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1 EINLEITUNG

1.1 Lipide

Als Lipide werden Verbindungen bezeichnet, die sich durch ihre schlechte Loslichkeit in
wissrigen Losungsmitteln und gute Loslichkeit in organischen Lésungsmitteln auszeichnen
(Loffler 2004). Eine genauere Klassifikation wurde von Fahy et al. vorgenommen, die Lipide
als hydrophobe oder amphiphatische Molekiile definieren, die teilweise oder zur Génze durch
die Kondensation von Thioestern und/oder Isopren-Einheiten entstanden sind (Fahy et al.

2005). Die Lipidklassen mit Beispielen sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Einteilung der Lipide

Kategorie Beispiele
Fettsduren Palmitinsdure, Arachidonsiure
Glycerolipide Triacylglycerole
Glycerophospholipide | Phosphatidylcholin
Sphingolipide Sphingomyelin
Sterole Cholesterin
Prenole Vitamin A
Saccharolipide Lipopolysaccharide
Polyketide Aflatoxin B1

Lipide haben vier Hauptaufgaben; sie dienen als Energiespeicher und Warmeisolatoren im
Fettgewebe, bilden Zellmembranen, sind Vitamine und spielen wichtige Rollen in der

Signaltransduktion (Lottspeich 1998).

1.1.1 Fettsauren

Fettsduren sind Carbonsduren mit einer Kettenlénge von vier bis 36 Kohlenstoffatomen. In
héheren Organismen treten groBtenteils geradzahlige, unverzweigte Fettsduren mit einer
Kettenldnge von 12-26 Kohlenstoffatomen auf. Man unterscheidet gesittigte Fettsduren, die
keine Doppelbindungen enthalten, und ein- und mehrfach ungeséttigte Fettsduren, die eine

oder mehrere Doppelbindungen, meist in der cis-Konfiguration, besitzen.

In der Schreibweise fiir Fettsduren wird die Anzahl der Kohlenstoffatome durch einen
Doppelpunkt von der Anzahl der Doppelbindungen getrennt (z.B. 18:0 fiir Stearinséure, eine
gesittigte Fettsdure mit 18 Kohlenstoffatomen; oder 20:4 fiir Arachidonsiure, eine mehrfach

ungesittigte Fettsdure mit 20 Kohlenstoffatomen und vier Doppelbindungen).
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In einer alternativen Bezeichnung wird das Kohlenstoffatom nach der Carboxylgruppe als
a(Alpha)-Kohlenstoff und das Kohlenstoffatom am Methylende der Fettsdure als w(Omega)-
Kohlenstoff bezeichnet. Als Omega-3-Fettsdure wird somit eine Fettsdure bezeichnet, die eine

Doppelbindung zwischen dem dritt- und viertletzten Kohlenstoffatom besitzt.

Linolsdure (eine Omega-6-Fettsdure) und Linolensdure (eine Omega-3-Fettsdure) konnen
vom menschlichen Ko&rper nicht selbst synthetisiert werden. Sie werden als essentielle
Fettsduren bezeichnet und miissen mit der Nahrung aufgenommen werden (Nelson & Cox

2009).

Fettsduren sind in veresterter Form Bestandteil vieler anderer Lipidklassen (D. Voet et al.

2002).

1.1.2 Glycerolipide

Glycerolipide besitzen als Grundgertist Glycerin (1,2,3-Propantriol), das mit einer, zwei oder
drei Fettsduren verestert ist, wodurch sich Mono-, Di- oder Triacylglycerole ergeben.
Triacylglycerole (TG) konnen durch Hydrolyse unter Abspaltung freier Fettsduren in
Diacylglycerole (DG) und diese weiter in Monoacylglycerole (MG) umgewandelt werden.
Triacylglycerole dienen der Energiespeicherung und werden im Korper in Adipocyten
(Fettzellen) gespeichert. Bei Bedarf werden durch Lipasen Fettsduren abgespalten, die zur

Energiegewinnung verwendet werden (Lottspeich 1998; Nelson & Cox 2009).

1.1.3 Glycerophospholipide

Ein Glycerinmolekiil, das am ersten und zweiten Kohlenstoffatom mit einer oder zwei
Fettsduren und am dritten Kohlenstoff mit einem Phosphatrest verbunden ist, wird als
Glycerophospholipid oder Phospholipid bezeichnet. Phospholipide kénnen am Phosphatrest
mit einer weiteren Kopfgruppe verbunden sein, anhand derer sie weiter eingeteilt werden.
Abbildung 1 zeigt die Struktur ausgewéhlter Phospholipide. Phospholipide kénnen sich zu

Phospholipiddoppelschichten zusammenlagern und so Zellmembranen bilden.
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hydrophil

hydrophob

Phosphatidat Phosphatidyl- Phosphatidyl- Phosphatidyl- Phosphatidyl-
cholin ethanolamin serin inositol

Abbildung 1: Phospholipide (Loffler 2004)

1.1.4 Sphingolipide
Sphingolipide bestehen aus einem Aminoalkohol (z.B. D-erythro-Sphingosin, Sphinganin
oder 4-Hydroxysphinganin), einer Fettsdure und einer Kopfgruppe. Je nach Kopfgruppe

werden Ceramide, Sphingomyeline und Glycosphingolipide unterschieden.

Bei Ceramiden ist Sphingosin iiber Sdureamidbindung mit einer Fettsdure verbunden.

Ceramide sind an der Regulation von Zellteilung und Zelldifferenzierung beteiligt.

Sphingomyeline sind an der Hydroxygruppe des Sphingosins mit Phosphocholin oder
Phosphoethanolamin verbunden und &hneln in ihrer Struktur den Glycerophospholipiden. Sie
kommen in der Myelinscheide, einer Membranscheide, die die Fortsétze von Nervenzellen

umgibt, vor.

Glycosphingolipide besitzen als Kopfgruppe ein oder mehrere Zuckermolekiile. Cerebroside
tragen ein einzelnes Zuckermolekiil, Ganglioside hingegen komplexe Oligosaccharide

(Nelson & Cox 2009; Loffler 2004).
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1.1.5 Sterole

HO

Abbildung 2: Strukturformel von Cholesterin
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/9a/Cholesterol.svg)

Sterole besitzen ein Steroidgrundgeriist aus vier fusionierten Kohlenstoffringen.

Zu den Sterolen gehort Cholesterin (Abbildung 2), das im menschlichen Korper eine wichtige
Rolle fiir Struktur und Fluiditdt von Membranen spielt, und eine wichtige Vorstufe fiir

Steroidhormone (Geschlechtshormone, Gluco- und Mineralcorticoide) und Gallenséuren ist.

Gallensduren sind Cholesterinester, die in der Leber hergestellt werden und eine wichtige
Rolle bei der Fettverdauung spielen. Sie emulgieren Fette und ermoglichen so deren

Resorption (Nelson & Cox 2009; D. Voet et al. 2002; Fahy et al. 2005).

Auch Vitamin D, das im Calciumstoffwechsel eine wichtige Rolle spielt, gehort zu den

Sterolen und wird aus 7-Dehydroxycholesterin synthetisiert.

1.1.6 Prenole
Zu den Prenolen gehoren die fettldslichen Vitamine A, E und K. Vitamin A (Retinol) ist ein
Sehpigment, Vitamin E und seine Derivate dienen als Antioxidantien und Vitamin K ist

wichtig fiir die Blutgerinnung (Fahy et al. 2005; Nelson & Cox 2009).

1.1.7 Saccharolipide

Sind Fettsduren mit einem Zuckerriickgrat verbunden, spricht man von Saccharolipiden. Zu
diesen gehort das Lipopolysaccharid (LPS), ein Bestandteil der Zellwand gramnegativer
Bakterien (Fahy et al. 2005).

1.1.8 Polyketide
Zu den Polyketiden gehoren beispielsweise das Antibiotikum Tetracyclin oder das Mycotoxin

Aflatoxin (Nelson & Cox 2009).
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1.2 Struktur und biologische Funktion von Phosphatidsaure und

Lysophosphatidsdiure

Phosphatidsidure (PA) ist das am einfachsten aufgebaute Phospholipid. Es besteht aus einem
Glycerin-Riickgrat, das an der sn-3-Position mit Phosphorsdure und an der sn-1- und sn-2-
Position mit je einer Fettsdure verestert ist. PA hat im Unterschied zu anderen Phospholipiden

keine Kopfgruppe und bestitzt daher eine konische Form (Kooijman et al. 2005).

Die Synthese von Phosphatidsdure kann entweder von Glycerol-3-Phosphat oder von
Dihydroxyacetonphosphat ausgehen. Glycerol-3-Phosphat wird zu 1-Acyl-Glycerol-3-
Phosphat (=Lysophosphatidsidure, LPA) umgewandelt und weiter zu Phosphatidsdure acyliert.
Dihydroxyacetonphosphat wird zu 1-Acyl-Dihydroxyacetonphosphat umgewandelt und dann
zu 1-Acyl-Glycerol-3-Phosphat reduziert. LPA wird durch eine weitere Acylierung zu
Phosphatidsdure umgewandelt. Die Synthese aus Glycerol-3-Phosphat kann von
Prokaryonten, Pflanzen, Hefen und Eukaryonten durchgefiihit werden, wéhrend die
notwendigen Enzyme fiir die Synthese aus Dihydroxyacetonphosphat nur in Hefen und

Séugetieren vorkommen (Athenstaedt & Daum 1999).

Phosphatidsdure ist die zentrale Synthesevorstufe fiir andere Phospholipide und Neutrallipide
und spielt somit eine wichtige Rolle sowohl bei der Bildung von Zellmembranen als auch im
Energiestoffwechsel (Abbildung 3). Aufgrund dieser Rolle als Intermediat im
Lipidstoffwechsel sind die Konzentrationen von Phosphatidsidure sehr niedrig und machen nur

etwa 1 % des zelluldren Lipidgehalts aus (Shin & Loewen 2011).

Glucose
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Abbildung 3: Zentrale Rolle von Phosphatidséure im Lipidstoffwechsel (Loewen 2012)

Phosphatidsédure ist ein wichtiges Signalmolekiil, in dieser Funktion wird es meist durch

Phospholipase D, durch Abspaltung der Kopfgruppe von einem anderen Phospholipid,
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synthetisiert. In seiner Signalfunktion hat PA  beispielsweise Einfluss auf
Zellwachstum, -proliferation und Membranfluiditit (Wang et al. 2006; Kooijman et al. 2005).
Die Termination dieser Signalwege und der Abbau von Phosphatidsdure zu
1,2-Diacylglycerol und Phosphat wird durch Phosphatidat-Phosphatase (PAP) katalysiert
(Athenstaedt & Daum 1999).

Abbildung 4: Strukturformel von Lysophosphatidsédure
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lysophosphatidic_acid.svg)

Lysophosphatidsdure (Abbildung 4) hat die gleiche chemische Grundstruktur wie
Phosphatidsdure, besitzt aber nur einen Fettsdurerest. Im Unterschied zu anderen
Phospholipiden ist LPA aufgrund seiner hohen Polaritit wasserloslich. LPA kann entweder
aus PA durch die Hydrolyse eines Fettséurerestes, katalysiert durch Phospholipase A1 oder
Phospholipase A2, entstechen, oder durch die Abspaltung der Cholin-Kopfgruppe von
Lysophosphatidylcholin (LPC) durch Phospholipase D (Autotaxin) (Aoki et al. 2002).

Plasma-Konzentrationen von LPA sind sehr gering (<100 nM), kénnen jedoch im Laufe von
Schwangerschaften oder bestimmten Krankheiten (Ovarialkarzinom, Prostatakrebs) ansteigen.
LPA stimuliert Zellproliferation und -migration und wirkt dabei iiber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren an der Zelloberflache. Die Inaktivierung von exogenem LPA erfolgt durch Lipid-
Phosphat-Phosphohydrolasen unter Entstehung von Monoacylglycerol (Mills & Moolenaar
2003; Umezu-Goto et al. 2002; Goldsmith et al. 2011).
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1.3 Chromatographie und HPLC

Die Chromatographie kann als physikalisches Trennverfahren, bei dem Analyten zwischen
zwel Phasen verteilt werden, betrachtet werden. Eine Phase ruht und wird als stationédre Phase
bezeichnet, die andere Phase bewegt sich durch die stationidre Phase und wird mobile Phase
genannt. Die  Trennung erfolgt unter anderem  aufgrund unterschiedlicher

Verteilungskoeffizienten der zu trennenden Stoffe zwischen den beiden Phasen (Meyer 2006).

Je nach Art der Verteilung und der Phasenzustinde der stationéren und mobilen Phase (fest,
fliissig oder gasformig) ergeben sich verschiedene Kombinationen, beispielsweise
Diinnschicht-, Sdulen-, Gas- oder lonenaustauschchromatographie. HPLC (high pressure
liquid chromatography, Hochleistungsfliissigkeitschromatographie) ist eine
Weiterentwicklung der klassischen Fliissigkeitschromatographie, bei der verbesserte
Materialien und Fertigungstechniken anspruchsvollere Trennleistungen ermoglichten (Falbe

& Regitz 1998).

1.3.1 Komponenten einer HPLC-Anlage
In Abbildung 5 sind die prinzipiellen Komponenten einer HPLC-Anlage dargestellt.

g BEEE| vent, sprice,

Probenflaschchen

Pumpe Séule

3 wll‘{‘.'); B

o - BE
S P astsenyies

Detektor Datensystem

mobile
Phase .| Abfall

Abbildung 5: Schematischer Aufbau einer HPLC-Anlage (Meyer 2006)

1.3.1.1 Mobile Phase
Die Verteilung der Analyten zwischen der mobilen und der stationdren Phase wird im
Wesentlichen durch die Stirke der polaren Wechselwirkungen zwischen den Analyten und

der mobilen und stationidren Phase bestimmt.
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Wird eine polare stationdre Phase und eine unpolare mobile Phase verwendet, spricht man
von Normalphasenchromatographie (NP). Polare Verbindungen eluieren aufgrund ihrer

starken Wechselwirkungen mit der stationiren Phase spéter als unpolare.

Umkehrphase (Reversed Phase, RP), bedeutet, dass eine unpolare stationdre Phase und eine
polare mobile Phase verwendet wird. In diesem Modus eluieren polare Verbindungen frither

als apolare (Lindsay 1996).

Es ist auch moglich, eine polare stationdre Phase in Kombination mit einer relativ polaren
mobilen Phase zu verwenden. Der Retentionsmechanismus bei diesem Modus, der als HILIC
(Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) bezeichnet wird, ist komplizierter als bei
NP- oder RP-Chromatographie und noch nicht eindeutig erforscht. Es wird jedoch
angenommen, dass die Trennung darauf beruht, dass sich an den polaren Gruppen der
stationdren Phase eine benetzende Wasserschicht bildet und die Analytenmolekiile sich je
nach ihrer Polaritdt zwischen dem apolaren Teil der mobilen Phase und der Wasserschicht an
der stationdren Phase verteilen. Hierbei spielen sowohl Dipol-Dipol-Interaktionen als auch

Wasserstoffbriickenbindungen eine Rolle (Buszewski & Noga 2012).

Bleibt wihrend einer chromatographischen Trennung die Zusammensetzung der mobilen
Phase konstant, spricht man von isokratischer Elution. Andert sie sich, handelt es sich um
Gradientenelution. Gradientenelution ist beispielsweise dann notwendig, wenn die Analyten
ein breites Spektrum an Polaritét abdecken, sodass eine isokratische Trennung nicht oder nur

sehr schwer moglich ist (Lindsay 1996).

1.3.1.2 Pumpe
Die Aufgabe der Pumpe besteht darin, die mobile Phase durch die Siule zu beférdern. Sie
muss in der Lage sein, selbst bei hohen Drucken (bis iiber 1000 bar) den eingestellten

Losungsmittelfluss konstant zu halten (Meyer 2010).

1.3.1.3 Autosampler

Ein Autosampler ist fiir die Aufgabe der Probe in den Lésungsmittelfluss verantwortlich. In
modernen Autosamplern konnen viele Proben gekiihlt gelagert und automatisiert

nacheinander analysiert werden (Meyer 2006).

1.3.1.4 Séule
In der HPLC-S4ule, deren Hiille meist aus Edelstahl besteht, befindet sich die stationdre
Phase, meist in Form pordser, sphérischer Kieselgelteilchen. Diese kleinen Teilchen, die

Durchmesser von weniger als 2 pm besitzen konnen, setzen dem Losungsmittelstrom einen
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betrichtlichen Widerstand entgegen, wodurch in der Sédule ein sehr hoher Gegendruck

bestehen kann (Lindsay 1996).

Die meisten Séulen bestehen aus Silica (Kieselgel), das freie Silanol (OH-)-Gruppen besitzt
und dadurch sehr polar ist, oder aus chemisch modifiziertem Silica, bei denen die
OH-Gruppen z.B. mit einem Alkohol verbunden sind. Beim unpolaren C18-Typ ist das
Kieselgel mit ODS (Octadecylsilan) modifiziert.

Einer analytischen HPLC-Sdule kann eine Vorsdule vorgeschalten werden, die eine
Verschmutzung der analytischen Sdule durch Verunreinigungen vermindert (Lindsay 1996;

Meyer 2010).

1.3.1.5 Detektor
Nach dem Austritt aus der Sdule (Elution) werden die chromatographisch getrennten

Probenmolekiile durch einen Detektor registriert.

Es gibt viele verschiedene Arten von Detektoren, beispielsweise UV-Absorptionsdetektoren,
Diodenarraydetektoren, Fluoreszenzdetektoren, elektrochemische Detektoren,

Brechungsindexdetektoren oder Massenspektrometer (Lindsay 1996).

1.3.2 Das Chromatogramm

Das Ergebnis einer chromatographischen Trennung ist das Chromatogramm, hier wird auf
der x-Achse die Zeit und auf der y-Achse das Detektorsignal, das proportional der Menge des
Analyten ist, aufgetragen. Die Zeit, nach der eine Substanz aus der Sdule austritt, wird als
Retentionszeit bezeichnet und ist ein charakteristisches Merkmal fiir diese Substanz (Lindsay

1996). Abbildung 6 zeigt das Chromatogramm einer Trennung mehrerer Phospholipidklassen.
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Abbildung 6: Chromatogramm eines Phospholipid-Gemisches
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1.4 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist ein analytisches Verfahren, bei dem Ionen entsprechend ihres

Masse-Ladungs-Verhéltnisses (m/z-Verhéltnis) aufgetrennt und detektiert werden.

Ein Massenspektrometer besteht aus einer lonenquelle, in der Ionen erzeugt werden, einem
Analysator, in dem die Ionen nach ihrem Masse-Ladungs-Verhiltnis aufgetrennt werden und

einem Detektor, der die entstandenen Ionen registriert (Falbe & Regitz 1998).

1.4.1 lIonisationsmethoden

Die Wahl der verwendeten lonisationsmethode ist unter anderem von der Art und dem
Phasenzustand der zu analysierenden Substanz abhéngig. Liegen die Analyten in geldster
Form vor, muss gleichzeitig mit der lonisation das Losungsmittel verdampft werden; dazu
kann ESI oder APCI verwendet werden, selbst eine Kopplung von Chromatographie mit
MALDI ist moglich (Perlman et al. 2007). EI und CI hingegen kdnnen nur in Kombination

mit einer gaschromatographischen Trennung verwendet werden.

Je nach verwendetem Ionisationsmodus konnen entweder positive oder negative lonen
erzeugt werden. Im positiven lonisationsmodus konnen beispielsweise protonierte lonen
(m/z= [M+H]") oder Addukte, zB. Ammoniumaddukte (m/z=[M+NH4]"), generiert
werden. Dem Losungsmittel wird oft eine schwache organische Sdure zugegeben, um die
Protonierung zu begiinstigen. Im negativen Modus wird im Allgemeinen ein Proton
abgespalten (m/z=[M-H]) oder es kommt zu Adduktbildung (z.B. [M+CH3COO] bei
entsprechenden Losungsmitteladditiven) (Falbe & Regitz 1998; Ashcroft).

1.4.1.1 Elektronenionisation (EI)

Elektronen kollidieren in der lonenquelle mit Analyt-Molekiilen; durch die hohe kinetische
Energie der Elektronen (70 eV) wird ein Elektron aus dem Molekiil entfernt und es entstehen
Radikal-Kationen. Es handelt sich hierbei um eine harte Ionisierungstechnik, bei der kaum

noch Molekiilionen zu beobachten sind (Herbert & Johnstone 2003).

1.4.1.2 Chemische Ionisation (CI)

In der Ionenquelle befindet sich Methan im Uberschuss, das von einem Elektronenstrahl

ionisiert wird. Dadurch entstehen Carboniumionen (CHs'), die ein Proton auf
Analytenmolekiile iibertragen konnen, wodurch protonierte Analyt-lonen entstehen. CI ist
eine weiche lonisierungstechnik, bei der Fragmentierungsreaktionen in den Hintergrund treten

(Herbert & Johnstone 2003).
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1.4.1.3 Atmospheric-Pressure Chemical Ionization (APCI)

Die Analytenlosung wird durch eine meist erhitzte Edelstahlkapillare befordert; das
Losungsmittel wird durch eine Kombination von hoher Temperatur und Tragergasfluss
verdampft. In der Verdampfungskammer befindet sich eine Nadel-Elektrode, die durch
Koronaentladung Losungsmittelmolekiile und Analytmolekiile ionisiert. Ionisierte
Losungsmitteltropfchen konnen weiters chemisch mit Analytmolekiilen reagieren, um diese

zu ionisieren. Die Ionisierung findet in der Gasphase statt (Prakash et al. 2007).

1.4.1.4 Matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI)

Die Probe ist in einer Matrix eingebettet und wird mit einem UV-Laser beschossen. Die
Energie des Lasers wird von der Matrix absorbiert und teilweise auf die Probenmolekiile
iibertragen, sodass neutrale und ionisierte (protonierte oder deprotonierte) Matrix- und
Probenbestandteile entstehen. MALDI wird hauptsichlich fiir die massenspektrometrische

Analytik von Proteinen und Peptiden verwendet (Knochenmuss 2006).

1.4.1.5 Elektrospray-Ionisation (ESI)

Im Unterschied zu den anderen Ionisierungstechniken findet bei Elektrospray die Ionisierung
in der fliissigen Phase statt. Im Eluat befinden sich zugegebene ionische Additive, wodurch
Ladungstrager bereits vorhanden sind. Die Losung wird durch eine Stahlkapillare gepumpt,
an deren Ende ein elektrisches Potential angelegt wird. Erreicht die Fliissigkeit das Ende der
Kapillare, bildet sich durch die Kombination von Oberflichenspannung und elektrostatischer
Anziehung der sogenannte , Taylor Cone“; die Fliissigkeitsoberfliche lduft kegelformig
zusammen. Von der Spitze dieses Kegels werden einzelne Fliissigkeitstropfchen freigesetzt,
die aus Losungsmittel, Analyt-Molekiilen und Ladungstrigern bestehen. Der Elektrospray-
Prozess ist schematisch in Abbildung 7 dargestellt. Fiir die Entstehung von Ionen wihrend
des ESI-Prozesses gibt es zwei Modelle, das charge residue model und das ion evaporation
model: Nach dem ion evaporation model fiihrt das Verdampfen von Losungsmittel zu einer
Verringerung der Radien der Tropfchen. Die Tropfchen werden immer kleiner, bis die
Feldstidrke an der Oberfliche ausreichend grof ist, dass einzelne lonen in die Gasphase
desorbiert werden. Das charge residue model besagt, dass wihrend des Elektrospray-
Prozesses Tropfchen entstehen, die nur ein Analyt-Ion enthalten, welche nach dem
Verdampfen des Losungsmittels freigesetzt werden. Dieses Modell erkliart die Stabilitdt
nonkovalenter Komplexe (,,Addukte), da diese durch das Verdampfen des Losungsmittels

gekiihlt und somit stabilisiert werden.
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Capillary

Abbildung 7: Schema der Elektrospray-Ionisation
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c9/Taylor_cone.jpg)

ESI wird als ,,sanfte* Ionisationsart bezeichnet; die entstehenden Ionen befinden sich nicht in
einem angeregten Zustand und werden durch den Ionisierungsprozess weitgehend nicht
fragmentiert. Weitere Vorteile sind die geringe chemische Spezifitit und die Moglichkeit zur

einfachen Kopplung mit Fliissigkeitschromatographie (Fenn et al. 1989; Wilm 2011).

1.4.2 Nieder- und hochauflésende Massenspektrometrie
Unter Auflosung versteht man in der Massenspektrometrie den Unterschied im Masse-
Ladungs-Verhiltnis, der mit einem Massenspektrometer messbar ist. Die Formel fiir die

Auflésung lautet:

R...Auflésung
M...m/z-Wert

Wiéhrend dieser Wert frither anhand zweier gleich hoher, nebeneinander liegenden Peaks
berechnet wurde, wird er heute meist durch FWHM (Full Width at Half Maximum) bestimmt,

was die Peakbreite (in m/z) bei der halben Peakhdhe im Spektrum bezeichnet.

Ist ein Massenspektrometer in der Lage, m/z 1000 und m/z 1001 als zwei voneinander
getrennte Signale zu messen, betrdgt seine Auflosung 1000. Mit derselben Auflosung konnen
aber auch m/z 100,0 und m/z 100,1 getrennt voneinander gemessen werden. Die Auflosung ist
massenabhingig, daher muss bei ihrer Angabe immer der entsprechende m/z-Wert angegeben
werden. Beispielsweise wird die maximale Auflosung eines LTQ-FT-Massenspektrometers
der Firma Thermo Scientific von 1 000 000 fiir m/z-Werte von 400 angegeben; bei hoheren
Werten ist sie entsprechend geringer (Thermo Fisher Scientific Inc. 2007b).

Quadrupol- und Ionenfallen-Massenspektrometer besitzen ,,Einheitsauflosung®, das bedeutet,
dass die Nachkommastellen nicht mehr prizise gemessen werden konnen (HolCapek et al.

2012). Andere Bauarten, beispielsweise TOF-, Orbitrap- und besonders FT-ICR-
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Massenspektrometer erreichen viel hohere Auflosungen, die Werte von iiber 1000 000
annehmen konnen. Gleichzeitig bieten sie auch sehr hohe Massengenauigkeit, was bedeutet,
dass das theoretische und das gemessene m/z-Verhiltnis nur um einen sehr geringen Wert
voneinander abweichen (<2 ppm). Dies ermdglicht Analysetechniken, bei der aus dem
gemessenen m/z-Verhiltnis auf die elementare Zusammensetzung geschlossen werden kann.
Dafiir sind jedoch eine entsprechend hohe Auflosung und Massengenauigkeit notig

(Scigelova et al. 2011).
1.4.3 Arten von Massenspektrometern

1.4.3.1 Sektorfeldgerite
Beim altesten Typ von Massenspektrometern werden Ionen in einem Magnetfeld nach ihrem

m/z-Verhiltnis unterschiedlich stark abgelenkt (Falbe & Regitz 1998).

1.4.3.2 Quadrupol-Massenspektrometer

Quadrupol-Analysatoren bestehen aus vier im Idealfall hyperbolischen Stabelektroden
(Quadrupole), die parallel angeordnet sind. An jedes Paar gegeniiberliegender Elektroden
wird eine Gleichspannung angelegt, die von einer variablen Wechselspannung iiberlagert
wird. Im Raum zwischen den Quadrupolen entsteht ein elektrisches Feld, in dem sich die
Ionen auf einer korkenzieherartigen Bahn bewegen. Nur Ionen eines bestimmten
m/z-Verhiltnisses konnen das System passieren, alle anderen besitzen eine instabile Flugbahn
und treffen auf die Elektroden, an denen sie entladen werden. Durch Verdnderung der
angelegten Spannungen ist es moglich, dass nur Ionen eines bestimmten m/z-Verhiltnisses
zum Detektor gelangen. Bei Triple-Quadrupol-Massenspektrometern sind drei Quadrupole
hintereinander angeordnet, was besondere Analysetechniken ermoéglicht (Falbe & Regitz

1998; Herbert & Johnstone 2003).

1.4.3.3 Ionenfallen

Ahnlich wie bei Quadrupol-Massenspektrometern befinden sich die Ionen auch hier in einem
Quadrupolfeld; bei Ionenfallen ist es jedoch moglich, alle Ionen in einem bestimmten
m/z-Bereich im Quadrupolfeld zu halten. Dort verlieren sie durch Kollision mit
Heliummolekiilen kinetische Energie (sie werden ,,gekiihlt) und konnen nun nach ihrem
m/z-Verhiltnis nacheinander ausgeworfen und detektiert werden. Wéhrend die Trennung von
Ionen in einem Quadrupol-Massenspektrometer also auf massenselektiver Stabilitit beruht,
arbeitet eine lonenfalle nach dem Prinzip der massenselektiven Instabilitit. lonenfallen sind
weiters zur Durchfiihrung von Tandem-Massenspektrometrie und MS"-Experimenten fahig.

Dabei wird das Kiihlungsgas gleichzeitig als Kollisionsgas benutzt (March 1997).
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1.4.3.4 Time Of Flight (TOF)-Massenspektrometer

Die lonen werden durch einen Spannungsstofl beschleunigt und bewegen sich durch eine

evakuierte Flugrohre, an deren Ende sich ein Detektor befindet. Da die Geschwindigkeit der
Ionen nur von ihrer kinetischen Energie und ihrer Masse abhingig ist, kann aus der Flugzeit

das m/z-Verhiltnis berechnet werden (Falbe & Regitz 1998).

1.4.3.5 Fourier-Transform-lonen-Zyklotron-Resonanz-Massenspektrometer (FT-ICR-MS)

Eine technisch sehr aufwindige Form der Massenspektrometrie ist die FT-ICR-
Massenspektrometrie. Sie basiert auf der Bestimmung des m/z-Verhiltnisses durch Fourier-
Transformation. Ionen werden in ein starkes Magnetfeld (z.B. 7 T) eingebracht und bewegen
sich auf Kreisbahnen. Dabei hidngt ihre Rotationsfrequenz nur von der Stidrke des
Magnetfeldes und dem m/z-Verhiltnis ab. Die lonen werden nun durch ein elektrisches Feld
angeregt, wodurch sich ihr Radius vergroBert. Sie bewegen sich an Detektorplatten vorbei und
induzieren in diesen eine Spannung. Durch Fourier-Transformation der iiberlagerten
Frequenzen konnen nun mit sehr hoher Genauigkeit die Masse-Ladungs-Verhiltnisse
bestimmt werden. FT-ICR-Massenspektrometer konnen sehr hohe Massenauflosungen
erreichen, erfordern jedoch eine aufwindige Kiihlung der supraleitenden Magnete mit

flissigem Helium (Marshall & Hendrickson 2002).

1.4.3.6 Orbitrap-Massenspektrometer

Im Unterschied zu FT-ICR-Massenspektrometern basieren Orbitrap-Massenspektrometer
nicht auf Oszillationen der Ionen in einem Magnetfeld, sondern in einem elektrostatischen
Feld. Das Herzstiick einer Orbitrap besteht aus einer zylindrischen Auflenelektrode und einer
spindelformigen Innenelektrode. Ionen werden tangential zu diesen Elektroden eingebracht
und bewegen sich, abhingig von ihrem m/z-Verhiltnis, zwischen den beiden Elektroden. Die
Frequenzen der Oszillationen entlang der z-Achse der Elektroden ist nur von ihrem
m/z-Verhiltnis abhéngig und wird, dhnlich wie bei FT-ICR-Massenspektrometern, durch
Fourier-Transformation bestimmt. Orbitrap-Massenspektrometer erreichen sehr hohe
Auflésungen (bis zu 240 000), wobei zu beachten ist, dass (wie auch bei FT-ICR-
Massenspektrometern) die Zykluszeit mit der Auflosung steigt (Makarov 2000; Hu et al.
2005; Thermo Fisher Scientific Inc. 2011).

1.4.4 Detektion
Bei den meisten Typen von Massenspektrometern erfolgt die Detektion durch einen
Elektronenvervielfacher, der unselektiv alle auftreffenden Ionen detektiert. Die Detektion ist

mit der Entladung der Ionen verbunden. Bei FT-ICR- und Orbitrap-Massenspektrometern
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hingegen erfolgt die Detektion durch Vorbeibewegung der lonen an Detektorplatten. Die

Detektion der Ionen fiihrt nicht zu ihrer Entladung.

1.4.5 Scanmodi

1.4.5.1 Fullscan
Im Fullscan entsteht ein komplettes Massenspektrum des/der Analyten. In einem
Massenspektrum (Abbildung 8) wird auf der x-Achse das m/z-Verhiltnis und auf der y-Achse
die Intensitdt aufgetragen, wobei der Peak mit der hochsten Intensitdt als Basispeak
bezeichnet wird.
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Abbildung 8: Massenspektrum; Basispeak bei m/z 535,34

1.4.5.2 Tandem-Massenspektrometrie

Ionenfallen-, Triple Quadrupol- und verschiedene Hybrid-Massenspektrometer sind zu
Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) fihig. In einem Triple-Quadrupol sind drei
Quadrupole in Serie angeordnet. Der erste und der dritte Quadrupol dienen als Massenfilter,
die selektiv nur Ionen eines bestimmten m/z-Verhéltnisses durchlassen. Der zweite Quadrupol
wird als Kollisionskammer benutzt. Hier werden eintreffende Ionen durch kollisionsinduzierte
Dissoziation (collision induced dissociation, CID) gespalten. Hierbei kollidieren Analyt-lonen
mit Molekiilen eines Kollisionsgases, wobei Energie iibertragen wird und intramolekulare

Bindungen gespalten werden. Auf diese Weise entsteht aus einem Vorlduferion (parent ion,
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precursor ion) ein Produktion (product ion). Die Anzahl der Ladungen kann sich dabei nicht
verdndern; aus einem Vorlduferion, daseine Ladung trégt, kann nur ein geladenes Produktion
(und ein oder mehrere ungeladene Neutralteilchen) entstehen. Die Analyse derartiger
Zerfallsreaktionen wird als Tandem-Massenspektrometrie bezeichnet (Thermo Fisher
Scientific Inc. 2010a; Thermo Electron Corporation 2003) und ermoglicht verschiedene

Analysemodi:

Im Product Ion Scan (Abbildung 9) werden im ersten Quadrupol nur Ionen eines bestimmten
m/z-Verhiltnisses durchgelassen, die im zweiten Quadrupol fragmentiert werden. Im dritten

Quadrupol werden die entstandenen Produktionen analysiert (Pulfer & Murphy 2003).
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Abbildung 9: Product Ion Scan (Thermo Fisher Scientific Inc. 2010b)

In einem Precursor Ion Scan (Abbildung 10) werden alle Ionen angezeigt, bei deren
Fragmentierung ein bestimmtes Produktion entsteht. Dadurch ist es moglich, Verbindungen
mit einer gemeinsamen Struktur, z.B. bestimmte Phospholipide, zu analysieren (Pulfer &

Murphy 2003).
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Abbildung 10: Precursor Ion Scan (Thermo Fisher Scientific Inc. 2010b)
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Im Neutral Loss Scan (Abbildung 11) wird der Verlust eines ungeladenen Teilchens
beobachtet. In einem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer sind dazu der erste und der dritte
Quadrupol jeweils um einen bestimmen Wert versetzt, der der Masse der gemeinsamen
abgespaltenen Gruppe entspricht (z.B. CO,, H,O, bei Lipiden auch ganze Kopfgruppen)
(Thermo Electron Corporation 2003; Pulfer & Murphy 2003).
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Abbildung 11: Neutral Loss Scan (Thermo Fisher Scientific Inc. 2010b)

Der Scanmodus mit der hochsten Spezifitit ist der SRM(Selected Reaction Monitoring)-
Modus. Hier wird die Fragmentierung eines bestimmten Vorlduferions zu einem bestimmten
Produktion beobachtet. SRM ermoglicht sehr kurze Zykluszeiten und wird oft zur

Spurenanalyse verwendet (Thermo Electron Corporation 2003).

1.4.5.3 Data Depentent Acquisition

Bei Verwendung von Data Dependent Acquisition (DDA) kann festgelegt werden, welche
Analysen beim Eintreten bestimmter Kriterien durchgefiihrt werden. Dies kann z.B. zur
Strukturaufklarung verwendet werden, indem von allen Ionen, die eine bestimmte Intensitét
iiberschreiten, automatisch Produktionenspektren aufgenommen werden (Thermo Electron

Corporation 2003).
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1.5 Schwierigkeiten bei der Analyse von PA und LPA

1.5.1 Extraktion

Phosphatidsdure und Lysophosphatidsdure gehoéren zu den polarsten Phospholipiden.
Standard-Protokolle fiir die Lipidextraktion (z.B. nach Bligh and Dyer oder nach Folch)
beruhen auf einer besseren Loslichkeit von Lipiden in Chloroform als in Wasser. Im
entstehenden zweiphasigen System besteht die organische Phase aus Chloroform und den
darin gelosten Lipiden und die wissrige Phase aus einem Wasser-Methanol-Gemisch und
darin geldsten polaren Substanzen (z.B. Kohlenhydraten) (Folch et al. 1957; Bligh & Dyer
1959).
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Abbildung 12: Ladungszustiande von Phosphatidsdure in Abhingigkeit vom pH-Wert
(http://www.avantilipids.com/images/PKA/PA _TON_SM.gif)

Abbildung 12 zeigt das lonisationsverhalten von Phosphatidsdure. Abhéngig vom pH-Wert
und dem Protonierungszustand der beiden Hydroxygruppen kann Phosphatidsdure in drei
verschiedenen Ladungszustinden vorliegen; ungeladen, einfach oder zweifach negativ
geladen. Der pKa-Wert entspricht dem pH-Wert, bei dem die Hélfte der jeweiligen

Hydroxygruppen protoniert bzw. deprotoniert sind.

Phosphatidsédure ist bei einem pH-Wert von 4 bis 7 einfach negativ und ab einem pH-Wert
von 9 zur Génze zweifach negativ geladen. Werden klassische Extraktionsmethoden (nach
Folch oder nach Bligh and Dyer) verwendet, hat das Extraktionsgemisch einen pH-Wert von
ca. pH 5. Bei diesem pH-Wert ist Phosphatidsidure einfach negativ geladen (ionisch) und

wiirde sich somit besser in der wéssrigen Phase als in der organischen Phase (Chloroform)
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16sen, was zu einer schlechten Extraktionseffizienz fithren kann. Lysophosphatidséure besitzt
die gleichen protonierbaren Gruppen am Phosphatrest, sollte also ein vergleichbares
lonisationsverhalten zeigen. Da die Gesamtpolaritit eines Analyten neben dem
Protonierungszustand der Kopfgruppe auch von der Anzahl der Kohlenstoffatome und
Doppelbindungen der Fettsdurereste abhéngt, ist es wahrscheinlich, dass Lysophosphatidsdure

dennoch eine andere Extraktionseffizienz zeigt wie Phosphatidsdure.

1.5.2 Chromatographische Trennung

Im Unterschied zu anderen Phospholipiden besitzen sowohl Phosphatidsdure als auch
Lysophosphatidsdure einen Phosphatrest am Glycerolgeriist, der mit keiner weiteren
Kopfgruppe verbunden ist. Verbindungen mit einer endstindigen Phosphatgruppe (dazu
gehoren neben  Phosphatidsiure und Lysophosphatidsdure  beispielsweise  auch
Nukleosidphosphate) tendieren dazu, mit Edelstahloberflichen zu interagieren und
ungewiinschte Peakverbreiterung hervorzurufen (Wakamatsu et al. 2005; Myint et al. 2009).
HPLC-Systeme besitzen Edelstahlbauteile im Injektionssystem (Injektionsnadel, Sample
Loop), an denen sich u.a. phosphorylierte Verbindungen anhaften kénnen (Thermo Fisher
Scientific Inc. 2007a). Weiters sind die Hochdruckleitungen in einer HPLC-Anlage
(Verbindungen zwischen Pumpe und Sdule) aus Edelstahl, um dem hohen Druck standhalten
zu konnen (Thermo Electron Corporation 2006). Auch der Einlass in die Ionenquelle des
Massenspektrometers (ESI-Nadel) ist aus Edelstahl (Thermo Fisher Scientific Inc. 2008).
Vermutlich besteht auch die Innenseite der Trennsdule aus Edelstahl. Mit all diesen Bauteilen
konnen Phosphatidsédure und Lysophosphatidsdure interagieren, was zu einer unerwiinschten

Peakverbreiterung (Tailing) fiihrt.

1.5.3 Detektion

Die massenspektrometrische Detektion von Phosphatidsdure erfolgt meist im negativen
Modus ([M—H] -Ionen), obwohl auch positiv geladene [M+H] -Ionen beobachtet werden
konnen (Pulfer & Murphy 2003; Scherer et al. 2010). Wahrend andere Phospholipide durch
die Abspaltung ihrer Kopfgruppe als Neutralteilchen oder Produktion selektiv detektiert
werden konnen, besitzen Phosphatidsdure und Lysophosphatidsédure keine charakteristischen
Kopfgruppe oder Fragmente. Im negativen Modus konnen, wie bei anderen Phospholipiden,
die Fettsdurereste als Carboxylat-Anionen detektiert werden und so Riickschliisse auf die
Fettsdurezusammensetzung getroffen werden. Weiters kann PA und LPA auch durch einen
Precursor Ion Scan von m/z 153 detektiert werden. Dieses lon entspricht zyklischem
Glycerolphosphat nach einer Wasserabspaltung; kann jedoch auch von allen anderen

Phospholipiden gebildet werden und ist daher nicht spezifisch fiir Phosphatidsidure (Pulfer &
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Murphy 2003; Ejsing et al. 2006; Shan, S. Li, et al. 2008). Der Einsatz hochaufldsender
Massenspektrometer ermdglicht eine eindeutige Identifizierung aufgrund der elementaren
Zusammensetzung, welche durch Analyse des Fragmentspektrums noch zusétzlich

abgesichert werden kann (H. C. Kofeler et al. 2012).

1.5.4 Isotopenkorrektur

Bei der Verwendung von NP-HPLC bzw. HILIC, bei der Lipidklassen nach ihrer polaren
Kopfgruppe aufgetrennt werden und innerhalb der Klasse keine oder nur geringe
chromatographische Auftrennung aufgrund unterschiedlicher Kettenlingen bzw. Anzahl der
Doppelbindungen erfolgt, muss beachtet werden, dass es zu Isotopeniiberlappungen kommen
kann. Phospholipide bestehen aufgrund ihrer Fettsdureketten iiberwiegend aus Kohlenstoff
und Wasserstoff. Wihrend die relative Haufigkeit von Deuterium (*H) vernichldssigbar
gering ist (0,0115 %), kommt BC zu 1,07 % in der Umwelt vor (De Laeter et al. 2003). Mit
einer bestimmten Wahrscheinlichkeit, die sich aus der Anzahl der Kohlenstoffatome ergibt,
wird in ein Phospholipid ein'’C-Atom statt einem '*C-Atom eingebaut und die Atommasse
erhoht sich um eine Einheit. Diese natiirliche Isotopenverteilung ist in einem Massenspektrum
am Auftreten sogenannter ,,Isotopenpeaks® sichtbar. Abbildung 13 zeigt das Massenspektrum
von PA 24:0. Der Basispeak ist das [M—H] —lon bei m/z 535,34; die Peaks bei m/z 536,34
und m/z 537,35 sind die Isotopenpeaks, die ein bzw. zwei *C-Atome beinhalten.
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Abbildung 13: Isotopenverteilung von PA 24:0
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Zu Isotopeniiberlappung kommt es, wenn Verbindungen, die sich durch eine Doppelbindung
unterscheiden, gleichzeitig eluieren. Beispielsweise betrdgt die monoisotopische Masse von
PA 34:1 (Phosphatidsdure mit 34 Kohlenstoffatomen und einer Doppelbindung im
Fettsdurerest) 674,47 Da. Die monoisotopische Masse von PA 34:2, welches eine
Doppelbindung mehr besitzt, betrdgt 672,46 Da. Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Molekiil
PA 34:2 zwei *C-Atome beinhaltet, also zwei Da schwerer und somit die gleiche nominale
Masse wie PA 34:1 besitzt, betrdgt 9,9 %. In einem Massenspektrum dieser beiden
Phospholipide sind neben den beiden Molekiilionen ([M—H]") bei m/z 673,48 und m/z 671,48
auch die [M("C))-H] -Isotopenpeaks bei m/z674,49 und m/z 672,47 sichtbar
(Abbildung 14). Der M(" C,)-HJ -Isotopenpeak von PA 34:2 bei m/z 673,48 ist zwar nicht
mehr als solcher erkennbar, da er vom Molekiilionenpeak von PA 34:1 iiberlagert wird; er
tragt jedoch zur Intensitéit des Peaks bei m/z 673,48 bei. Im Falle einer Quantifizierung muss
der Beitrag von PA 34:2 zur Intensitit des Peaks von PA 34:1 abgezogen werden, um das
Ergebnis nicht zu verfilschen.
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Abbildung 14: Massenspektrum von PA 34:1 und PA 34:2 mit Isotopenpeaks

Ab einer bestimmten Auflosung, die fiir ausgewalte Lipidspezies in Tabelle 2 dargestellt ist,
koénnen die [M("’C,)-H] -Isotopenpeaks von der Verbindung mit einer Doppelbindung

weniger unterschieden werden.
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Tabelle 2: Notige Auflosung, um Isosopenpeaks zu unterscheiden

- _ Auflésung, um “C;-
Formel [M-H] M("C)-H Isotop zu u%lterscheitzlen
LPA 18:0 | Cy;H4307P 437,26733 43911
LPA 18:1 C21H4107P 437,25839
PA 34:1 Cs7H7,05P 673,48134 75333
PA 34:2 C37HgoOsP 673,4724
PC 34:1 C42H7908PN 804,575409 89997
PC 34:2 C42H8008PN 804,566469
CL 72:8 C81H142017P2 1447,96487 161965
CL 72:9 Cs1H140017P2 1447,95593

Bei RP-Chromatographie ist eine Isotopenkorrektur iiblicherweise nicht notwendig, da
Verbindungen, die sich in einer Doppelbindung unterscheiden, meist chromatographisch

getrennt werden konnen (Fauland et al. 2011).
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1.6 Literaturbekannte HPLC-Methoden zur Bestimmung von PA
und LPA

In der wissenschaftlichen Fachliteratur sind mehrere Methoden zur Bestimmung von
Phosphatidsdure und Lysophosphatidsdure beschrieben, die verschiedene Losungswege fiir

die soeben erlduterten Probleme (S. 18ff) bieten.

Die schlechte Extraktionseffizienz fiir LPA unter neutralen pH-Bedingungen kann durch
Zugabe von Siure verbessert werden (Xiao et al. 2000; Shan, Jaffe, et al. 2008; Zhao & Yan
Xu 2009; Ishida et al. 2005). Eine andere Mdglichkeit ist eine Extraktion mit Butanol
(Scherer et al. 2009; Saulnier-Blache et al. 2000; Baker et al. 2001; Christie 1993) oder mit
Methanol als einzigem Losungsmittel (Zhao & Yan Xu 2010). Weiters kann die Ausbeute an
LPA durch eine zweistufige Extraktion verbessert werden (Bollinger et al. 2010).

Die Ausbeute von PA unter neutralen Extraktionsbedingungen betrdgt ca. 50-60 % (Holland
et al. 2003).

Die Analyse von LPA kann mittels RP-HPLC durchgefiihrt werden, wobei die Auftrennung
nach der Kettenldnge und der Anzahl der Doppelbindungen erfolgt (Zhao & Yan Xu 2009;
Meleh et al. 2007; Aaltonen et al. 2010; Fang et al. 2003; Bathena et al. 2011; Shan, Jaffe, et
al. 2008). Weiters kann die chromatographische Trennung auch mittels NP-HPLC bzw.
HILIC erfolgen, wobei keine weitere Auftrennung der einzelnen LPA-Spezies stattfindet

(Liebisch & Scherer 2012; Bollinger et al. 2010; Baker et al. 2001).

Das Peaktailing, das bei der Chromatographie von Phosphatidsdure auftritt, kann durch
Zugabe von Phosphorsdure oder Carbonat zum Laufmittel (Ogiso et al. 2008; Wakamatsu et
al. 2005; Y. Asakawa et al. 2008), durch Verwendung von quartiren Ammoniumphosphaten
(Abidi & Mounts 1995), durch Ionenpaarchromatographie (Dodbiba et al. 2011), oder durch
Vorspiilen der Sdule mit EDTA (Ogiso et al. 2008) verringert werden. Wiederum kann die
Analyse entweder mittels RP- oder NP-HPLC/HILIC erfolgen (Holland et al. 2003; Scherer et
al. 2010; Rezanka et al. 2011).

Zur massenspektrometrischen Detektion von PA und LPA kann der SRM-Modus oder ein
Precursor Ion Scan auf m/z 153 oder m/z 79 verwendet werden (Meleh et al. 2007; Aaltonen
et al. 2010; Fang et al. 2003; Ishida et al. 2005). Hochauflosende Massenspektrometrie
ermoglicht ebenfalls eine sehr selektive Analyse von PA und LPA im Fullscan-Modus unter
Verwendung von DDA (Ejsing et al. 2009; Myers et al. 2011). Eine Isotopenkorrektur kann
auch bei der Analyse mittels SRM durch Excel-Berechnungen vorgenommen werden (Scherer
et al. 2010).
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2 ZIELSETZUNG

Es soll eine HPLC-MS-Methode zur Bestimmung von Phosphatidsdure und
Lysophosphatidsdure aus einer biologischen Matrix entwickelt werden. Vor Beginn der
Methodenentwicklung wurden folgende Kriterien festgelegt, denen die fertige Methode

entsprechen soll:

= Phosphatidylinositol (PI) soll mit der entwickelten Methode auch bestimmbar sein. Da PI
vorwiegend im negativen Modus ionisiert, wihrend die meisten anderen Phospholipide im
positiven Modus gut quantifizierbar sind (Pulfer & Murphy 2003), soll die Analytik von
PA, LPA und PI méglichst gemeinsam erfolgen kénnen.

* Verwendung einer Extraktionsmethode, die eine moglichst quantitative Extraktion von PA
und LPA ermoglicht, ohne stérende Artefakte zu produzieren: PA und LPA kdnnen durch
Hydrolyse der Kopfgruppe oder der Fettsdurereste aus vielen anderen Phospholipiden,
bzw. Plasmalogen-Phospholipiden entstehen (Mawatari et al. 2007; Zhao & Yan Xu 2009;
Aoki et al. 2002), was das Ergebnis nachhaltig verfalschen wiirde.

= Moglichst keine Verwendung von Phosphorséure/Phosphatsalzen im Laufmittel:
Phosphate konnen mit Analyten ungewiinschte Addukte bilden, was die Analyse
erschweren wiirde. Phosphate zersetzen sich bei den verwendeten Temperaturen nicht und
wiirden zu Verschmutzung der lonenquelle fithren. Weiters konnen sie zu dauerhaften
Verunreinigungen des HPLC-Systems fiihren.

* Chromatographische Abtrennung von PA/LPA von anderen Phospholipidklassen, die zu
Ionensuppression fithren kénnten: Selbst im dquimolaren Verhéltnis ionisieren andere
Phospholipidklassen deutlich besser als PA/LPA (im positiven Modus PC und PE, im
negativen Modus PG und PI (Koivusalo et al. 2001)). Dieser Umstand fiihrt zu
Ionensuppression. Um diesen unerwiinschten Effekt moglichst zu vermeiden, soll PA und
LPA chromatographisch von anderen Phospholipiden getrennt werden.

* Chromatographische Trennung von LPA und LPC: LPA kann in der Ionenquelle aus LPC
entstthen (Zhao & Yan Xu 2009); daher sollen auch diese beiden Lipidklassen
chromatographisch getrennt werden.

= Moglichst sensitive Detektion: Da PA und LPA im Verhiltnis zu anderen Phospholipiden
nur einen sehr geringen Teil des Lipidoms ausmachen, soll die Methode in der Lage sein,

auch geringste Konzentrationen (niedriger pM-, bzw. nM-Bereich) messen zu konnen.
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3 MATERIALIEN

3.1 Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien

Substanz Firma Lot. No.
Methanol Chromasolv Sigma Aldrich SZBC167SV
Acetonitril Chromasolv Sigma Aldrich SZBC120SV
2-Propanol LCMS Fluka Analytical SZBC208CV
Chromasolv
Chloroform for analysis Merck 1.02445.2500
1-Butanol for mol. biol. Sigma Aldrich 046K3661
Ameisensdure Merck 1.00264.1000
Eisessig 100 % Merck 1.00063.1011
Ammonium formate Fluka BCBF9137V
Ammoniumacetat Merck A712216603
Ammonium bicarbonate Fluka Analytical 1228883 42306047
EDTA (ethylendiamin tetra | i Ajdrich 1434776
acetic acid)
tert-Butyl methyl ether, Sigma Aldrich SHBB5075V
Chromasolv Plus
Salzsdure rauchend 37 % Merck 1.00317.1000
o-Phosphorsdure 85 % Merck 1.00573.1000
Citric acid monohydrate Fluka Analytical 4332:9

3.2 Gerate
Tabelle 4: Geréte
Geriit Typ Firma
Ultraschallbad Elmasonic S 30 Elma
Abzug S/TA/120/1297 Prutscher
Wasseraufbereitungssystem | Milli-Q Gradient A10 Millipore
Waage AG 285 Mettler Toledo
Analysenwaage Cubis Sartorius
Vortex Test Tube Shaker Yellowline
Mixer DIAX 100 Heidolph
Uberkopfschiittler REAX 2 Heidolph
Zentrifuge Multifuge 3 L-R Heraeus
. Sample Concentrator Techne

N>-Abdampfvorrichtung DB g DriBlock Techne

Savant SC250 Express Thermo

SpeedVac Concentrator
Vakuumzentrifuge RVT 4104 Refrigerated

Thermo

Vacuum Trap

OFP Oil-Free Vacuum Pump Thermo
pH-Meter pH 213 Microprocessor pH Hanna Instruments

Meter
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3.3 HPLC-MS

Tabelle 5: Komponenten der verwendeten HPLC-MS-Systeme

Ger:iit Typ Firma
HPLC-Pumpe Accela Pump Thermo
HPLC-Pumpe Accela 1250 Pump Thermo
Autosampler Accela Autosampler Thermo
Ionenquelle ESI-Probe Thermo
Ionenquelle HESI-Probe Thermo
Ionenquelle HESI-II Probe Thermo
Triple-Quadrupol-MS TSQ Quantum Ultra Thermo
Orbitrap-MS Orbitrap Velos Pro Thermo
FT-ICR-MS LTQ FT Ultra Thermo
HPLC-Siule I:r}lllpersﬂ Gold 100x1, 1,9 Thermo
HPLC-Siule Hypersil Gold aQ 100x1 Thermo
1,9 pm
HPLC-Séaule Acquity UPLC BEH €8 Waters
1,7 pm
HPLC-Séaule Acquity UPLC HSS C18 Waters
1,6 pm
HPLC-Séule Kinetex HILIC, 2,1x100 Phenomenex
2,6 um
HPLC-Séule Hypersil CN 100x1 1,9 pm  Thermo
HPLC-Séule Triart Diol-HILIC 200x2 YMC
1,9 um
3.4 Labormaterialien
Tabelle 6: Labormaterialien
Firma Typ
Glasgefilie Schott Duran
Pipetten Eppendorf Research
Autosampler-Vials Agilent Screw cap vials, clear
TPX Kurzgewindeflasche
Autosampler-Vials La-Pha-Pack 32x11,6mm mit integriertem
0,2mL Glas-Mikroeinsatz
10 mL Eprouvetten mit
Reagenzgliser Pyrex Schraubverschluss und

Teflondichtung
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3.5 Lipidstandards

Tabelle 7: Lipidstandards

Name

Firma

1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-phosphate
(sodium salt)
1-oleoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphate
(sodium salt)

L-a-phosphatidic acid (Egg PC)
L-a-Phosphatidylinositol (bovine heart)
(ammonium salt)

L-a-Phosphatidylcholine (bovine liver)
L-a-Lysophosphatidylcholine (bovine liver)
L-a-Phosphatidylethanolamine (corn germ)
L-a-Lysophosphatidylethanolamine (egg
yolk)

L-a-Phosphatidylglycerol (egg PC)
L-a-Phosphatidylserine (porcine brain)
Cardiolipin (ammonium salt) (heart, bovine)
1-dodecanoyl-2-tridecanoyl-sn-glycero-3-
phosphate (ammonium salt)
1-heptadecanoyl-2-(52,8Z,11Z,14Z-
eicosatetraenoyl)-sn-glycero-3-phosphate
(ammonium salt)

1-heneicosanoyl-2-
(42,72,10Z,13Z,16Z,19Z-
docosahexaenoyl)-sn-glycero-3-phosphate
(ammonium salt)
1-heptadecanoyl-2-(9Z-tetradecenoyl)-sn-
glycero-3-phosphate (ammonium salt)
1-(10Z-heptadecenoyl)-sn-glycero-3-
phosphate (ammonium salt)

Avanti Polar Lipids, Inc.

Larodan Fine Chemicals
Larodan Fine Chemicals
Larodan Fine Chemicals

Larodan Fine Chemicals
Larodan Fine Chemicals
Larodan Fine Chemicals

Larodan Fine Chemicals

Larodan Fine Chemicals
Larodan Fine Chemicals
Larodan Fine Chemicals

Avanti Polar Lipids, Inc.

Avanti Polar Lipids, Inc.

Avanti Polar Lipids, Inc.

Avanti Polar Lipids, Inc.

Avanti Polar Lipids, Inc.
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4 EXPERIMENTELLE DURCHFUHRUNG

4.1 Herstellung der Laufmittel

Die Zusammensetzung der Laufmittel ist wie folgt zu verstehen: Ein 5+2-Gemisch

beispielsweise besteht aus 5 Teilen X und 2 Teilen Y. Die angegebenen Salzkonzentrationen

wurden durch Zugabe der entsprechenden Menge einer 1 M wissrigen Losung erreicht.

Angegebene pH-Werte wurden durch Zugabe von Ameisensdure mittels pH-Meter eingestellt.

4.2 Herstellung der Lipid-Standardlosungen

Es wurden die entsprechenden Volumina an Lipidstandards pipettiert, das Losungsmittel

unter Stickstoff abgedampft und im Endvolumen CHCl3/MetOH 1/1 (v/v) aufgenommen.

Die Losungen fiir die Methodenentwicklung wurden folgendermafen hergestellt:

Tabelle 8: Zusammensetzung des PL-Mastermix fiir die Methodenentwicklung

Ausgangskonzentration Zielkonzentration eingesetztes Volumen
[g/L] [mM] [uM] L]

nat. PA 1 10 10
PA 24:0 1 5 5
LPA 18:1 1 10 10
nat. PC 1 1.43 100 70
PL nat. LPC 1 2 100 50
Mas teljmix nat. PE 1 1.37 50 37
nat. LPE 0.5 1.09 50 46
nat. CL 1 0.71 50 70
nat. PS 1 1.28 50 39
nat. PI 1 50 50
nat. PG 1 1.33 50 38

Die Losungen fiir die Extraktionsversuche wurden wie folgt hergestellt:

abdampfen, in 1 mL CHCl;/MetOH aufnehmen

Tabelle 9: Zusammensetzung der Standardldsungen fiir die Extraktionsversuche

Ausgangskonzentration Zielkonzentration eingesetztes Volumen
g/L] [mM] [uM] [uL]

nat. PA 1 200 200
PA-Mix PA 24:0 1 100 100
LPA 18:1 1 200 200
abdampfen, in 1 mL CHCl;/MetOH aufnehmen
nat. PC 1 1.43 500 350
. nat. LPC 1 2 500 250
PL-Mix | ot pE 1 1.37 500 365
nat. LPE 0.5 1.09 500 460
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nat. CL 1
nat. PS 1
nat. PI
nat. PG
TG 54:0
TG 54:1
TG 54:2
DG 24:0
DG 32:0
DG 36:0

0.71
1.28

2.6
1.12
1.13

500
500
500
500

50

50

50
100
100
100

700
390
500
500

19

44

44
100
100
100

4.3 Extraktionen

abdampfen, in 1 mL CHCI;/MetOH aufnehmen

Fiir die Extraktionsversuche wurden je 20 pL Lipid-Standardmix in Pyrex vorgelegt und in

Fiinffachansitzen extrahiert, wobei Leerwerte als Negativkontrollen mitgefiihrt wurden.

Die Gewebeprobe (murines Hirn) wurde in drei Aliquots zu ca. 25 mg aufgeteilt,

homogenisiert und nach der Bligh and Dyer HCI-Methode (4.3.3) weiter verarbeitet.

4.3.1 MTBE

+1,5 mL Methanol

Vortexen

+5 mL MTBE

1 h Uberkopfschiittler

+1,25 mL A. dest

10 min Uberkopfschiittler
zentrifugieren (3 min, 2000 G, RT)

Oberphase gewinnen

4.3.2 Bligh and Dyer

+2,5 mL Methanol

Vortexen

+2,5 mL Chloroform

1 h Uberkopfschiittler

+2,25 mL A. dest

10 min Uberkopfschiittler
zentrifugieren (3 min, 2000 G, RT)

Unterphase gewinnen
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4.3.3 Bligh and Dyer HCI

= +400 uL 0,1 N HCI

* +400 pL Methanol

* | min vortexen

= +400 pL Chloroform

* | min vortexen

= zentrifugieren (3 min, 2000 G, RT)

= Unterphase gewinnen

4.3.4 Butanol

= +500 pL Citrat-Phosphat-Puffer (200 mM Zitronenséure, 280 mM Na,HPO,)
* +1 mL Butanol

= Vortexen

= +500 pL der oberen Phase einer Wasser-Butanol-Mischung

* 10 min Uberkopfschiittler

= zentrifugieren (3 min, 2000 G, RT)

= QOberphase gewinnen

Die gewonnenen organischen Phasen wurden in einer Vakuumzentrifuge bis zur Trocknung
eingeengt, in 1 mL CHCl3/MetOH aufgenommen und bis zur Messung bei —20 °C
(Hirnextrakte bei —80 °C) gelagert.

Um herauszufinden, ob wihrend der Extraktion aus anderen Phospholipidklassen durch
Hydrolyse PA oder LPA entsteht, wurden PC-, LPC-, PE-, LPE-, CL-, PS-, PI- und
PG-Einzelstandards nach der Bligh and Dyer HCl und der Butanol-Methode extrahiert und
durch Vergleich mit einer unextrahierten Standardlosung auf eine Erhéhung von PA oder

LPA untersucht.

4.4 HPLC

4.4.1 Methodenentwicklung
Die Séulenmaterialien, Elutionsmittelzusammensetzungen und Gradienten wurden so lange

variiert, bis zufriedenstellende chromatographische Ergebnisse erzielt wurden.

4.4.2 RP-Methode
Laufmittel A: H,O; 10 mM NH4COOH; 1 % HCOOH
Laufmittel B: ACN/IPA (5+2, v/v); 10 mM NH4COOH; 1 % HCOOH
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Tabelle 10: Gradient fiir RP-Trennung

t[min] | LM A [%] LMB|[%] Flussrate [nL/min]
0 45 55 250
4 30 70 250
22 0 100 250
30 0 100 250
30,01 |45 55 250
35 45 55 250

Sdulentemperatur 50 °C; Injektionsvolumen 3 pL

4.4.3 HILIC-Methode

Laufmittel A: H,O; 10 mM NH4COOH; 0,5 % HCOOH
Laufmittel B: ACN/IPA (5+2, v/v); 10 mM NH4COOH; 0,5 % HCOOH

Tabelle 11: Gradient fiir HILIC-Trennung

t[min] | LM A [%] LMB|[%] Flussrate [nL/min]
0 5 95 250
12 50 50 250
15 50 50 250
15,01 5 95 250
30 5 95 250

Sdulentemperatur 50 °C; Injektionsvolumen 5 pL

4.4.3.1 Retentionszeitstabilitét

Zur Evaluierung der Retentionszeitstabilitit wurde die gleiche Probe bei unterschiedlich

langer Redquilibrationszeit aus dem gleichen Vial jeweils 5x injiziert (5.3.2).

4.5 Massenspektrometrie

Die Quellen-Parameter wurden im Laufe der Methodenentwicklung regelméBig optimiert, um
ein moglichst hohes Mefsignal zu erzielen. Beim LTQ-FT und bei der Orbitrap wurde eine
Massenkalibration der Hochauflosung ca. 1x/Woche durchgefiihrt. Eine Optimierung der
Linsenspannungen auf die entsprechenden Laufmittelzusammensetzungen wurde ebenfalls

durchgefiihrt.

Die Detektion erfolgte im negativen ESI-Modus; LPA, PA, PG, PI, PE, LPE und PS wurden
dabei als [M—H] -Ionen, PC und LPC als Formiataddukte ((M+HCOO]") detektiert.

Die Detektion von PA und PI am TSQ Quantum erfolgte im Precursor Ion Mode
(pr153@35 eV; pr241@45 eV), die Detektion mit dem LTQ-FT (R=200000) und der
Orbitrap (R=100 000) erfolgte im Fullscan unter Verwendung von Data Dependent Scans
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(Einstellungen - N" Order Double Play: MS/MS most intense Ion, Top 10, Normalized
Collision Energy=35, Exclusion Duration 20 s).

4.6 Auswertung

Fir die Extraktionsversuche wurden die Peakflichen mittels Xcalibur Quan Browser
integriert und in Microsoft Excel exportiert. Die Extraktionseffizienz wurde fiir jede

Lipidspezies wie folgt berechnet:

Peakflache in der extrahierten Probe

Extrakti 71 %) = 100
xtraktionsef fizienz[%] Peakflache in der unextrahierten Probe i

Bei der Berechnung der Extraktionseffizienz wurde keine Isotopenkorrektur durchgefiihrt, da
der dadurch auftretende Fehler in der obigen Formel sowohl den Zéhler als auch den Nenner

1m selben Ausmalf verdndern wiirde.

4.7 Realproben

Fiir die quantitative Analyse der Hirnprobe mittels HILIC wurden interne Standards
verwendet. Vor der Extraktion wurden 20 pmol PA 24:0 zugegeben, vor der Messung wurden
PA 25:0, PA 31:1, PA 37:4, PA 43:6, und LPA 17:1 mit einer Endkonzentration von 2 pM

zugegeben.
Die Analyse wurde sowohl mittels HILIC-, als auch mittels RP-HPLC durchgefiihrt.

Die qualitative Analyse wurde mittels Xcalibur durchgefiihrt. Da Xcalibur keine eingebaute
Isosopenkorrektur zur Quantifizierung besitzt, wurde in das Programm Lipid Data Analyzer
eine Isotopenkorrektur implementiert, die eine qualitative Auswertung im HILIC-Modus

ermoglicht.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

5.1 Extraktion

Tabelle 12 und Tabelle 13 zeigen die Resultate der Extraktionsversuche. Die Prozentwerte
geben den Anteil der Peakfldche eines Analyten im Extrakt zur Peakfliche im unextrahierten

Mix an. Ein Wert von 100 wére der Idealfall und wiirde vollstindige Extraktion bedeuten.

In Abbildung 15 und Abbildung 16 sind die Ergebnisse aus Tabelle 12 als Balkendiagramme
dargestellt.

Bei Verwendung der Bligh and Dyer HCI-Methode oder der Butanol-Methode entstand aus
keiner der einzeln extrahierten Phospholipidklassen in nennenswertem Ausmal3 PA oder LPA

(nicht abgebildet).

Tabelle 12: Extraktionseffizienz fiir PA und LPA (n=5)

PA LPA
24:0 34:1 34:2 36:1 36:2 38:4 38:6(16:0 16:1 18:1 18:2 20:4 22:6

MTBE
StAbw
B&D Mw
StAbw
B&D HCI1 Mw
StAbw
MW
Butanol
StAbw
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Die Ergebnisse aus Tabelle 13 sind in Abbildung 17 und Abbildung 18 als Balkendiagramme

dargestellt.
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Abbildung 15: Extraktionseffizienz fiir Phosphatidsdure (n=5, MW +/— StdAbw)
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Abbildung 16: Extraktionseffizienz fiir Lysophosphatidsiure (n=5, MW +/— StdAbw)
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Abbildung 17: Extraktionseffizienz fiir Phospholipide I (n=5, MW +/— StdAbw)
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Abbildung 18: Extraktionseffizienz fiir Phospholipide II (n=5, MW +/— StdAbw)
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Wiéhrend eine Standard-Extraktionsmethode nach Bligh and Dyer fiir PA akzeptable
Ergebnisse liefert (Abbildung 15, ca. 70 %), ist die Ausbeute an LPA sehr gering
(Abbildung 16). Da sowohl PA als auch LPA nur einen sehr geringen Teil des Lipidoms
ausmachen, sollte eine moglichst vollstdndige Extraktion angestrebt werden. Die Extraktion
unter Anwesenheit einer starken Saure (z.B. HCI) fithrt zwar zu hoheren
Extraktionseffizienzen, jedoch wurden fiir manche Spezies Extraktionseffizienzen von weit
iiber 100 % erzielt (nicht abgebildet), was in diesem Fall weniger fiir eine Verbesserung der
Ionisation durch Verdnderung des Losungsmittels spricht als fiir die kiinstliche Erh6hung von
LPA aufgrund séurekatalysierter Hydrolyse anderer Phospholipide. Wiirde LPA wiahrend der
Extraktion entstehen, wiirde dies zu einer starken Verfalschung des Ergebnisses fithren. Daher
wurde eine Extraktionsmethode gesucht, die einerseits PA und LPA moglichst vollstindig
extrahiert, andererseits aber nicht zu einer kiinstlichen Erhohung der Analyten fiihrt. Sowohl
die Extraktion mit Butanol als auch die Modifikation der Extraktion nach Bligh and Dyer, bei
der statt Wasser 0,1 M HCI verwendet wird, erfiillen diese beiden Kriterien. Wie bereits
erwahnt kam es bei keiner der untersuchten Phospholipid-Klassen zu einem signifikanten
Anstieg der korrespondierenden LPA- bzw. PA-Spezies. Jedoch ist die Extraktion mit
Butanol zeitaufwindig, da das Abdampfen von Butanol aufgrund seines hohen Siedepunktes
von 118 °C sehr lange dauert. Daher wurde die Bligh and Dyer-Methode mit HCI als
Methode der Wahl fiir die Extraktion von Phosphatidsidure und Lysophosphatidsdure gewihlt.
Diese Methode ist auch fiir die Extraktion anderer Phospholipidklassen sehr gut geeignet
(Abbildung 17, Abbildung 18).
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5.2 RP-Methodenentwicklung

5.2.1 Chromatographie von PA und PI zu Beginn der Methodenentwicklung
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Abbildung 19: Chromatographie zu Beginn der Methodenentwicklung am Beispiel von PA 24:0,
PI36:2 und PI 38:4

Abbildung 19 zeigt den Ausgangspunkt der Methodenentwicklung. Der Peak von PA 24:0
zeigt sehr starkes Tailing und die PI-Peaks zeigen Peaksplitting. Viele chromatographische
Trennungen, die in der Literatur beschrieben sind, konnten trotz mdglichst gleicher
Analyseparameter nicht reproduziert werden. Beispielsweise konnte weder durch ein
Vorspiilen der HPLC-Saule mit EDTA oder Phosphorséure, oder durch die Verwendung von
Carbonat im Laufmittel eine zufriedenstellende Peakform erreicht werden. Auffallend bei der
Methodenentwicklung war, dass der verwendete PA 24:0-Standard, der rein synthetischer
Natur ist, immer weniger Tailing aufwies als die natiirlich vorkommenden PA-Spezies.
Griinde dafiir konnten sein, dass PA 24:0 zwei relativ kurze, gesittigte Fettsduren beinhaltet
und dass die Retention bei RP-HPLC groftenteils von den Fettsdureresten und erst sekundér
von der Art bzw. Polaritit der Kopfgruppen bestimmt wird. Die Tatsache, dass auch LPA in
RP-Trennungen vergleichsweise geringes Tailing zeigte, weist darauf hin, dass fiir die

beobachtete Peakverbreiterung nicht allein die Phosphatgruppe verantwortlich sein kann,
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sondern auch die Fettsdureketten (Linge und Anzahl der Doppelbindungen) einen

wesentlichen Einfluss haben.

5.2.2 Evaluierung verschiedener RP-Siulen

Abbildung 20, Abbildung 21, Abbildung 22 und Abbildung 23 zeigen chromatographische
Trennungen auf verschiedenen Sdulenmaterialien, wobei die anderen chromatographischen
Parameter (Laufmittel, Gradient siehe S.30, Autosampler- und Detektoreinstellungen)
konstant gehalten wurden. Es konnte auf keiner der verwendeten Sdulen -eine

zufriedenstellende Trennung erreicht werden.

5.2.2.1 Hypersil Gold
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Abbildung 20: Chromatographie von LPA, PA und PI auf Hypersil Gold 100x1 mm, 1,9 pm
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5.2.2.2 Hypersil Gold aQ
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Abbildung 21: Chromatographie von LPA, PA und PI auf Hypersil Gold aQ 100x1 mm, 1,9 um
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Abbildung 22: Chromatographie von LPA, PA und PI auf BEH C8 100x1 mm, 1,7 um
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Abbildung 23: Chromatographie von LPA, PA und PI auf HSS C18 100x1 mm, 1,6 pm
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5.2.3 Einfluss des Injektionslosungsmittels auf die Chromatographie

1004 100
807 80-
60 LPA 18:1 607
40 404
20 20 ﬁ
1002 109é
807 807
607 607
40 PA 34:1 407
204 204
ol i s b o L J.MJ)"\K -
1005 100+
807 807 l
603 PA36:2 |
407 404
] = " |
20 | 20 L
B ! oA = A p 0 MRS G
1005 1007
807 807
60; Pl136:2 60?
40 40
207 20 h
3 E , N P
1004 ' 109; :
807 80 |
607 P138:4 607
407 | 40 |
] Ir = Ir
204 20+
: A E Lt
B A e e
0 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Methanol Chloroform/Methanol 1:1

Abbildung 24: Einfluss des Injektionslosungsmittels auf die Chromatographie

Abbildung 24 zeigt den Einfluss des Injektionslosungsmittels auf die Peakform. Mit Methanol
als Losungsmittel sind die Peaks schirfer und das Chromatogramm wirkt im Allgemeinen
nsauberer”, wihrend mit Chloroform/Methanol als Injektionsldsungsmittel ein unerwiinschter
Peaksplitting-Effekt  auftritt. Die positiven Auswirkungen von Methanol als

Injektionslosungsmittel sind bei allen vier evaluierten Sdulen sichtbar.

5.2.4 Einfluss von pH-Wert und Salzkonzentration auf die Chromatographie
Abbildung 25 zeigt Chromatogramme eines Lipidgemisches bei verschiedenen pH-Werten.
Wihrend die Peakformen von LPA 18:1, PA 24:0 und PI kaum Veridnderungen zeigen, sind
die Peaks von PA 34:1 und PA 36:2 bei niedrigem pH-Wert weniger breit als bei pH 4 oder
pH 5.
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Abbildung 25: Einfluss des pH-Wertes auf die Chromatographie (Salzkonzentration 500 mM)
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Abbildung 26: Einfluss der Salzkonzentration auf die Chromatographie (pH-Wert 2,5)

In Abbildung 26 ist erkennbar, dass die Peakform von PA 34:1 und PA 36:2 sich bei

gleichbleibendem pH-Wert mit zunehmender Salzkonzentration im Laufmittel verbessert.

Durch eine sehr hohe Salzkonzentration (500 mM Ammoniumformiat) und einen niedrigen

pH-Wert (2,5) konnte das Tailing von PA zufriedenstellend verringert werden
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(Abbildung 26). Durch die hohe Salzkonzentration ist der Retentionsmechanismus
moglicherweise nicht mehr der einer klassischen Umkehrphasenchromatographie, sondern
dhnelt dem von lonenchromatographie bzw. lonenpaarchromatographie. Allerdings ist diese
Methode wegen der Gefahr der Salzablagerung im HPLC-System und der hohen Kosten von

Ammoniumformiat als Routinemethode nicht anwendbar.

5.2.5 Finale Methode
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Abbildung 27: Finale RP-Methode

Der Zusatz von 1 % HCOOH zu beiden Laufmitteln fiihrte zu einer starken Verbesserung der
Peakform von PA. Das Tailing ist stark reduziert, der jeweilige Peak eluiert in ca. zwei
Minuten (Abbildung 27). Hier war auch zwischen 0,5 % HCOOH und 1 % HCOOH ein sehr
grofler Unterschied bemerkbar. Hierin liegt moglicherweise zumindest teilweise die Erklarung
fiir eine der oben aufgeworfenen Fragen, nimlich warum das Tailing bei PA 24:0 immer in
viel geringerem Ausmal auftritt als beispielsweise bei PA 34:1. Ist Sdure nur im Laufmittel A
vorhanden, verringert sich die Siurekonzentration wihrend des Gradienten, da der Anteil an
Laufmittel A sinkt. Da LPA und PA 24:0 deutlich frither eluieren als PA 34:1, ist bei deren
Elution die Sdurekonzentration hoéher als bei der Elution von PA 34:1. Hat nun die
Sédurekonzentration den erwarteten Einfluss auf die Protonierung der Kopfgruppe und im

weiteren Sinn auf die Peakverbreiterung, wiirde dies erkldren, warum frither eluierende PA
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und LPA-Spezies weniger Peakverbreiterung zeigen. Allerdings zeigt der Peak von PA 24:0
selbst bei der Verwendung von Laufmitteln ohne Sdure viel weniger Tailing als andere
PA-Spezies. Wenn die Sdurekonzentration auch nicht der einzige Einflussfaktor sein kann, so

ist der positive Effekt auf die Peakform dennoch nicht von der Hand zu weisen.

Ausgehend von dieser verbesserten Methode wurde ein Sdulenvergleich zwischen Hypersil
Gold und Hypersil Gold aQ durchgefiihrt. Hypersil Gold aQ enthélt polare Gruppen und soll
fiir polare Analyten bessere Retention und Peakform liefern. Obwohl PI-Spezies auf der
aQ-Siule deutlich geringeres Tailing zeigten, wurde fiir PA oder LPA keine Verbesserung der

Peakform beobachtet (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Vergleich Hypersil Gold — Hypersil Gold aQ
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5.2.6 Vergleich verschiedener Injektionsvolumina
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Abbildung 29: Einfluss des Injektionsvolumens auf die Peakform

Der Einfluss des Injektionsvolumens auf die Peakform wurde ebenfalls evaluiert
(Abbildung 29). Die Peakform ist bei einem Injektionsvolumen von 1 bzw. 3 pL deutlich
besser als bei 5 pL. Der Grund dafiir ist das Injektionslosungsmittel, in dem die Probe auf die
Sdule aufgebracht wird. Werden 5 pL Probe auf die verwendete RP-Sdule aufgebracht,
entspricht dies 6,4 % des Gesamtsdulenvolumens (berechnet ohne Beriicksichtigung des
Volumens der pordsen Partikel). Dadurch, dass das Injektionslosungsmittel (CHCIl3/MetOH)
eine deutlich hohere Elutionskraft besitzt als die Laufmittelzusammensetzung zu Beginn des
Gradienten, kommt es bereits wihrend der Injektion zu einer Verteilung der Probe entlang der
Saule, ohne dass nennenswerte Interaktion zwischen Probe und Saule stattfindet. Fiir dieses
Problem gibt es mehrere Losungsmdglichkeiten: Eine Moglichkeit wére es, die Probe in
einem  Losungsmittel aufzunehmen, das in seiner Zusammensetzung den
Anfangsbedingungen des Gradienten entspricht (ca. 50 % wissrige, 50 % organische Phase).
Im Fall von Gesamtlipidextrakten ist das problematisch, da bestimmte Lipide (z.B.
Triacylglycerole) nicht 18slich wéren und daher nicht analysiert werden konnten. Sollen
jedoch in einem Lauf nur bestimmte Lipidklassen (z.B. PA und LPA) analysiert werden, wére
dies durchfiihrbar. Eine andere Mdglichkeit, das Problem zu umgehen, ist die Verwendung
eines geringeren Injektionsvolumens, wodurch das Probenvolumen einen kleineren Anteil des

Sédulenvolumens belegt. Im Fall von PA und LPA fiihrte bereits eine Reduktion des
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Injektionsvolumens von 5 auf 3 pL zu einer deutlichen Verbesserung der Peakform, wéhrend

eine weitere Reduktion auf 2 bzw. auf 1 pL keine zusétzliche Verbesserung hervorrief.

5.3 HILIC-Methodenentwicklung

Mit der CN-Sdule konnte keine zufriedenstellende Retention erreicht werden, die Analyten
eluierten nahe dem Losungsmittelpeak (nicht abgebildet). Auch mit der Triart Diol HILIC-
Sdule konnten die Lipidklassen nicht zufriedenstellend aufgetrennt werden (nicht abgebildet).
Moglicherweise besitzen diese Sdulen nicht die notwendige Selektivitdt fiir die untersuchten

Analyten.

Im Unterschied zu RP-Chromatographie, wo die Auftrennung von Lipiden aufgrund der
Linge und Anzahl der Doppelbindungen der Fettsaurereste erfolgt, beruht die Trennung bei
HILIC hauptsédchlich auf den unterschiedlichen Polarititen der Kopfgruppen, was eine
Auftrennung nach Lipidklassen ermdglicht. Innerhalb der Klassen kann zwar eine geringe
Auftrennung nach Lidnge und Anzahl der Doppelbindungen der Fettsdureresten beobachtet

werden, diese ist jedoch wesentlich geringer ausgeprégt als bei RP-HPLC.

Interessanterweise hat bei HILIC — im Unterschied zu RP — eine Anderung der
Salzkonzentration kaum Auswirkungen auf die Peakform bzw. die Retentionszeit (nicht
abgebildet). Eine Verdnderung der Sdurekonzentration, bzw. des pH-Werts, hat hingegen
einen groBen Einfluss, sowohl auf die Peakform, als auch auf die Retentionszeit von PA und
LPA. Wihrend sowohl die Peakform als auch die Retentionszeit anderer Phospholipide
unverdndert bleibt, verringert sich mit zunehmender Siurekonzentration (untersucht in
Schritten von 0,0; 0,2; 0,5; 1,0 und 1,3 %) die Retentionszeit von PA und LPA (Tabelle 14).
Dieser Effekt ist dadurch leicht erklérbar, dass es sich hierbei um pH-Werte zwischen 2 und 3
handelt, die in etwa dem pKa-Wert der Phosphatgruppe von PA und LPA entsprechen. Eine
Zunahme der Sdurekonzentration fiihrt zur zunehmenden Protonierung der Phosphatgruppen.
Da die Phosphatgruppe in protoniertem Zustand ungeladen vorliegt und damit weniger polar

ist, verringert sich dadurch die Retentionszeit bei HILIC.
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5.3.1 Finale Methode
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Abbildung 30: Finale HILIC-Methode

Es konnte mit der Kinetex-Sdule eine Trennung mehrerer Phospholipidklassen erreicht
werden, wobei PA nach PI und vor PE eluiert und LPA zwar gemeinsam mit PS und LPE,
aber vor PC oder LPC (Abbildung 30). Dies fiihrt, verglichen mit RP, zu einer Steigerung der
Sensitivitdt, da es zu keiner Interferenz durch andere Lipidklassen und damit zu
Ionensuppression kommt. Die Koelution von LPA mit PS und LPE fiihrt zu keinen
Problemen, da diese Lipidklassen in biologischen Systemen meist in wesentlich geringerem

AusmalB vorhanden sind als beispielsweise PC oder PE.

Das zuvor beschriebene Problem der Peakverbreiterung durch das Injektionslosungsmittel tritt
bei HILIC nicht auf. Einerseits deswegen, weil eine HILIC-Gradiententrennung mit einem
hohen Anteil an organischem Losungsmittel beginnt, was dem Injektionslosungsmittel sehr
dhnlich ist, andererseits deswegen, weil die verwendete HILIC-Siule einen gréBeren
Innendurchmesser  besitzt als die verwendete RP-Sdule. Dadurch macht das

Injektionsvolumen einen deutlich geringeren Anteil am Sdulenvolumen aus (ca. 1,5 %).
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5.3.2 Retentionszeitstabilitat der HILIC-Methode
Abbildung 31 und Tabelle 15 zeigen die Ergebnisse der Versuche zur Retentionszeitstabilitét.

Unabhéngig von der Dauer der Reédquilibration zeigen die Retentionszeiten nur sehr geringe

Schwankungen.
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Abbildung 31: Retentionszeitstabilitat

Bei Gradiententrennungen muss die Séule dquilibriert werden, das heifit, vor der Injektion
einer neuen Probe muss die Sdule eine bestimmte Zeit lang mit den Startbedingungen gespiilt
werden, um reproduzierbare Trennungen zu erhalten. Die Aquilibrationsdauer, die bei der
HILIC-Methode fiir eine stabile Retentionszeit notwendig ist, wurde evaluiert
(Abbildung 31). Die Retentionszeit ist unabhingig von der Aquilibrationsdauer stabil und
zeigt nur geringste Schwankungen zwischen Mehrfachinjektionen; bei manchen Analyten
jedoch erhoht sich die Retentionszeit um bis zu 15 s, wenn langer dquilibriert wird. In der
finalen Methode wurde eine Aquilibrationsdauer von 15min gewihlt, was zu einer
Gesamtdauer von 30 min fiihrt. Bei Bedarf konnte die Methode jedoch ohne Verlust der

Reproduzierbarkeit um 30 % verkiirzt werden (Aquilibrationsdauer 5 min).
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Ein Nachteil der entwickelten HILIC-Methode ist, dass die Trennung der Phospholipidklassen
innerhalb von 7 Minuten stattfindet (obwohl die Gesamtdauer der Methode 30 min betrigt).
Der Grund dafiir liegt vermutlich in der Polaritit der mobilen Phasen: Laufmittel B ist eine
5+2-Mischung von Acetonitril und Isopropanol, der Sdure und Salz zugesetzt werden.
Isopropanol ist deutlich polarer als Acetonitril, beschleunigt also die Elution. Wiirde reines
Acetonitril verwendet werden, wiirde dies die Elution verzogern. Die Zugabe von Isopropanol
ist jedoch notwendig, da das verwendete Salz in reinem Acetonitril nicht 16slich ist und

ausfallen wiirde.

Wihrend in manchen Féllen eine derartig schnelle Trennung gewiinscht ist, fiihrt sie hier zu
kleineren Schwierigkeiten: Die Zykluszeit der Orbitrap bei der verwendeten Methode
(R=100 000, DDA) betrigt ca. 2 s, was einer Scanrate von 0,5 Hz entspricht. Wéhrend fiir
einen PA- oder LPA-Peak, die ca.lmin breit sind, genug MeBpunkte fiir eine
Quantifizierung vorhanden sind, eluieren PI-Spezies innerhalb 15-30 s, wodurch fiir eine
sichere Quantifizierung mit ausreichender Anzahl an Messpunkten eine geringere Zykluszeit
wiinschenswert wire, welche jedoch beim verwendeten Gerdt mit einer geringeren Auflosung

verbunden wire.

5.4 Vergleich der entwickelten Methoden

Tabelle 16: Vergleich der entwickelten Methoden

RP HILIC
Gesamtzeit 35 min 30 min
Isotopenkorrektur Nein Ja
Auftrennung nach Fettsdureresten Kopfgruppen
Ionensuppression Tritt auf lﬁgﬁzﬁgzﬂggerem
Verschleppung Ja (<3 %) Nein

Wie in Tabelle 16 ersichtlich, besitzen die beiden entwickelten Methoden sowohl Vor- als
auch Nachteile. Mit RP-HPLC erfolgt die Auftrennung der Lipide nach der Polaritit ihrer
Fettsiurereste, was zu Uberlappung unterschiedlicher Lipidklassen und somit zu
Ionensuppression fithren kann. Mit HILIC hingegen ist eine Auftrennung nach Lipidklassen
moglich, was einerseits lonensuppression weitgehend minimiert, aber eine Isotopenkorrektur
notwendig macht. Fiir eine qualitative Analyse ist die HILIC-Methode deswegen gut

geeignet, weil die einzelnen Lipidklassen nur innerhalb eines bestimmten

! Tonensuppression durch andere PA-Spezies méglich, jedoch deutlich geringer als bei RP
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Retentionszeitbereichs eluieren. Wird eine Isotopenkorrektur vorgenommen, kénnen mit
dieser Methode auch quantitative Aussagen getroffen werden. Mit RP ist eine quantitative

Auswertung mittels bereits etablierter Methoden (Lipid Data Analyzer) moglich.

5.5 Detektion

Die Tatsache, dass bei der Fragmentierung von Lysophosphatidsédure und Phosphatidsidure im
Gegensatz zu anderen Phospholipiden keine klassenspezifischen Produktionen oder
Neutralverluste auftreten, erschwert deren Analyse. Eine Moglichkeit ist die Verwendung
eines Precursor lon Scans von m/z 153, das dem 1,2-zyklischen Phosphodiester von Glycerol
entspricht (Abbildung 32). Dieses lon ist jedoch nicht spezifisch fiir PA oder LPA; es kann
von allen Phospholipiden durch Abspaltung beider Fettsduren und anschlieBendem

Ringschluss gebildet werden.

OH OH
I ‘_/ (I)/\(
0@ ) cp Cp—p

0\/ 0 I O
0 m/z153

o [M-H]

Abbildung 32: Fragmentierung von LPA zum 1,2-zyklischen Phosphodiester von Glycerol
(Pulfer & Murphy 2003)

Eine weitere Moglichkeit einer sehr selektiven Detektion ist die Verwendung von
SRM-Scans. Diese Herangehensweise wére fiir Lysophosphatidsdure relativ einfach
durchzufithren, da LPA nur einen Fettsdurerest enthdlt. Phosphatidsdure enthilt jedoch zwei
Fettsduren, die abgespalten werden konnen, was die Anzahl der mdoglichen SRMs stark
erhoht. Beispielsweise konnte PA 36:2 zwei 18:1-Fettsduren oder eine 18:0- und eine

18:2-Fettsdure beinhalten.

Hochauflosende Massenspektrometrie hingegen ermdglicht die Ermittlung der elementaren
Zusammensetzung aus dem gemessenen m/z-Verhéltnis (unter der Annahme, dass bei
Phospholipiden nur gewisse Elemente — Kohlenstoff, Wasserstoff, Phosphor, Sauerstoff und
Stickstoff — vorkommen). Verbunden mit Kenntnis {iber das theoretische m/z-Verhiltnis kann
die Summenformel mit hoher Sicherheit bestimmt werden und zur Identifikation

herangezogen werden.
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Abbildung 33: Chromatogramm von PA 40:6 bei verschiedenen m/z-Isolations-Fenstern

Abbildung 33 verdeutlicht den Vorteil hochauflésender Massenspektrometrie. Es handelt sich
bei der gezeigten Substanz mit hoher Sicherheit um PA 40:6 (Abweichung vom theoretischen
m/z-Verhiltnis 0,84 ppm). Wird der Massenbereich mit einer Einschrdnkung von +/- 0,5 um
den Zielwert (gemessenes m/z-Verhiltnis 747,49683) gesetzt, besitzt der gesuchte Peak nur
eine sehr geringe Intensitit im Verhéltnis zu den benachbarten Peaks von PG 34:1 ([M—-H]™
=747,51811) und PE 36:0 ((M-H]=747,57776), die sich in der Masse nur um einen sehr
geringen Wert voneinander unterscheiden, jedoch eine andere Retentionszeit besitzen. Wird
jedoch das m/z-Fenster entsprechend eingeschriankt (z.B. auf +/- 0,005 Da um den Zielwert),
kann ein GroBteil der anderen Peaks ausgeblendet werden. Die verbleibenden Signale konnten
durch in-Source-Fragmentierung (ungewliinschte Zerfallsreaktionen wéhrend des lonisations-
prozesses) aus anderen Phospholipidklassen entstanden sein. Bei einer HILIC-Trennung fiihrt
ein groferes m/z-Isolations-Fenster zu weniger Problemen als bei RP-HPLC, da Lipide, die
die gleiche nominale Masse besitzen, aber zu einer anderen Klasse gehdren, oft andere
Retentionszeiten besitzen. Eine Detektion in RP-HPLC hingegen wire schwierig, da es dabei

hochstwahrscheinlich zu einer Uberlappung verschiedener Lipidklassen kommen wiirde.

Ein weiteres Selektivitdtskriterium fiir die Identifikation kann durch das Fragmentspektrum
einer Verbindung gewonnen werden. In der entwickelten Methode wurden Data Dependent

Scans verwendet, bei denen die 10 hochsten Peaks in einem Spektrum einzeln isoliert und
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fragmentiert werden (,,Top 10-Methode*). Das LTQ-Orbitrap-Hybrid-Massenspektrometer
ermoglicht in dieser Methode die Bestimmung der genauen Masse aller Analyten (Fullscan)
mit einer Auflosung von 100 000 in der Orbitrap, wéhrend beinahe zeitgleich in der LTQ-
Ionenfalle Fragmentspektren der 10 Ionen mit der hochsten Intensitit im Spektrum
aufgenommen werden. Die gewihlte Auflosung im Fullscan ist ausreichend fiir eine
Identifikation von Lipidspezies mit einer Abweichung von weniger als 5 ppm, wihrend das
Fragmentspektrum eine weitere Ebene der Selektivitit in der Identifikation bietet und

zusitzlich Aussagen iiber die Fettsdurezusammensetzung ermoglicht.
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Abbildung 34: Fragmentspektrum und Fragmentierungsschema von PA 34:1

Abbildung 34 zeigt das Fragmentspektrum einer Verbindung, das wéhrend der HILIC-
Trennung eines Phospholipidgemisches aufgenommen wurde. Das m/z-Verhiltnis des
Precursor-lons entspricht mit einer Abweichung von 1,532 ppm dem von PA 34:1, die
Retentionszeit entspricht ebenfalls der von PA. Konnten die Peaks im Fragmentspektrum
durch die Struktur von PA 34:1 erklért werden, wire die Verbindung eindeutig identifiziert.
In diesem Fall kénnen alle Peaks im Spektrum als Abspaltungen der Fettsduren als
Carboxylat-Anionen (m/z 255, m/z 281), als neutrale Fettsduren (m/z 417, m/z 391) und als
Ketene (m/z 435, m/z409)

interpretiert werden. Die Verbindung ist somit durch

Retentionszeit, exakte Masse und Fragmentspektrum als PA 34:1, genauer als PA 16:0-18:1
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identifiziert. Eine Fettsdurezusammensetzung von 16:1-18:0 wére zwar theoretisch ebenso

moglich, kann aber aufgrund der fehlenden Fragmente ausgeschlossen werden.

Der Nachteil bei dieser Vorgehensweise ist, dass jedes Fragmentspektrum manuell

ausgewertet werden muss, was einen hohen Zeitaufwand erfordert.

5.6 Notwendigkeit einer Isotopenkorrektur

Bei der in der Methode verwendeten Auflésung von 100 000 sollten die '*C-Isotopenpeaks
voneinander getrennt sein (S. 22). Diese rein theoretische Angabe gilt jedoch nur fiir Peaks
gleicher Hohe. Abbildung 35 zeigt die simulierte Isotopeniiberlappung von PA 34:1 (blau)
und PA 34:2 (rot) bei einem Verhiéltnis von 1:1 und einer Auflésung von 100 000. Der Peak
bei m/z 673,5 besteht aus dem [M(" C,)-H] -Isotopenpeak von PA 34:2 und dem [M-H] -

Peak von PA 34:1, die nicht voneinander getrennt sind. Eine Basislinientrennung wiirde erst

bei einer Auflésung von >250 000 erreicht werden.
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Abbildung 35: Isotopeniiberlappung von PA 34:2 (rot) und PA 34:1 (blau) bei R=100 000

Wihrend das LTQ-FT zwar eine derart hohe Auflosung erreichen kann, wiirde es dabei fiir
einen Scanzyklus mehrere Sekunden bendtigen und eine Quantifizierung wéhrend einer
HPLC-Trennung wére nicht qualitativ ausreichend, da nicht geniigend MeBpunkte fiir einen

Peak vorhanden wiren. Bei Auflosungen unter 250 000 ist somit eine Isotopenkorrektur

wiahrend der Auswertung notwendig.
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5.7 Anwendung der entwickelten Methoden auf Realproben

Abbildung 36 und Abbildung 37 zeigen Chromatogramme ausgewdhlter PA-Spezies der

gemessenen murinen Hirnprobe im HILIC- (links) und im RP-Modus (rechts).
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Abbildung 36: Ausgewihlte PA-Spezies in murinem Hirn I (links HILIC, rechts RP)
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Abbildung 37: Ausgewihlte PA-Spezies in murinem Hirn II (links HILIC, rechts RP)

In Abbildung 36 und Abbildung 37 ist der Vorteil der HILIC-Methode gegeniiber der RP-
Methode deutlich sichtbar: Einerseits fiihrt bei RP-Chromatographie die lonensuppression zu
schlechteren Peakformen und geringeren Intensititen fiir PA, andererseits konnten mit der
HILIC-Methode PA-Spezies gefunden werden, die mit RP schwer bis gar nicht
quantifizierbar waren (Abbildung 37). Dies ist moglich, weil bei HILIC der GroBteil der
Phospholipide, der eine lonisierung von PA supprimieren kann (vor allem PC), zu einer

anderen Zeit eluiert.
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Abbildung 38: Ausgewihlte LPA-Spezies in murinem Hirn (links HILIC, rechts RP)

In Abbildung 38 sind Chromatogramme dreier gefundener LPA-Spezies in murinem Hirn
abgebildet. Bei RP-HPLC fiihrte das Injektionslosungsmittel (CHCl3/MetOH) zum
unerwiinschten Effekt eines Doppelpeaks, wobei ein Teil des LPA bereits mit dem
Losungsmittelpeak eluierte. Dieser Effekt kann, wie bereits beschrieben, dann auftreten, wenn
das Injektionslosungsmittel hohere Elutionskraft besitzt als das Laufmittel zu den
Anfangsbedingungen des Gradienten, wodurch ein Teil der Probe ohne wesentliche
Interaktion mit der stationdren Phase den Detektor erreicht. Die Auswertung im HILIC-

Modus war ohne Schwierigkeiten mdglich.

5.7.1 quantitative Auswertung
Tabelle 17, Abbildung 39 und Abbildung 40 zeigen die Ergebnisse der quantitativen

Auswertung von PA und LPA in murinem Hirn.
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Abbildung 39: PA-Konzentrationen in murinem Hirn (n=5, MW +/— StdAbw)
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Abbildung 40: LPA-Konzentrationen in murinem Hirn (n=5, MW +/— StdAbw)
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Im Hirnextrakt wurden PA-Konzentrationen von ca. 250 nmol/g gefunden (Tabelle 17,
Abbildung 39). PA 42:2, PA 44:7, PA 46:7 und PA 48:10 wurden zwar durch den
Auswertealgorithmus des Lipid Data Analyzer (Retentionszeit, Abweichung vom
theoretischen m/z-Verhéltnis unter 5 ppm) in der Probe gefunden; es konnte sich bei diesen
Spezies jedoch um eine Fehlinterpretation handeln, da sich ihre Fettsdurezusammensetzung
durch keine der in biologischen Systemen haufig vorkommenden Fettsduren erkliren lasst.
Aufgrund der niedrigen Intensitit ist kein Fragmentspektrum vorhanden, das zur

Identifikation herangezogen werden konnte.

LPA wurde in einer Konzentration von ca. 1,5 nmol/g gemessen (Tabelle 17, Abbildung 40).
Ahnlich wie bei PA wurde auch eine biologisch schwer zu erklirende LPA-Spezies gefunden.
LPA 14:1 ist zwar durch die Retentionszeit und das exakte m/z-Verhiltnis identifiziert
(Abweichung 1,203 ppm), ist jedoch biologisch (auch aufgrund des Fehlens von LPA 14:0
und LPA 16:0) schwer erklédrbar. Es konnte sich auch hierbei um ein falsch positives Ergebnis
handeln, was aufgrund des fehlenden Fragmentspektrums weder ausgeschlossen noch

bestitigt werden kann.
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

HPLC-Methodenentwicklung ist eine je nach Aufgabenstellung manchmal leichte, manchmal
schwere, oftmals frustrierende, jedoch immer mit vielen ,,Aha-Erlebnissen* verbundene

Aufgabe, bei der sich unzihlige kleine Einflussfaktoren auf das Gesamtergebnis auswirken.

Es wurden sowohl eine RP-HPLC als auch eine HILIC-Methode entwickelt, um die
Identifizierung und Quantifizierung von Phosphatidsdure und Lysophosphatidsidure zu
ermoglichen. Weiters wurde eine Extraktionsmethode untersucht, mit der die Ziel-Analyten
(PA, LPA) extrahiert werden konnen, ohne irrefiihrende Artefakte aus anderen Lipidklassen
zu generieren. Zusammen mit der Detektion durch hochauflosende Massenspektrometrie
ermOglicht dies die quantitative Bestimmung von Phosphatidsdure und Lysophosphatidsiure

aus einer biologischen Matrix.

Eine vollstindige Methodenvalidierung (Nachweisgrenzen und Bestimmungsgrenzen) wurde
aus Zeitgriinden nicht durchgefiihrt, ist jedoch geplant. Die Anwendbarkeit der Methode auf

Gewebeproben ist gegeben und wurde bereits durchgefiihrt.

Die Bestimmung von PA kann streng genommen nur auf hochauflosenden
Massenspektrometern selektiv  durchgefiihrit werden. Um groBere Sicherheit in der
Identifikation der Analyten zu gewinnen, konnten die DDA-Einstellungen verédndert werden.
Bei der Analyse der Hirnprobe zeigte sich ein Nachteil der verwendeten Top 10-Methode;
von vielen als PA-Spezies identifizierten Verbindungen wurde kein Fragmentspektrum
aufgenommen, da sie im Massenspektrum vom Untergrundsignal (,,Rauschen®) iiberlagert
wurden. Anstatt der Top 10-Methode konnte eine Liste aller biologisch moglichen PA dazu
herangezogen werden, dass nur von potentiellen PA-Spezies Fragmentspektren aufgenommen
werden. Dadurch konnten falsch positive Resultate minimiert werden; der Nachteil dieser
Herangehensweise ist, dass im Vorhinein angegeben werden muss, von welchen

Verbindungen Fragmentspektren aufgenommen werden sollen.

LPA konnte mit der bestehenden HPLC-Methode auch unter Verwendung von SRM-Scans
auf einem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer analysiert werden. Der Vorteil bei
Verwendung eines Triple-Quadrupol-Gerits bestiinde in der hoheren Sensitivitdt und der
damit verbundenen niedrigeren Nachweisgrenzen fiir LPA. Andererseits konnte eine
gewiinschte Sensitivititssteigerung in gewissem AusmalBl auch durch eine Kopplung von
Orbitrap und Nano-Elektrospray (z.B. NanoMate) erreicht werden, wodurch die gemeinsame

Analyse von PA und LPA moglich wére.
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Weiters konnte die Extraktion von LPA optimiert werden. Moglicherweise kann durch eine
Extraktion mit nur einem relativ polaren Losungsmittel, z.B. mit Methanol, die
Extraktionseffizienz erhoht und Verluste wihrend der Probenvorbereitung minimiert werden.
Weiters konnte SPE (solid phase extraction, Festphasenextraktion) zur Probenvorbereitung
verwendet werden. Im Optimalfall kénnten so mehrere Fraktionen gewonnen werden, von
denen eine nur PA enthélt und die andere nur LPA, bzw. moglichst frei von supprimierenden
Lipidklassen. Dies wiirde andere analytische Ansétze ermoglichen, beispielsweise Direct
Infusion, bei dem die Probe (in diesem Fall das SPE-Eluat) ohne HPLC-Vortrennung mittels
Massenspektrometer analysiert wird. Die Entwicklung derartiger Methoden (SPE, Direct

Infusion) ist jedoch mit hohem Zeitaufwand verbunden.
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Entwicklung einer HPLC-MS-Methode zur Bestimmung von Phosphatidsiure und
Lysophosphatidsiure

Lipide haben in biologischen Systemen mehrere wichtige Aufgaben; sie dienen als
Energiespeicher, sind Lipidvitamine und Botenstoffe und bilden Zellmembranen.
Phosphatidsdure spielt dabei eine zentrale Rolle als Intermediat zwischen Membran- und
Energiestoffwechsel, wahrend Lysophosphatidsdure ein wichtiges Signalmolekiil ist.

Sowohl Phosphatidsédure als auch Lysophosphatidsdure sind nur in sehr geringen
Konzentrationen vorhanden. Thre Analyse wird zusdtzlich durch die endstindige
Phosphatgruppe erschwert, die zu Schwierigkeiten bei Extraktion, Chromatographie und
selektiver massenspektrometrischer Detektion fiihrt.

Fiir die Analyse dieser beiden Phospholipidklassen wurde eine Extraktionsmethode evaluiert,
die eine Extraktion beider Klassen in ausreichendem Mafe ermoglicht, ohne stérende
Artefakte zu generieren. Fiir die Analyse mittels HPLC-MS wurde sowohl eine HILIC-
Methode als auch eine Reversed Phase Methode entwickelt. Mit der HILIC-Methode ist eine
Auftrennung nach Lipidklassen mdoglich, was Ionensuppression durch dominierende
Lipidklassen minimiert, wihrend die Reversed Phase Methode eine quantitative Analyse mit
bereits etablierten Auswertemethoden (Lipid Data Analyzer) ermdglicht.

Beide HPLC-MS-Methoden wurden auf Realproben angewandt. In murinem Hirn wurde
dabei  Phosphatidsdure in einem Konzentrationsbereich von 250 nmol/g und
Lysophosphatidséure in einem Konzentrationsbereich von 1,5 nmol/g gemessen.



Development of an HPLC-MS method for the analysis of phosphatidic acid and
lysophosphatidic acid

Lipids play several important roles in biological systems. They serve in energy storage, as
signaling molecules and vitamins and they constitute cellular membranes. Phosphatidic acid
plays a central role in membrane and energy metabolism while lysophosphatidic acid
functions as a signaling molecule.

Both phosphatidic acid and lysophosphatidic acid are present only in low concentrations; their
analysis is further impeded by the presence of a terminal phosphate group which leads to
difficulties in extraction, chromatography and selective detection by mass spectrometry.

We evaluated an extraction method which allows for quantitative extraction of these
phospholipid classes without artificially generating artefacts. We further developed two
HPLC-MS analysis methods: A HILIC method allows for separation of lipid classes, thereby
minimizing ion suppression effects of dominating lipid classes, while a reversed phase
method enables us to quantitatively analyze samples using data processing methods already in
existence (Lipid Data Analyzer).

Both HPLC-MS methods were applied to murine brain samples, in which phosphatidic acid
was detected at levels of 250 nmol/g and lysophosphatidic acid at levels of 1.5 nmol/g.



