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Metabolomics

Eva kann sich verschiedener Methoden bedienen, um jenen Zeitpunkt innerhalb ihres Menstru-

ationszyklus zu bestimmen, der sich als glinstig erweist, schwanger zu werden. Auch die Bestim-

mung flichtiger Biomarker ist in mehrerlei Hinsicht zielfihrend: Eine Analyse biogener VOCs gibt
Aufschluss tber die Fruchtbarkeit.

Von Guido Deul3ing

V\/enn es um die Partnerwahl geht, folgt Homo sa-
piens weniger dem, was er sieht, als vielmehr dem,
was seine Nase registriert. Des Menschen Riechorgan ist
vielseitig begabt; es nimmt sowohl offenkundig Olfak-
torisches wahr, als auch Pheromone, die das Gegeniiber
quasi geruchsfrei emittiert und Organismen auf eine fiir
sie unbewusste Weise kommunizieren lisst. Die dem
Frauenkoérper entstromenden fliichtigen organischen
Verbindungen (VOC:s), die in der Lage sind, des Mannes
Begierde zu triggern, entstammen dem Metabolismus
weiblicher Sexualhormone; deren wichtigste Vertreter
sind die Ostrogcnc und Progesteron. Diese Hormone
steuern den weiblichen Menstruationszyklus und beein-
flussen die Fruchtbarkeit der Frau. Es lisst sich damit,
quasi evolutionsbiologisch erkliren, warum Frauen wih-
rend ihrer fruchtbaren Tage von der minnlichen Nase
als besonders anziehend wahrgenommen werden. Inzwi-
schen hat man auch erkannt, warum manche Frau res-
pektive ihr individueller Kérpergeruch bei Miannern bes-
ser ankommt als der Geruch einer anderen Frau: Auf den
Mann besonders anziehend wirken Damen mit hohem
Ostrogenspiegel und niedrigen Progesteronwerten [1].

Weibliche Fruchtbarkeit im Blick

Ein Hormonspiegel mit viel Ostrogen und wenig Pro-
gesteron zeugt also von Fruchtbarkeit. Diese bleibt indes
nicht ein Leben lang auf einem konstant hohen Level,
sondern nimmt mit dem Alter ab. Biologisch ldsst sich das
so erkliren, dass das Verhiltnis der Sexualhormone sich
zuungunsten der Ostrogene verschiebt. Diese Tatsache
kontrastiert mit dem Wunsch nicht weniger Frauen, den
Zeitpunkt einer Schwangerschaft frei zu wihlen und die
Mutterschaft den Lebensbedingungen individuell anzu-
passen. Das funktioniert, solange Mutter Natur mitspielt.
Bei mancher Frau aber ist der Weg in die Schwanger-
schaft steinig und schwierig: Fiir geschitzt 1,6 Millionen
Frauen in den USA im Alter bis 44 Jahre erweise sich der
Versuch, auf natirliche Weise schwanger zu werden, als
bleibende Herausforderung, meint Stephanie Marie Ong
von der Arizona State University, USA [2].

Obgleich sich der US-amerikanische Markt fir
Fruchtbarkeitsdiagnostik mit 3,5 Milliarden US-Dollar
beziffern lasse, gelinge es laut Ong nicht, verldssliche Aus-
sagen liber die Wahrscheinlichkeitzu machen,ob eine Frau
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1. grundsitzlich und 2. mit zunehmendem Lebensalter
schwanger werden kénne. Zwar gelinge es, die Zeit des
Eisprungs (Ovulation) auf unterschiedliche Weise recht
genau zu ermitteln (und damit auch den optimalen Zeit-
punkt fiir den Zeugungsakt), zum Beispiel vermittels Ba-
saltemperaturmessung, Kalendermethode sowie spezieller
Ultraschall- oder endokrinologischer Untersuchungen.
Allen gebriuchlichen klinischen und daheim durchzu-
fithrenden Methoden gemein sei jedoch, schreibt Ong,
dass sie eben nur einen einzigen Zeitpunkt bewerteten.
Ihnen fehle das Vermégen, ,Verdnderungen im hormo-
nellen Stoftwechsel tiber die Zeit hinweg zu quantifizie-
ren®, was es erleichtern wiirde, generelle Aussagen tber die
Fruchtbarkeit zu treffen. Noch gibt es viele offene Fragen
hinsichtlich der Ovulation und der physiologischen Gege-
benheiten sowie iiber zeitlich limitierende Faktoren. Die
richtigen Antworten darauf zu finden, konnte helfen, ei-
nen wichtigen Beitrag zu leisten, die Reproduktionsfitness
der Frau zu erhéhen, ist Ong tiberzeugt.

Analytisches Set-up fiir
Metabolismus-Studie gesucht

Um zu verstehen, was fir die Entwicklung eines Lo-
sungsansatzes erforderlich ist, braucht es Methoden, mit
denen sich Reproduktionshormone in Echtzeit tiber die
Dauer der reproduktiven Jahre einer Frau bestimmen las-
sen, schreibt Ong in ihrer Masterarbeit [2]. Dies konne
zum Beispiel gelingen, indem man die dem hormonellen
Stoftwechsel entstammenden Metaboliten analysiert. Die
Beurteilung der Gesamtheit aller Metaboliten in biologi-
schen Proben (Metabolomics) habe sich bereits in anderen
Fillen zur Diagnose hormonell bedingter Erkrankungen
als sinnvoll und niitzlich herausgestellt.

Eine Metabolismus-Studie verlangt den Einsatz eines
Analyseverfahrens, das es ermdglicht, die statistisch rele-
vante grofle Zahl biologischer Proben, in denen sich die
potenziell fliichtigen Metaboliten befinden, auf effiziente
und zeitlich akzeptable Weise zu vermessen [3]. Als geeig-
net erweisen sich Urin, Speichel und Blut. Ong wihlte als
Probenbasis Harn, der sich auf einfachste Weise, ohne den
Probengeber tiber Gebiihr zu belasten, in hinreichend gro-
Rer Menge gewinnen ldsst. Extrahiert wurde mittels au-
tomatisierter Festphasenmikroextraktion (SPME), fiir die
Analyse kam ein GCxGC-TOF-MS-System zum Ein-
satz. Zur Entwick-
lung einer ersten
Datenbasis sammel-
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Nicht wenige Frauen wollen sich nicht dem

Ticken der biologischen Uhr unterwefen,
sondern ihren Kinderwunsch nach individuel-
len Gesichtspunkten erftillen, und zwar dann,
wenn der aus ihrer Sicht richtige Zeitpunkt
gekommen ist. Mutter Natur hat jedoch den
zeitlichen Rahmen, in dem eine Schwanger-
schaft maéglich ist, limitiert.

te Ong tiber 28 Tage
tiglich Urinproben
von zehn Frauen im
Alter von 18 bis 28 Jahren un-
terschiedlicher Herkunft; keine

Darstellung eines GC/MS-Systems mit GERSTEL-Multi-
PurposeSampler (MPS robotic), vergleichbar jenem, das
Stephanie Marie Ong von der Arizona State University in den USA
fur ihre Metabolismus-Studie zur Bestimmung von Biomarkern der
weiblichen Fruchtbarkeit verwendet hat.
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der Probandinnen nahm die Pille oder andere Medika-
mente, die das Hormongleichgewicht hitten stéren und
die Analysenresultate verfilschen kénnen.

Ziel sei es gewesen, die fliichtigen Metaboliten, die mit
den Sexualhormonen korrelieren, im Verlauf eines ganzen
Menstruationszyklus zu monitoren. Vor der Probennahme
(Mittelstrahlurin), die unter maximal sterilen Bedingun-
gen erfolgte, durften die Frauen zwei Stunden lang keine
Nahrung zu sich nehmen. Die Proben wurden innerhalb
von vier Stunden nach der Probennahme aliquotiert und
bei -80 °C gelagert. Um Kontaminationen zu vermeiden,
die das Ergebnis der Messung hitten beeintrichtigen
oder verfilschen kénnen, verwendete Ong fiir die Analy-
se VOC-freie mit PTFE/Silikon-Kappen verschlossene
10-mL-Vials, die zuvor getrennt zw6lf Stunden bei 100
°C gelagert wurden, um den VOC-Hintergrund zu re-
duzieren. Etwa eine Stunde vor der Analyse wurden sie
auf Raumtemperatur gebracht und
mit einem Milliliter der kurz zuvor
gemixten Probe beschickt. Die Vials
wurden verschlossen und auf dem
gekihlten Probenteller des verwen-
deten Analysenroboters (GERS-
TEL-MultiPurposeSampler, MPS)
bei 4 °C bis zur Analyse autbewahrt.
Bei 60 °C wurden die Urinproben
dann fiunf Minuten lang mit 250 U/
min geschittelt und inkubiert. Die
Extraktion der flichtigen Metabo-
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Rotes Fleisch fordert
des Mannes Libido

Rotes Fleisch belebt das Liebesleben des Mannes und beeinflusst sein
Paarungsverhalten. Das haben Studien mit 1.600 Mannern in Australien,
den USA und GroRbritannien ergeben. Demnach entscheide sich der
Mann bei der Mentauswahl eher fir ein Fleischgericht, wenn neben
dem Wunsch, Status und Reichtum auszustrahlen, auch die Motivation
vorhanden sei, einen Paarungspartner zu finden. Die durchfiihrenden
Forscherinnen Eugene Y. Chan und Natalina Zlatevska erkldren ihre Be-
obachtung so: ,Die Verbindung zwischen Fleisch und Status beruht auf
evolutiondren Ursachen des Konsums. Hohlenbewohner verzehrten
Fleisch, um stark, gesund und kraftvoll genug zu sein, die unwirtliche
Umgebung zu Uberstehen. Konigshaus und Adel konsumierten auch
deshalb Fleisch, weil es Reichtum zur Schau stellte” Villig gegensétzlich
zum Verhalten des Mannes zeige sich jenes der Frau: Bei dem Versuch,
Manner fir sich zu interessieren, setze das weibliche Geschlecht auf
Ausstrahlung und eine vegetarische Emahrungsweise. GD
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liten aus dem Dampfraum tber der Probe erfolgte mit-
tels SPME unter Verwendung einer mit 30/50 pm DVB/
CAR/PDMS beschichteten Faser. Vor jeder Probenex-
traktion wurde die Faser zehn Minuten lang bei 270 °C
ausgeheizt. Extrahiert wurde bei 60 °C fiir die Dauer von
60 Minuten, wobei die Probe gleichzeitig mit 250 U/min
geschiittelt wurde. Anschliefend wurde die Faser fiir fiinf
Minuten bei 250 °C im GC-Injektor positioniert und es
wurden die Analyten auf die GC-Sdule tberfihrt. Simt-
liche Schritte von der Probenvorbereitung bis zur Proben-
aufgabe wurden vom MPS automatisiert ausgefiihrt.

Ong fiihrte die Trennung der Analyten unter Einsatz
eines zweidimensionalen Siulensatzes (GCxGC; Restek)
aus (Siule 1: Rxi-624Sil MS [60 m x 250 pm x 1,4 pm],
Sédule 2: Stabilwax [1 m x 250 pm x 0,5 pm]). Die Siulen
wurden unabhingig voneinander aufgeheizt. Das Tempe-
raturprogramm von Sdule 1 gestaltete sich wie folgt: 50 °C
(2 min) — 5 °C/min — 225 °C (2 min) — 30 °C/min — 230 °C
(30 min). Die zweite Siule wurde mit einer Verschiebung
von 5 °C relativ zum Primirofen aufgeheizt. Die Detek-
tion erfolgte mit einem Time-of-Flight-Massenspektro-
meter (TOF-MS/MS). Ein Quad-Jet-Modulator wurde
mit 2-s-Modulationsperioden (0,5 s heifle und 0,5 s kalte

24

Pulse) verwendet, und zwar mit einem Versatz von +15 °C
relativ zum Sekundirofen. Als Trigergas wurde Helium
mit einem Fluss von 2 mL/min eingesetzt. Die Massen-
spektren wurden erfasst bei 100 Hz iber einen Bereich
von m/z = 35 bis 550. Die Datenerfassung erfolgte mit der
ChromaTOF-Software (Leco).

Gute Resultate und eine
Basis fiir weitere Forschung

Die oben beschriebenen Methodenparameter insbeson-
dere hinsichtlich des eingesetzten Probenvolumens und
der Extraktionsdauer hat Ong nach eigenen Angaben vor
Beginn der eigentlichen Messung optimiert. Die Methode
wurde von ihr tiglich kalibriert. Insgesamt identifizier-
te Ong im Urin der Probandinnen 935 unterschiedliche
Analyten. Darunter waren zehn Verbindungen, die sich im
Urin aller Probandinnen befunden haben und die sich nach
entsprechender statistischer Auswertung als Schlisselana-
lyten fiir den weiblichen Menstruationszyklus bezeichnen
lassen. Namentlich handelt es sich unter anderem um O-
Cymen, 4,7-Dimethylbenzofuran, 3-Octen-2-on, Butyl-
cyclobutan, 2,2-Dimethylbutanal sowie 2-Hexylfuran u.
a., die insbesondere in der fruchtbaren Zeit einen deutlich
Anstieg zeigten und damit potenziell als Biomarker fiir
die Fruchtbarkeit der Frau herangezogen werden kénnten
beziehungsweise die eine statistische Signifikanz zeigten
in Korrelation zu hormonellen Veridnderungen, schreibt
Ong. Kiinftig sollen die zehn Schliisselverbindungen bei
der Untersuchung unabhingiger Datensitze validiert und
auf ihre Robustheit untersucht werden.

Die Extraktion der fliichtigen Metaboliten aus dem Headspace erfolgte
mittels SPME unter Verwendung einer DVB/CAR/PDMS-beschichteten
Faser.
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