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Background
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Innsbrucker Nordkette

Metabolomics company in Innsbruck, Austria

Hauptfokus: Biomarker Discovery

Strategie: Targeted Metabolomics (        Non-Targeted/Profiling)



Wieso Lipidomics?

Interessante biologische Funktionen:

- Energiespeicherung

- Aufbau von Zellmembranen

- Signalmoleküle für Zellwachstum, Apoptose, Entzündung …

- Hormone, Vitamine

-…

-> mit Lipidstoffwechsel assoziierte Krankeitsbilder: Diabetes, Schlaganfall, Krebs, Arthritis,

Alzheimer

-> Lipid-Biomarker!!??

Adipozyt (Fettzelle)

Aufbau einer Zellmembran



Methodenentwicklung Targeted Lipidomics

Analytische Zielvorgaben:

- hochdurchsatzfähige Methode

- wenig Probenvolumen verwenden (ca. 20µl)

- möglichst viele Analyten gleichzeitig erfassen

- valide quantitative Ergebnisse (MRM)

Analytische Herausforderungen:

- Strukturvielfalt der Lipide

- Verfügbarkeit von externen und internen Standards ist limitiert

- endogene Konzentrationen sehr unterschiedlich

- Verschleppung/FIA-Troubleshooting
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Allg. Struktur der Glycerophospholipide („aa“):
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(Glycerophospholipide (PC, PE, PS, PG), Sphingomyeline und Ceramide)



Allg. Struktur der Sphingomyeline:
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Bsp.: SM C16:0

Spezielle Strukturen der Ceramide:

Dihydroceramide

2-Hydroxyacylceramide

+ Kombination
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- vollständige chromatographische Trennung in

hochdurchsatzfähiger Zeit ist unmöglich

=> Fließinjektionsanalyse (FIA)

- verschiedene Lipide mit gleicher Summenformel (Isobare) oder gleicher Nominalmasse

=> MRMs sind „nur“ Summensignale

- Molekulargewichte der Lipide liegen nah beieinander -> falsch pos. Ergebnisse durch natürlich

vorkommende Isotopen

=> Isotopenkorrektur nötig

Strukturvielfalt der Lipide



Strukturvielfalt der Lipide
Isotopenkorrektur

Isotope in Lipiden: 1H - 99.985% 2H - 0.015%
12C - 98.893% 13C - 1.107%
14N - 99.634% 15N - 0.366%
16O - 99.759% 17O - 0.037% 18O - 0.204%
31P - 100%

Bsp.: C45H81NO8P

%

M M+1 M+2 M+3

Nur 13C berücksichtigt
alle Isotope berücksichtigt

50.1% 51.6%

12.2% 14.6% 
2.0% 3.0%



Strukturvielfalt der Lipide
Isotopenkorrektur

Realprobenmessungen

ohne Isotopenkorrektur
mit Isotopenkorrektur
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Phosphatidylethanolamine
(PE): 

+NL141

Phosphatidylcholine (PC):

+ Prec 184 
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1) Klassentypisches Fragmentierverhalten evaluieren

Verfügbarkeit von ES und IS ist limitiert
MRM Optimierung



2) Analyse versch. Proben mit Scanmethoden -> MRMs ableiten

 +NL (141.00): 0.501 to 2.002 min from Sample 6 (Blut Paper Extrakt 20mul Plasma) of 20080730 +NL141.wiff (Turbo Spray) Max. 1.3e4 cps.
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 +NL (141.00): 0.501 to 2.002 min from Sample 39 (Brain PBS) of 20080731 diff matrices PE.wiff (Turbo Spray) Max. 7.1e4 cps.
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Plasma Gehirnhomogenat

 +Prec (184.10): 0.501 to 2.002 min from Sample 80 (Plasma 20mul 30.7.08) of 20080820 diff matrices PC.wiff (Turbo Spray) Max. 4.7e6 cps.
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 +Prec (184.10): 0.501 to 2.002 min from Sample 54 (Brain PBS 31.7.08) of 20080820 diff matrices PC.wiff (Turbo Spray) Max. 3.1e6 cps.
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Phosphatidyl-
ethanolamine (PE): 

+NL141

Phosphatidyl-
choline (PC):

+ Prec 184 

außerdem:
Leber
Niere
Darm
Muskelgewebe
Fettgewebe
Lunge

Verfügbarkeit von ES und IS ist limitiert
MRM Optimierung



Plasma Leber Gehirn Lunge
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PE

PG

 +NL (141.00): 0.501 to 2.002 min from Sample 6 (Blut Paper Extrakt 20mul Plasma) of 20080730 +NL141.wiff (Turbo Spray) Max. 1.3e4 cps.
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 +NL (141.00): 0.501 to 2.002 min from Sample 35 (Liver PBS) of 20080731 diff matrices PE.wiff (Turbo Spray) Max. 8.0e5 cps.
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 +NL (141.00): 0.501 to 2.002 min from Sample 39 (Brain PBS) of 20080731 diff matrices PE.wiff (Turbo Spray) Max. 7.1e4 cps.
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 +NL (141.00): 0.501 to 2.002 min from Sample 59 (Lung PBS ) of 20080731 diff matrices PE.wiff (Turbo Spray) Max. 8.4e4 cps.
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 -NL (87.00): 0.501 to 2.002 min from Sample 6 (Blut Paper Extrakt 20mul Plasma) of 20080730 -NL87.wiff (Turbo Spray) Max. 758.0 cps.
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 -NL (87.00): 0.501 to 2.002 min from Sample 59 (Lung PBS ) of 20080731 diff matrices PS.wiff (Turbo Spray) Max. 9.5e4 cps.
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 -NL (87.00): 0.501 to 2.002 min from Sample 39 (Brain PBS) of 20080731 diff matrices PS.wiff (Turbo Spray) Max. 1.7e5 cps.
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 -NL (87.00): 0.501 to 2.002 min from Sample 35 (Liver PBS) of 20080731 diff matrices PS.wiff (Turbo Spray) Max. 5.8e4 cps.
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 +Prec (195.00): 0.501 to 2.002 min from Sample 6 (Blut Paper Extrakt 20mul Plasma) of 20080730 +Prec195.wiff (Turbo Spray) Max. 1179.1 cps.
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 +Prec (195.00): 0.501 to 2.002 min from Sample 58 (Lung PBS ) of 20080731 diff matrices PG.wiff (Turbo Spray) Max. 7.3e4 cps.
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 +Prec (195.00): 0.501 to 2.002 min from Sample 38 (Brain PBS) of 20080731 diff matrices PG.wiff (Turbo Spray) Max. 1516.0 cps.
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 +Prec (195.00): 0.501 to 2.002 min from Sample 34 (Liver PBS) of 20080731 diff matrices PG.wiff (Turbo Spray) Max. 3032.0 cps.
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 +Prec (184.10): 0.501 to 2.002 min from Sample 80 (Plasma 20mul 30.7.08) of 20080820 diff matrices PC.wiff (Turbo Spray) Max. 4.7e6 cps.
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 +Prec (184.10): 0.501 to 2.002 min from Sample 74 (Lung PBS 31.7.08) of 20080820 diff matrices PC.wiff (Turbo Spray) Max. 4.0e6 cps.
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 +Prec (184.10): 0.501 to 2.002 min from Sample 54 (Brain PBS 31.7.08) of 20080820 diff matrices PC.wiff (Turbo Spray) Max. 3.1e6 cps.
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 +Prec (184.10): 0.501 to 2.002 min from Sample 50 (Liver PBS 31.7.08) of 20080820 diff matrices PC.wiff (Turbo Spray) Max. 4.2e6 cps.
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Exkurs: Lipidverteilung in versch. biolog. Proben

100% ~90% ~70% ~90%

--- ~30% 100% ~60%

 +Prec (184.10): 0.501 to 2.002 min from Sample 74 (Lung PBS 31.7.08) of 20080820 diff matrices PC.wiff (Turbo Spray) Max. 4.0e6 cps.
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 +Prec (184.10): 0.501 to 2.002 min from Sample 54 (Brain PBS 31.7.08) of 20080820 diff matrices PC.wiff (Turbo Spray) Max. 3.1e6 cps.
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 +Prec (184.10): 0.501 to 2.002 min from Sample 50 (Liver PBS 31.7.08) of 20080820 diff matrices PC.wiff (Turbo Spray) Max. 4.2e6 cps.
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~1% 100% ~10% ~10%

--- ~4% ~1% 100%



Lipidklasse Anzahl der MRMs Anzahl der ES Anzahl der IS

Phosphatidylserine (PS): 27 3 1

Phosphatidylglycerole (PG): 19 5
1

Phosphatidylethanolamine (PE): 63 4

Phosphatidylcholine (PC): 53 8
1

Sphingomyeline (SM): 33 1

Ceramide 44 13
1

Dihydroceramide 44 6

2-Hydroxyacylceramide 22 2
1

2-Hydroxyacyl-dihydroceramide 21 1

Summe 326 43

Verfügbarkeit von ES und IS ist limitiert
Übersicht



Methodenentwicklung Targeted Lipidomics

Analytische Zielvorgaben:

- hochdurchsatzfähige Methode

- wenig Probenvolumen verwenden (ca. 20µl)

- möglichst viele Analyten gleichzeitig erfassen

- valide quantitative Ergebnisse (MRM)

Analytische Herausforderungen:

- Strukturvielfalt der Lipide

- Verfügbarkeit von externen und internen Standards ist limitiert

- endogene Konzentrationen sehr unterschiedlich

- Verschleppung/FIA-Troubleshooting



Endogene Konz. sehr unterschiedlich

MRMs basierend
auf +Prec 184
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PC sind sehr viel höher konzentriert als andere Lipidklassen:

1) andere MRMs verwenden

2) Methanol/CHCl3-Extrakt für PC Messung 1:10 verdünnen

MRMs basierend
auf -NL 74



Methodenentwicklung Targeted Lipidomics

Analytische Zielvorgaben:

- hochdurchsatzfähige Methode

- wenig Probenvolumen verwenden (ca. 20µl)

- möglichst viele Analyten gleichzeitig erfassen

- valide quantitative Ergebnisse (MRM)

Analytische Herausforderungen:

- Strukturvielfalt der Lipide

- Verfügbarkeit von externen und internen Standards ist limitiert

- endogene Konzentrationen sehr unterschiedlich

- Verschleppung/FIA-Troubleshooting



Verschleppung/FIA-Troubleshooting

XIC of -MRM (87 pairs): 554,3/480,3 amu from Sample 1 (165549_1_1_00_162325) of PC... Max. 3,0e5 cps.
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XIC of -MRM (87 pairs): 554,3/480,3 amu from Sample 6 (Blank LM) of 090513 wash1 chl... Max. 4320,0 cps.
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XIC of -MRM (87 pairs): 554,3/480,3 amu from Sample 1 (168390_1_1_01_10000001) of P... Max. 80,0 cps.
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I) (Stahl) Kapillaren spülen
min µL/min 
0.0 30
1.6 30
2.4 200
2.5 1500
4.4 1500
4.5 30

II)

I)

II) Injektionseinheit optimieren

- Rotor/Stator, Nadelsitz und Spritze regelmäßig tauschen

- aktive Waschstation verwenden (CTC-Pal)

- Laufmittel als Waschlösung verwenden

III) Totvolumina vermeiden!!!!

- sorgfältiges Verschrauben (Kapillaren usw.)

- Systemcheck vor Probenanalyse

Probe nachfolgender Blank



Verschleppung/FIA-Troubleshooting

III) Totvolumina vermeiden!!!!

- sorgfältiges Verschrauben (Kapillaren usw.)

- Systemcheck vor Probenanalyse

XIC of -MRM (87 pairs): 554,3/480,3 amu from Sample 3 (Blank) of LIPID_Vorlauf_2010-01-07.wiff (Turbo Spray) Max. 80,0 cps.
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XIC of -MRM (87 pairs): 554,3/480,3 amu from Sample 4 (Cal1) of LIPID_Vorlauf_2010-01-07.wiff (Turbo Spray) Max. 1,8e5 cps.
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XIC of -MRM (87 pairs): 554,3/480,3 amu from Sample 5 (Blank) of LIPID_Vorlauf_2010-01-07.wiff (Turbo Spra... Max. 1640,0 cps.
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viel
Verschleppung!

Bsp. aus der Routine: 

1) Systemcheck

2) Probenschleife, Kapillaren und ESI Tube nochmal neu reinschrauben (5min)
XIC of -MRM (87 pairs): 554,3/480,3 amu from Sample 7 (Cal1) of LIPID_Vorlauf_2010-01-07.wiff (Turbo Spray) Max. 2,0e5 cps.
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XIC of -MRM (87 pairs): 554,3/480,3 amu from Sample 8 (Blank) of LIPID_Vorlauf_2010-01-07.wiff (Turbo Spray... Max. 200,0 cps.
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3) Wiederholung Systemcheck kaum
Verschleppung!



Verschleppung/FIA-Troubleshooting

XIC of -MRM (87 pairs): 554.3/480.3 amu from Sample 67 (Plasmaextrakt) of 20090630 Verschleppung.wiff  (Turbo Spray) Max. 3.0e5 cps.
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Einbruch im FIA-Peak durch Luftblase in Injektionsschleife

=> Lösung: ab sofort Injektionsschleife „überfüllen“ (overfill)

XIC of -MRM (87 pairs): 554.3/480.3 amu from Sample 27 (Plasmaextrakt 2) of 20090702 Feintuning Methode.wiff (Turbo Spray) Max. 2.9e5 cps.
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=> Kein ausreichendes Probenvolumen!!!!
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