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Zusammenfassung 

Metabolomics ist die möglichst umfassende Analyse der Stoffwechsel-Intermediate 

(Metaboliten) eines biologischen Systems. In der klinisch-pharmakologischen 

Forschung wird dieser innovative Ansatz zunehmend genutzt, um Erkenntnisse über 

die Pathophysiologie komplexer Erkrankungen zu erlangen und mögliche 

Therapiewege zu finden.  

Da sich die meisten Krebszellen durch charakteristische Stoffwechselveränderungen 

auszeichnen, stellt Metabolomics auch in der Erforschung von Tumorerkrankungen ein 

vielversprechendes Mittel zur Identifizierung potenzieller Biomarker und 

therapeutischer Targets dar. In diesem Zusammenhang gewinnt besonders der nicht 

zielgerichtete Ansatz „non-targeted Metabolomics“ an Bedeutung. Dieser zielt darauf 

ab, mit einer einzelnen Analyse den Stoffwechselzustand der untersuchten Matrix 

komplett zu erfassen und eignet sich daher besonders zur Generierung neuer 

Hypothesen. Hierfür wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Methoden zur 

Extraktion und Analyse des Metaboloms und Lipidoms aus (I.) Formalin-fixiertem 

Paraffin-eingebettetem (FFPE) Gewebe und (II.) Tumor-Organoiden des kolorektalen 

Karzinoms entwickelt. Die analytische Messung der Extrakte erfolgte mittels 

Flüssigchromatographie-Quadrupol-Flugzeitmassenspektrometrie (LC-QTOF-MS) 

und die erarbeiteten Extraktionsmethoden wurden hinsichtlich der Signalintensität 

sowie der analytischen und methodischen Präzision und der Wiederholbarkeit 

optimiert und validiert. Des Weiteren (III.) erfolgte die vorläufige Evaluierung eines 

Mikrofluss-Chromatographie-Systems, betrieben mit Kapillarchromatographie 

Flussraten (< 10 µL/min) und Säulendimensionen (< 500 µm), hinsichtlich seiner 

Leistungsfähigkeit für non-targeted Metabolomics-Analysen. Hierfür wurde die 

analytische Präzision, die Anzahl detektierbarer Signale sowie das Signal-Rausch-

Verhältnis und die Signalintensität von 16 annotierten Metaboliten in Extrakten von 

FFPE Schweinenierengewebe bewertet. 

I. Die Herstellung von FFPE Gewebe zur Konservierung und anschließenden 

histopathologischen Untersuchung ist ein Standardprozess in der klinischen 

Diagnostik. FFPE Gewebeproben werden weltweit in Archiven gelagert und 

stellen eine wertvolle Ressource für retrospektive Studien dar. Die wenigen 

bislang etablierten Protokolle zur Analyse des Metaboloms von FFPE Gewebe 

sind vor allem auf das Erfassen polarer Metaboliten ausgerichtet, während 
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Lipide nicht im Fokus stehen. In der vorliegenden Arbeit wurde über einen 

umfangreichen Methodenvergleich ein optimiertes Extraktionsprotokoll zur 

Analyse des Metaboloms und Lipidoms von FFPE Nierengewebe etabliert. Das 

Protokoll wurde auf der Basis von strukturell annotierten Metaboliten validiert 

und seine Anwendbarkeit durch die Unterscheidung von FFPE Proben des 

klarzelligen Nierenzellkarzinoms (ccRCC) von korrespondierendem 

Normalgewebe, auf Grundlage differenzieller Metaboliten-Profile, demonstriert. 

Des Weiteren wurde das Protokoll eingesetzt, um den Einfluss der Fixierzeit 

(Verweildauer des Gewebes in Formalin) auf die Metabolitenprofile in FFPE 

Gewebe zu untersuchen. Hierbei konnten Metaboliten identifiziert werden, 

deren Signale durch die Fixierzeit nicht beeinflusst wurden. Um deren Eignung 

für weiterführende Experimente zu prüfen, erfolgte die Detektion ausgewählter 

Metaboliten über bildgebende Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation 

Fourier-Transform Ionenzyklotronresonanz Massenspektrometrie in einer 

unabhängigen ccRCC Kohorte. 

II. Organoide sind innovative 3D Organmodelle, die in vitro aus Stammzellen 

generiert werden und die die Komplexität und Funktionalität eines Organs 

wesentlich präziser widerspiegeln als herkömmliche 2D Zellkulturen. Durch die 

Möglichkeit aus Tumorbiopsien Organoide zu kultivieren, deren genetisches 

Profil dem Ausgangsgewebe weitgehend entspricht, spielt diese 

Zellkulturtechnik mittlerweile eine zentrale Rolle in der personalisierten Medizin 

und im Medikamentenscreening. In der vorliegenden Arbeit wurden 

Extraktionsprotokolle zur Charakterisierung des Metaboloms von in 

extrazellulärer Matrix (ECM) kultivierten Organoiden des kolorektalen 

Karzinoms (CRC) mittels non-targeted LC-QTOF-MS evaluiert. Zur präzisen 

Normalisierung und statistischen Analyse wurde ein Filterprozess zum 

Entfernen von Hintergrundsignalen eingeführt, der auf statistischer Signifikanz 

(p-Wert, Welch’s Test) und fold change-Grenzwerten (biologisches Signal/ECM 

Blanksignal) beruht. Die optimierte Methode wurde durch die Analyse der 

dosisabhängigen metabolischen Antwort von CRC Organoiden auf die 

Behandlung mit 5-Fluorouracil (5-FU), über drei unabhängige Experimente 

hinweg, auf ihre Wiederholbarkeit validiert. In Übereinstimmung mit dem 

Wirkungsmechanismus von 5-FU wurden wiederholt signifikante metabolische 

Veränderungen detektiert (erhöhte Spiegel an 2'-Deoxyuridin, 2'-O-
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Methylcytidin, Inosin und 1-Methyladenosin sowie eine Verminderung von 2'-

Deoxyadenosin und bestimmten Phospholipid-Spezies), was die Qualität der 

etablierten Methode demonstriert und den Weg zur Anwendung in größer 

angelegten Studien ebnet. 

III. Non-targeted Metabolomics-Untersuchungen zur Findung diagnostischer oder 

prognostischer Biomarker basieren häufig auf Proben, die nur in limitierter 

Menge vorhanden sind (z.B. Biopsien oder Metastasen). Da die Empfindlichkeit 

der massenspektrometrischen Detektion durch eine Reduzierung des 

Säuleninnendurchmessers und durch den Einsatz niedriger Flussraten 

erheblich gesteigert werden kann, empfiehlt sich die Nutzung von Nano- und 

Mikrofluss-LC-Systemen zur Untersuchung seltener klinischer Proben. In der 

vorliegenden Arbeit wurde eine vorläufige Evaluierung des Zirconium™ 

Ultra Nano- und Micro-UHPLC Systems (Prolab), betrieben im 

Kapillarchromatographie Modus (CapLC, Flussrate: 5 µL/min, 

Säuleninnendurchmesser: 0,3 mm), in Kombination mit einem Zirconium™ 

CUBE Autosampler (Prolab) und einem speziellen Micro-ESI-Interface 

Prototypen (Prolab) durchgeführt. Die Ergebnisse wurden mit einer im Haus 

etablierten Plattform für non-targeted Metabolomics-Analysen, welche auf 

analytischen Flussraten (400 µL/min) und Säulendimensionen (2.1 mm, 

sogenannte narrow bore LC) basiert, verglichen. Im Hinblick auf die Anzahl der 

detektierten Signale (Features) konnte hierbei kein nennenswerter Unterschied 

zwischen den Systemen beobachtet werden. Während bei den Signalflächen 

unter Verwendung der CapLC eine Verbesserung bei allen 16 Metaboliten 

festgestellt wurde, war das Signal-Rausch-Verhältnis für nur 50 % der 

Metaboliten verbessert. Darüber hinaus war die analytische Präzision unter 

Verwendung des CapLC-Systems (median CV = 11,8 %), verglichen mit dem 

narrow-bore LC-System (median CV = 2,9 %), geringer. Ein unabhängiges 

Experiment, durchgeführt mit Gallensäure-Referenzsubstanzen (ohne 

biologische Matrix), ergab jedoch eine bis zu 80-fache Erhöhung der Peakfläche 

(für Taurocholsäure) und eine zufriedenstellende Messpräzision. Die 

Ergebnisse des Plattformvergleichs deuten darauf hin, dass die beobachteten 

Effekte von der Art der analysierten Metaboliten abhängig sind. In diesem 

Kontext sind weitere Versuche nötig um zu überprüfen, ob die sehr guten 
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Ergebnisse für Gallensäure-Reinsubstanzen in biologischer Matrix reproduziert 

werden können und ob die getestete CapLC-Plattform unter Umständen besser 

für spezielle targeted Metabolomics-Ansätze geeignet ist, als für non-targeted 

Metabolomics seltener klinischer Proben. 
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Abstract 

Metabolomics is the comprehensive analysis of the metabolic intermediates 

(metabolites) in a biological system and an innovative approach in clinical and 

pharmaceutical research. As most tumor cells are characterized by specific metabolic 

reprogramming, metabolomics is a promising tool for the identification of potential 

biomarkers and therapeutic targets. In this context, non-targeted metabolomics is 

gaining increasing importance in cancer research. 

Within the scope of the present work, extraction methods for non-targeted metabolomic 

and lipidomic profiling via liquid chromatography quadrupole time-of-flight mass 

spectrometry (LC-QTOF-MS) from (I.) formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue 

and (II.) organoids have been established. The extraction methods developed have 

been optimized and validated in terms of signal intensity as well as analytical and 

methodical precision and repeatability. Further (III.) a preliminary evaluation of the 

performance of a new microfluidic chromatography system for non-targeted metabolic 

profiling by LC-QTOF-MS was carried out, using flow rates (<10 µL/min) and column 

dimensions (<500 µm) in the capillary liquid chromatography (CapLC) range. The 

quality of analysis was assessed based on the number of detectable features as well 

as the analytical repeatability, the signal intensity and the signal-to-noise ratio of 16 

annotated metabolites in extracts from porcine FFPE kidney tissue. 

I. The preparation of FFPE tissue for preservation and subsequent 

histopathological examination is a standard format in clinical diagnostics. The 

fixed and embedded samples are stored in archives worldwide and represent a 

valuable resource for retrospective studies. With respect to mass spectrometry 

based metabolomics, only a limited number of protocols for FFPE tissue are 

currently available with most of them focusing on the profiling of small, polar 

molecules while lipids have been considered only scarcely. In the present study, 

an optimized extraction protocol for metabolomics and lipidomics from clinical 

FFPE kidney tissue was established. The protocol was validated on the basis of 

annotated metabolites and its applicability was demonstrated by differentiating 

FFPE samples of clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) from corresponding 

normal tissue, based on differential metabolite profiles. Furthermore, the 

protocol was used to investigate the influence of formalin fixation time on 

metabolite profiles in FFPE tissue. Thereby metabolites were identified whose 
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signals were not influenced by the fixation time. In order to validate their 

suitability for further experiments, selected metabolites were detected by matrix‐

assisted laser desorption/ionization Fourier transform ion cyclotron resonance 

mass spectrometry imaging in an independent ccRCC cohort. 

II. Organoids are innovative stem cell derived 3D organ models and reflect the 

complexity of an organ more precisely than conventional 2D cell cultures. Since 

the genetic profile of organoids grown from tumor biopsies corresponds to the 

genetic profile of the original tissue, this cell culture technology now plays a 

central role in personalized medicine and drug screening. In the present work, 

extraction protocols for the metabolic characterization of colorectal carcinoma 

(CRC) organoids cultivated in extracellular matrix (ECM) by non-targeted LC-

QTOF-MS were evaluated. For precise normalization and statistical analysis, a 

filter procedure to remove background signal, based on p-value (Welch's test) 

and fold change cut-offs (biological signal/ECM blank signal), was introduced. 

The optimized method was validated for repeatability by analyzing the dose-

dependent metabolic response of CRC organoids to treatment with 5-

fluorouracil (5-FU) over three independent experiments. In accordance with the 

mechanism of action of 5-FU, highly specific metabolic changes were 

repeatedly detected (elevated levels of 2'-deoxyuridine, 2'-O-methylcytidine, 

inosine and 1-methyladenosine and depletion of 2'-deoxyadenosine and 

specific phospholipids), demonstrating the quality of the established method and 

paving the way for further application in larger studies. 

III. Non-targeted metabolomics investigations often rely on samples that are 

available in limited quantities (e.g. metastases or biopsies). Since the sensitivity 

of MS detection can be significantly increased by reducing the column inner 

diameter and flow rates, the use of microfluidic systems is recommended for the 

investigation of rare clinical samples. In the present work, a preliminary 

evaluation of the Zirconium™ Ultra Nano- and Micro-UHPLC system (Prolab), 

operated in capillary chromatography mode (CapLC, flow rate: 5 µL/min, column 

inner diameter: 0.3 mm), in combination with a Zirconium™ CUBE autosampler 

(Prolab) and a customized micro-ESI interface prototype (Prolab), was 

performed. The results were compared with a well established LC system that 

is based on an analytical flow rate (400 µL/min) and column inner diameter 

(2.1 mm, ≙ narrow-bore LC). No meaningful difference in the number of 
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detected features could be observed between the systems when injecting the 

same sample volume (1 µL). Further, while the signal area of all evaluated 

metabolites was increased by using CapLC, the signal-to-noise ratio was only 

improved in 50 % of the metabolites. In addition, the analytical repeatability 

(median CV = 11.8%) was poor for the CapLC system compared to narrow-bore 

LC (median CV = 2.9%) when FFPE tissue extracts were analyzed. In contrast, 

significantly better reproducibility (median CV = 5.2%) and up to 80-fold increase 

in signal intensity were observed in independent experiments when pure bile 

acid standard solutions were analyzed. The results further suggest that the 

observed effects are dependent on the type of metabolites analyzed. Even if the 

observed improvement for specific bile acids must be evaluated in biological 

matrix, the platform comparison indicate, that the tested CapLC system is more 

suitable for specific targeted analyses than for non-targeted metabolomics of 

rare clinical samples. 
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interpretiert und visualisiert. Die Erstellung des Manuskripts, insbesondere das 

Verfassen und Korrigieren des vorläufigen Entwurfs, erfolgte durch die Erstautorin und 

Mathias Haag. 
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1. Einleitung 

 Das Metabolom und dessen Erforschung: Metabolomics 

Die Gesamtheit aller niedermolekularer Stoffwechselverbindungen (Metaboliten 

< 1.5 kDa)1,2 in einem biologischen System (z.B. Gewebe, Plasma oder Urin) wird als 

Metabolom bezeichnet. Es besteht aus Intermediaten und Produkten des endogenen 

Stoffwechsels (Metabolismus), sowie aus exogenen Stoffen und deren Metaboliten. 

Das Metabolom ist der Endpunkt der sogenannten „Omics“-Kaskade (siehe Abb.1) und 

resultiert aus dem Genoma, dem Transkriptomb und dem Proteomc.1 Seine 

Zusammensetzung wurzelt somit einerseits im genetischen Code, wird andererseits 

jedoch stark durch extrinsische Faktoren wie die Ernährung, die Umwelt und durch die 

Einnahme von Medikamenten beeinflusst.3 Somit ist das Metabolom Endprodukt aller 

regulatorischen Prozesse einer Zelle.  

 

Abbildung 1 Die „Omics“-Kaskade beschreibt das Ineinandergreifen der verschiedenen „Omics“-

Disziplinen. Das Vereinen von Informationen aus allen Disziplinen ermöglicht das Verstehen von 

biologischen Vorgängen in einem Organismus. Metabolomics ist die Disziplin, die hierbei den Phänotyp 

eines Individuums am genausten zu charakterisieren vermag. DNA (Desoxyribonukleinsäure, engl.: 

desoxyribonucleic acid); mRNA (Boten-Ribonukleinsäure, engl.: messenger ribonucleic acid).   

Modifiziert nach Cortes et al. 2017 

Die Zahl der unterschiedlichen Metaboliten, die das Metabolom des menschlichen 

Körpers umfassen, ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht vollständig beschrieben, wird 

jedoch auf 2.000 bis 40.000 geschätzt.1,3 Eine absolute quantitative Bestimmung wird 

durch die starken strukturellen Unterschiede der Metaboliten sowie durch die Tatsache 

erschwert, dass sich das Metabolom zwischen den einzelnen biologischen Systemen 

                                            

 
a Die Gesamtheit aller Gene 

b Die Gesamtheit aller Transkripte (mRNA) 

c Die Gesamtheit aller Proteine 
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stark unterscheidet. So wird beispielsweise das Metabolom des menschlichen Urins 

auf ~3.100 vorwiegend hochpolare Verbindungen4 geschätzt, während das Metabolom 

des Humanserums schätzungsweise aus ~4.600 Metaboliten5 besteht, von denen 

über die Hälfte verschiedenen Lipid-Spezies zugeordnet werden. Hinzu kommt, dass 

das Metabolom aufgrund von sich ständig ändernden extrinsischen Faktoren (z.B. 

aufgenommene Nahrung) einer permanenten Dynamik unterliegt. Seine exakte 

Komposition kann als unmittelbare Antwort des Organismus auf alle einwirkenden 

genetischen und extrinsischen Faktoren angesehen werden6 und spiegelt den 

physiologischen, oder auch pathologischen, Status eines biologischen Systems zum 

Zeitpunkt der Probennahme wieder.3 

Der Begriff „Metabolomics“ beschreibt die möglichst umfassende Analyse der 

Metaboliten eines biologischen Systems und ist ein neuartiger Forschungsansatz in 

vielen Bereichen der Lebenswissenschaften. Im Bereich Metabolomics hat sich die 

umfassende Analyse der Gesamtheit der Lipide (das Lipidom) als die weitgehend 

eigenständige Teildisziplin „Lipidomics“ etabliert.7 Lipide spielen in vielen 

Stoffwechselwegen eine zentrale Rolle und werden mit der Entstehung eines weiten 

Spektrums an Erkrankungen, unter anderem Krebs,8–11 assoziiert. Im Folgenden wird 

jedoch nicht zwischen Metabolomics und Lipidomics unterschieden. 

Gängige Methoden zur Analyse des Metaboloms sind die 

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie) und die Massenspektrometrie 

(MS) beziehungsweise Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS). Letztere beiden 

werden in der Regel mit chromatographischen Verfahren wie der 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (high performance liquid chromatography, 

HPLC bzw. LC) oder der Gaschromatographie (GC) gekoppelt. Dabei ist die LC-MS 

mit Elektrospray-Ionisation (LC-ESI-MS) besonders weit verbreitet. Die Vorschaltung 

einer Chromatographie-Methode erleichtert insbesondere die Analyse komplexer 

Proben. Beispielsweise können isobare Moleküle (z.B. die Aminosäuren L-Leucin und 

L-Isoleucin) getrennt werden, da ihre strukturellen Unterschiede zu verschiedenen 

Elutionseigenschaften führen. Zudem werden durch eine chromatographische 

Auftrennung potentielle Matrixeffekte, die vor allem beim Einsatz von ESI-Quellen zu 

einer beträchtlichen Abnahme der Signalintensität führen können, verringert.12 Für 

Metabolomics-Analysen sind die am häufigsten eingesetzten Trennprinzipien die 

Umkehrphasen-Chromatographie (reversed-phase liquid chromatography, RPLC) und 
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die hydrophile Interaktionschromatographie (hydrophilic interaction liquid 

chromatography, HILIC). Im Bereich der Chromatographie-Technik werden in den 

letzten Jahrzehnten vermehrt miniaturisierte Systeme entwickelt, die hauptsächlich in 

Kombination mit ESI-MS eingesetzt werden.13 Durch die Reduzierung des 

Innendurchmessers (i.D.) der chromatographischen Säule wird für die mobile Phase 

eine geringere Flussrate benötigt. Dies führt zu einer reduzierten Verdünnung der 

injizierten Probenbande, wodurch unter anderem die Konzentration in der Ionenquelle 

des MS und somit auch die Empfindlichkeit gesteigert werden kann.14,15 Daher sind 

LC-Anwendungen mit reduzierten Flussraten ein wertvolles Werkzeug für 

Anwendungen im Spurenbereich oder wenn nur sehr geringe Probenmengen zur 

Verfügung stehen. Weitere Vorteile sind eine mögliche Verbesserung der 

chromatographischen Effizienz und Auflösung14,16 sowie der wesentlich geringere 

Verbrauch an Lösemitteln, wodurch die Kosten für deren Anschaffung und Entsorgung 

gesenkt werden.  

In der Literatur findet sich eine Vielzahl von Nomenklaturen für die eingesetzten 

Systeme, die sich teilweise stark unterscheiden und/oder überlappen.15–17 In Tabelle 1 

sind die in der vorliegenden Arbeit genutzten Definitionen aufgeführt. 

Tabelle 1: Nomenklatur für Flüssigkeitschromatographie-Systeme modifiziert nach Rapp et al. 2003 

Anwendung Säulen-Typ Säulen-
Innendurchmesser 
(i.D.) 

Flussrate 

Analytical LC normal-bore Säulen 5,0 mm – 3.9 mm 5–1,5 mL/min 
Narrow-bore LC narrow-bore Säulen 3,9 mm – 2.1 mm 1,5–0,2 mL/min 
Micro LC micro-bore Säulen 2,1 mm – 500 µm 300–10 µL/min 
Capillary LC gepackte Kapillaren 500 µm – 150 µm 15–1 µL/min 
Nano LC gepackte Kapillaren < 150 µm < 1 µL/min 

LC, Flüssigkeitschromatographie (liquid chromatography); i.D., Innendurchmesser 

Grundsätzlich kommen, je nach biologischer Fragestellung, zwei verschiedene 

Metabolomics-Ansätze zum Einsatz: targeted Metabolomics und non-targeted 

Metabolomics. In targeted Metabolomics-Studien werden vor der Analyse Metaboliten 

ausgewählt, die dann gezielt detektiert und quantitativ erfasst werden. Ein solcher 

Studienaufbau basiert in der Regel auf einer bereits existierenden Hypothese. Im 

Gegensatz hierzu zielt der non-targeted Metabolomics-Ansatz auf die möglichst 

vollständige Analyse aller in der Probe enthaltenen Metaboliten ab. Hierbei kommen 

häufig hochauflösende Massenspektrometer (z.B. quadrupole time-of-flight mass 

spectrometer, QTOF-MS) zum Einsatz. Die detektierten Signale (sogenannte 
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metabolic features) werden nach der Messung statistisch analysiert und durch 

strukturelle Charakterisierung bekannten, aber auch unbekannten Metaboliten 

zugeordnet. In diesem Schritt spielt der Abgleich der analysierten Daten (exakte 

Molekülmasse und MS/MS-Fragmentspektren) mit Datenbanken und Bibliotheken 

eine wichtige Rolle.  

Non-targeted Metabolomics-Analysen ermöglichen einen umfassenden Blick auf den 

metabolischen Status der untersuchten Probenmatrix. Dabei können sich unerwartete 

Zusammenhänge oder Erkenntnisse, wie beispielsweise Hinweise auf bisher 

unbekannte Wirkmechanismen von Medikamenten, ergeben.18,19 Aus diesem Grund 

wird diese ungezielte Herangehensweise auch als hypothesengenerierender Ansatz 

bezeichnet. Hierbei ist zu beachten, dass die Ergebnisse von non-targeted 

Metabolomics-Analysen häufig semiquantitativ sind und nur relative Rückschlüsse auf 

die mengenmäßige Veränderung der Metaboliten zulassen. Daher bedarf es stets 

einer eingehenden Validierung der Ergebnisse, wobei vor allem targeted 

Metabolomics-Methoden eingesetzt werden. 

 Metabolomics in der klinisch-pharmakologischen Forschung 

Ändern sich die Faktoren, die auf einen Organismus wirken, verändert sich unmittelbar 

und zeitnah auch die Zusammensetzung des Metaboloms. Daher erlaubt 

Metabolomics einen detaillierten Blick auf den klinischen Phänotypen eines 

Individuums. In Bezug auf Erkrankungen sind die Veränderungen häufig sehr 

spezifisch und können auf die Zu- oder Abnahme eines, oder einiger weniger, 

Metaboliten im Metabolom reduziert werden. Diese Moleküle werden als Biomarker 

bezeichnet und können zur klinischen Diagnose oder zur Überprüfung des 

Krankheitsverlaufs eingesetzt werden. Als wohl bekanntestes diagnostisches 

Verfahren ist in diesem Zusammenhang das Neugeborenenscreening20 zu erwähnen. 

Diese bereits seit Jahren in der klinischen Chemie etablierte Routinediagnostik 

ermöglicht, unter anderem durch die massenspektrometrische Analyse21 von 

Blutmetaboliten, die Diagnose zahlreicher Erkrankungen (z.B. Phenylketourie durch 

die Analyse des Gehalts an Phenylalanin)20,22 bereits in den ersten Lebenstagen von 

Neugeborenen.  

Auch in der Krebsforschung gewinnen Metabolomics-Analysen zunehmend an 

Bedeutung. Bereits in den 1950er Jahren beschrieb Otto Warburg, dass sich die 

Energiegewinnung in Krebszellen, auch unter aeroben Bedingungen, zur ansonsten 
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unter anaeroben Bedingungen ablaufenden Milchsäuregärung hin verschiebt, was 

einen erhöhten Glukoseverbrauch und eine vermehrte Bildung von Lactat zur Folge 

hat.23 Die Beobachtung dieser sogenannten Warburg-Hypothese wurde inzwischen für 

eine Vielzahl verschiedener Krebszelltypen beschrieben.24–26 Da sich der 

Metabolismus einer Krebszelle nicht nur in Hinblick auf die Glykolyse ändert,9,27 wird 

Krebs in der Literatur vermehrt als metabolische Erkrankung betrachtet.24,28 

Metabolomics-Studien liefern in diesem Kontext wichtige Hinweise zur Identifikation 

diagnostischer und prognostischer Biomarker und tragen zum allgemeinen 

Verständnis der Karzinogenese bei.27 Dabei gewinnen auch Lipide zunehmend an 

Bedeutung. Sie werden, neben ihrer Rolle als Energiespeicher und 

Membranbestandteil von Zellen, zunehmend als wichtige inter- und intrazelluläre 

Signalmoleküle erkannt und Störungen des Lipidstoffwechsels werden mit der 

Entstehung und Progression von Krebs assoziiert.10,11,29 

Ein weiteres Fachgebiet in dem Metabolomics zunehmend an Bedeutung gewinnt, ist 

die personalisierte Medizin. Ihr Ziel ist es, interindividuellen Variationen in der 

Disposition und der Wirksamkeit von Medikamenten begegnen zu können, und für 

jeden Patienten die richtige Therapie zum richtigen Zeitpunkt in der richtigen Dosis zu 

finden.30 Um beobachtete Variationen in der Wirksamkeit von Medikamenten durch 

genetische Polymorphismen zu erklären, wurden in den letzten Jahrzehnten große 

Anstrengungen im Bereich Pharmacogenomics unternommen.31,32 Dabei können 

extrinsische Faktoren wie Umwelteinflüsse oder das individuelle Microbiomd jedoch 

nicht mit einbezogen werden.31 Metabolomics ist in dieser Hinsicht vorteilhaft und neue 

klinische Studien zeigen, dass metabolische Biomarker genutzt werden können, um 

Voraussagen in den Bereichen der Pharmakokinetik, der Medikamentenwirksamkeit, 

dem Auftreten von Nebenwirkungen und der individuellen Disposition zu treffen.31 Ein 

Beispiel hierfür ist die quantitative Analyse von Gallensäuren mittels LC-QTOF-MS33 

zur Unterstützung der Abschätzung der Sicherheit und Wirksamkeit von Myrcludex B, 

einem neuen Wirkstoff zur Behandlung von chronischen Hepatitis B und D Infektionen, 

in klinischen Studien.34–36 

                                            

 
d Die Gesamtheit aller, hauptsächlich im Darm angesiedelter, Mikroorganismen 
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 Entwicklung und Validierung von LC-MS-basierten non-targeted 

Metabolomics-Methoden 

Non-targeted Metabolomics-Methoden zielen darauf ab, die Gesamtheit der 

Stoffwechselprodukte einer Probenmatrix zu erfassen. Eine für solche Zwecke 

geeignete Extraktionsmethode sollte daher möglichst effektiv, aber wenig selektiv ein 

breites Spektrum an Metaboliten aus der Probenmatrix freisetzen und dabei etwaige 

Störstoffe ausschließen (z.B. Fällung von Proteinen). Zur Untersuchung von Gewebe 

oder adhärenten Zellen wird hierfür häufig die Extraktion mit Lösemitteln oder 

Lösemittelgemischen gegensätzlicher Polarität genutzt. Diese kann in einem 

Extraktionsschritt (biphasisch oder monophasisch mit anschließender 

Phasentrennung)37,38 oder sequentiell (z.B. erst mit polarem Lösemittel und dann mit 

unpolarem Lösemittel)8,37,39 durchgeführt werden. Aufgrund der großen physikalischen 

und chemischen Diversität der durch die Extraktion freigesetzten Metaboliten (z. B. 

molare Masse, Ladung, Dampfdruck oder Polarität) ist die Erfassung des gesamten 

Proben-Metaboloms durch den Einsatz einer einzelnen Analysenmethode jedoch nicht 

möglich. Um ein möglichst weites Spektrum an Verbindungen zu erfassen empfiehlt 

sich daher die Kombination verschiedener analytischer Verfahren, wie beispielsweise 

LC- mit GC-MS40,41 oder, bei Einsatz einer einzelnen chromatographischen 

Trenntechnik, die Verwendung komplementärer Chromatographiesäulen.8,39,42 

Ein Schlüsselelement jeder analytischen Methodenentwicklung ist deren Validierung. 

Diese belegt die Richtigkeit der Ergebnisse und die Zuverlässigkeit der Methode. 

Während für targeted LC-MS-Methoden seit Jahren offizielle 

Validierungsanforderungen definiert sind (z.B. in den Richtlinien der US-

amerikanischen Behörde für Lebens- und Arzneimittel: FDA Guidance on bioanalytical 

method validation), gibt es für die Validierung von non-targeted Metabolomics-

Methoden derzeit keine offiziellen Vorschriften. Naz et al.43 formulierten Empfehlungen 

im Hinblick auf die Probenauswahl, die Probenaufarbeitung und –analyse, sowie 

bezüglich der Validierung der analytischen Methode auf Präzision, Richtigkeit und 

Linearität der Ergebnisse. Aufgrund des hypothesengenerierenden und 

semiquantitativen Charakters von non-targeted Metabolomics-Studien verlieren die 

beiden letzten Punkte im Vergleich zu targeted Metabolomics-Methoden jedoch an 

Gewicht. Die Validierung einer neuen Methode in Hinblick auf deren Präzision in 

kurzen, aber auch längeren Zeitabständen, ist hingegen von hoher Relevanz. Als Maß 
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für die Präzision wird im Allgemeinen der Variationskoeffizient (coefficient of variation, 

CV) von nicht zugeordneten Features oder annotierten Metaboliten angegeben. 

Eine empfohlene43,44 und vielfach angewandte8,39,42 Praxis ist die Bestimmung der 

Messpräzision (Maß für die Schwankungen, die durch das Analysengerät verursacht 

werden, auch analytische Präzision genannt)45 über die wiederholte Analyse 

sogenannter Qualitätskontrollproben (quality control samples, QC samples). QC 

Proben werden in der Regel durch Mischen definierter Aliquote (gleiche Volumina) 

aller Probenextrakte einer Messreihe hergestellt. Damit repräsentieren sie die 

gemittelte Zusammensetzung aller im Rahmen einer non-targeted Metabolomics-

Studie analysierten Proben mit identischer Probenmatrix. Sie werden am Anfang (oft 

bereits zum Äquilibrieren des Systems), am Ende und in regelmäßigen Abständen 

zwischen den Proben vermessen. So ermöglichen sie die Kontrolle der analytischen 

Leistung über den Zeitraum der gesamten Analyse. Besteht diese aus verschiedenen 

Serien, kann die selbe QC Probe über alle Messungen mitgeführt werden. Dadurch 

können auftretende Schwankungen in der Signalintensität über eine einzelne 

Analysenserie hinweg, aber auch zwischen verschiedenen Analysetagen, nachträglich 

mathematisch korrigiert werden.  

Auch die Methodenpräzision wird vermehrt zur Bewertung der Qualität neu 

entwickelter oder optimierter non-targeted Metabolomics-Methoden ermittelt.8,39,46–48 

Sie ist das Maß für die Ergebnisschwankungen, die durch alle Schritte der Methode 

verursacht werden45 und wird über Replikate einer Probe (wiederholte Aufarbeitung) 

hinweg bestimmt.  

Ein weiterer wichtiger Validierungsparameter ist die Wiederholbarkeit 

(Wiederholpräzision). Sie ist die Präzision einer Methode unter Wiederholbedingungen 

(kurze Zeitabstände, mit demselben Verfahren, an identischen Proben, im selben 

Labor, durch den selben Bearbeiter, mit derselben Geräteausrüstung)45 und daher von 

Bedeutung, wenn eine Methode in größer angelegten Studien eingesetzt werden soll. 

Angaben bezüglich der Wiederholbarkeit von non-targeted Metabolomics-Methoden 

finden sich, im Gegensatz zur Mess- und Methodenpräzision, in der Literatur jedoch 

nur selten. 
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 Formalin-fixiertes, Paraffin-eingebettetes Gewebe 

Formalin-fixierte, Paraffin-eingebettete (FFPE) Gewebeproben werden seit 

Jahrzehnten routinemäßig zur histopathologischen Untersuchung von gesundem und 

krankem Gewebe verwendet. Klinisch archiviertes FFPE Gewebe kann problemlos bei 

Raumtemperatur gelagert werden,49 was einen erheblichen Platz- als auch 

Kostenvorteil (z.B. im Vergleich zur Lagerung von Frischgewebe) mit sich bringt. Die 

Herstellung von FFPE Gewebe in der klinischen Pathologie ist nicht standardisiert, 

folgt jedoch gewissen Grundprinzipien, die im Folgenden beschrieben werden.  

Wird im Rahmen einer Operation Gewebe entnommen (z.B. als Biopsie oder 

Teilresektion), wird es zunächst zur Fixierung in 4–10 %ige, wässrige 

Formaldehydlösung gegeben. Formaldehyd hydratisiert in wässriger Lösung (= 

Formalin) großteils zu Methylenglycol und polymerisiert bei längeren Stehzeiten weiter 

zu Polyoxymethylen.50 In neutraler Umgebung, wie im Gewebe, ist die Reaktion 

reversibel und Formaldehyd wird freigesetzt.51 Die reaktiven Moleküle Methylenglycol 

und freies Formaldehyd dringen ins Gewebe ein und reagieren in einer additiven und 

quervernetzenden Art und Weise.50 Die Fixierung des Gewebes erfolgt im 

Wesentlichen durch die Reaktion von Formaldehyd mit reaktiven Endgruppen 

proteingebundener Aminosäuren. Bevorzugte Reaktionspartner sind primäre Amine 

(z.B. Lysin) und Thiole (z.B. Cystein). Nach der Addition von Formaldehyd an die 

reaktiven Gruppen erfolgt eine Quervernetzung mit weniger reaktiven Gruppen wie 

Amiden (z.B. Glutamin, Asparagin), Guanidingruppen (z.B. Arginin) und aromatischen 

Ringen (z.B. Tyrosin).50,52 Das Gewebe wird von Formaldehyd, in Form von 

Methylenglycol, schnell durchdrungen (ca. 1 mm/h) aber langsam quervernetzt 

(fixiert).49,50 Die benötigte Zeit zur vollständigen Fixierung ist somit unter anderem von 

der Struktur und der Größe des Gewebes abhängig und unterliegt daher einer großen 

Variation (z.B. 6–72 h empfohlen für Proben zur Rezeptorstatus-Testung des humanen 

epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor Typ 2 [HER2] bei Brustkrebspatientinnen).53 

Im Anschluss an die Gewebefixierung erfolgt die Einbettung in Paraffin. Um die 

Infiltration des unpolaren Paraffins in die Gewebeporen zu ermöglichen wird das 

fixierte Gewebe zunächst dehydriert. Hierzu werden Alkoholreihen in aufsteigender 

Konzentration und absteigender Polarität (z.B. 50%–70%–96%–100% Ethanol, 100% 

Isopropanol, 100% Xylol) genutzt, die im Gewebe vorhandenes Wasser verdrängen.49 

Im Anschluss erfolgt die Infiltration und Einbettung mit flüssigem Paraffin. Der gesamte 
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Prozess wird in der Regel vollautomatisch und unter Einwirkung von erhöhter 

Temperatur (Dehydrierung: ca. 40 °C, Infiltration/Einbettung: ca. 60 °C) sowie 

vermindertem Druck (Vakuum) vollzogen.49 Die Temperaturerhöhung wirkt sich 

vorteilhaft auf die Viskosität und Diffusionsrate der Lösemittel aus, während bei 

vermindertem Druck eingeschlossene Luft besser entfernt wird und durch 

herabgesetzte Siedepunkte die eingesetzten Reagenzien schneller abdampfen.49 

Dennoch nimmt der Prozess üblicherweise >12 h (Dehydrierung und 

Infiltration/Einbettung ohne vorangegangene Fixierzeit) in Anspruch.49  

 FFPE Gewebe-Metabolomics 

Aufgrund der routinemäßigen Herstellung, Haltbarkeit und der einfachen 

Lagerbedingungen von FFPE Gewebe existieren weltweit umfangreiche Archive mit 

gesammeltem Probenmaterial. Häufig liegen für die Blöcke detaillierte Informationen 

zur Krankheitsgeschichte des Patienten vor. Diese Tatsachen machen FFPE Gewebe 

zu einer wertvollen Ressource für retrospektive Studien, die in den vergangenen 

Jahrzenten vielfach für die Genomics-, Transkriptomics- und Proteomics-basierte 

Biomarkerforschung erschlossen wurde.54–56 Im Gegensatz hierzu finden sich in der 

Literatur nur wenig Metabolomics-Analysen auf der Basis von FFPE Gewebeproben.  

Die erste Machbarkeitsstudie zur Verwendung von FFPE Gewebe als Probenmatrix 

für targeted Metabolomics via LC-MS/MS wurde 2011 von Kelly et al.57 veröffentlicht. 

Die Arbeitsgruppe demonstrierte die reproduzierbare Analyse von bis zu 143 polaren 

Metaboliten nach deren methanolischer Extraktion aus FFPE Weichteilsarkom-

Proben. Dabei wurde in der Hauptkomponentenanalyse (principal component 

analysis, PCA) auf Basis der gemessenen Metabolitenprofile eine phänotypische 

Differenzierung zwischen Sarkom-Proben und gepaarten Normalgewebe-Proben 

erzielt.57  

Das von Kelly et al.57 publizierte Protokoll wurde in darauffolgenden LC-MS basierten 

non-targeted Metabolomics-Studien geringfügig modifiziert40,58–60 und zur 

Untersuchung von FFPE Zelllinien40 sowie FFPE Gewebe des Prostata-,40 Pankreas-

59 und Kolorektalkarzinoms60 genutzt. Für GC-MS/(MS)-basierte Studien an murinem 

FFPE Nierengewebe und humanem FFPE Gewebe von Lymphom und Prostatakrebs, 

wurden zweistufige Extraktionsprotokolle etabliert, in denen die Proben zunächst 

durch Waschen mit Xylol entparaffiniert und im Anschluss mit Methanol:Wasser (1:1, 

v/v) gefolgt von Chlorofom:Methanol (3:1, v/v) extrahiert wurden.61–63  
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Neben den Chromatographie-basierten Verfahren zur Analyse des Metaboloms 

ermöglichte die hochauflösende Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation 

Fourier-Transform Ionenzyklotronresonanz Massenspektrometrie (MALDI-FT-ICR 

MS)2,64 die bildgebende Messung von Metaboliten in FFPE Gewebe. Solche 

innovativen Verfahren liefern räumlich aufgelöste Informationen über die Verteilung 

von Metaboliten im Gewebe, was in heterogenen Tumorproben von großem Vorteil 

sein kann und die Korrelation der Daten mit histologischen Befunden ermöglicht.2,64 

Limitiert ist diese Technik jedoch in der Unterscheidung und Annotation isobarer 

Verbindungen, die ohne chromatographische Trennung deutlich erschwert ist.65  

 Organoide 

Organoide sind kleine, dreidimensionale Zellverbände, die sich im Hinblick auf ihre 

Architektur und zelluläre Zusammensetzung in vitro analog zu einem in vivo Organ 

organisieren. Sie gehören zu den vielversprechendsten Neuentwicklungen im Bereich 

der Lebenswissenschaften und gewinnen als Modellsystem in zahlreichen 

Forschungsgebieten zunehmend an Bedeutung. Der Einsatz von Organoiden birgt 

großes Potential für die Erforschung von organspezifischen Erkrankungen und deren 

Therapie. Auch wenn ihnen wichtige Strukturen wie Nervenbahnen, Blutgefäße oder 

Immunzellen fehlen, spiegeln sie die Komplexität und Physiologie eines menschlichen 

Organs besser wider als bisherige 2D-Zellkulturen und könnten daher zur Reduzierung 

und Komplementierung von Tierversuchen beitragen.66,67  

Die Entwicklung der heute etablierten Organoid-Modellsysteme wurde in erster Linie 

durch die Arbeitsgruppen von Hans Clevers68 und Yoshiki Sasai69 vorangetrieben, die 

unabhängig voneinander an adulten Stammzellen (ASC), beziehungsweise 

pluripotenten Stammzellen (PSC), forschten. Organoide können aus beiden Zelltypen 

gebildet werden. PSC sind embryonale Stammzellen, die sich zu jeder im Körper 

vorkommenden Zelle ausdifferenzieren können.67 Im Gegensatz hierzu können sich 

ASC nur in bestimmte, organspezifische Zellen umwandeln, die in ihrem 

Ursprungsgewebe vorkommen.67 Durch Zugabe von zellspezifischen 

Transkriptionsfaktoren (z.B. Oct3/4, Sox2, Klf4 und c-Myc bei humanen Fibroblasten)70 

können ASC jedoch reprogrammiert werden, und die Eigenschaften von embryonalen 

Zellen zurück gewinnen. Diese Zellen werden dann als induzierte pluripotente 

Stammzellen bezeichnet.70  
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Die Zellkultur-Bedingungen, die zur Bildung von Organoiden führen, variieren stark in 

Abhängigkeit der Ausgangszellen und der angestrebten Entität. Häufig ist die 

Einbettung in eine extrazelluläre Matrix (ECM) erforderlich, die unter anderem das 

Zellwachstum unterstützt und die Adhäsion der Zellen ermöglicht.66,67 Zudem müssen 

die Ausgangszellen häufig gewebespezifisch stimuliert werden, um eine 

Ausdifferenzierung zum gewünschten Organoid zu erzielen. Dies geschieht durch den 

Einfluss von Morphogenen (z.B. Transkriptionsfaktoren oder Wachstumsfaktoren), die 

entweder von der Zelle selbst gebildet (endogene Signale) oder in das 

Zellkulturmedium zugegeben werden (exogene Signale).67 

In den vergangenen Jahren wurde eine Vielzahl von Organoid-Modellen etabliert, die 

unter anderem die Untersuchung von genetischen Defekten,71,72 Wirt-Erreger-

Wechselwirkungen73,74 und Krebserkrankungen29,73,75 in verschiedenen Entitäten 

ermöglichen. Besonders im Bereich der personalisierten Medizin wurden 

beachtenswerte Erfolge erzielt. So wurden beispielsweise in einer Machbarkeitsstudie 

Organoide aus intestinalen Stammzellen zweier Mukoviszidose (cystic fibrosis, CF) 

Patienten mit seltenem Genotyp (G1249R/F508del) genutzt, um deren Ansprechen 

auf Ivacaftor (KALYDECO, ursprünglich registriert für G551D, S1251N und sieben 

weitere Mutationen) zu testen.71 Die Wirksamkeit von Ivacaftor konnte durch die 

Behandlung der Organoide in vitro bestätigt werden und ermöglichte die Therapie der 

Patienten in vivo.71
  

Ein großer Vorteil von PSC oder ASC basierten Organoid-Kulturen ist zudem, dass sie 

sich zur Langzeitkultivierung eignen.76 So können Organoid-Biobanken, die ein weites 

Spektrum einer Erkrankung (verschiedene Subtypen oder genetische Varianten) 

abdecken, etabliert und zur Entwicklung neuer Arzneimittel genutzt werden. Solche 

Biobanken stellen insbesondere hinsichtlich der Entwicklung neuer Krebstherapien 

eine große Hoffnung dar, da Tumorerkrankungen oft auf einer Vielzahl genetischer 

Mutationsvarianten beruhen. 

 Organoid-Metabolomics 

Die Anzahl von Veröffentlichungen im Bereich Zellkultur-Metabolomics steigt in den 

vergangenen Jahren ebenso wie die Verwendung von Organoiden als in vitro 

Modellsystem stetig an.76,77 Dennoch existiert zum jetzigen Zeitpunkt nur eine 

begrenzte Zahl an Studien, die Metabolomics- bzw. Lipidomics-Analysen in 

Organoiden durchgeführt haben. Eingesetzt wurden hierzu NMR, targeted29 und non-
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targeted75,78,79 LC-MS-Methoden. Letztere basierten auf biphasischer Extraktion mit 

Methanol und Chloroform (Folch-Extraktion)78,79 oder monophasischer Extraktion mit 

Methanol:Acetonitril:Wasser (5:3:2, v/v/v).75 In Übereinstimmung mit etablierten 

Protokollen zur Kultivierung intestinaler Organoide,80 nutzten die non-targeted 

Metabolomics-Studien basalmembranartige Matrices als ECM (Cultrex® BME und 

Matrigel®). Dieser ECM-Typ ist eine komplexe biologische Matrix, die aus gereinigten 

Extrakten des murinen Engelbreth-Holm-Swarm-Sarkoms gewonnen wird und in erster 

Linie aus Proteinen (unter anderem Laminin und Kollagen) sowie Wachstumsfaktoren 

besteht.81 In den beschriebenen Protokollen wurde die ECM vor der Extraktion 

entweder durch Waschen und Trypsinieren entfernt78 oder mitextrahiert.75 Über eine 

systematische Optimierung der Extraktion von Organoiden für non-targeted LC-MS-

Metabolomics wird in den in den vorliegenden Arbeiten jedoch nicht berichtet und die 

Wahl der genutzten Protokolle wird nicht diskutiert. Zudem wurden keine Angaben 

bezüglich der Überprüfung gängiger Validierungsparameter (z.B. analytische und 

methodische Präzision) und der eingesetzten Probenmenge (Zellzahl) gemacht. Für 

beide Extraktionsvarianten sind jedoch Vor- und Nachteile denkbar. So könnte eine 

Isolierung von Organoiden aus der ECM die Metabolomics-Analyse sowohl positiv 

(z.B. Vermeidung störender Hintergrundsignale) als auch negativ (z.B. Verluste von 

Metaboliten während der Lyse der ECM) beeinflussen. Die Mitextraktion der ECM 

würde die Aufarbeitung hingegen vereinfachen und beschleunigen, könnte jedoch 

durch die Anwesenheit von Signalen nicht Organoid-abgeleiteter Moleküle unter 

anderem die angeschlossene statistische Analyse erschweren.  
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2. Zielsetzung  

Die Ergebnisse der vorangegangenen Studien im Bereich FFPE Gewebe-

Metabolomics deuten darauf hin, dass in FFPE Gewebe neben polaren Metaboliten 

auch ein großer Teil an unpolaren Metaboliten (Lipiden) konserviert ist.40,61 Die bereits 

etablierten Extraktionsprotokolle zielen jedoch in erster Linie auf die Detektion kleiner 

polarer Moleküle ab. Da Veränderungen des Lipidstoffwechsels in vielen 

Erkrankungen, unter anderem bei Krebs, eine wichtige Rolle spielen,9,10 empfiehlt sich 

eine Optimierung der existierenden Protokolle in Hinsicht auf die Erfassung von 

Lipiden, unter Beibehaltung der Detektion von polaren Metaboliten. 

Zudem könnte die Organoid-basierte Biomarkerforschung von einer verlässlichen non-

targeted Metabolomics-Methode, die sich problemlos auf eine hohe Probenanzahl mit 

geringen Zellzahlen anwenden lässt, erheblich profitieren. Die gewonnenen 

Metabolomics-Daten könnten, auch durch Korrelation mit Ergebnissen aus anderen 

Omics-Disziplinen, einen großen Beitrag zum Verständnis metabolischer 

Erkrankungen, wie beispielsweise Krebs, leisten und die personalisierte Medizin weiter 

voranbringen. 

Primäres Ziel dieser Arbeit war daher die Entwicklung von Methoden zur Extraktion 

des Metaboloms und Lipidoms aus 

(1) FFPE Gewebe und 

(2) Organoiden 

die dessen Erfassung mittels non-targeted LC-QTOF-MS ermöglichen.  

Als Grundlage hierfür diente die im Rahmen einer vorangegangenen 

Dissertationsarbeit etablierte analytische Plattform für non-targeted Metabolomics und 

Lipidomics via RPLC- und HILIC-QTOF-MS.8 Die erarbeiteten Extraktionsmethoden 

sollten hinsichtlich der Signalintensität (bedingt durch die Extraktionseffizienz und die 

Empfindlichkeit der Methode), der analytischen und methodischen Präzision und der 

Wiederholbarkeit optimiert und validiert werden.  

Ein weiteres Ziel war die Demonstration der Qualität der etablierten Methoden durch 

deren Anwendung.  

Im Rahmen einer Machbarkeitsstudie sollten hierfür die metabolischen Profile von 

FFPE Gewebe des klarzelligen Nierenzellkarzinoms und korrespondierendem FFPE 

Normalgewebe analysiert und die Proben auf deren Grundlage unterschieden werden. 
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Des Weiteren war die Untersuchung des Einflusses der Fixierzeit auf die 

Konservierung von Metaboliten in tierischem FFPE Gewebe (Schwein) geplant.  

Die Qualität der entwickelten Organoid-Metabolomics-Methode sollte durch Analyse 

der metabolischen Reaktion von Organoiden des kolorektalen Karzinoms auf 

Behandlung mit 5-Fluorouracil geprüft werden. Hierzu sollte das Metabolom einer mit 

unterschiedlichen Dosen behandelten Organoid-Linie analysiert und Metaboliten mit 

dosisabhängig verändertem Gehalt identifiziert werden. Die Ergebnisse sollten in drei 

unabhängig durchgeführten Experimenten validiert werden.  

Einhergehend mit der Entwicklung und Validierung der analytischen Methoden war 

zudem die Etablierung eines umfassenden Workflows zur Vorprozessierung und 

statistischen Analyse der Metabolomics-Daten, basierend auf der freien 

Programmiersprache R, einschließlich der grafischen Darstellung der Ergebnisse 

sowie der Annotation unbekannter Metaboliten geplantes Ziel der Arbeit. 

 

In einem anknüpfenden Projekt sollte zudem die Eignung eines neuen CapLC-

Systems für die Metabolomics-Analyse geringer Probenmengen mittels non-targeted 

CapLC-QTOF-MS überprüft werden. Hierbei war die Inbetriebnahme des neuen 

Geräts, die Etablierung erster Methoden und die Überprüfung der Leistungsfähigkeit 

des Systems hinsichtlich der Anzahl detektierbarer Features, der Sensitivität, der 

Signalerhöhung und der Messpräzision bei Messung kleiner Mengen an FFPE 

Gewebeextrakten Teil der Arbeit. Die Ergebnisse sollten mit einem im Haus etablierten 

System für non-targeted LC-QTOF-MS verglichen werden. 
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3. Ergebnisse und Diskussion  

 Publikation 1:  Optimized protocol for metabolomic and 

lipidomic profiling in formalin-fixed paraffin-embedded kidney 

tissue by LC-MS 

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Evaluierung von Extraktionsprotokollen zur 

metabolischen Phänotypisierung von FFPE Nierengewebeproben mittels non-targeted 

LC-QTOF-MS. Die Qualität der optimierten Methode wurde im Rahmen einer 

Machbarkeitsstudie zur Unterscheidung von normalem und tumorösem Gewebe des 

klarzelligen Nierenzellkarzinoms (clear cell renal cell carcinoma, ccRCC) demonstriert. 

Des Weiteren wurde der Einfluss der Fixierzeit (Verweildauer des Gewebes in 

Formalin) auf die Metaboliten-Profile von FFPE Gewebe untersucht. Hierbei wurden 

einzelne Metabolit-Spezies identifiziert, die gegenüber dem Einfluss der Fixierung in 

Formalin resistent zu sein scheinen. Um die Eignung dieser Metaboliten für 

weiterführende Experimente zu prüfen, erfolgte die Detektion ausgewählter 

Metaboliten via MALDI-FT-ICR MS imaging in einer unabhängigen ccRCC Kohorte. 

 Methodenoptimierung 

Zur Auswahl eines Extraktionsprotokolls, das die umfassende und präzise Analyse des 

Metaboloms und Lipidoms von FFPE Nierengewebeproben mittels non-targeted LC-

QTOF-MS ermöglicht, wurden zehn verschiedene Protokolle getestet (siehe Tabelle 

2). Diese basierten auf der methanolischen Extraktion des Gewebes (mit 80 % oder 

50 % Methanol in Wasser, v/v) in Kombination mit mechanischer Bearbeitung 

(Hochgeschwindigkeitshomogenisierung mit Lysematrix-Kügelchen) und/oder 

Inkubation (70 °C). Zur Verbesserung der Extraktionsausbeute unpolarer Lipide wurde 

in die Protokolle B1–B3, C1–C3 und D1, im Anschluss an die methanolische 

Extraktion, eine erneute Extraktion des FFPE Gewebes mit Isopropanol (IPA) oder 

Methyl-tert-butylether/Methanol (MTBE/MeOH, 3:1, v/v) integriert (siehe 

Extraktionsmittel 2 in Tabelle 2). Die resultierenden Extrakte aller Protokolle wurden 

jeweils im positiven und negativen Ionisationsmodus, sowohl über HILIC- als auch 

über RPLC-QTOF-MS analysiert (es ergeben sich vier unterschiedliche 

Analysenmodi). Im Falle der Protokolle mit einem Extraktionsschritt (Protokolle A1–A3, 

siehe Tabelle 2) wurde das finale Extrakt für alle vier Modi eingesetzt. In den 
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zweistufigen Protokollen (Protokolle B1–B3, C1–C3 und D1, siehe Tabelle 2) wurde 

das methanolische Extrakt (erstes Extrakt) zur Analyse der polaren Metaboliten mittels 

HILIC und das zweite Extrakt zur Analyse der Lipide mittels RPLC genutzt. Die 

Methodenqualität wurde über die Signalintensität, die analytische und methodische 

Präzision sowie über das Signal/Rausch-Verhältnis annotierter Metaboliten bewertet. 

Von 273 Metaboliten, die zuvor in einer unabhängigen Arbeit8 in humanem 

Nierengewebe (gefrorenes Frischgewebe, FF Gewebe, fresh frozen tissue) annotiert 

wurden, konnte ein Anteil > 80 % in FFPE Schweinenierengewebe detektiert werden. 

Die niedrigsten median CVs (beste Methodenpräzision, ermittelt über alle Modi der 

Analyse) wurden über das einstufige Extraktionsprotokoll A2 (CV = 19,5 %) und über 

die zweistufigen Extraktionsprotokolle B1 (CV = 14.1 %) und B3 (CV = 16 %) erzielt. 

Diese drei Protokolle zeichneten sich zudem durch die höchsten 

Gesamtsignalintensitäten für polare Metaboliten und Lipide aus.  

Tabelle 2: Getestete Extraktionsmethoden zur Erfassung des Metaboloms und Lipidoms von FFPE 

Nierengewebeproben mittels non-targeted LC-QTOF-MS 

Protokoll Extraktionsmittel 1 Extraktionsmittel 2 Extraktionsbedingung  

A1 

80 % MeOH - 

Inkubation 

A2 Homogenisierung + Inkubation 

A3 Homogenisierung 

B1 

50 % MeOH IPA 

Inkubation 

B2 Homogenisierung + Inkubation 

B3 Homogenisierung 

C1 

50 % MeOH 
MTBE/MeOH  
(3:1, v/v) 

Inkubation 

C2 Homogenisierung + Inkubation 

C3 Homogenisierung 

D1 80 % MeOH IPA Inkubation 

In Bezug auf die Lipid-Analytik resultierten die Protokolle B1 und B3 zudem in einer 

1,5- bis 3-fach höheren Gesamtsignalintensität verglichen mit den MTBE:MeOH-

basierten Zweistufenprotokollen C1–C3, deren niedrige Gesamtsignalintensität sich 

auch in einer vergleichsweise niedrigen Methodenpräzision widerspiegelte (median 

CVs >25 %). An dieser Stelle ist anzumerken, dass die organischen Extrakte der 
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Protokolle C1–C3 zur Trockene eingeengt werden mussten, um sie im passenden 

Lösemittel für die RPLC-Analytik (IPA:MeOH, 2:1, v/v) rücklösen zu können. Im 

Gegensatz hierzu wurden die isopropanolischen Extrakte der Protokolle B1 und B3, 

ohne Trocknungsschritt, direkt mit MeOH auf das entsprechende Verhältnis (2:1, 

IPA:MeOH, v/v) verdünnt. Inwieweit das Eindampfen und Rücklösen der Extrakte die 

Ergebnisse der Lipidanalytik beeinflusst, bleibt zu untersuchen.  

Beruhend auf den Ergebnissen der Methodenpräzision und der Gesamtsignalintensität 

wurden die Protokolle A2, B1 und B3 als besonders geeignet erachtet. Zur 

Ergebnisfindung wurde für diese drei Protokolle zusätzlich das Signal/Rausch (S/N)-

Verhältnis der annotierten Metaboliten untersucht.  

Während einige polare Metaboliten (z.B. Hexose, bestimmte Acylcarnitin-Spezies und 

Aminosäuren wie Arginin, Asparagin und Serin) mit keinem der Protokolle detektiert 

wurden (S/N < 3), führte die zweistufige Extraktion mit IPA zu einer verbesserten 

Detektion (S/N > 10) bestimmter Lipidklassen wie z.B. den Ceramiden (Cer), den 

Hexosylceramide (HexCer) und den Triglyceriden (TAGs). Protokoll B1 resultierte in 

der höchsten Anzahl detektierbarer Metaboliten (220 Metaboliten mit S/N > 3). Auf 

Grundlage dieses Ergebnisses und der Resultate bezüglich Signalintensität und 

Methodenpräzision wurde von den drei favorisierten Protokollen (A2, B1 und B3) die 

Methode B1 für weiterführende Experimente ausgewählt.  

Des Weiteren wurde die Wiederholpräzision des Protokolls B1 in einem unabhängigen 

Experiment evaluiert. Da vorausgegangene Studien40,57–60 großteils 80 % MeOH zur 

Extraktion nutzten, wurde zudem der Einfluss eines erhöhten MeOH-Anteils im ersten 

Extraktionsschritt auf die Extraktion und Analyse von Lipiden im zweiten 

Extraktionsschritt untersucht (siehe Tabelle 2, Protokoll D1).  

Als Resultat der Experimente zur Wiederholpräzision konnten die sehr guten 

Ergebnisse bezüglich der Methodenpräzision (median CV der Metaboliten detektiert in 

HILIC ESI (+)/ESI (−) bzw. RPLC ESI (+)/ESI (−) jeweils < 20 %, n = 5 technische 

Replikate) reproduziert werden. Der darin enthaltene Anteil der analytischen Präzision 

betrug < 10 %. Auch mit Blick auf die wiederholbare Detektion von Metaboliten erwies 

sich die Methode B1 als äußerst geeignet. So konnten in zwei unabhängigen und an 

verschiedenen Tagen durchgeführten Experimenten 220 (Experiment 1) und 234 

Metaboliten (Experiment 2) detektiert werden. Dabei ergab sich eine äußerst 

zufriedenstellende Überlappung von 216 Metaboliten zwischen den Experimenten. Die 
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minimale Differenz der Anzahl detektierter Metaboliten zwischen den Experimenten 

lässt sich durch die natürliche Inhomogenität des Gewebes (Aufarbeitung 

verschiedener Gewebestücke des Nierenkortex für Experiment 1 und 2) und durch 

messtägliche Schwankungen der Gerätesensitivität erklären.  

Wurde der erste Extraktionsschritt mit 80 % MeOH statt 50 % MeOH durchgeführt 

(Protokoll D1, siehe Tabelle 2), sank die Gesamtsignalintensität der detektierten Lipide 

(analysiert im Extrakt des zweiten Extraktionsschritts mittels RPLC). Diese 

Beobachtung lässt sich über die unterschiedliche chemische Zusammensetzung der 

Lösemittel im ersten Extraktionsschritt erklären. Bei Verwendung eines erhöhten 

Anteils an organischem Lösemittel (80 % MeOH verglichen mit 50 % MeOH) sinkt die 

Polarität des Lösemittels, was eine verbesserte Extraktion eher unpolarer Moleküle 

(z.B. bestimmte Lipid-Spezies) mit sich führt, die dann im zweiten Extraktionsschritt 

nicht mehr zur Verfügung stehen.  

Hierbei sei anzumerken, dass die Reproduzierbarkeit der Analytik von Lipiden, trotz 

der verminderten Gesamtsignalintensität, nicht beeinträchtigt war (median CV der 

Metaboliten detektiert in RPLC ESI (+)/ESI (−) < 16 %, n = 5 technische Replikate). 

Daher wäre die Integration des hier evaluierten zweiten Extraktionsschritts mit IPA in 

bereits etablierte Protokolle,57 die auf einer einstufigen Extraktion mit 80 % MeOH 

basieren, möglich.  

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass eine Extraktion durch Inkubation in 

50 % Methanol gefolgt von einem zweiten Extraktionsschritt mittels IPA (Protokoll B1) 

zu den besten Resultaten bezüglich der Reproduzierbarkeit und Signalintensität von 

polaren Metaboliten und Lipiden in FFPE Schweinenierengewebe führte. 

 Machbarkeitsstudie: Unterscheidung von Tumor- und Normal-Gewebe 

des klarzelligen Nierenzellkarzinoms 

Um die Anwendbarkeit des optimierten Protokolls B1 zur Unterscheidung zwischen 

tumorösem und korrespondierendem gesunden FFPE Nierengewebe aufzuzeigen, 

wurden Proben von vier ccRCC Patienten untersucht. In der PCA zeigte sich in allen 

Analysemodi eine klare Trennung zwischen ccRCC und angrenzendem 

Normalgewebe. Durch statistische Analyse der Daten wurden Metaboliten identifiziert, 

die in ccRCC-Gewebe im Vergleich zu normalem Gewebe signifikant (p-Wert < 0,05) 

und relevant (absoluter log2 fold change > 1) reduziert oder erhöht waren. Die 

Ergebnisse stimmten in Bezug auf 18 signifikant veränderte Metaboliten mit den 
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Resultaten einer unabhängigen Metabolomuntersuchung8 in gesundem und 

korrespondierendem ccRCC FF Gewebe überein. In beiden Studien waren die 

relativen Gehalte von Trigonellin, Hippursäure, Pantothensäure, 1-Methyladenosin, 

Hydroxyisovalerylcarnitin und bestimmten Phospholipiden (hauptsächlich 

Phosphatidylethanolamin-Spezies) in ccRCC Gewebe im Vergleich zu normalem 

Gewebe reduziert, sowie in Bezug auf Kreatinin und L-Glutamin erhöht.  

Somit konnte die Anwendbarkeit der etablierten Methode zur Unterscheidung von 

tumorösem und normalem FFPE Nierengewebe (ccRCC) gezeigt werden. Des 

Weiteren wurden durch den Vergleich der Metabolitenprofile (Tumor vs. 

Normalgewebe) differenzielle Metaboliten identifiziert, die zuvor bereits in einer auf FF 

Gewebe basierenden Metabolomics-Studie8 beschrieben wurden. Diese 

Übereinstimmung deutet auf eine gute Konservierung charakteristischer, relativer 

Unterschiede des Metaboloms in FFPE Gewebeproben hin.  

Des Weiteren wurden durch die Auswertung von Fragmentspektren im FFPE Gewebe 

N-methylierte Derivate82 von Phosphatidylethanolaminen (PE) und 

Phosphatidylserinen (PS; z.B. PE-NMe 16:0/18:2 und PS-NMe 18:0/20:4) annotiert. 

Eine besondere Beobachtung hierbei war, dass diese Derivate in gleicher Weise 

zwischen Tumor- und Normalgewebe verändert waren wie ihre nicht-modifizierten 

Muttersubstanzen (PE 16:0/18:2 und PS 18:0/20:4). Des Weiteren war die Art der 

Regulierung (relative Zu- oder Abnahme), trotz der chemischen Modifikation, mit zuvor 

in FF Gewebe beschriebenen Ergebnissen8 vergleichbar (z.B. PE (16:0/20:4) und PE 

(16:0/18:2)). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass biologische Veränderungen 

der Lipidprofile auch dann erhalten bleiben, wenn die Substanzen während der 

Konservierung mit Formaldehyd reagieren und ebenfalls durch die entstehenden Lipid-

Derivate im FFPE Gewebe widergespiegelt werden.  

Eine weitere erwähnenswerte Beobachtung war der Nachweis verringerter relativer 

Gehalte bestimmter Xenobiotika wie Propofol-Glucuronid und 4-Hydroxy-3,5bis(1-

methylethyl)phenylglucuronid/4-Hydroxy-2,6-bis(1methylethyl)phenylglucuronid (zwei 

bekannte Metaboliten des Narkosemittels Propofol) sowie 5-Acetylamino-6-amino-3-

methyluracil/6-Amino-5[N-methylformylamino]-1-methyluracil (bekannt als Metaboliten 

des Koffeins) in FFPE ccRCC Gewebe. Die reduzierten Gehalte dieser Substanzen 

könnten auf den Verlust der normalen Nierenfunktion im Tumorgewebe 

zurückzuführen sein. Darüber hinaus zeigt die Detektion dieser 

Biotransformationsprodukte auf, dass es möglich ist, sowohl den endogenen 
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Metabolismus als auch den Metabolismus von Xenobiotika auf der Basis von FFPE 

Gewebe zu untersuchen. Beispielsweise könnten archivierte FFPE Gewebeproben zur 

Untersuchung des Beitrags der Niere zum extrahepatischen Metabolismus von 

Propofol83–87 herangezogen werden. 

 Anwendung der Methode zur Untersuchung des Einflusses der Fixierzeit 

auf die Metaboliten-Profile von FFPE Gewebe 

Zur Evaluierung des Einflusses der Fixierzeit (Verweildauer des Gewebes in Formalin) 

auf die detektierbaren Metabolit- und Lipid-Profile von FFPE Gewebe wurden FFPE 

Schweinenierengewebeproben, die unterschiedlichen Fixierzeiten ausgesetzt waren 

(6 h, 30 h und 54 h), untersucht. In der PCA zeigte sich durch eine ausgeprägte 

Trennung (>70 % der Variabilität erklärt durch PC1) der Probengruppen, dass die 

Gewebefixierzeit einen starken Einfluss auf die Profile der Lipide und der kleinen 

Moleküle hat. Um eine Abschätzung zu ermöglichen welche Metabolit-Spezies am 

stärksten zur Auftrennung der Gruppen beitragen, wurden zwischen den Gruppen die 

CVs annotierter Metaboliten bestimmt. Von den 381 Metaboliten wurden 78 durch die 

Fixierzeit wenig beeinflusst (CV < 20 %, maximaler log2 fold change: 0.06-0.75) 

während 48 eine hohe Variabilität zwischen den Gruppen zeigten (CV > 80%, 

maximaler log2 fold change: 1.9-5.4). 

Während sich bestimmte Klassen von Phospholipiden (Phosphatidylcholine [PCs], 

PSs und PEs) durch eine hohe Variabilität auszeichneten (CV 20-80 %), zeigte die 

Mehrheit der Phosphatidylinositol (PIs)-Spezies (höchster CV = 24.6% für PI 

16:0/18:2) sowie der zu den Glycosphingolipiden (GSLs) gehörenden HexCers 

(höchster CV = 31.15 % für HexCer d18:1/24:1) eine vergleichsweise geringe 

Variabilität. Diese von uns beobachtete „Stabilität" von PIs und GSLs wurde bereits in 

früheren Publikationen88 an Formalin-fixiertem Hirngewebe beschrieben. Die 

ausgeprägte Variabilität von Lipiden mit primären Aminogruppen (PEs und PSs) lässt 

sich wiederum durch deren hohe Reaktivität gegenüber Formaldehyd erklären.82 Diese 

spiegelte sich zudem in einer starken Variation der relativen Verteilung von gebildeten 

PE-Derivaten (monomethylierte, dimethylierte und formylierte Species) zwischen den 

Probengruppen wider.  

Der Einfluss der Fixierzeit auf die relativen Gehalte von Aminosäuren (AS) war 

uneinheitlich. Während bestimmte AS wie Glutaminsäure, Glutamin und Tryptophan 

stärker variierten (CVs > 30 %), waren die Signale anderer AS wie L-Tyrosin, L-Leucin 
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oder L-Phenylalanin zwischen den FFPE Gewebe-Gruppen besser vergleichbar (CVs 

< 20 %), was möglicherweise auf deren strukturelle Vielfalt und die Vielzahl möglicher 

Reaktionen mit Formaldehyd zurückzuführen ist.89 Auch Taurin, Kreatinin, 

verschiedene Acylcarnitin (AC)-Spezies (AC 6:0, AC 12:0, AC 14:1, AC 16:1, AC 18:0, 

AC 18:1), Lyso-Lipide mit gesättigten Fettsäureresten (z.B. LysoPE 16:0 und 18:0) 

sowie die gesättigten Fettsäuren C16:0 und C18:0 zeigten eine geringe Variabilität 

(CVs < 20 %). Die letztgenannten Beobachtungen könnten auf die Reaktivität von 

Formaldehyd gegenüber ungesättigten Fettsäuren90 und im Umkehrschluss auf eine 

Reaktionsträgheit gegenüber gesättigten Acylresten zurückzuführen sein. 

Ein weiterer Einflussparameter auf die beobachteten Unterschiede zwischen den 

Gruppen könnte, neben der Fixierzeit, die unterschiedliche Größe der in Formalin 

fixierten Nierengewebestücke (z.B. ca. 1 cm3 bei 6 h vs. komplettes Organ für 30 h 

und 54 h) sein. Beispielsweise könnten verschieden große Gewebestücke 

unterschiedlich stark von der Auswaschung von Metaboliten in das wässrige 

Fixiermedium91 betroffen sein. Da jedoch auch zwischen den 30 h und 54 h fixierten 

Proben deutliche Unterschiede in den Signalintensitäten bestimmter Metaboliten (z.B. 

Cer-Spezies) beobachtet wurden, scheint die Fixierzeit einen größeren Einfluss auf die 

Metaboliten-Profile zu haben, als die Größe der Gewebeproben. Insbesondere für eine 

Fixierzeit von > 54 h sollte jedoch eine genauere Untersuchung eines möglichen 

Einflusses der Überfixierung92 vorgenommen werden, da auch längere Fixierzeiten 

(z.B. bis zu 72 h zur Untersuchung von FFPE Brustkrebsgewebe)53,93 in der Histologie 

empfohlen werden. 

Neben den bereits erwähnten Möglichkeiten gibt es noch eine Vielzahl weiterer 

Faktoren, die Auswirkungen auf die Konservierung von Metaboliten in FFPE Gewebe 

haben könnten. Dazu gehört unter anderem die Zeit zwischen der Gewebeentnahme 

und dem Eintauchen des Gewebes in Formalin (in unserer Kohorte < 1 h). Je nach 

Dauer dieser Zeitspanne könnte z.B. Hypoxie-bedingter Stress die metabolischen 

Profile in FFPE Gewebe verändern. Als weitere Einflussmöglichkeiten können z.B. 

wenig standardisierte Behandlungsschritte, wie die alkoholische Dehydrierung des 

Gewebes vor der Paraffineinbettung, genannt werden. Zur Untersuchung dieser 

Faktoren wären einheitliche Gewebstücke, wie beispielsweise komplette, murine 

Nieren,61 ein geeignetes experimentelles System, da hierdurch ein möglicher Effekt 

durch Variationen in der Größe der Gewebestücke minimiert werden könnte.  
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Da die klinischen Abläufe zur Erstellung von FFPE Gewebeproben jedoch wenig 

standardisiert sind94,95 und sich vor allem zwischen einzelnen pathologischen Instituten 

unterscheiden können, ist eine Nutzung von gepaarten Proben (z.B. Tumor- und 

Normalgewebe desselben Patienten, am selben Tag entnommen und zeitgleich fixiert 

und eingebettet) empfehlenswert. Hierdurch ließe sich ein möglicher Einfluss der oben 

genannten Parameter auf die Ergebnisse der Untersuchung reduzieren. 

 Bildgebende Analyse von Metaboliten, die durch die Fixierzeit nicht 

beeinflusst werden 

Je nach klinischer Fragestellung ist die Verwendung von gepaarten Proben nicht 

möglich. So werden beispielsweise bildgebende MALDI-FT-ICR-MS-Analysen, deren 

Vorteile unter anderem eine einfache Probenhandhabung und die Eignung für 

Hochdurchsatz-Analysen sind,64 auf der Basis von Gewebemikroarrays (tissue 

microarray, TMA) durchgeführt. TMAs sind in der Regel Multi-Patienten-Arrays, die 

aus Gewebekernen von verschiedenen FFPE Blöcken stammen. Diese waren 

wiederum häufig unterschiedlichen Herstellungsbedingungen ausgesetzt und wurden 

oft über einen längeren Zeitraum (mehrere Jahre) gesammelt. In dieser Hinsicht wäre 

die Detektion von „stabilen“ Metaboliten wünschenswert, da diese eine verlässliche 

Basis zur Findung neuer prognostischer und diagnostischer Biomarker darstellen 

könnten. 

In einem weiterführenden Experiment sollte daher eine Detektion von Metaboliten, die 

sich als wenig beeinflusst von der Gewebefixierungszeit erwiesen hatten (CVs < 20 %, 

siehe Kapitel 3.1.3.) mittels einer unabhängigen analytischen Technologie erfolgen. 

Hierzu wurde das MALDI-FT-ICR-MS imaging-Verfahren in einer unabhängigen 

Kohorte von ccRCC TMAs (n = 64) und korrespondierendem Normalgewebe96 

eingesetzt.  

Von den gesuchten Metaboliten konnten vier (LysoPE 18:0, PC O-34:3 sowie die 

Fettsäuren 16:0 und 18:0) in den MALDI-FT-ICR-MS imaging-Daten annotiert werden. 

Mit Ausnahme von PC O-34:3, waren diese im Tumor, im Vergleich zu normalem 

Gewebe, signifikant reduziert. Eine Reduzierung des relativen Gehalts an LysoPE 18:0 

in ccRCC-Gewebe im Vergleich zu korrespondierendem Normalgewebe, wurde 

ebenfalls in den oben beschriebenen Ergebnissen der LC-QTOF-MS-basierten 

Experimente (siehe Kapitel 3.1.2 und Leuthold et al. 20178) beobachtet. Folglich wurde 
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diese molekulare Veränderung des Lipidstoffwechsels nun in drei unabhängigen 

ccRCC-Kohorten durch unterschiedliche, analytische Messverfahren bestätigt. 

Die erfolgreiche in-situ-Detektion „stabiler“ Moleküle in TMAs bietet eine erste 

Grundlage für die Etablierung eines Panels besonders geeigneter Metaboliten für die 

FFPE Gewebe-basierte Biomarkerforschung. In dieser Hinsicht könnten weitere 

Experimente zur Korrelation von MALDI imaging-Daten mit LC-MS-Experimenten 

zielführend sein. 

 Fazit 

Die LC-MS-Metabolomics-Technologie stellt, aufgrund ihrer Robustheit und der 

Fähigkeit ein breites Spektrum strukturell unterschiedlicher Metaboliten zu erfassen, 

ein wichtiges Werkzeug zur metabolischen Charakterisierung von gefrorenen 

Gewebeproben dar.8,97 Da FF Gewebe in Biobanken oft nur in limitierter Probenzahl 

vorhanden ist, sind entsprechende Metabolomics-Biomarker-Studien in ihrer 

Aussagekraft teilweise durch kleine Kohortengrößen limitiert. FFPE Proben hingegen 

werden weltweit in großer Anzahl in Pathologiearchiven gelagert und könnten daher, 

als alternatives Probenmaterial, zur Überwindung dieser Limitation beitragen. Zudem 

können sie bei Raumtemperatur gelagert werden, wodurch sich Platz- und 

Kostenvorteile ergeben.  

Im vorliegenden Manuskript wird ein optimiertes Protokoll zur Probenaufarbeitung für 

LC-QTOF-MS-Metabolomics und -Lipidomics in klinisch archivierten FFPE 

Gewebeproben vorgestellt. Die Vorteile des etablierten Protokolls werden 

insbesondere in Bezug auf die verbesserte Analytik von Lipiden (z.B. TAG und GSL), 

die bekanntermaßen in der Krebsdiagnose und -therapie eine wichtige Rolle 

spielen,98,99 deutlich. Das etablierte Protokoll zeichnet sich zudem durch seine hohe 

analytische und methodische Präzision sowie durch seine Wiederholbarkeit aus, was 

dessen Einsatz in groß angelegten Studien ermöglicht.  

Die Eignung des optimierten Protokolls zur Unterscheidung von normalen und 

tumorösen FFPE Gewebeproben wurde in einer Machbarkeitsstudie demonstriert. 

Hierbei konnten metabolische Veränderungen beobachtet werden, die weitgehend mit 

den Ergebnissen von vorangegangenen Studien in FF Gewebe vergleichbar sind. 

Dennoch ist zu betonen, dass die Resultate bezüglich metabolischer Veränderungen 

in ccRCC-Gewebe nur als Hinweise interpretiert werden dürfen und es einer 

eingehenden Validierung in unabhängigen ccRCC Kohorten, unter Berücksichtigung 
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größerer Fallzahlen, bedarf. In dieser Hinsicht könnte eine Kreuzvalidierung 

biologischer Effekte via MALDI-imaging eine Rolle spielen, da die hier vorgestellten 

Ergebnisse eine erste Grundlage für eine synergistische Kombination von LC-MS und 

MALDI imaging65 im Bereich Nierenkrebs-Metabolomics darstellen. 

Darüber hinaus wurde das Protokoll zur Bewertung von präanalytischen Faktoren, die 

die Ergebnisse FFPE Gewebe basierter Studien beeinflussen könnten, eingesetzt. 

Hierdurch wird die Anwendbarkeit des neuen Protokolls auf eine Vielzahl zukünftiger 

Fragestellungen (z.B. Einfluss der ischämischen Zeit) unterstrichen. 

 Publikation 2: Metabolic Drug Response Phenotyping in 

Colorectal Cancer Organoids by LC-QTOF-MS 

In der vorliegenden Veröffentlichung wird die Evaluierung von Extraktionsprotokollen 

zur metabolischen Phänotypisierung von in ECM kultivierten Organoiden des 

kolorektalen Karzinoms (colorectal cancer, CRC) mittels non-targeted LC-QTOF-MS 

beschrieben. Da, vor allem bei der Analyse sehr geringer Probenmengen, nicht 

informative Hintergrundsignale die Normalisierung und statistische Auswertung 

beeinträchtigen können,100 wird ein Filterprozess zur Entfernung nicht zellabgeleiteter 

Daten eingeführt. Dieser basiert auf einem Signifikanztest (p-Wert Welch’s Test) sowie 

auf fold change (FC)-Grenzwerten (Quotient biologisches Signal/Blanksignal) und zielt 

darauf ab auch kleine, aber potentiell relevante, biologische Signale im Datensatz zu 

behalten. Die Qualität der optimierten Methode wird durch die reproduzierbare Analyse 

der dosisabhängigen metabolischen Antwort von CRC Organoiden auf die Behandlung 

mit 5-FU, über drei unabhängige Experimente hinweg, gezeigt. In diesem Rahmen 

wird zudem die Wiederholbarkeit der gesamten Methodik demonstriert. 

 Methodenentwicklung 

Um ein optimiertes Extraktionsprotokoll für die metabolische Phänotypisierung von in 

ECM kultivierten CRC-Organoiden via non-targeted LC-QTOF-MS zu ermitteln, 

wurden drei Methoden verglichen (siehe Abbildung 2). Die Protokolle wurden jeweils 

an fünf technischen Replikaten (fünffache Aufarbeitung von Organoidproben 

derselben Kultur und Passage) getestet. Für jedes Replikat wurden 1.000 Zellen 

ausgesät. Vor der Extraktion wurden die Zellen drei Tage kultiviert, was gemäß einer 
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in unabhängigen Experimenten ermittelten Verdopplungszeit von ~3,4 Tagen zu einer 

angenommenen Zahl von 2.000–3.000 Zellen führt (siehe Abbildung 2).  

 

Abbildung 2 Schematische Darstellung von Kernelementen der evaluierten Extraktionsprotokolle. Die 

in die Extraktion eingehende Zellzahl von 2.000–3.000 Zellen wurde basierend auf der gesäten Zellzahl 

von 1.000 Zellen (ermittelt mit einer Zählkammer) und einer Verdopplungszeit von 3,4 Tagen (ermittelt 

in begleitenden Experimenten) abgeschätzt. 

Aufgrund der physikochemischen Eigenschaften der genutzten ECM (Matrigel®) tritt 

bei niedrigen Temperaturen (< 8 °C)101 eine Verflüssigung ein, da nicht genug Energie 

vorhanden ist, um die zur strukturellen Organisation notwendigen Bindungen aufrecht 

zu erhalten. Diese Eigenschaft wurde in den Protokollen A und B genutzt, um vor der 

Extraktion die Verflüssigung der ECM in kalter phosphatgepufferter Salzlösung (PBS, 

4 °C) zu erzielen, was die Freisetzung der Organoide zur Folge hat. In einem weiteren 

Schritt wurden diese dann durch Zentrifugation abgetrennt. Im Gegensatz hierzu 

wurde im Protokoll C die Matrix mit warmer PBS (37 °C, Protokoll C) gewaschen, 

wodurch diese die Form eines intakten Hydrogels behielt. Es folgte bei Protokoll C eine 

„in-well“-Probenahme direkt mit der Extraktionslösung. In allen drei Protokollen wurde 

zur Extraktion eine Mischung aus Acetonitril, Methanol und Wasser (ACN/MeOH/H2O, 

2:2:1, v/v/v) genutzt. Dieses Extraktionsmittel wurde bereits zuvor in targeted102 und 

non-targeted42 Metabolomics-Methoden für humane Zellen sowie, in leicht 

modifizierter Zusammensetzung (ACN/MeOH/H2O, 3:5:2, v/v/v), für Organoide75 

eingesetzt.  

Aufgrund der eher polaren Natur des verwendeten Lösungsmittelgemisches könnte 

sich dessen Verwendung nachteilig auf die Extraktion von unpolaren Metaboliten (z.B. 

unpolare Lipide) auswirken. Daher wurde als Teil des Protokolls B untersucht, ob die 
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Detektion von Lipiden durch eine erneute Extraktion8,103 des Zellpellets mittels Methyl-

tert-butylether/Methanol (MTBE/MeOH, 3:1, v/v, einphasiges Gemisch) verbessert 

werden kann. Die Methodenqualität wurde auf Basis der Anzahl von detektierten, 

zellulären Metaboliten, sowie über die Methodenpräzision (median CVs der 

detektierten, zellulären Metaboliten) bewertet. Zur Auswahl der Metaboliten wurden 

folgende Kriterien angewandt: FC > 1 verglichen mit dem Median-Signal von ECM-

Blindproben (ECM ohne enthaltene Zellen, die unter identischen Kulturbedingungen 

parallel zu den Organoid-Proben auf der Kulturplatte mitgeführt wurde) und p-Wert 

< 0,05 Welch's Test, n = 5 technische Wiederholungen. 

 

Abbildung 3 Überlappung der getesteten Extraktionsverfahren (siehe Abbildung 2) in Bezug auf 

Metaboliten, die in Organoid-Proben über dem ECM-Blank Signal detektiert wurden. A: HILIC ESI (+) 

Modus, B: HILIC ESI (−) Modus, C: RPLC ESI (+) Modus und D: RPLC ESI (−) Modus. In roter Schrift 

ist jeweils der für das Protokoll bestimmte Median-Variationskoeffizient (Median CV) der detektierten 

Metaboliten angegeben. Da die Protokolle A und B für die mittels HILIC analysierten Proben identisch 

sind, wurden diese gemeinsam ausgewertet (Diagramme A und B). 
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Hinsichtlich der Anzahl von detektierten zellulären Metaboliten, betrug die 

Überlappung zwischen den untersuchten Protokollen in Abhängigkeit des 

Analysenmodus 12–60 % (siehe Abbildung 3). Unter Verwendung des Protokolls C 

konnte, im Vergleich zu den Protokollen A und B, die höchste Anzahl an polaren 

Molekülen und Lipiden detektiert werden (siehe Abbildung 3). Insbesondere die Anzahl 

an Phospholipid-Spezies (z.B. PCs und PIs) und Sphingolipiden (z.B. Cers und 

Sphingomyeline [SMs]) wurde durch Anwendung des Protokolls C deutlich verbessert.  

Die geringere Anzahl an Lipidspezies, die mit den Protokollen A und B nachgewiesen 

wurden (siehe Abbildung 3 C und D), ist möglicherweise auf das direkte Waschen der 

Zellen mit PBS und den zusätzlichen Zentrifugationsschritt zurückzuführen. Hierbei 

könnten Zellen mechanisch beschädigt werden und/oder Lipide austreten. Beide 

Szenarien können ohne weitere Untersuchungen jedoch nicht belegt werden. Eine 

Verringerung der Signalintensitäten lipidähnlicher Spezies nach dem Waschen von 

CRC-Zelllinien mit PBS oder Wasser, wurde in der Literatur jedoch bereits 

beschrieben.104  

An dieser Stelle ist hervorzuheben, dass die im Protokoll B eingeführte erneute 

Extraktion mit unpolarem Lösemittel (MTBE/MeOH, 3:1, v/v) die Detektion von 

Triglyceriden ermöglichte (z.B. TAG 52:2), welche in den auf einstufiger Extraktion mit 

ACN/MeOH/H2O (2:2:1, v/v/v) beruhenden Protokollen (Protokoll A und C) nicht 

nachgewiesen werden konnten. Dies deutet darauf hin, dass die Polarität von 

ACN/MeOH/H2O (2:2:1, v/v/v) zu hoch und dadurch die Extraktionskraft in Bezug auf 

unpolare Lipide zu gering ist, um die unpolaren TAGs aus den Organoid-Proben zu 

extrahieren.  

Des Weiteren konnten mit Protokoll B zwar vergleichsweise wenig Lipide detektiert 

werden (jeweils 13 in RPLC ESI (+) und ESI (−), verglichen mit 44 und 54 in RPLC ESI 

(+) bzw. ESI (−) durch Protokoll C, siehe Abbildung 3), die Methodenpräzision des 

Protokolls war jedoch zufriedenstellend (medianer CV = 9%). Daher könnte Protokoll 

B für spezielle Fragestellungen, wie z.B. die Untersuchung TAG-haltiger 

Lipidtröpfchen, die als neue funktionelle Marker in CRC-Stammzellen vorgeschlagen 

wurden, geeignet sein.105  

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass Protokoll C den besten Kompromiss 

zwischen präziser (median CVs von 10%–27%) Analytik und angemessener 

Abdeckung von detektierbaren Metaboliten und Lipiden (17–54 Metaboliten für alle 

Modi) darstellt. Dabei betrug die Überlappung zwischen den Chromatographie-Modi 
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(HILIC und RPLC) nur ca. 6 %, was demonstriert, dass die Kombination verschiedener 

chromatographischer Systeme zu Erhöhung der Metabolom-Erfassung führt. Protokoll 

C ermöglicht des Weiteren ein rasches Stoppen von Stoffwechselreaktionen (weniger 

als eine Minute pro Probe) und eine schnelle und einfache Probenaufarbeitung (~30 

Proben in < 2 h) für die LC-QTOF-MS-Analyse. Die Beobachtung, dass eine zügige 

Extraktion mit wenigen Behandlungsschritten von Vorteil ist, steht im Einklang mit 

jüngsten Erkenntnissen. In einer kürzlich veröffentlichten Arbeit zur Entwicklung einer 

Extraktionsmethode für targeted Metabolomics-Analysen von Tumor-Sphäroiden, 

bestand das optimierte Protokoll aus einem schnellen Wasch-Schritt der Zellen auf der 

Zellkulturplatte mit anschließender methanolischer Extraktion.106  

Neben der Schnelligkeit und Einfachheit der Probenaufarbeitung zeichnet sich das 

optimierte Protokoll durch seine Empfindlichkeit aus. Basierend auf der ermittelten 

Zellzahl von 2.000–3.000 Zellen/well (siehe Abbildung 2) und den sich aus dem 

Protokoll ergebenden Verdünnungsschritten kann eine injizierte Metabolitenmenge 

angenommen werden, die dem Metabolom von < 500 Zellen entspricht. Von den 273 

Metaboliten, die in vorausgegangenen Experimenten8 annotiert wurden und die zur 

Bewertung des Protokolls genutzt wurden, konnten in den Organoid-Extrakten 107 

Metaboliten detektiert werden. Dies ist in Anbetracht der eingesetzten Zellzahl ein 

beachtliches Ergebnis.  

 Etablierung eines statistischen Ansatzes zur Ermittlung von Features mit 

signifikant und relevant erhöhtem Signal in Organoid-Proben im Vergleich 

zu ECM-Blindproben 

Wie andere „omics“ basierte Messtechnologien unterliegen auch non-targeted 

Metabolomics-Experimente Schwankungen aufgrund von unerwünschtem 

experimentellem oder biologischem Rauschen. Für Organoide stellt besonders die 

ECM, als biologische Matrix, welche überwiegend aus Biomolekülen (z.B. 

Strukturproteinen) besteht, eine Quelle unerwünschter Signale dar. Diese können 

wiederum die anschließende Normalisierung und statistische Analyse beeinflussen 

(z.B. Verringerung der statistischen Aussagekraft aufgrund der hohen Anzahl von 

Tests). Daher sind statistische Ansätze zur Entfernung von nicht informativen 

Hintergrundsignalen aus dem zu interpretierenden Datensatz ein wichtiger Schritt, der 

im Bereich non-targeted Organoid-Metabolomics noch nicht eingehend betrachtet 

wurde. 
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Die Verwendung von FC-Grenzwerten (biologisches Signal/Blanksignal) zur 

Entfernung von Signalen mit unzureichender Abundanz in biologischen Proben ist eine 

gängige Filtermethode.107,108  

Für unsere experimentellen Daten wurde ein zweistufiges Filterverfahren auf der 

Grundlage eines FC von 1,2 (median Signalfläche in Organoid-Proben/median 

Signalfläche in ECM-Blindproben) und einem nicht korrigierten Signifikanzniveau von 

5 % (Welch‘s t-Test p-Wert < 0,05) als geeignet erachtet. Der ausgewählte FC-

Grenzwert (Kriterium für ein relevant erhöhtes Signal) wurde auf der Grundlage 

ausgewählt, dass in non-targeted Metabolomics-Experimenten das Herausfiltern von 

Signalen mit geringer Reproduzierbarkeit über einen CV > 20 % (in QC-Replikaten) 

eine etablierte Methode ist.107,109,110 Dieses Verfahren erkennt eine Variabilität von 

< 20 % als akzeptabel und daher als nicht relevant an. Auf dieser Basis wurde in 

unserem Verfahren ein Signalunterschied von ≥ 20 % (≙ FC Organoid Proben/ECM-

Blindproben ≥ 1,2) als relevant erachtet und als Filterkriterium eingesetzt.  

In den Daten der HILIC-Messungen erfüllten 19,5 % bzw. 26 % der Features und in 

den Daten der RPLC-Messungen 25,7 % bzw. 28,6 % der Features die strengen 

Filterkriterien, im positiven bzw. negativen Modus. Diese Signale wurden für die 

weitere statistische Datenanalyse genutzt, während die Mehrheit der Signale (> 70 %) 

herausgefiltert wurde. Die auf diese Art und Weise eliminierten Features werden als 

nicht informativer Hintergrund aus der Zellkulturumgebung oder als Verunreinigungen 

(z.B. aus dem Lösungsmittel)44 betrachtet. 

Die Eliminierung eines solchen Anteils an Daten ist nicht ungewöhnlich. Eine kürzlich 

veröffentlichte Studie etablierte ein ebenfalls auf Blindproben basiertes Filterverfahren 

und schloss 74 % bzw. 76 % der "Features mit geringer Qualität" aus öffentlich 

verfügbaren non-targeted Metabolomics-Datensätzen (Analysen von Urinproben 

sowie Zell-Extrakten) aus.111 Bemerkenswert ist, dass durch unser zweistufiges 

Filterverfahren Features mit hoher Variabilität (max. CV = 214% vor und 76,1% nach 

der Filterung) entfernt wurden, was einen positiven Effekt unseres hier etablierten 

Ansatzes auf die Wiederholbarkeit der Analyse demonstriert.  

Es wurde ferner beobachtet, dass einige Signale in ECM-Blindproben größer waren 

als in Organoid Proben (FC < 0,8, p-Wert < 0,05). Dies könnte auf Matrixeffekte112 oder 

auf im Kulturmedium vorhandene Verbindungen, die in Abwesenheit von Zellen in der 

ECM angereichert werden,113 zurückzuführen sein. Eine weitere Erklärung wären in 

der ECM vorkommende Moleküle,112,114 die in Gegenwart von Zellen aufgenommen 



30 | Ergebnisse und Diskussion 

 

und metabolisiert werden. Zur Untersuchung dieser Signale wurden über die CEU-

Mass mediator batch-Suche115,116 Metaboliten mit identischer exakten Masse 

(± 10 ppm) gesucht. Dieses Verfahren lieferte Hinweise, dass ein Teil der 

Verbindungen (9 Features) Di- und Tripeptide sein könnten. Da die genutzte ECM 

Matrigel in erster Linie aus Proteinen (unter anderem Laminin oder Kollagen) 

aufgebaut ist,117 lässt sich die Detektion von Peptiden (Protein-Fragmenten) erklären. 

Zudem deuten einige exakte Massen (18 Features) auf Phospholipid-Spezies hin, die 

bereits zuvor als Bestandteile der eingesetzten ECM benannt wurden.112 Darüber 

hinaus ergab die Datenbanksuche, dass kleine Moleküle wie organische Säuren (z.B. 

Cumarsäure) und freie Fettsäuren (z.B. C18:3) zu der komplexen ECM-

Zusammensetzung beitragen können.  

Eine vollständige Liste der exakten Massen und möglicher Metaboliten ist im 

ergänzenden Material der Publikation enthalten. Eine detaillierte proteomische und 

metabolomische Charakterisierung der verwendeten ECM sprengt jedoch den 

Rahmen unserer Studie und bedarf weiterer Untersuchungen. 

 Machbarkeitsstudie: Frühe Metabolom-Antwort von CRC Organoiden auf 

Behandlung mit 5-Fluorouracil 

Um die Anwendbarkeit des optimierten Protokolls C in Kombination mit dem etablierten 

Filterverfahren nachzuweisen, wurde die frühzeitige Reaktion des Metaboloms von 

CRC-Organoiden auf die Behandlung mit 5-Fluorouracil (5-FU) untersucht.  

Der Antimetabolit (Uracil-Analogon) 5-FU wird zur Behandlung des kolorektalen 

Karzinoms eingesetzt. Er wirkt durch die Hemmung der Thymidylat-Synthase118,119 

und den Einbau seiner Metaboliten in RNA und DNA.119,120 Dabei wird die Enzym-

Hemmung als Hauptmechanismus betrachtet121, der durch Behinderung der DNA- und 

RNA-Synthese letztendlich zum Zelltod führt. 

Um innerhalb einer 24-stündigen Behandlung spezifische Stoffwechselstörungen zu 

induzieren, wurden Konzentrationen angewandt, bei denen in Vorexperimenten keine 

Veränderungen der Zellviabilität und -morphologie nachweisbar waren (1, 10 und 

100 µM). Zur Überprüfung der Wiederholbarkeit des gesamten Verfahrens wurden drei 

identische aber unabhängige Experimente durchgeführt. Die resultierenden Daten 

jedes Experiments wurden unabhängig voneinander ausgewertet und dann 

miteinander verglichen. 
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In Abhängigkeit des analytischen Modus konnten aus den LC-QTOF-MS Rohdaten 

470–2.489 Features extrahiert werden. Diese wurden über das etablierte Verfahren 

(siehe Kapitel 3.2.2.) gefiltert und auf die Summe der Signale normalisiert (jedes 

Feature geteilt durch das Gesamtsignal der Probe). Die resultierenden Daten wurden 

auf Features untersucht, deren Intensität in Abhängigkeit der Arzneimitteldosis eine 

signifikante (Spearman-Korrelationskoeffizient rS > |0.7|) und relevante (Benjamini-

Hochberg korrigierter p-Wert < 0,05) Veränderung aufzeigten. Je nach Analysemodus 

wurden 3-29 Features identifiziert, die den angewandten Kriterien entsprachen. Von 

diesen korrelierten 12 Features in mindestens zwei von drei Experimenten signifikant 

und relevant mit der angewandten 5-FU-Konzentration (siehe Tabelle 3). Zehn dieser 

Features konnten zuvor beschriebenen Kriterien entsprechend (Zuordnungskriterien 

der Metabolomics Standard Initiative [MSI])122 einzelnen Metaboliten zugeordnet 

werden, während zwei Features strukturell nicht näher charakterisiert werden konnten 

(siehe Tabelle 3). Die Übereinstimmung der Ergebnisse zwischen den drei 

Experimenten zeigt eine gute Wiederholbarkeit der etablierten non-targeted 

Metabolomics-Methode. 

Tabelle 3: Signifikant und relevant regulierte Metaboliten nach 5-FU Behandlung in CRC Organoiden 

Analytischer 
Modus 

Anzahl der 
Experimente1 

Median 
Masse 

Retentions-
zeit [min] 

Regulation Zuordnung MSI 
Level4 

HILIC ESI (+) 

3 

111.0436 3.21 � Cytosin2 2 

251.1026 2.42 � 2'-Deoxyadenosin  1 

257.1022 3.21 � 2'-O-Methylcytidin 1 

      

2 

231.1468 5.95 � AC 4:0 2 

268.0828 4.89 � Inosin 2 

281.1115 7.90 � 1-Methyladenosin 1 

633.4739 3.78 � LysoPC 26:1 2 

HILIC ESI (−) 

3 
228.0731 2.12 � 2'-Deoxyuridin 2 

264.0507 2.12 � na3 - 
      

2 536.1892 2.17 � na  - 

RPLC ESI (+) 2 
705.5341 6.75 � PC 30:0 2 

729.5347 6.48 � PC 32:2 2 
1 Experimente, in denen die Kriterien für eine signifikante und relevante Regulierung erfüllt wurden 
2 In-source Fragment von 2’-O-Methylcytidin 
3 Aufgrund des Fragments m/z 111.0211 im Spektrum von m/z 264.0507 wird eine 
Strukturverwandtschaft zu Uracil angenommen 
4 Zuordnung entsprechend den Kriterien der Metabolomics Standard Initiative (MSI) 122 
AC, Acylcarnitin; LysoPC, Lysophosphatidylcholin; PC, Phosphatidylcholin; na, nicht zugeordnet. 
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Bei gemeinsamer Analyse aller drei Experimente erfüllten 2'-Desoxyuridin, 2'-O-

Methylcytidin, 1-Methyladenosin, 2'-Desoxyadenosin, AC 4:0 und PC 32:2 sowie das 

nicht zugeordnete Feature m/z 264 (Retentionszeit tR = 2,1 min) immer noch die 

angewandten Kriterien (Spearman-Korrelationskoeffizient rS > |0,7| und Benjamini-

Hochberg angepasster p-Wert < 0,05) für eine signifikante und relevante 

dosisabhängige Regulation. 

Die meisten Metaboliten, die durch die 5-FU-Behandlung reguliert wurden, sind direkt 

am Pyrimidin- und Purinmetabolismus beteiligt. Unsere Beobachtungen von erhöhten 

2'-Desoxyuridin und gesenkten 2'-Desoxyadenosin Gehalten stimmen weitgehend mit 

den zellulären Mechanismen von 5-FU und früheren Befunden aus der Untersuchung 

von Zellkulturmodellen,123–126 murinem Plasma123 und klinischen Studien127,128 

überein. Der beobachtete dosisabhängige Anstieg des relativen Inosin-Gehalts könnte 

z.B. durch eine Hochregulierung der Inosin-Synthese erklärt werden, die durch einen 

erhöhten Verbrauch von Inosin aufgrund seiner Rolle als Ribose-1-phosphat-Spender 

im Aktivierungsweg von 5-FU ausgelöst wurde.129 Die methylierten Nukleoside 2'-O-

Methylcytidin und 1-Methyladenosin kommen in verschiedenen RNA-Spezies vor und 

sind nach der Behandlung von CRC Organoiden mit 5-FU in unseren Experimenten 

erhöht. Im Einklang mit den hier vorgestellten Ergebnissen beschreibt eine kürzlich 

erschienene Publikation einen beträchtlichen Anstieg des intrazellulären 1-

Methyladenosin-Spiegels nach Behandlung von HCT116-Darmkrebszellen mit 5-

FU.130 Darüber hinaus wurden bereits tRNA-Modifikationen durch Einbau von 2'-O-

Methylcytidin in 5-FU-behandelten Escherichia coli beschrieben.131  

Des Weiteren weisen verringerte Konzentrationen von AC 4:0, PC 30:0 und PC 32:2 

auf eine Beeinflussung des Lipidmetabolismus hin. Veränderungen der intrazellulären 

AC-Spiegel nach 5-FU Behandlung wurden bereits in einer früheren Untersuchung an 

verschiedenen CRC-Zelllinien124 beschrieben. Die Ergebnisse waren jedoch zwischen 

den verschiedenen getesteten Zelllinien nicht konsistent und sind in gewissem Maße 

gegensätzlich zu unseren Beobachtungen. Darüber hinaus wurde in früheren 

Untersuchungen berichtet, dass erhöhte Mengen an Phospholipiden sowie eine 

veränderte Phospholipid-Zusammensetzung der Zellmembran charakteristisch für 

CRC sind.132–134 Dementsprechend könnte die gezielte Behandlung von Tumorzellen 

zu einer Senkung der PC-Werte führen. Eine eingehende Interpretation der Störung 

des Lipidstoffwechsels in 5-FU-behandelten CRC Organoiden übersteigt jedoch den 

Rahmen dieser Machbarkeitsstudie. Es ist zu betonen, dass es sich bei den 
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beschriebenen Resultaten um vorläufige Ergebnisse handelt und weitere 

Untersuchungen in größeren Kohorten mit Organoiden von verschiedenen Spendern 

erforderlich sind, um diese zu bestätigen. 

 Fazit 

Die Verwendung von Organoiden als innovatives in vitro Modellsystem zur 

Erforschung pathobiologischer Mechanismen und pharmakologischer Fragestellungen 

steigt stetig. Dennoch finden sich derzeit nur wenige Studien die eine Analyse des 

Metaboloms bzw. Lipidoms von Organoiden beschreiben. Über eine systematische 

Optimierung der genutzten Protokolle für non-targeted LC-MS-Metabolomics wird 

hierbei nicht berichtet. 

In der vorliegenden Arbeit wurde über eine eingehende Methodenoptimierung ein 

neues Protokoll für non-targeted Metabolomics- und Lipidomics-Analysen von in ECM 

kultivierten CRC Organoiden via LC-QTOF-MS etabliert. Das neue Protokoll 

ermöglicht die präzise Detektion eines breiten metabolischen Spektrums aus dem 

Extrakt von weniger als 3.000 Zellen (< 500 Zellen pro Injektion).  

Die Ergebnisse der durchgeführten Machbarkeitsstudie demonstrieren, dass das 

etablierte Protokoll die Erfassung frühzeitiger metabolischer Reaktionen von CRC 

Organoiden auf die Behandlung mit 5-FU ermöglicht. Dabei waren die Ergebnisse über 

drei unabhängige Experimente hinweg vergleichbar, was die hohe Wiederholpräzision 

der gesamten Methodik belegt. 

Das vorgestellte Protokoll zeichnet sich durch seine Schnelligkeit und Einfachheit aus 

(benötigte Zeit für die Extraktion von ca. 30 Proben < 2 h). Diese besonderen 

Eigenschaften ebnen den Weg für weitere Untersuchungen von metabolischen 

Veränderungen in humanen CRC Organoiden sowie den Einsatz des Protokolls in 

größer angelegten Studien. 

In zukünftigen Projekten könnte eine Anpassung des neuen Protokolls zur 

metabolischen 13C-Stoffflussanalyse135 in 3D-Organoid-Modellen angestrebt werden. 

Eine Verknüpfung komplexer Flussanalysen mit der innovativen Organoid-

Technologie könnte einen wichtigen Beitrag leisten, um molekulare Mechanismen der 

Pathobiochemie sowie von Medikamentenwechselwirkungen besser zu verstehen.  
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 Manuskript in Vorbereitung: Performance comparison of 

narrow-bore and capillary liquid-chromatography for non-

targeted metabolomics profiling of small sample amounts by 

LC-QTOF-MS 

Die Reduzierung des Säuleninnendurchmessers (i.D.) und der Flussrate in der 

Chromatographie führt zu einer geringeren Verdünnung der injizierten Probenbande. 

Dies wiederum kann zu einer Erhöhung der Konzentration in der Ionenquelle des MS 

und damit zu einer enormen Steigerung der Messempfindlichkeit führen.14,15 Daher 

wurden in den letzten Jahrzenten vermehrt miniaturisierte Chromatographie-Systeme 

entwickelt, die ein wertvolles Werkzeug für Metabolomics-Untersuchungen im 

Spurenbereich136 und zur Analyse kleinster Probenmengen137 geworden sind. 

Non-targeted Metabolomics-Analysen zur Entdeckung potentieller prognostischer und 

diagnostischer Biomarker könnten vom Einsatz chromatographischer Systeme mit 

reduzierten Flussraten (z.B. Kapillar-Flüssigkeitschromatographie, CapLC, siehe in 

Kapitel 1.1., Tabelle 1 eingeführte Nomenklatur für Flüssigkeitschromatographie-

Systeme) profitieren, insbesondere wenn biologisches Probenmaterial nur in geringer 

Menge vorliegt (z.B. Metastasen oder Tumor-Organoide, siehe auch Publikation 2 in 

dieser Arbeit).  

In dem hier behandelten Teilprojekt der Dissertation wurde ein neues CapLC-System 

in Betrieb genommen, das aus einem Zirconium™ CUBE Autosampler (Prolab, 

Reinach, Schweiz) und einer Zirconium™ Ultra Nano- und Micro-UHPLC Pumpe 

(Prolab) bestand. Die Pumpe wurde über eine speziell vom Hersteller (Prolab) 

angefertigte Mikro-ESI-Ionenquelle (Prolab) mit dem 6550 iFunnel QTOF-MS (Agilent 

Technologies, Waldbronn, Deutschland) verbunden. 

Die Leistungsfähigkeit der neuen Anlage, zur non-targeted Metabolomics-Analyse 

kleiner Probenmengen, wurde mit der bereits in den vorangegangenen Arbeiten 

(Publikation 1 und 2 dieser Dissertation) genutzten analytischen Plattform für non-

targeted Metabolomics mittels LC-QTOF-MS (nachfolgend narrow-bore LC genannt),8 

die auf analytischen Flussraten (0,4 mL/min, siehe Tabelle 1) basiert, verglichen.  
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Die Qualität der Analysen wurde hierbei auf der Basis einer gepoolten QC Probe aus 

FFPE Nierengewebeextrakten vom Schwein in Bezug auf folgende Parameter 

bewertet: 

 die Anzahl detektierbarer Features 

 das S/N-Verhältnis (als allgemein akzeptiertes Maß für die analytische 

Sensitivität138) 

 die Peakfläche und -höhe (als Maß für die Signalintensität139) 

 die Messpräzision  

Zur Bewertung der letzten drei Punkte wurden die Signale (extrahierte 

Ionenchromatogramme, extracted ion chromatograms, EICs) von 16 annotierten 

Metaboliten, die zu den Klassen der LysoPEs, der Aminosäuren, der Purin-Derivate, 

der Nukleoside und der organischen Säuren gehören, genutzt. 

Um die bestmögliche Vergleichbarkeit der verwendeten LC-Systeme zu erzielen, 

wurden beide Systeme mit Säulen identischer Länge (150 mm) und identischer 

stationärer Phase (BEH Amide HILIC-Material, Partikelgröße: 1,7 µm, hergestellt von 

Waters) betrieben. Zudem wurde die gleiche Menge (1 µL) an Probenextrakt injiziert 

und die chromatographischen Bedingungen (Gradient und Fließmittel) wurden, mit 

Ausnahme des Säulendurchmessers (2,1 mm vs. 0,3 mm) und der Flussraten 

(400 µL/min vs. 5 µL/min), so ähnlich wie möglich gestaltet. Selbiges gilt für die 

Quellenparameter des QTOF-MS-Systems (siehe Methodenteil des angehängten 

Manuskriptes in Bearbeitung).  

Des Weiteren wurde in einem unabhängigen Experiment der Einfluss des 

chromatographischen Gradienten (Mischungsverhältnis der Fließmittel A und B) auf 

die CapLC-QTOF-MS-Analyse von Gallensäure-Referenzsubstanzen untersucht. 

 Plattform-Vergleich 

Abbildung 4 A zeigt exemplarisch die Gesamtionenchromatogramme (total ion 

chromatograms, TICs, ESI (−) Modus) der Analyse von FFPE 

Schweinenierengewebeextrakten mittels narrow-bore oder CapLC-QTOF-MS. Es ist 

ersichtlich, dass die Gesamtsignalintensität im Fall der narrow-bore LC (blaue Linie) in 

einem höheren Wert (Basislinie ~ 1.3 x 107 counts) resultierte als bei Verwendung der 

CapLC (schwarze Linie, Basislinie ~ 0.3 x 107 counts). Diese Unterschiede in den TICs 

beider Methoden resultierten jedoch nicht in nennenswerten Unterschieden in der 
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Anzahl an detektierten Features. So konnten unter Verwendung der CapLC 140 und 

unter Verwendung der narrow-bore 141 Features detektiert werden.  

  

Abbildung 4 (A) Gesamtionenchromatogramme einer QC Probe von FFPE Gewebeextrakten der 

Schweineniere analysiert mittels narrow-bore LC-QTOF-MS (blau) und CapLC-QTOF-MS (schwarz) im 

ESI (−) Modus. Extrahierte Ionenchromatogramme der Metaboliten (B) Hypoxanthin, (C) L-

Phenylalanin, (D) Inosin und (E) Adenin, analysiert in einer QC Probe von FFPE Nierengewebeextrakten 

des Schweins mittels narrow-bore LC-QTOF-MS (blau) und CapLC-QTOF-MS (schwarz) im ESI (−) 

Modus. 

Hierbei sei erwähnt, dass für diesen Vergleich alle detektierbaren Features die 

zwischen der D-Pantothensäure (frühe Elution, siehe Tabelle 4) und L-Carnitin (späte 

Elution, siehe Tabelle 4) eluieren, herangezogen wurden. Dies ist dadurch zu 
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begründen, dass in den Messungen mittels narrow-bore LC (siehe Abbildung 4 A, 

blaue Linie) der Fluss während der ersten 2 min, sowie ab Minute 19, in den 

Lösemittelabfall geleitet wurde, was eine Methode zum Schutz der analytischen Säule 

und der Ionenquelle vor Verunreinigungen durch unerwünschte Matrixkomponenten 

ist und üblicherweise bei der LC-MS basierten Analyse komplexer Proben angewandt 

wird.140,141 Mit dem verwendeten CapLC-System ist es technisch nicht möglich Teile 

des Lösemittelflusses in den Abfall zu führen. 

In Bezug auf die Empfindlichkeit der Analyse konnte hinsichtlich des S/N-Verhältnisses 

für 50 % der zur Bewertung herangezogenen Metaboliten eine Verbesserung erreicht 

werden (siehe Tabelle 4). Der stärkste Effekt zeigte sich hierbei für die Nukleoside 

Adenosin, Guanosin, Uridin und Inosin (3 bis 5-fach erhöhtes S/N-Verhältnis) sowie 

für Succinat (4-fach erhöhtes S/N-Verhältnis). Für die zu den LysoPEs, Aminosäuren 

und organischen Säuren gehörenden Metaboliten konnte in der CapLC-Analyse keine, 

oder nur eine leichte Verbesserung der Empfindlichkeit (Quotient der S/N-Verhältnisse 

= 1–2, siehe Tabelle 4) erzielt werden. Lactat, dessen S/N-Verhältnis verringert war 

(Quotient der S/N-Verhältnisse = 0,4), bildet hierbei eine Ausnahme. 

In Hinblick auf die Signalintensität waren die Peakflächen bei Verwendung der CapLC-

Analyse für alle bewerteten Metaboliten im Vergleich zur narrow-bore LC erhöht (FC 

[Fläche CapLC/Fläche narrow-bore LC] > 1, siehe Tabelle 4). Im Gegensatz hierzu war die 

Signalhöhe für vier Metaboliten (Adenin, D-Pantothensäure, L-Leucin und L-

Phenylalanin) reduziert (FC (Höhe CapLC/Höhe narrow-bore LC) < 1, siehe Tabelle 1 sowie 

Abbildung 4 C und E).  

Die niedrigere Höhe der Peaks lässt sich teilweise auf die relativ schlechte Peakform 

(breite Peaks mit Tailing, siehe Abbildung 4 B–E, schwarze Linien) zurückführen. Die 

Höhe eines Peaks repräsentiert die maximale Signalintensität (maximale Ionenzahl, 

die in der Ionenquelle zu einem Zeitpunkt erreicht wurde), während die Fläche alle 

Intensitäten über die Zeit der Elution einer Verbindung aufsummiert. Da die Fläche 

aller Metaboliten, die zur Bewertung der Signalintensität herangezogen wurden, bei 

Verwendung der CapLC höher war, würde sich auch die Signalhöhe nach Optimierung 

der chromatographischen Bedingungen (z. B. Gradient oder Säulenmaterial zur 

Erzielung schmälerer Peaks) steigern. 
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Tabelle 4: Ermittelte Ergebnisse für Signalintensität (Flächenverhältnis und Höhenverhältnis), 

Empfindlichkeit (S/N-Verhältnis) und Messpräzision der annotierten Metaboliten 

Metaboliten 
 

Narrow-bore LC  CapLC  Verglichene Parameter 

  RT 
[min] 

CV1 
[%] 

S/N   RT 
[min] 

CV1 
[%] 

S/N   FC der 
Fläche2 

FC der 
Höhe3 

FC 
der 
S/N4 

Adenin 
 2.9 1.7 462  8.2 8.9 9  2 0.4 1 

Adenosin  3.3 2.1 9  8.4 8.3 8  9 2 3 

D-Pantothen-
säure 

 3.1 2.4 30  5.4 11.5 12  3 0.6 1 

Guanosin  7.3 4.3 12  11.8 9.4 9  9 2 3 

Hypoxanthin  3.4 1.3 77  8.0 8.9 9  16 3 1 

Inosin  5.4 1.8 24  10.1 11.8 12  18 4 5 

Lactat  4.0 10.9 34  8.0 18.6 19  3 2 0.4 

L-Carnitin  8.9 14.0 4  13.5 20.2 20  7 2 2 

L-Isoleucin  7.7 8.2 10  12.2 27.1 27  5 3 1 

L-Leucin  7.4 6.3 20  11.9 19.4 19  3 0.4 2 

L-Phenylalanin  7.4 5.2 23  11.8 20.7 21  3 0.8 1 

LysoPE 16:0  6.0 3.5 15  9.5 22.0 22  7 1 2 

LysoPE 18:0  5.6 2.1 77  9.3 11.8 12  10 2 1 

LysoPE 20:4  5.8 1.2 96  9.4 21.6 22  8 1 1 

Succinat  3.4 7.6 6  4.9 11.0 11  8 2 4 

Uridin  3.3 1.7 7  7.9 8.4 8  15 3 3 
1 Variationskoeffizienten der Flächen über wiederholte Injektionen (n = 4) 
2 (Mittlere Fläche CapLC/Mittlere Fläche narrow-bore LC), Mittelwert über jeweils vier Probeninjektionen 

ermittelt 
3 (Mittlere Höhe CapLC/Mittlere Höhe narrow-bore LC), Mittelwert über jeweils vier Probeninjektionen ermittelt 
4 (S/N-Verhältnis CapLC/S/N-Verhältnis narrow-bore LC), in jeweils einer repräsentativen Messung ermittelt 
RT, Retentionszeit; S/N, Signal/Rausch-Verhältnis; CV, Variationskoeffizient; FC, fold change (Quotient) 

Der Effekt einer Anpassung des Gradienten auf die Signalintensität wurde in 

unabhängigen Experimenten durch die Analyse von Gallensäure-Referenzlösungen 

untersucht. Bei Verwendung eines steileren Flussgradienten (Anstieg von 2 %–95 % 

Eluent B in 3–10 min statt von 5 %–95 % Eluent B in 3–18 min), wurde für 

Taurocholsäure (TCA) eine bis zu 79-fache Erhöhung der Signalintensität (bestimmt 

über das Flächenverhältnis, n = 1, siehe Abbildung 5 A) erreicht. Im Vergleich hierzu 

wurde mit dem flacheren Gradienten ein Quotient der Flächen (n = 1, siehe Abbildung 

5 B) von 33 erzielt. Die Anpassung der chromatographischen Bedingungen führte 

zudem zu einer deutlichen Verbesserung der Peakform und einer Verringerung des 

beobachteten Tailings (vgl. Abbildung 5 A mit Abbildung 5 B). Auch wenn diese 

Steigerung der Intensität mit einer leichten Verringerung des S/N-Verhältnisses von 86 

(narrow-bore LC) auf 79 (CapLC) einherging, zeigt dieses Ergebnis, dass unter 

optimaleren chromatographischen Bedingungen eine bemerkenswerte Steigerung der 
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Signalintensität bestimmter Metaboliten durch den Einsatz des hier getesteten CapLC-

Systems möglich ist . 

An dieser Stelle sei zudem anzumerken, dass der genutzte Prototyp der Mikro-ESI-

Quelle aus technischen Gründen eine Nutzung des direkt angeschlossenen 

Säulenofens nicht zuließ. Die Temperatur ist ein wichtiger Parameter in der 

Optimierung von HILIC-Chromatographie-Methoden.142 Daher sollte nach einer 

technischen Optimierung des ESI-Interface zudem der Einfluss der Temperatur auf die 

Peakform und damit auf die Signalintensität und das S/N-Verhältnis überprüft werden. 

 

Abbildung 5 Extrahierte Ionenchromatogramme von Taurocholsäure (TCA), analysiert mit narrow-bore 

LC-QTOF-MS (blau) und CapLC-QTOF-MS (schwarz) im ESI (−) Modus: (A) Analyse einer 

Standardlösung mit 0,2 pmol TCA/µL unter den gleichen Bedingungen wie im Methodenteil des 

angehängten Manuskripts beschrieben mit einer angepassten Gradientenelution (0–3 min, 2% B; 3–10 

min, 2–95% B; 10–30 min, 95% B) für die CapLC-Analyse; (B) Analyse einer Standardlösung mit 0,1 

pmol TCA/µL unter den gleichen Bedingungen wie im Methodenteil des angehängten Manuskripts 

beschrieben ohne Anpassung des Gradienten für die CapLC-Analyse (0−3 min, 5% B; 3−18 min, 5−95% 

B; 18−30 min, 95% B). 

Unsere Experimente zeigen, dass die Leistung der CapLC-Analyse in Bezug auf die 

Signalintensität und Empfindlichkeit (Bewertet über das S/N-Verhältnis) zwischen den 

verschiedenen Metabolitenklassen stark variiert. Mit Ausnahme von Adenin wurde für 

alle Metaboliten die zu den Purinen und Nukleosiden gehören (Adenosin, Guanosin, 

Hypoxanthin, Inosin und Uridin) bei Einsatz der CapLC eine deutliche Steigerung der 

Signalintensität beobachtet, auch wenn im Falle von Hypoxanthin das S/N-Verhältnis 

(siehe Abbildung 4 B, Tabelle 4) nicht verbessert wurde. In der Analyse von LysoPE-

Spezies wurde hingegen eine eher moderate Verbesserung von Signalintensität und 

S/N-Verhältnis beobachtet (Tabelle 4), während hinsichtlich der Aminosäuren und 
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organischen Säuren eine nur geringfügige (z.B. Isoleucin, Tabelle 4) oder keine (z.B. 

Phenylalanin, Tabelle 4 und Abbildung 4 C) Verbesserung zu beobachten war. 

Insgesamt zeigte Inosin die stärkste Verbesserung des S/N-Verhältnisses und der 

Signalintensität (siehe Abbildung 4 D), während die Analyse von Adenin durch 

Nutzung der CapLC eher verschlechtert war (siehe Abbildung 4 E).  

In Hinblick auf die Messpräzision (CV der Flächen, n = 4) konnten hingegen keine 

spezifischen Unterschiede zwischen verschiedenen Metabolitenklassen beobachtet 

werden. Hier war für jeden der 16 untersuchten Metaboliten eine durchweg schlechtere 

Präzision des CapLC-Systems (median CV = 11,8 %) im Vergleich zum narrow-bore 

LC-System (median CV = 2,9 %, siehe Tabelle 4) feststellbar. Im Falle von fünf 

Metaboliten (31 %) wurde ein CV > 20 % bestimmt, während bei Nutzung des narrow-

bore LC-Systems alle CVs < 15 % lagen. Dennoch lagen die ermittelten CVs 

weitestgehend in einem für non-targeted Metabolomics-Analysen akzeptablen Bereich 

von CV < 20%. 107,110 An dieser Stelle ist zu erwähnen, dass die analytische Präzision 

im Bereich non-targeted Metabolomics typischerweise durch in regelmäßigen 

Abständen über die Messserie verteilte, wiederholte Injektionen einer gepoolten QC 

Probe bestimmt wird. Im Laufe der hier durchgeführten Vergleichsmessungen wurde 

jedoch festgestellt, dass es die aktuelle Softwareversion des CapLC-Systems nicht 

zulässt, im Verlauf einer Messserie, an eine zuvor vermessene Probe zurück zu 

springen.  

In den begleitenden Experimenten mit reinen Gallensäure-Referenzlösungen konnte 

eine verbesserte Messpräzision (CV [%]: Glycocholsäure [GCA], 4,2; 

Glycolithocholsäure [GLCA], 6,2; TCA, 4,0; Taurolithocholsäure [TLCA], 7,1; Median, 

5,2) erzielt werden. Ob diese hohe Messpräzision auch in Anwesenheit biologischer 

Matrix reproduziert werden kann, muss jedoch noch überprüft werden. Darüber hinaus 

sollte untersucht werden, ob die analytische Präzision durch Anpassung der Methode 

(z. B. Modifier in der mobilen Phase143) oder des verwendeten Systems (z. B. 

Ausstattung des genutzten ESI-Quellen-Prototypen mit ACN-angereichertem 

Stickstoffgas zur effizienteren Ionisierung und Stabilisierung des Elektrosprays144) für 

weitere Metaboliten-Klassen verbessert werden kann. 
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 Fazit 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass durch Verwendung des hier evaluierten 

CapLC-Systems für einzelne Metaboliten (z.B. Nukleoside) eine deutliche Erhöhung 

der Signalintensität und eine Verbesserung des S/N-Verhältnisses erreicht werden 

konnte. Zudem ist die Analyse bestimmter Metaboliten (z.B. Adenosin und Uridin in 

FFPE Schweinenierengewebeextrakten sowie die Gallensäuren GCA, GLCA, TCA 

und TLCA in Referenzlösungen) mit zufriedenstellender Messpräzision möglich. Ein 

bedeutender Nachteil des getesteten CapLC-Systems ist jedoch die Tatsache, dass 

die aktuelle Software nicht die Möglichkeit bietet, über den Verlauf einer Messreihe 

hinweg wiederholt aus ein und demselben Vial zu injizieren. Da für non-targeted 

Metabolomics-Analysen die wiederholte Injektion von QC-Proben zur Überwachung 

der analytischen Präzision (und auch Korrektur von Signalschwankungen im Verlauf 

der Messreihe) ein Kernelement ist, kann das hier getestete System nur eingesetzt 

werden, wenn genügend Probe vorhanden ist, um für jede QC-Injektion ein eigenes 

Vial zu befüllen. Aus diesem Grund ist das getestete System in der aktuellen 

Softwarekonfiguration nur in limitierter Weise für non-targeted Metabolomics-Analysen 

geeignet. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchung deuten jedoch darauf hin, dass das verwendete 

CapLC-System für spezielle targeted Metabolomics-Ansätze geeignet sein könnte. 

Dabei wäre z.B. die gezielte und durch stabil-isotopenmarkierte interne Standards 

unterstützte Analyse von Metaboliten mit besonders niedrigen Konzentrationen, wie 

beispielsweise Oxylipinen in Plasma und Thrombozyten,136 eine denkbare 

Anwendung. Des Weiteren könnte die gezielte Analyse spezifischer 

Metabolitenklassen (z.B. LysoPCs und SM), die zuvor als differentielle Metaboliten 

zwischen den Nierentumor-Subtypen des klarzelligen und chromophoben 

Nierenzellkarzinoms identifiziert wurden,10 in Kombination mit bildgebender 

Massenspektrometrie und laser capture microdissection definierter Regionen aus 

FFPE Gewebeschnitten, ein nützlicher Ansatz zur Findung von Biomarkern zur 

klinischen Tumor-Subtyp-Klassifizierung sein. 

Zur abschließenden Beurteilung einer möglichen Umsetzung dieser 

Anwendungsmöglichkeiten steht jedoch noch eine eingehende Bewertung des hier 

verwendeten CapLC-Systems, in Hinblick auf dessen Eignung für die gezielte 

quantitative Analyse von Metaboliten, aus.  



42 | Literaturverzeichnis 

 

Literaturverzeichnis 

1. Cortes, M., García-Cañaveras, J. C., Pareja, E. & Lahoz, A. in Biomarkers in Liver 

Disease, edited by V. B. Patel & V. R. Preedy (Springer Netherlands, Dordrecht, 

2017). 

2. Buck, A. et al. High-resolution MALDI-FT-ICR MS imaging for the analysis of 

metabolites from formalin-fixed, paraffin-embedded clinical tissue samples. The 

Journal of pathology 237, 123–132; 10.1002/path.4560 (2015). 

3. Schmidt, C. W. Metabolomics. What's happening downstream of DNA. 

Environmental health perspectives 112, A410-5; 10.1289/ehp.112-a410 (2004). 

4. Bouatra, S. et al. The Human Urine Metabolome. PloS one 8, e73076; 

10.1371/journal.pone.0073076 (2013). 

5. Psychogios, N. et al. The Human Serum Metabolome. PloS one 6, e16957; 

10.1371/journal.pone.0016957 (2011). 

6. Corona, G., Rizzolio, F., Giordano, A. & Toffoli, G. Pharmaco-metabolomics. An 

emerging "omics" tool for the personalization of anticancer treatments and 

identification of new valuable therapeutic targets. Journal of cellular physiology 

227, 2827–2831; 10.1002/jcp.24003 (2012). 

7. Wang, R., Li, B., Lam, S. M. & Shui, G. Integration of lipidomics and 

metabolomics for in-depth understanding of cellular mechanism and disease 

progression. Journal of genetics and genomics = Yi chuan xue bao 47, 69–83; 

10.1016/j.jgg.2019.11.009 (2020). 

8. Leuthold, P. et al. Comprehensive Metabolomic and Lipidomic Profiling of Human 

Kidney Tissue. A Platform Comparison. Journal of proteome research 16, 933–

944; 10.1021/acs.jproteome.6b00875 (2017). 

9. Beloribi-Djefaflia, S., Vasseur, S. & Guillaumond, F. Lipid metabolic 

reprogramming in cancer cells. Oncogenesis 5, e189; 10.1038/oncsis.2015.49 

(2016). 

10. Schaeffeler, E. et al. Metabolic and Lipidomic Reprogramming in Renal Cell 

Carcinoma Subtypes Reflects Regions of Tumor Origin. European urology focus; 

10.1016/j.euf.2018.01.016 (2018). 

11. Armitage, E. G. & Southam, A. D. Monitoring cancer prognosis, diagnosis and 

treatment efficacy using metabolomics and lipidomics. Metabolomics : Official 

journal of the Metabolomic Society 12, 146; 10.1007/s11306-016-1093-7 (2016). 



Literaturverzeichnis | 43 

 

12. Lu, W. et al. Metabolite Measurement. Pitfalls to Avoid and Practices to Follow. 

Annual review of biochemistry 86, 277–304; 10.1146/annurev-biochem-061516-

044952 (2017). 

13. Sanders, K. L. & Edwards, J. L. Nano-liquid chromatography-mass spectrometry 

and recent applications in omics investigations. Analytical methods : advancing 

methods and applications 12, 4404–4417; 10.1039/d0ay01194k (2020). 

14. Asensio-Ramos, M., Fanali, C., D'Orazio, G. & Fanali, S. in Liquid 

Chromatography (Elsevier2017), pp. 637–695. 

15. Smith, N. W., Legido-Quigley, C., Marlin, N. D., Melin, V. & Mutton, I. in Reference 

Module in Chemistry, Molecular Sciences and Chemical Engineering 

(Elsevier2013). 

16. Abian, J. & Carrascal, M. in Emerging technologies in protein and genomic 

material analysis (Elsevier2003), pp. 39–73. 

17. Rapp, E. & Tallarek, U. Liquid flow in capillary (electro)chromatography. 

Generation and control of micro- and nanoliter volumes. J. Sep. Science 26, 453–

470; 10.1002/jssc.200390062 (2003). 

18. Baptista, R., Fazakerley, D. M., Beckmann, M., Baillie, L. & Mur, L. A. J. 

Untargeted metabolomics reveals a new mode of action of pretomanid (PA-824). 

Scientific reports 8, 5084; 10.1038/s41598-018-23110-1 (2018). 

19. Chen, Y. et al. Integrated proteomics and metabolomics reveals the 

comprehensive characterization of antitumor mechanism underlying Shikonin on 

colon cancer patient-derived xenograft model. Scientific reports 10, 14092; 

10.1038/s41598-020-71116-5 (2020). 

20. Lehotay, D. C. et al. LC–MS/MS progress in newborn screening. Clinical 

Biochemistry 44, 21–31; 10.1016/j.clinbiochem.2010.08.007 (2011). 

21. Wilcken, B. et al. Expanded newborn screening. Outcome in screened and 

unscreened patients at age 6 years. Pediatrics 124, e241-8; 10.1542/peds.2008-

0586 (2009). 

22. Chace, D. H., Sherwin, J. E., Hillman, S. L., Lorey, F. & Cunningham, G. C. Use 

of phenylalanine-to-tyrosine ratio determined by tandem mass spectrometry to 

improve newborn screening for phenylketonuria of early discharge specimens 

collected in the first 24 hours. Clinical chemistry 44, 2405–2409; 

10.1093/clinchem/44.12.2405 (1998). 



44 | Literaturverzeichnis 

 

23. WARBURG, O. On the origin of cancer cells. Science (New York, N.Y.) 123, 309–

314; 10.1126/science.123.3191.309 (1956). 

24. Coller, H. A. Is cancer a metabolic disease? The American journal of pathology 

184, 4–17; 10.1016/j.ajpath.2013.07.035 (2014). 

25. Sun, H., Chen, L., Cao, S., Liang, Y. & Xu, Y. Warburg Effects in Cancer and 

Normal Proliferating Cells. Two Tales of the Same Name. Genomics, proteomics 

& bioinformatics 17, 273–286; 10.1016/j.gpb.2018.12.006 (2019). 

26. Courtney, K. D. et al. Isotope Tracing of Human Clear Cell Renal Cell Carcinomas 

Demonstrates Suppressed Glucose Oxidation In Vivo. Cell metabolism 28, 793-

800.e2; 10.1016/j.cmet.2018.07.020 (2018). 

27. Armitage, E. G. & Barbas, C. Metabolomics in cancer biomarker discovery. 

Current trends and future perspectives. Journal of pharmaceutical and biomedical 

analysis 87, 1–11; 10.1016/j.jpba.2013.08.041 (2014). 

28. Seyfried, T. N., Flores, R. E., Poff, A. M. & D'Agostino, D. P. Cancer as a 

metabolic disease. Implications for novel therapeutics. Carcinogenesis 35, 515–

527; 10.1093/carcin/bgt480 (2014). 

29. Yoshizaki, H., Ogiso, H., Okazaki, T. & Kiyokawa, E. Comparative lipid analysis in 

the normal and cancerous organoids of MDCK cells. Journal of biochemistry 159, 

573–584; 10.1093/jb/mvw001 (2016). 

30. Li, B., He, X., Jia, W. & Li, H. Novel Applications of Metabolomics in Personalized 

Medicine. A Mini-Review. Molecules (Basel, Switzerland) 22; 

10.3390/molecules22071173 (2017). 

31. Everett, J. R. Pharmacometabonomics in humans. A new tool for personalized 

medicine. Pharmacogenomics 16, 737–754; 10.2217/pgs.15.20 (2015). 

32. Relling, M. V. & Evans, W. E. Pharmacogenomics in the clinic. Nature 526, 343–

350; 10.1038/nature15817. (2015). 

33. Haag, M. et al. Quantitative bile acid profiling by liquid chromatography 

quadrupole time-of-flight mass spectrometry. Monitoring hepatitis B therapy by a 

novel Na(+)-taurocholate cotransporting polypeptide inhibitor. Analytical and 

bioanalytical chemistry 407, 6815–6825; 10.1007/s00216-015-8853-5 (2015). 

34. Blank, A. et al. First-in-human application of the novel hepatitis B and hepatitis D 

virus entry inhibitor myrcludex B. Journal of hepatology 65, 483–489; 

10.1016/j.jhep.2016.04.013 (2016). 



Literaturverzeichnis | 45 

 

35. Blank, A. et al. The NTCP-inhibitor Myrcludex B. Effects on Bile Acid Disposition 

and Tenofovir Pharmacokinetics. Clinical pharmacology and therapeutics 103, 

341–348; 10.1002/cpt.744 (2018). 

36. Bogomolov, P. et al. Treatment of chronic hepatitis D with the entry inhibitor 

myrcludex B. First results of a phase Ib/IIa study. Journal of hepatology 65, 490–

498; 10.1016/j.jhep.2016.04.016 (2016). 

37. Masson, P., Alves, A. C., Ebbels, T. M. D., Nicholson, J. K. & Want, E. J. 

Optimization and evaluation of metabolite extraction protocols for untargeted 

metabolic profiling of liver samples by UPLC-MS. Analytical chemistry 82, 7779–

7786; 10.1021/ac101722e (2010). 

38. Sheikh, K. D., Khanna, S., Byers, S. W., Fornace, A. & Cheema, A. K. Small 

molecule metabolite extraction strategy for improving LC/MS detection of cancer 

cell metabolome. Journal of biomolecular techniques : JBT 22, 1–4 (2011). 

39. Vorkas, P. A. et al. Untargeted UPLC-MS profiling pipeline to expand tissue 

metabolome coverage. Application to cardiovascular disease. Analytical chemistry 

87, 4184–4193; 10.1021/ac503775m (2015). 

40. Cacciatore, S. et al. Metabolic Profiling in Formalin-Fixed and Paraffin-Embedded 

Prostate Cancer Tissues. Molecular cancer research : MCR 15, 439–447; 

10.1158/1541-7786.MCR-16-0262 (2017). 

41. Montrose, D. C. et al. Metabolic profiling, a noninvasive approach for the detection 

of experimental colorectal neoplasia. Cancer prevention research (Philadelphia, 

Pa.) 5, 1358–1367; 10.1158/1940-6207.CAPR-12-0160 (2012). 

42. Ivanisevic, J. et al. Toward 'omic scale metabolite profiling. A dual separation-

mass spectrometry approach for coverage of lipid and central carbon metabolism. 

Analytical chemistry 85, 6876–6884; 10.1021/ac401140h (2013). 

43. Naz, S., Vallejo, M., García, A. & Barbas, C. Method validation strategies involved 

in non-targeted metabolomics. Journal of chromatography. A 1353, 99–105; 

10.1016/j.chroma.2014.04.071 (2014). 

44. Ivanisevic, J. & Want, E. J. From Samples to Insights into Metabolism. Uncovering 

Biologically Relevant Information in LC-HRMS Metabolomics Data. Metabolites 9; 

10.3390/metabo9120308 (2019). 

45. Kromidas, S. ed. Handbuch Validierung in der Analytik (Wiley-VCH, Weinheim, 

2011). 



46 | Literaturverzeichnis 

 

46. Leuthold, P. et al. Simultaneous Extraction of RNA and Metabolites from Single 

Kidney Tissue Specimens for Combined Transcriptomic and Metabolomic 

Profiling. Journal of proteome research 17, 3039–3049 (2018). 

47. Pezzatti, J. et al. Choosing an Optimal Sample Preparation in Caulobacter 

crescentus for Untargeted Metabolomics Approaches. Metabolites 9; 

10.3390/metabo9100193 (2019). 

48. Want, E. J. et al. Global metabolic profiling of animal and human tissues via 

UPLC-MS. Nature protocols 8, 17–32; 10.1038/nprot.2012.135 (2013). 

49. Lang, G. Histotechnik. Praxislehrbuch für die Biomedizinische Analytik. 2nd ed. 

(Springer, Vienna, 2013). 

50. Fox, C. H., Johnson, F. B., Whiting, J. & Roller, P. P. Formaldehyde fixation. The 

journal of histochemistry and cytochemistry : official journal of the Histochemistry 

Society 33, 845–853; 10.1177/33.8.3894502 (1985). 

51. Thavarajah, R., Mudimbaimannar, V., Rao, U., Ranganathan, K. & Elizabeth, J. 

Chemical and physical basics of routine formaldehyde fixation. J Oral Maxillofac 

Pathol 16, 400; 10.4103/0973-029X.102496 (2012). 

52. FRAENKEL-CONRAT, H. & OLCOTT, H. S. The reaction of formaldehyde with 

proteins; cross-linking between amino and primary amide or guanidyl groups. J. 

Am. Chem. Soc. 70, 2673–2684; 10.1021/ja01188a018 (1948). 

53. Wolff, A. C. et al. Recommendations for human epidermal growth factor receptor 

2 testing in breast cancer. American Society of Clinical Oncology/College of 

American Pathologists clinical practice guideline update. Journal of clinical 

oncology : official journal of the American Society of Clinical Oncology 31, 3997–

4013; 10.1200/JCO.2013.50.9984 (2013). 

54. Gustafsson, O. J. R., Arentz, G. & Hoffmann, P. Proteomic developments in the 

analysis of formalin-fixed tissue. Biochimica et biophysica acta 1854, 559–580; 

10.1016/j.bbapap.2014.10.003 (2015). 

55. Donczo, B. & Guttman, A. Biomedical analysis of formalin-fixed, paraffin-

embedded tissue samples. The Holy Grail for molecular diagnostics. Journal of 

pharmaceutical and biomedical analysis 155, 125–134; 

10.1016/j.jpba.2018.03.065 (2018). 

56. Kokkat, T. J., Patel, M. S., McGarvey, D., LiVolsi, V. A. & Baloch, Z. W. Archived 

formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) blocks. A valuable underexploited 



Literaturverzeichnis | 47 

 

resource for extraction of DNA, RNA, and protein. Biopreservation and biobanking 

11, 101–106; 10.1089/bio.2012.0052 (2013). 

57. Kelly, A. D. et al. Metabolomic profiling from formalin-fixed, paraffin-embedded 

tumor tissue using targeted LC/MS/MS. Application in sarcoma. PloS one 6, 

e25357; 10.1371/journal.pone.0025357 (2011). 

58. Yuan, M., Breitkopf, S. B., Yang, X. & Asara, J. M. A positive/negative ion-

switching, targeted mass spectrometry-based metabolomics platform for bodily 

fluids, cells, and fresh and fixed tissue. Nature protocols 7, 872–881; 

10.1038/nprot.2012.024 (2012). 

59. Feng, D. et al. UPLC‐MS/MS‐based metabolomic characterization and 

comparison of pancreatic adenocarcinoma tissues using formalin‐fixed, 

paraffin‐embedded and optimal cutting temperature‐embedded materials. 

International journal of oncology 55, 1249–1260; 10.3892/ijo.2019.4898 (2019). 

60. Arima, K. et al. Metabolic Profiling of Formalin-Fixed Paraffin-Embedded Tissues 

Discriminates Normal Colon from Colorectal Cancer. Molecular cancer research : 

MCR 18, 883–890; 10.1158/1541-7786.MCR-19-1091 (2020). 

61. Wojakowska, A. et al. An Optimized Method of Metabolite Extraction from 

Formalin-Fixed Paraffin-Embedded Tissue for GC/MS Analysis. PloS one 10, 

e0136902; 10.1371/journal.pone.0136902 (2015). 

62. Wojakowska, A. et al. Detection of metabolites discriminating subtypes of thyroid 

cancer. Molecular profiling of FFPE samples using the GC/MS approach. 

Molecular and cellular endocrinology 417, 149–157; 10.1016/j.mce.2015.09.021 

(2015). 

63. Buszewska-Forajta, M. et al. Paraffin-Embedded Tissue as a Novel Matrix in 

Metabolomics Study. Optimization of Metabolite Extraction Method. 

Chromatographia 82, 1501–1513; 10.1007/s10337-019-03769-y (2019). 

64. Ly, A. et al. High-mass-resolution MALDI mass spectrometry imaging of 

metabolites from formalin-fixed paraffin-embedded tissue. Nature protocols 11, 

1428–1443; 10.1038/nprot.2016.081 (2016). 

65. Longuespée, R. et al. MALDI mass spectrometry imaging. A cutting-edge tool for 

fundamental and clinical histopathology. Proteomics. Clinical applications 10, 

701–719; 10.1002/prca.201500140 (2016). 



48 | Literaturverzeichnis 

 

66. Lancaster, M. A. & Knoblich, J. A. Organogenesis in a dish. Modeling 

development and disease using organoid technologies. Science (New York, N.Y.) 

345, 1247125; 10.1126/science.1247125 (2014). 

67. Rossi, G., Manfrin, A. & Lutolf, M. P. Progress and potential in organoid research. 

Nature reviews. Genetics 19, 671–687; 10.1038/s41576-018-0051-9 (2018). 

68. Sato, T. et al. Single Lgr5 stem cells build crypt-villus structures in vitro without a 

mesenchymal niche. Nature 459, 262–265; 10.1038/nature07935 (2009). 

69. Eiraku, M. et al. Self-organizing optic-cup morphogenesis in three-dimensional 

culture. Nature 472, 51–56; 10.1038/nature09941 (2011). 

70. Takahashi, K. et al. Induction of pluripotent stem cells from adult human 

fibroblasts by defined factors. Cell 131, 861–872; 10.1016/j.cell.2007.11.019 

(2007). 

71. Dekkers, J. F. et al. Characterizing responses to CFTR-modulating drugs using 

rectal organoids derived from subjects with cystic fibrosis. Science translational 

medicine 8, 344ra84; 10.1126/scitranslmed.aad8278 (2016). 

72. Lancaster, M. A. et al. Cerebral organoids model human brain development and 

microcephaly. Nature 501, 373–379; 10.1038/nature12517 (2013). 

73. Bartfeld, S. et al. In Vitro Expansion of Human Gastric Epithelial Stem Cells and 

Their Responses to Bacterial Infection. Gastroenterology 148, 126-136.e6; 

10.1053/j.gastro.2014.09.042 (2015). 

74. Finkbeiner, S. R. et al. Stem Cell-Derived Human Intestinal Organoids as an 

Infection Model for Rotaviruses. mBio 3, 807; 10.1128/mBio.00159-12 (2012). 

75. Maddocks, O. D. K. et al. Modulating the therapeutic response of tumours to 

dietary serine and glycine starvation. Nature 544, 372–376; 10.1038/nature22056 

(2017). 

76. Clevers, H. Modeling Development and Disease with Organoids. Cell 165, 1586–

1597; 10.1016/j.cell.2016.05.082 (2016). 

77. Hayton, S., Maker, G. L., Mullaney, I. & Trengove, R. D. Experimental design and 

reporting standards for metabolomics studies of mammalian cell lines. Cellular 

and molecular life sciences : CMLS 74, 4421–4441; 10.1007/s00018-017-2582-1 

(2017). 

78. Lindeboom, R. G. et al. Integrative multi-omics analysis of intestinal organoid 

differentiation. Molecular systems biology 14, e8227; 10.15252/msb.20188227 

(2018). 



Literaturverzeichnis | 49 

 

79. Feldman, A. et al. Blimp1+ cells generate functional mouse sebaceous gland 

organoids in vitro. Nature communications 10, 2348; 10.1038/s41467-019-10261-

6 (2019). 

80. Sato, T. et al. Long-term expansion of epithelial organoids from human colon, 

adenoma, adenocarcinoma, and Barrett's epithelium. Gastroenterology 141, 

1762–1772; 10.1053/j.gastro.2011.07.050 (2011). 

81. Benton, G., Kleinman, H. K., George, J. & Arnaoutova, I. Multiple uses of 

basement membrane-like matrix (BME/Matrigel) in vitro and in vivo with cancer 

cells. International journal of cancer 128, 1751–1757; 10.1002/ijc.25781 (2011). 

82. Gaudin, M. et al. Ultra performance liquid chromatography - mass spectrometry 

studies of formalin-induced alterations of human brain lipidome. Journal of mass 

spectrometry : JMS 49, 1035–1042; 10.1002/jms.3424 (2014). 

83. Al-Jahdari, W. S. et al. Prediction of total propofol clearance based on enzyme 

activities in microsomes from human kidney and liver. European journal of clinical 

pharmacology 62, 527–533; 10.1007/s00228-006-0130-2 (2006). 

84. Dinis-Oliveira, R. J. Metabolic Profiles of Propofol and Fospropofol. Clinical and 

Forensic Interpretative Aspects. BioMed research international 2018, 6852857; 

10.1155/2018/6852857 (2018). 

85. Hiraoka, H. et al. Kidneys contribute to the extrahepatic clearance of propofol in 

humans, but not lungs and brain. British journal of clinical pharmacology 60, 176–

182; 10.1111/j.1365-2125.2005.02393.x (2005). 

86. Takizawa, D., Hiraoka, H., Goto, F., Yamamoto, K. & Horiuchi, R. Human kidneys 

play an important role in the elimination of propofol. Anesthesiology 102, 327–330 

(2005). 

87. Raoof, A. A., van Obbergh, L. J., Ville Goyet, J. de & Verbeeck, R. K. Extrahepatic 

glucuronidation of propofol in man. Possible contribution of gut wall and kidney. 

European journal of clinical pharmacology 50, 91–96 (1996). 

88. Heslinga, F. J. M. & Deierkauf, F. A. The action of formaldehyde solutions on 

human brain lipids. The journal of histochemistry and cytochemistry : official 

journal of the Histochemistry Society 10, 704–709; 10.1177/10.6.704 (1962). 

89. French, D. & Edsall, J. T. (Elsevier1945), pp. 277–335. 

90. Jones, D. & Gresham, G. A. Reaction of formaldehyde with unsaturated fatty 

acids during histological fixation. Nature 210, 1386–1388; 10.1038/2101386b0 

(1966). 



50 | Literaturverzeichnis 

 

91. Hackett, M. J. et al. Chemical alterations to murine brain tissue induced by 

formalin fixation. Implications for biospectroscopic imaging and mapping studies 

of disease pathogenesis. The Analyst 136, 2941–2952; 10.1039/c0an00269k 

(2011). 

92. Barberà, A. et al. The Immunohistochemical Expression of Programmed Death 

Ligand 1 (PD-L1) Is Affected by Sample Overfixation. Applied 

immunohistochemistry & molecular morphology : AIMM; 

10.1097/PAI.0000000000000847 (2020). 

93. Pathologists' Guideline Recommendations for Immunohistochemical Testing of 

Estrogen and Progesterone Receptors in Breast Cancer. Breast care (Basel, 

Switzerland) 5, 185–187; 10.1159/000315039 (2010). 

94. Engel, K. B. & Moore, H. M. Effects of preanalytical variables on the detection of 

proteins by immunohistochemistry in formalin-fixed, paraffin-embedded tissue. 

Archives of pathology & laboratory medicine 135, 537–543; 10.1043/2010-0702-

RAIR.1 (2011). 

95. Bass, B. P., Engel, K. B., Greytak, S. R. & Moore, H. M. A review of preanalytical 

factors affecting molecular, protein, and morphological analysis of formalin-fixed, 

paraffin-embedded (FFPE) tissue. How well do you know your FFPE specimen? 

Archives of pathology & laboratory medicine 138, 1520–1530; 10.5858/arpa.2013-

0691-RA (2014). 

96. Reustle, A. et al. Characterization of the breast cancer resistance protein 

(BCRP/ABCG2) in clear cell renal cell carcinoma. International journal of cancer 

143, 3181–3193; 10.1002/ijc.31741 (2018). 

97. Patel, S. & Ahmed, S. Emerging field of metabolomics. Big promise for cancer 

biomarker identification and drug discovery. Journal of pharmaceutical and 

biomedical analysis 107, 63–74; 10.1016/j.jpba.2014.12.020 (2015). 

98. Ackerman, D. et al. Triglycerides Promote Lipid Homeostasis during Hypoxic 

Stress by Balancing Fatty Acid Saturation. Cell reports 24, 2596-2605.e5; 

10.1016/j.celrep.2018.08.015 (2018). 

99. Zhuo, D., Li, X. & Guan, F. Biological Roles of Aberrantly Expressed 

Glycosphingolipids and Related Enzymes in Human Cancer Development and 

Progression. Frontiers in physiology 9, 466; 10.3389/fphys.2018.00466 (2018). 



Literaturverzeichnis | 51 

 

100. Silva, L. P. et al. Measurement of DNA concentration as a normalization 

strategy for metabolomic data from adherent cell lines. Analytical chemistry 85, 

9536–9542; 10.1021/ac401559v (2013). 

101. Kane, K. I. W. et al. Determination of the rheological properties of Matrigel for 

optimum seeding conditions in microfluidic cell cultures. AIP Advances 8, 125332; 

10.1063/1.5067382 (2018). 

102. Villaret-Cazadamont, J. et al. An Optimized Dual Extraction Method for the 

Simultaneous and Accurate Analysis of Polar Metabolites and Lipids Carried out 

on Single Biological Samples. Metabolites 10; 10.3390/metabo10090338 (2020). 

103. Haag, M., Schmidt, A., Sachsenheimer, T. & Brügger, B. Quantification of 

Signaling Lipids by Nano-Electrospray Ionization Tandem Mass Spectrometry 

(Nano-ESI MS/MS). Metabolites 2, 57–76; 10.3390/metabo2010057 (2012). 

104. Ser, Z., Liu, X., Tang, N. N. & Locasale, J. W. Extraction parameters for 

metabolomics from cultured cells. Analytical biochemistry 475, 22–28; 

10.1016/j.ab.2015.01.003 (2015). 

105. Tirinato, L. et al. ROS and Lipid Droplet accumulation induced by high glucose 

exposure in healthy colon and Colorectal Cancer Stem Cells. Genes & Diseases; 

10.1016/j.gendis.2019.09.010 (2019). 

106. Rusz, M., Rampler, E., Keppler, B. K., Jakupec, M. A. & Koellensperger, G. 

Single Spheroid Metabolomics. Optimizing Sample Preparation of Three-

Dimensional Multicellular Tumor Spheroids. Metabolites 9; 

10.3390/metabo9120304 (2019). 

107. Broadhurst, D. et al. Guidelines and considerations for the use of system 

suitability and quality control samples in mass spectrometry assays applied in 

untargeted clinical metabolomic studies. Metabolomics : Official journal of the 

Metabolomic Society 14, 72; 10.1007/s11306-018-1367-3 (2018). 

108. Verkh, Y., Rozman, M. & Petrovic, M. Extraction and cleansing of data for a 

non-targeted analysis of high-resolution mass spectrometry data of wastewater. 

MethodsX 5, 395–402; 10.1016/j.mex.2018.04.008 (2018). 

109. Sangster, T., Major, H., Plumb, R., Wilson, A. J. & Wilson, I. D. A pragmatic 

and readily implemented quality control strategy for HPLC-MS and GC-MS-based 

metabonomic analysis. The Analyst 131, 1075–1078; 10.1039/b604498k (2006). 



52 | Literaturverzeichnis 

 

110. Dunn, W. B. et al. Procedures for large-scale metabolic profiling of serum and 

plasma using gas chromatography and liquid chromatography coupled to mass 

spectrometry. Nature protocols 6, 1060–1083; 10.1038/nprot.2011.335 (2011). 

111. Schiffman, C. et al. Filtering procedures for untargeted LC-MS metabolomics 

data. BMC bioinformatics 20, 334; 10.1186/s12859-019-2871-9 (2019). 

112. Abe, Y. et al. Improved phosphoproteomic analysis for phosphosignaling and 

active-kinome profiling in Matrigel-embedded spheroids and patient-derived 

organoids. Sci Rep 8, 29; 10.1038/s41598-018-29837-1 (2018). 

113. Zhang, Y., Lukacova, V., Reindl, K. & Balaz, S. Quantitative characterization 

of binding of small molecules to extracellular matrix. Journal of Biochemical and 

Biophysical Methods 67, 107–122; 10.1016/j.jbbm.2006.01.007 (2006). 

114. Giobbe, G. G. et al. Extracellular matrix hydrogel derived from decellularized 

tissues enables endodermal organoid culture. Nat Commun 10, 246; 

10.1038/s41467-019-13605-4 (2019). 

115. Gil de la Fuente, Alberto et al. Knowledge-based metabolite annotation tool. 

CEU Mass Mediator. Journal of pharmaceutical and biomedical analysis 154, 

138–149; 10.1016/j.jpba.2018.02.046 (2018). 

116. Gil-de-la-Fuente, A. et al. CEU Mass Mediator 3.0. A Metabolite Annotation 

Tool. Journal of proteome research 18, 797–802; 10.1021/acs.jproteome.8b00720 

(2019). 

117. Hughes, C. S., Postovit, L. M. & Lajoie, G. A. Matrigel. A complex protein 

mixture required for optimal growth of cell culture. Proteomics 10, 1886–1890; 

10.1002/pmic.200900758 (2010). 

118. CHAUDHURI, N. K., MONTAG, B. J. & HEIDELBERGER, C. Studies on 

fluorinated pyrimidines. III. The metabolism of 5-fluorouracil-2-C14 and 5-

fluoroorotic-2-C14 acid in vivo. Cancer research 18, 318–328 (1958). 

119. Longley, D. B., Harkin, D. P. & Johnston, P. G. 5-fluorouracil. Mechanisms of 

action and clinical strategies. Nature reviews. Cancer 3, 330–338; 

10.1038/nrc1074 (2003). 

120. HEIDELBERGER, C. et al. Fluorinated pyrimidines, a new class of tumour-

inhibitory compounds. Nature 179, 663–666; 10.1038/179663a0 (1957). 

121. Zhang, N., Yin, Y., Xu, S.-J. & Chen, W.-S. 5-Fluorouracil. Mechanisms of 

resistance and reversal strategies. Molecules (Basel, Switzerland) 13, 1551–

1569; 10.3390/molecules13081551 (2008). 



Literaturverzeichnis | 53 

 

122. Sumner, L. W. et al. Proposed minimum reporting standards for chemical 

analysis Chemical Analysis Working Group (CAWG) Metabolomics Standards 

Initiative (MSI). Metabolomics : Official journal of the Metabolomic Society 3, 211–

221; 10.1007/s11306-007-0082-2 (2007). 

123. Grem, J. L. 5-Fluorouracil. Forty-plus and still ticking. A review of its preclinical 

and clinical development. Investigational new drugs 18, 299–313; 

10.1023/a:1006416410198 (2000). 

124. Ser, Z. et al. Targeting One Carbon Metabolism with an Antimetabolite 

Disrupts Pyrimidine Homeostasis and Induces Nucleotide Overflow. Cell reports 

15, 2367–2376; 10.1016/j.celrep.2016.05.035 (2016). 

125. Chong, L. & Tattersall, M.H.N. 5,10-Dideazatetrahydrofolic acid reduces 

toxicity and deoxyadenosine triphosphate pool expansion in cultured L1210 cells 

treated with inhibitors of thymidylate synthase. Biochemical Pharmacology 49, 

819–827; 10.1016/0006-2952(94)00458-X (1995). 

126. Houghton, J. A., Tillman, D. M. & Harwood, F. G. Ratio of 2'-deoxyadenosine-

5'-triphosphate/thymidine-5'-triphosphate influences the commitment of human 

colon carcinoma cells to thymineless death. Clinical cancer research : an official 

journal of the American Association for Cancer Research 1, 723–730 (1995). 

127. O'Dwyer, P. J. et al. Phase I trial of the thymidylate synthase inhibitor AG331 

as a 5-day continuous infusion. Clinical cancer research : an official journal of the 

American Association for Cancer Research 2, 1685–1692 (1996). 

128. Rafi, I. et al. Preclinical and phase I clinical studies with the nonclassical 

antifolate thymidylate synthase inhibitor nolatrexed dihydrochloride given by 

prolonged administration in patients with solid tumors. Journal of clinical oncology 

: official journal of the American Society of Clinical Oncology 16, 1131–1141; 

10.1200/JCO.1998.16.3.1131 (1998). 

129. Peters, G. J., Laurensse, E., Leyva, A. & Pinedo, H. M. Purine nucleosides as 

cell-specific modulators of 5-fluorouracil metabolism and cytotoxicity. European 

journal of cancer & clinical oncology 23, 1869–1881; 10.1016/0277-

5379(87)90053-8 (1987). 

130. Tanigawara, Y., Nishimuta, A., Otani, Y. & Matsuo, M. METHOD FOR 

DETERMINING SENSITIVITY TO FLUOROURACIL IN A SUBJECT HAVING 

COLORECTAL CANCER (Sept. 19). 



54 | Literaturverzeichnis 

 

131. Hills, D. C., Cotten, M. L. & Horowitz, J. Isolation and characterization of two 

5-fluorouracil-substituted Escherichia coli initiator methionine transfer ribonucleic 

acids. Biochemistry 22, 1113–1122; 10.1021/bi00274a019 (1983). 

132. Dobrzyńska, I., Szachowicz-Petelska, B., Sulkowski, S. & Figaszewski, Z. 

Changes in electric charge and phospholipids composition in human colorectal 

cancer cells. Molecular and cellular biochemistry 276, 113–119; 10.1007/s11010-

005-3557-3 (2005). 

133. Dueck, D. A. et al. The modulation of choline phosphoglyceride metabolism in 

human colon cancer. Molecular and cellular biochemistry 162, 97–103; 

10.1007/bf00227535 (1996). 

134. Kurabe, N. et al. Accumulated phosphatidylcholine (16:0/16:1) in human 

colorectal cancer; possible involvement of LPCAT4. Cancer science 104, 1295–

1302; 10.1111/cas.12221 (2013). 

135. Weindl, D., Wegner, A., Jäger, C. & Hiller, K. Isotopologue ratio normalization 

for non-targeted metabolomics. Journal of chromatography. A 1389, 112–119; 

10.1016/j.chroma.2015.02.025 (2015). 

136. Cebo, M., Fu, X., Gawaz, M., Chatterjee, M. & Lämmerhofer, M. Micro-

UHPLC-MS/MS method for analysis of oxylipins in plasma and platelets. Journal 

of pharmaceutical and biomedical analysis 189, 113426; 

10.1016/j.jpba.2020.113426 (2020). 

137. Luo, X. & Li, L. Metabolomics of Small Numbers of Cells. Metabolomic 

Profiling of 100, 1000, and 10000 Human Breast Cancer Cells. Analytical 

chemistry 89, 11664–11671; 10.1021/acs.analchem.7b03100 (2017). 

138. Li, M., Alnouti, Y., Leverence, R., Bi, H. & Gusev, A. I. Increase of the LC-

MS/MS sensitivity and detection limits using on-line sample preparation with large 

volume plasma injection. Journal of chromatography. B, Analytical technologies in 

the biomedical and life sciences 825, 152–160; 10.1016/j.jchromb.2005.03.047 

(2005). 

139. Galani, J. H. Y., Houbraken, M., van Hulle, M. & Spanoghe, P. Comparison of 

electrospray and UniSpray, a novel atmospheric pressure ionization interface, for 

LC-MS/MS analysis of 81 pesticide residues in food and water matrices. 

Analytical and bioanalytical chemistry 411, 5099–5113; 10.1007/s00216-019-

01886-z (2019). 



Literaturverzeichnis | 55 

 

140. Berset, J.-D., Brenneisen, R. & Mathieu, C. Analysis of llicit and illicit drugs in 

waste, surface and lake water samples using large volume direct injection high 

performance liquid chromatography--electrospray tandem mass spectrometry 

(HPLC-MS/MS). Chemosphere 81, 859–866; 

10.1016/j.chemosphere.2010.08.011 (2010). 

141. Gao, L. et al. Simultaneous quantification of malonyl-CoA and several other 

short-chain acyl-CoAs in animal tissues by ion-pairing reversed-phase HPLC/MS. 

Journal of chromatography. B, Analytical technologies in the biomedical and life 

sciences 853, 303–313; 10.1016/j.jchromb.2007.03.029 (2007). 

142. Kumar, A., Heaton, J. C. & McCalley, D. V. Practical investigation of the 

factors that affect the selectivity in hydrophilic interaction chromatography. Journal 

of chromatography. A 1276, 33–46; 10.1016/j.chroma.2012.12.037 (2013). 

143. van Midwoud, P. M., Rieux, L., Bischoff, R., Verpoorte, E. & Niederländer, H. 

A. G. Improvement of recovery and repeatability in liquid chromatography-mass 

spectrometry analysis of peptides. Journal of proteome research 6, 781–791; 

10.1021/pr0604099 (2007). 

144. Kammeijer, G. S. M. et al. Dopant Enriched Nitrogen Gas Combined with 

Sheathless Capillary Electrophoresis-Electrospray Ionization-Mass Spectrometry 

for Improved Sensitivity and Repeatability in Glycopeptide Analysis. Analytical 

chemistry 88, 5849–5856; 10.1021/acs.analchem.6b00479 (2016). 

 



56 | Danksagung 

 

4. Danksagung 

An erster Stelle möchte ich Herrn Prof. Dr. Matthias Schwab für die Möglichkeit 

danken, meine Dissertation als Stipendiatin am Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut 

für Klinische Pharmakologie in Stuttgart anzufertigen und auch weiter an diesem 

innovativen Institut forschen zu dürfen. Zudem danke ich für die Bereitschaft, meine 

Dissertation als Betreuer seitens der Eberhard Karls Universität Tübingen zu 

übernehmen und die dafür investierte Zeit und Mühe. 

Herrn Prof. Dr. Lämmerhofer danke ich für die Übernahme des zweiten Gutachtens 

seitens der Eberhard Karls Universität Tübingen und das Interesse an meiner Arbeit. 

Ein ganz besonderer Dank gilt Dr. Mathias Haag für die intensive Betreuung in den 

vergangenen drei Jahren. Dafür, dass er immer ein offenes Ohr für Fragen hatte, mir 

mit Rat und Tat zur Seite stand und stets ein guter Diskussionspartner war. Danke für 

die Geduld und alles was ich lernen durfte. 

Zudem danke ich der gesamten Arbeitsgruppe Analytik für die gute 

Arbeitsatmosphäre, insbesondere Dr. Thomas Mürdter, Dr. Ute Hofmann und Markus 

König, die mir in technischen und analytischen Fragestellungen immer beiseite 

standen. 

Dr. Thomas Mürdter gilt zudem mein Dank für die gute Zusammenarbeit während der 

Erstellung der zweiten Publikation. 

Besonders danken möchte ich meinem Freund Dirk, der mich immer und in jeder 

Lebenslage unterstützt und natürlich Frau Dr. Nicole Janssen „for outstanding social 

competence and communication abilities“…du bist eine gute Freundin geworden! 



Lebenslauf | 57 

 

5. Lebenslauf 

Persönliche Daten  Sylvia Karin Neef 

    Geboren am 11.01.1987 in Esslingen am Neckar 

Promotion 

Seit November 2017 Dissertation zum Thema „Entwicklung und Anwendung 

von Methoden zur metabolischen Phänotypisierung von 

Formalin-fixiertem, Paraffin-eingebettetem Gewebe und 

Tumor-Organoiden“ am Dr. Margarete Fischer-Bosch-

Institut für Klinische Pharmakologie in Stuttgart  

Studium und Ausbildung 

05/2016 – 05/2017 Praktikum der Lebensmittelchemie (2. Staatsexamen) 

am Landesuntersuchungsamt Rheinlandpfalz 

Lebensmittelchemische Institute Speyer und Koblenz 

10/2011 – 03/2016  Studium der Lebensmittelchemie Diplom/1. Staatsexamen 

an der Technischen Universität Kaiserslautern  

Diplomarbeit: „Gaschromatographische Bestimmung 

flüchtiger Schwefelverbindungen in Wein mittels 

Stabilisotopenverdünnungsassay ohne massenselektive 

Detektion“, verfasst am Dienstleistungszentrum Ländlicher 

Raum Rheinpfalz (DLR) in Neustadt a. d. Weinstraße 

09/2006 – 07/2008  Kerschensteinerschule Stuttgart-Feuerbach 

Berufskolleg zur Chemisch-technischen Assistentin 

09/1997 – 05/2006  Freie Waldorfschule Engelberg 

Abschluss: Fachhochschulreife 

Berufstätigkeit 

06/2017 – 11/2017  Prüfleiterin Rückstandsanalytik  

  Eurofins Agroscience Services EcoChem GmbH, 

   Niefern-Öschelbronn 

11/2012 – 01/2016 Wissenschaftliche Hilfskraft am Lehrstuhl für 

Thermodynamik, Technische Universität Kaiserslautern 



58 | Lebenslauf 

 

03/2012 – 04/2012  Werkstudentin im Labor für Mykotoxinanalytik, 

Abteilung RK, Chemisches und 

Veterinäruntersuchungsamt Stuttgart 

08/2008 – 09/2011  Technische Assistentin im Labor für Mykotoxinanalytik, 

Abteilung RK, Chemisches und 

Veterinäruntersuchungsamt Stuttgart 

Auszeichnungen 

2017 Steinhofer-Preis 2016 für ein herausragendes Diplom in 

Lebensmittelchemie 

10/2014 – 03/2016   Förderung als Deutschlandstipendiatin durch die BASF SE 



Anhang | 59 

 

6. Anhang 

 Akzeptierte Publikationen 

 Akzeptierte Publikation 1:  

Optimized protocol for metabolomic and lipidomic profiling in formalin-fixed 

paraffin-embedded kidney tissue by LC-MS 

Sylvia K. Neef a, Stefan Winter a, Ute Hofmann a, Thomas E. Muerdter a
, Elke 

Schaeffeler a,g
, Heike Horn a, Achim Buck d, Axel Walch d, Jörg Hennenlotter e, German 

Ott a,b
, Falko Fend e,f

, Jens Bedke e, Matthias Schwaba,c,g and Mathias Haaga,* 

a  Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institute of Clinical Pharmacology, Stuttgart, Germany and University 
of Tübingen, Tübingen, Germany 

b  Department of Clinical Pathology, Robert-Bosch Hospital, Stuttgart, Germany 

c  Departments of Clinical Pharmacology, Pharmacy and Biochemistry University Tübingen, Tübingen, 
Germany 

d  Research Unit Analytical Pathology, Helmholtz Zentrum München, Neuherberg, Germany 

e  Department of Urology, University Hospital Tübingen, Tübingen, Germany 
f  Institute of Pathology and Neuropathology, University Hospital Tübingen, Tübingen, Germany  
g  iFIT Cluster of Excellence (EXC2180) “Image Guided and Functionally Instructed Tumor Therapies”, 

University of Tübingen, Tübingen, Germany 
 

Analytica Chimica Acta 2020,1134, 125–135; doi: 10.1016/j.aca.2020.08.005 

 

  



60 | Anhang 

 



Anhang | 61 

 



62 | Anhang 

 



Anhang | 63 

 



64 | Anhang 

 



Anhang | 65 

 



66 | Anhang 

 



Anhang | 67 

 



68 | Anhang 

 



Anhang | 69 

 



70 | Anhang 

 

 
  



Anhang | 71 

 



72 | Anhang 

 



Anhang | 73 

 



74 | Anhang 

 



Anhang | 75 

 



76 | Anhang 

 



Anhang | 77 

 



78 | Anhang 

 



Anhang | 79 

 



80 | Anhang 

 



Anhang | 81 

 



82 | Anhang 

 



Anhang | 83 

 



84 | Anhang 

 



Anhang | 85 

 



86 | Anhang 

 

 



Anhang | 87 

 

 Akzeptierte Publikation 2:  

Metabolic Drug Response Phenotyping in Colorectal Cancer Organoids by LC-

QTOF-MS 

Sylvia K. Neef 1,#, Nicole Janssen 1,#, Stefan Winter 1, Svenja K. Wallisch 1, Ute 
Hofmann 1, Marc H. Dahlke 1,2, Matthias Schwab 1,3,4, Thomas E. Mürdter 1,# and 
Mathias Haag 1,# 

1  Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institute of Clinical Pharmacology, Stuttgart, Germany and University 
of Tuebingen, Tuebingen, Germany 

2  Department of Surgery, Robert-Bosch Hospital, Stuttgart, Germany 
3  Departments of Clinical Pharmacology, and of Pharmacy and Biochemistry, University of Tuebingen, 

Tuebingen, Germany 
4  Cluster of Excellence iFIT (EXC 2180) „Image-Guided and Functionally Instructed Tumor Therapies“, 

University of Tuebingen, Germany 
#  contributed equally 

 

Metabolites 2020, 10, 494; doi: 10.3390/metabo10120494 

  



88 | Anhang 

 



Anhang | 89 

 



90 | Anhang 

 



Anhang | 91 

 



92 | Anhang 

 



Anhang | 93 

 



94 | Anhang 

 



Anhang | 95 

 



96 | Anhang 

 



Anhang | 97 

 



98 | Anhang 

 



Anhang | 99 

 



100 | Anhang 

 



Anhang | 101 

 



102 | Anhang 

 



Anhang | 103 

 



104 | Anhang 

 

 
  



Anhang | 105 

 



106 | Anhang 

 



Anhang | 107 

 



108 | Anhang 

 



Anhang | 109 

 



110 | Anhang 

 



Anhang | 111 

 



112 | Anhang 

 

 
  



Anhang | 113 

 

 



114 | Anhang 

 



Anhang | 115 

 



116 | Anhang 

 



Anhang | 117 

 



118 | Anhang 

 



Anhang | 119 

 



120 | Anhang 

 



Anhang | 121 

 



122 | Anhang 

 



Anhang | 123 

 



124 | Anhang 

 



Anhang | 125 

 



126 | Anhang 

 



Anhang | 127 

 



128 | Anhang 

 



Anhang | 129 

 



130 | Anhang 

 



Anhang | 131 

 



132 | Anhang 

 



Anhang | 133 

 



134 | Anhang 

 



Anhang | 135 

 



136 | Anhang 

 



Anhang | 137 

 



138 | Anhang 

 



Anhang | 139 

 



140 | Anhang 

 



Anhang | 141 

 



142 | Anhang 

 



Anhang | 143 

 



144 | Anhang 

 



Anhang | 145 

 



146 | Anhang 

 



Anhang | 147 

 



148 | Anhang 

 



Anhang | 149 

 



150 | Anhang 

 



Anhang | 151 

 



152 | Anhang 

 



Anhang | 153 

 



154 | Anhang 

 

 



Anhang | 155 

 

 Manuskript in Vorbereitung 

Performance comparison of narrow-bore and capillary liquid-chromatography 
for non-targeted metabolomics profiling of small sample amounts by LC-QTOF-
MS 

Sylvia K. Neef 1, Stefan Winter 1, Ute Hofmann 1, Thomas E. Mürdter 1, Matthias 
Schwab 1,2,3 and Mathias Haag 1 

1  Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institute of Clinical Pharmacology, Stuttgart, Germany and University 
of Tuebingen, Tuebingen, Germany 

2  Departments of Clinical Pharmacology, and of Pharmacy and Biochemistry, University of Tuebingen, 
Tuebingen, Germany 

3  Cluster of Excellence iFIT (EXC 2180) „Image-Guided and Functionally Instructed Tumor Therapies“, 
University of Tuebingen, Germany 

  



156 | Anhang 

 



Anhang | 157 

 



158 | Anhang 

 



Anhang | 159 

 



160 | Anhang 

 



Anhang | 161 

 



162 | Anhang 

 



Anhang | 163 

 



164 | Anhang 

 



Anhang | 165 

 



166 | Anhang 

 



Anhang | 167 

 



168 | Anhang 

 



Anhang | 169 

 



170 | Anhang 

 



Anhang | 171 

 



172 | Anhang 

 

 


