirkung auf die FS-
Aufnahme von Caco-2 Zellen besitzen. Diese Vermutung konnte durch die

nachfolgenden Ergebnisse nicht bestatigt werden.
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Abbildung 20: Einfluss von Linolsaurehydroperoxid (LAOOH) auf die
Fettsdureaufnahme von Caco-2 Zellen; n = 3 (3 biologische Replikate, je 2 technische
Replikate); p < 0,001, einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von einem Holm-Sidak-Test
(Post-Hoc).
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Bei der Betrachtung der Ergebnisse der Einflisse auf die PL-Zusammensetzung
(vgl. Kapitel 5.3) konnte nach 30 Minuten Inkubation von Caco-2-Zellen mit
LAOOH [0,1 uM] kein Anstieg von PL, im Vergleich zur Kontrolle, festgestellt
werden. Ob es bei einer Inkubation mit héheren Konzentrationen an LAOOH
[1/10 uM] zu signifikanten Unterschieden in der Zusammensetzung der PL
kommt, wurde in dieser Studie leider nicht untersucht. Daher kann man anhand
dieser Daten leider keinen Zusammenhang zwischen PL und FS-Aufnahme
schlussfolgern. Dies sollte ein wesentlicher Teil zuklUnftiger Studien sein. Denn
eine Inkubation (30 Minuten) mit LAOOH flhrte bei einer Konzentration von 10
uM (b*), im Vergleich zur Kontrolle (a), zu einem signifikanten Anstieg (p<0,001)
der FS-Aufnahme durch Caco-2 Zellen (vgl. Abbildung 20).

5.4.4 Einfluss von Linolsaurehydroxid auf die Fettsaureaufnahme

von Caco-2 Zellen

Bei der Interpretation der Ergebnisse der Einflisse auf die PL-Zusammensetzung
konnte nach 30 Minuten Inkubation von Caco-2-Zellen mit LAOH [0,1 uM] ein
Anstieg von PC in Caco-2 Zellen festgestellt werden. Die PL-Zusammensetzung
in Caco-2 Zellen ist ein wichtiger Faktor fiir die passive Lipidabsorption, die unter
anderem die Absorption mit der Nahrungsaufnahme koppelt.” LAOH ist ein
Abbauprodukt von LAOOH und konnte nach einer Studie von Zaunschirm et al.
(2019)° an der basolateralen Seite von Magenzellen (HGT-1) nach einer
Inkubation mit LAOOH beziehungsweise LA quantifiziert werden. Die Autoren
vermuten, dass LAOOH ein direkter Vorlaufer von LAOH ist. Im Gegensatz dazu
musste LA zuerst zu LAOOH oxidiert werden, bevor sie moglicherweise zu LAOH
gespalten werden kann, was LAOOH im Verdauungstrakt zu einer Quelle fur
LAOH macht.3102
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Abbildung 21: Einfluss von Linolsaurehydroxid (LAOH) auf die Fettsdureaufnahme von
Caco-2 Zellen; n = 3 (3 biologische Replikate, je 2 technische Replikate); p > 0,05,
einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von einem Dunn‘s-Test (Post-Hoc).

Eine Inkubation (30 min) mit LAOH zeigte im Vergleich zur Kontrolle keinen
signifikanten Einfluss (p>0,05) auf die FS-Aufnahme von Caco-2 Zellen. Die FS-
Aufnahme erhéhte sich, im Vergleich zu den niedrigeren Konzentrationen von
LAOH [0,1/1 pM] (a), signifikant ab einer Konzentration von 10 uM LAOH (b)
(p<0,042) (vgl. Abbildung 21).

Zusammenfassend zeigte LAOH in den Konzentrationen 0,1, 1 und 10 pM, im
Vergleich zur Kontrolle, keinen stimulierenden oder hemmenden Effekt auf die
FS-Aufnahme. Die Daten lassen vermuten, dass eine hdhere Konzentration
beziehungsweise eine grolRere Stichprobe notwendig ist, um potenziell
stimulierende Effekte (&hnlich wie nach einer Inkubation mit LAOOH, vgl. Kapitel
5.4.3) feststellen zu kdnnen. Dies konnte in zukinftigen Studien weiter untersucht

werden.
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5.4.5 Einfluss von Hexanal auf die Fettsaureaufnahme von Caco-2

Zellen

Bei der Interpretation der Ergebnisse der PL konnte nach 30 Minuten Inkubation
von Caco-2-Zellen mit Hexanal [0,1 uM] ein Anstieg von PC, im Vergleich zur

Kontrolle, festgestellt werden.
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Abbildung 22: Einfluss von Hexanal auf die Fettsdureaufnahme von Caco-2 Zellen; n =
3 (3 biologische Replikate, je 2 technische Replikate); p = 0,005, einfaktorielle

Varianzanalyse gefolgt von einem Holm-Sidak-Test (Post-Hoc).

Die PL-Zusammensetzung in Membranen ist ein wichtiger Faktor fur die passive
Lipidabsorption, die unter anderem die Absorption mit der Nahrungsaufnahme
koppelt.” Bei Hexanal handelt es sich um ein sekundares Lipidoxidationsprodukt
mit potenziell schadlichen Wirkungen auf den menschlichen Korper.tt
Insbesondere von Lipiden abgeleitete Elektrophile (typischerweise Aldehyde)
kénnen Reaktionen mit der Desoxyribonukleinsaure, mit Proteinen und anderen
nukleophilen Biomolekilen induzieren. Oxidative Prozesse im Menschen werden
mit dem Altern als auch der Entstehung einer Reihe von degenerativen
Erkrankungsbildern wie Krebs, Atherosklerose, Makuladegeneration, Alzheimer
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sowie Parkinson in Verbindung gebracht und schon seit vielen Jahren

wissenschaftlich diskutiert (vgl. Kapitel 2.1).12-14

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der Einflisse auf die PL-Zusammensetzung
(vgl. Kapitel 5.3) konnte nach 30 Minuten Inkubation von Caco-2-Zellen mit HEXA
[0,1 uM] ein Anstieg von PC, im Vergleich zur Kontrolle, festgestellt werden. Ob
es bei einer Inkubation mit hoheren Konzentrationen an HEXA [1/10 uM]
ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg an PC kommt, was stark zu erwarten

ware, wurde in dieser Studie leider nicht untersucht.

Eine Inkubation mit Hexanal [1 uM] fuhrte, im Vergleich zur Kontrolle (a), zu einer
signifikanten Hemmung (b*) (p=0,005) der FS-Aufnahme durch Caco-2 Zellen
(vgl. Abbildung 22).

Dieses Ergebnis steht ganz im Gegensatz zu der Erwartung, dass ein hoherer
Gehalt an PL, eine gesteigerte FS-Aufnahme zur Folge haben muss. Eine
essenzielle Untersuchung zukinftiger Studien zu dieser Thematik sollte die
Analyse der PL nach Inkubation von Hexanal in hoheren Konzentrationen (>1
MM) sein, um einen direkten Zusammenhang zwischen der PL-
Zusammensetzung und FS-Aufnahme ziehen zu konnen. Die Daten lassen
ebenfalls vermuten, dass eine grolBere Anzahl an biologischen Replikaten
notwendig ware, um potenziell hemmende Effekte auch bei niedrigeren oder

hdéheren Konzentrationen feststellen zu konnen.
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6 Schlussbetrachtung

Das verwendete unbehandelte, kaltgepresste Sonnenblumendl (SO) entspricht
der FS-Zusammensetzung eines handelsiblichen Sonnenblumendéls. Nach einer
einstiindigen thermischen Behandlung von SO auf 80° (MED) beziehungsweise
auf 150°C (HIGH) stieg die POZ von durchschnittlich 13,0 signifikant auf
durchschnittlich 17,4 beziehungsweise signifikant auf durchschnittlich 24,2 meq
O2 pro kg Ol. Dies entspricht einen prozentuellen Anstieg (SO->HIGH) von plus
87,7 Prozent.

SO mit typischer FS- keine Phytosterole,
Zusammensetzung freie LA, LAOH und
LAOOH in den polaren
l Fraktionen von SO,
MED und HIGH
Thermische Behandlung nachweisbar.
| [OOH]-TG und [O]-TG
in SO, MED und HIGH
TTHydroperoxide / POZ nachgewiesen.

TTHexanal

Abbildung 23: Schematische Darstellung der Charakterisierung der verwendeten

Sonnenblumendle.

Analog dazu stieg der Hexanalgehalt im Ol signifikant von durchschnittlich 3,32
auf durchschnittlich 7,17 beziehungsweise auf durchschnittlich 15,57 uM. Dies
entspricht einen prozentuellen Anstieg (SO->HIGH) von plus 369,3 Prozent.
Epoxidierte und hydroperoxidierte TG konnten in allen polaren Fraktionen der
Olproben (SO, MED, HIGH) im mikromolaren Bereich nachgewiesen werden. Die
thermische Behandlung hatte jedoch kaum Auswirkungen auf die
Konzentrationen von epoxidierten und hydroperoxidierten TG. Phytosterole und
ihre Esterverbindungen, freie LA, LAOH und LAOOH konnten in der polaren

Fraktion der Sonnenblumendle (SO, MED, HIGH) nicht nachgewiesen werden.
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Die 30-minttige Inkubation von humanen Darmkrebszellen (Caco-2) mit den
polaren Fraktionen von oxidierten, kaltgepressten Sonnenblumenélen sowie mit
isolierten Oxidationsprodukten der LA hatte Auswirkungen, sowohl auf die
Zusammensetzung der PL als auch auf die FS-Aufnahme der Zellen. Die
Zellviabilitdt der Caco-2 Monolagen war nach der Inkubation noch bei allen
Testsubstanzen auch in den hochsten Konzentrationen (10 pM) der

Einzelsubstanzen gewahrleistet.

Bei der Auswertung der PL (PC, PE und PS) konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen (SO, MED, HIGH, LA, LAOH, LAOOH,
HEXA), in denen die PL Uber der Nachweisgrenze lagen, festgestellt werden. Die
PL wurden im Zuge dieser Studie nicht quantifiziert. PC konnten in der Kontrolle
und den mit SO inkubierten Caco-2 Zellen nicht nachgewiesen werden.

MED, HIGH,
LA, LAOH
oder Hexanal [0,1 pM]

} }

PC nicht nachweisbar PC nachweisbar

PE und PS nachweisbar PE und PS nachweisbar

Kontrolle, SO
oder LAOOH [0,1 uM]

Abbildung 24: Eine 30-mindtige Inkubation mit Lipidoxidationsprodukten wirkte sich
unterschiedlich auf die Gehalte an Phosphatidylcholinen (PC) in Caco-2 Zellen aus.

Die thermische Behandlung von Olen fiihrte, dhnlich wie bei einer Studie der
Kolleg*innen (Friihwirth et al., 2020)8, zu einem Anstieg der Konzentrationen an
PC in den Caco-2 Zellen. Dieser Anstieg konnte jedoch nicht auf hohere
Konzentrationen von epoxidierte und hydroperoxidierte TG zurtickgefuhrt
werden. Es muss bericksichtigt werden, dass Frihwirth et al. (2020)2
Magenzellen (HGT-1 Zellen) untersucht hatten. Die Fettabsorptionsraten und
Transportmechanismen von Magenzellen unterscheiden sich wesentlich von
Dunndarmzellen. Wéahrend FS im Magen in einem niedrigeren Ausmald passiv
diffundieren, werden im Dinndarm vermehrt Fettsaurebindungsproteinen

(FSBP) exprimiert, welche die FS-Absorption erheblich verbessern
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konnen.%867.7491 (ygl. Kapitel 2.2.4) Weiters konnte nach einer 30-minitigen
Inkubation mit LA als auch mit ihren Lipidoxidationsprodukten LAOH und

Hexanal, ein Anstieg von PC in den Caco-2 Zellen festgestellt werden.

Die 30-minutige Inkubation mit Lipidoxidationsprodukten hatte heterogene
Effekte auf die FS-Aufnahme von Caco-2 Zellen. Die polaren Fraktionen der
oxidierten, kaltgepressten Sonnenblumendle SO, MED und HIGH zeigten
insgesamt keinen signifikanten Einfluss (p>0,05) auf die FS-Aufnahme von Caco-
2 Zellen. Eine Inkubation mit LA [0,1/1/10 uM] fihrte zu keinen signifikanten
Unterschieden (p>0,05) der FS-Aufnahme von Caco-2 Zellen. Die Inkubation mit
LAOOH fluhrte hingegen bei einer Konzentration von 10 pM zu einem
signifikanten Anstieg (p>0,001) der FS-Aufnahme durch Caco-2 Zellen. LAOH
zeigt keinen signifikanten Einfluss (p>0,05) auf die FS-Aufnahme von Caco-2
Zellen, jedoch erhohte sich die FS-Aufnahme ab einer Konzentration von 10 pM
signifikant im Vergleich zu den niedrigeren Konzentrationen [0,1/1 uM] (p<0,042).
Hexanal hingegen fuhrte bei einer Konzentration von 1 puM zu einer signifikanten
Hemmung (p=0,005) der FS-Aufnahme durch Caco-2 Zellen. In den bereits
beschriebenen Studien von Arnis Kuksis (1986)°, Wang et al. (2016)” und Dasilva
et al. (2018)%2 wurde gezeigt, dass eine PUFA-reiche Ernahrung sich sowohl auf
die PL-Zusammensetzung als auch auf die FS-Aufnahme auswirken kann.%7:62
Nach Wang et al. (2016) ist eine Remodellierung von intestinalen PL notwendig,
um die Diffusion von Lipiden durch die Zellmembran zu ermdéglichen. Es war
anzunehmen, dass Anderungen beim Einbau von PUFA sowie von
Lipidoxidationsprodukten in PL den Lipidtransport durch die Zellmembranen
beeinflussen. Doch anders als bei der Studie von Wang et al. (2016)7, muss bei
der Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit beachtet werden, dass es nach
der Inkubation mit Lipidoxidationsprodukten nicht nur zu einem Anstieg von
PUFA, sondern auch von SFA und MUFA in den PL kam. (vgl. Kapitel 5.3) Eine
gesteigerte oder gehemmte FS-Aufnahme kann somit auch nicht ausschlief3lich
auf einen Anstieg von PUFA in der PL der Caco-2 Zellen zurtickgefiihrt werden.
Die Wirkung von Lipidoxidationsprodukten auf die FS-Aufnahme sollte ebenfalls
differenziert  betrachtet werden. Wahrend LAOOH, ein primares
Lipidoxidationsprodukt, die FS-Aufnahme steigern konnte, wirkte sich Hexanal,
ein sekundares Lipidoxidationsprodukt, eher hemmend auf die FS-Aufnahme

aus.
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LAOOH [10 pM] HEXA [1pM]

T 1 FS-Aufnahme | FS-Aufnahme

Abbildung 25: Eine 30-minutige Inkubation mit Lipidoxidationsprodukten wirkte sich

unterschiedlich auf die FS-Aufnahme von Caco-2 Zellen aus.

Eine Schutzwirkung des Korpers auf potenzielle schadliche Substanzen wie
sekundare Lipidoxidationsprodukte kann anhand dieser Daten vermutet werden
und sollte, wie mogliche physiologische Mechanismen, in zukinftigen Studien
genauer untersucht werden. Die PL-Zusammensetzung in Caco-2 Zellen scheint
jedenfalls nicht ausschlie3lich fur den Einfluss auf die FS-Aufnahme

verantwortlich zu sein.
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7 Zusammenfassung

Die Erwarmung von pflanzlichen Olen kann zu einem Anstieg von
Lipidoxidationsprodukten fuhren. Der Einfluss von mit der Nahrung
aufgenommenen Lipidoxidationsprodukten auf die Aufnahme von Lipiden wurde
bisher kaum untersucht. Die aktuelle Studienlage zeigt, dass ein Einbau von
mehrfach ungesattigten Fettsauren (PUFA) in die Phospholipide (PL) von
Membranen wichtig fur die passive Lipidabsorption ist.

Ziel dieser Studie war es, die Auswirkungen von Lipidoxidationsprodukten auf die
Zusammensetzung der PL sowie die Fettsdure (FS)-Aufnahme von Caco-2
Zellen zu untersuchen. Sonnenblumendl (SO) wurde maRig (MED) und stark
erhitzt (HIGH) und anschlielRend charakterisiert. Humane Adenokarzinomzellen
(Caco-2) wurden mit den polaren Fraktionen der oxidierten Sonnenblumendle
(SO, MED und HIGH) beziehungsweise mit Linolsaure (LA) als auch mit einer
Reihe einzelner Oxidationsprodukte der LA (LAOOH, LAOH und HEXA) fur 30

Minuten inkubiert.

Nach der Inkubation mit MED, HIGH, LA, LAOH oder HEXA (0,1 uM) konnte ein
Anstieg von PC, im Vergleich zur Kontrolle bzw. der Inkubation mit SO, in den
Caco-2 Zellen festgestellt werden. Dieser Anstieg von PC betraf sowohl PC mit
PUFA als auch gesattigten und einfach ungesattigten Fettsauren. Die Inkubation
mit 10 uM LAOOH fiuhrte zu einer erhéhten, die Inkubation mit 1 pM HEXA zu

einer reduzierten FS-Aufnahme.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Auswirkungen des
Verzehrs von Lipiden und ihren Oxidationsprodukten auf den Menschen
jedenfalls differenziert betrachtet werden sollten. Die PL-Zusammensetzung
scheint nicht allein fir den Einfluss auf die FS-Aufnahme verantwortlich zu sein.
In zuklnftigen Studien sollen, die durch oxidierte Lipide hervorgerufenen
Anderungen der FS-Transportmechanismen untersucht werden, um mogliche

Zusammenhange genauer bestimmen zu kdnnen.
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8 Abstract

Heating vegetable oils can lead to an increase in lipid oxidation products. The
influence of lipid oxidation products ingested with food on the uptake of lipids has
so far scarcely been investigated. The current literature shows that the
incorporation of polyunsaturated fatty acids (PUFA) into the phospholipids (PL)
of membranes is important for passive lipid absorption.

The aim of this study was to investigate the effects of lipid oxidation on the
composition of PL and the fatty acid (FA) uptake by human adenocarcinoma cells
(Caco-2). Caco-2 cells were incubated for 30 minutes with the polar fractions of
the moderately (MED) and highly (HIGH) oxidized sunflower oils (SO, MED and
HIGH) or with linoleic acid (LA) as well as with several individual oxidation
products of the LA (LAOOH, LAOH and HEXA).

After incubation with MED, HIGH, LA, LAOH or HEXA (0.1 puM), an increase in
PC with PUFA, saturated and monounsaturated FA could be determined in Caco-
2 cells, compared to the control or the incubation with SO. The incubation with 10
MM LAOOH led to an enhanced, the incubation with 1 uM HEXA to a reduced FA
uptake.

In summary, the PL composition does not appear to be the solely factor
influencing the FA uptake. In future studies, investigations in oxidized lipids-
induced changes of the FA transport mechanisms are necessary to be able to

determine possible relationships more accurately.
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10 Anhang

10.1 Bestimmung der Peroxidzahl der Olproben mittels Titrimetrie

(erhitzte) Olprobe MW +SA [meq Oz/kg Ol] RSA [%]
Sle 13,0+ 1,75 13,5
MED 17,4 + 2,80 16,1
HIGH 24,2 £ 3,01 12,4

10.2 Messung von oxidierten Triglyceriden mittels LC-MS

0XTAG 54:4 [OOH] MW + SA [UM] RSA [%]
sO 0,448 + 0,0936 20,9
MED 0,316 + 0,0437 13,8
HIGH 0,416 + 0,112 26,9
0XTAG 54:5 [OOH] MW + SA [UM] RSA [%]
sO 0,839 + 0,0277 3,3
MED 0,682 + 0,0972 14,3
HIGH 0,877 + 0,269 30,7
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0XTAG 54:1 [O] MW + SA [uM] RSA [%)]
sO 0,162 + 0,0207 12,8
MED 0,170 + 0,0171 10,1
HIGH 0,241 + 0,0367 15,2
0XTAG 54:2 [O] MW + SA [uM] RSA [%)]
sO 0,738 + 0,0227 3,1
MED 0,762 + 0,0908 11,9
HIGH 0,822 + 0,127 15,5
0XTAG 54:3 [O] MW + SA [uM] RSA [%)]
sO 1,217 +0,00762 0,6
MED 1,257 + 0,0657 5,2
HIGH 1,064 + 0,0978 9,2
0XTAG 54:4 [O] Median [pM] 25% 75 %
SO 0,809 0,809 0,809
MED 0,834 0,831 0,838
HIGH 0,810 0,810 0,811
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10.3 Quantifizierung von Hexanal in den Olproben

mittels HS-GC/MS

(erhitzte) Olprobe MW +SA [uM] RSA [%]
SO 3,318 + 0,209 6,3
MED 7,173 + 0,0614 0,9
HIGH 15,569 + 0,823 53
Isotopenverdinnungsreihe fur die Hexanal-Bestimmung
di2-Hexanal/Hexanal di2-Hexanal/Hexanal
Konzentrationsverhaltnis [pug/mL] Konzentrationsverhaltnis [ug/mL]
5 3,276
2 1,305
1 0,583
0,5 0,301
0,2 0,117
0,1 0,058
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10.4 MTT-Test auf Zellviabilitat

Relative Zellviabilitdt von Caco-2 Zellen nach Inkubation mit verschiedenen

Testsubstanzen.
Gruppe MW £ SA [%] RSA [%)]
Kontrolle 100,0 + 11,7 11,7
SO 101,028 + 10,2 10,2
MED 103,0+5,0 4,8
HIGH 101,8+6,4 6,3
LA [0,1pM] 97,7+5,6 5,8
LA [1uM] 98,8 +6,3 6,4
LA [10uM] 97,5+ 8,3 8,5
LAOH [0,1uM] 99,6 + 5,2 5,2
LAOH [1uM] 97,9+6,0 6,2
LAOH [10pM] 102,9 + 6,3 6,1
LAOOH [0,1puM] 98,6 + 5,9 5,9
LAOOH [1uM] 93,9+4,0 4,3
LAOOH [10uM] 103,8+ 7,1 6,9
HEXA [0,1uM] 97,6 +5,3 5.4
HEXA [1uM] 94,3 +3,3 3,5
HEXA [10uM] 95,7+ 7,8 8,2
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10.5 Einfluss von Lipidoxidationsprodukten auf die Fettsdureaufnahme in

Caco-2 Zellen

(erhitzte) Olprobe MW + SA [%] RSA [%]
Kontrolle 100,0 + 10,0 10,0
SO 814+21 2,6
MED 96,8 + 11,2 11,6
HIGH 89,3+6,7 7,5
Linolsaure (LA) MW = SA [%] RSA [%)]
Kontrolle 100,0 £ 10,0 10,0
LA [0,1 pM] 87,0 + 13,3 15,3
LA [1 puM] 84,7+9,9 11,7
LA [10 pM] 88,1+6,9 7,8
Linolsaurehydroxid (LAOH) Median [%] 25 % 75 %
Kontrolle 100,0 69,6 80,6
LAOH [0,1 uM] 74,3 75,4 82,6
LAOH [1 pM] 80,3 112,8 148,0
LAOH [10 pM] 142,3 90,4 109,6
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Linolsaurehydroperoxid (LAOOH) MW + SA [%] RSA [%]
Kontrolle 100,0 + 10,0 10,0
LAOOH [0,1 pM] 91,9 +12.9 14,0
LAOOH [1 uM] 75,1+3,8 5,0
LAOOH [10 uM] 168,8 + 20,1 11,9
Hexanal (HEXA) MW + SA [%] RSA [%]
Kontrolle 100,0 + 10,0 10,0
HEXA [0,1 pM] 86,4+ 6,3 7,3
HEXA [1 uM] 79,9+ 54 6,7
HEXA [10 uM] 90,5+5,6 6,2
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