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1 Einleitung und Zielstellung

Lipide sind neben Kohlenhydraten, Proteinen und Nukleinsauren eine der grof3en
Naturstoffklassen, die in jeder lebenden Zelle vorkommen. Sie erfillen mannigfaltige
Funktionen.

Von besonderem Interesse fir die Forschung sind die Lipide in der Haut, insbesondere in der
Epidermis. Wahrend das Lipidmuster in tiefer gelegenen Hautschichten dem anderer Gewebe
ahnelt, ist es im Stratum corneum, der obersten Hornschicht, einzigartig in seiner
Zusammensetzung. Die dort befindlichen interzellularen Lipiddomanen sichern die
Barrierefunktion des Stratum corneum gegen den transepidermalen Wasserverlust einerseits
und die Einwirkung von schadigenden Einflissen aus der Umwelt andererseits. Dadurch wird
die Existenz von hoheren Lebensformen auf dem Festland erst ermdglicht. Den Ceramiden
kommt dabei eine Schlusselrolle zu. Die Lipidzusammensetzung unterscheidet sich bei
verschiedenen Spezies, aber auch beziglich des jeweiligen Korperareals, des
Differenzierungsgrades usw. Weiterhin weist mittlerweile eine Vielzahl von Befunden darauf
hin, daR bei verschiedenen Erkrankungen der Haut, von denen hier nur die Psoriasis und die
atopische Dermatitis exemplarisch genannt seien, ein verandertes Lipidmuster auftritt. Dies
begriindet das enorme dermatologische Interesse an der Erforschung der Hautlipide. Eng
damit verzahnt ist ein pharmazeutischer Aspekt, der einerseits darin besteht, das Lipidmuster
therapeutisch positiv zu beeinflussen und andererseits den Einflul3 der Lipide auf die
Penetration und Permeation topisch applizierter Arzneistoffe aufzuklaren hat. Aber auch die
kosmetische Industrie hat die Bedeutung der Hautlipide erkannt und treibt die Forschung zur
Optimierung ihrer Produkte voran.

Grundlage und Voraussetzung fur die Erforschung der Lipide ist eine leistungsfahige
Analytik. Betrachtet man die wichtigsten Lipidklassen unter pragmatischen analytischen

Gesichtspunkten, so fallen bei aller strukturellen Vielfalt drei Punkte auf:

» die Vielzahl &hnlicher oder homologer Verbindungen,

» die geringe Anzahl funktioneller Gruppen, verbunden mit einem relativ inerten
chemischen Verhalten,

» das weitgehende Fehlen von Chromophoren, Fluorophoren und UV-absorbierenden

Strukturelementen.

Daher verwundert es nicht, dal’ zahlreiche analytische Methoden nicht oder nur sehr begrenzt

fur Lipide geeignet sind.



Im ersten Schritt missen die Lipide aus biologischem Material extrahiert werden. Wenn sie in
Gewebe vorliegen, wird meist die Flussigphasenextraktion angewandt, wahrend sich zur
Gewinnung aus walrigen biologischen Flussigkeiten die Festphasenextraktion anbietet.

Zur Trennung von Lipidgemischen sollen als inzwischen klassische Methoden die
Dunnschichtchromatographie und die Gaschromatographie genannt werden. Auch die
Hochleistungsflissigchromatographie, die zur wichtigsten chromatographischen Methode
geworden ist, findet eine immer breitere Anwendung.

Die Massenspektrometrie hat in den letzten Jahren eine aul3erordentlich dynamische
Entwicklung  durchlaufen. Wahrend die klassische Massenspektrometrie  mit
Elektronenstof3ionisation seit vielen Jahren neben der Schwingungs- und der
Kernmagnetischen Resonanzspektroskopie eine zentrale Rolle bei der Identifizierung und
Strukturaufklarung organischer Substanzen sowie als spezifischer Detektor in der
Gaschromatographie spielt, ist die Elektrospray-Massenspektrometrie erst in den letzten
Jahren immer starker ins Blickfeld gertickt. Unter den verschiedenen Techniken zur lonisation
einer Analytsubstanz aus flussiger Phase hat sich die Elektrospray-lonisation eine
dominierende Stellung erobert, v.a. beim Einsatz der Massenspektrometrie als Detektor in der
Hochleistungsfliissigchromatographie und in der Kapillarelektrophorese.

Da die Energieeinwirkung auf die Molekule bei der Elektrospray-lonisation vergleichsweise
sehr moderat ist, spricht man von einer sanften lonisation, die in der Regel nur Molekulionen
sowie Addukte, haufig mit ubiquitdr vorkommenden lonen, hervorbringt. Dies ist bezuglich
der Strukturinformation gegentber der Elektronensto3-MS ein Nachteil, der jedoch durch die
Tandem-Massenspektrometrie, die eine gezielte Fragmentierung ausgewahlter lonen
ermoglicht, ausgeglichen wird. Allerdings ist die Standardisierung dieser v.a. an lonenfallen-
bzw. Triple-Quadrupol-Massenspektrometern durchgefiihrten MS/MS-Studien schwieriger

und daher langst nicht so weit fortgeschritten wie im Falle der Elektronenstol3-MS.

In [67] werden drei wesentliche Trends in der modernen Lipidanalytik genannt:

* Vereinfachung und Perfektionierung bereits verfiigbarer Methoden,
* Miniaturisierung und Empfindlichkeitssteigerung,

» verstarkter Einsatz von Online-Kopplungsmethoden.



Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit bestand daher darin,

» die Moglichkeiten der Anwendung neuer instrumenteller Methoden in der Lipidanalytik
auszuloten,

» spezifische, empfindliche und reproduzierbare Methoden fir die Analytik von
Hautlipiden, v.a. Ceramiden, zu entwickeln sowie

 die Anwendbarkeit der Methoden auf natirliche Lipidgemische, insbesondere

Lipidextrakte aus humanem Stratum corneum, zu demonstrieren.

Im Mittelpunkt des Interesses standen jene Lipidklassen, bei denen die zur Verfiigung
stehenden klassischen Analysenmethoden nicht voll befriedigen kdénnen und somit ein
Entwicklungsbedarf besteht.

A priori war dabei keine Beschrankung auf die Massenspektrometrie und ihre
Kopplungstechniken vorgesehen, jedoch erwies sie sich als besonders geeignet, einerseits
wegen ihrer Spezifitat und Empfindlichkeit, andererseits wegen ihrer Koppelbarkeit mit
chromatographischen und elektrophoretischen Trennverfahren. Angesichts des Umfangs
dieses Gebietes kann die vorliegende Arbeit nur Beitrage liefern und ist dementsprechend
Uberschrieben. Auch der Begriff Anwendung ist bewul3t gewéhlt, denn an einem
pharmazeutischen Institut bestand das Ziel nicht vorrangig in geratetechnischen
Verbesserungen. Wenngleich die Elektrospray-lonisation im Rahmen der Arbeit eine
dominierende Rolle spielt, wurde z.T. auch die GC/MS mit Elektronenstof3-lonisation benutzt,

so daf3 der allgemeine Oberbegriff Massenspektrometrie gewéhlt wurde.



2 Grundlagen

Im folgenden Teil soll zunachst ein kurzer Uberblick tiber die Lipide gegeben werden. Die
untersuchten Substanzklassen der Phospholipide und Ceramide werden dabei kurz vorgestellit.
Zusatzlich ist jeweils ein kurzer Verweis auf die gebrauchliche Analytik gegeben. Weiterhin
werden das Lipidmuster des Stratum corneum und die Lipidextraktion beschrieben. Im An-
schlul? folgt eine Einfuhrung zu den benutzten analytischen Methoden, wobei angrenzende
Methoden mit erwéahnt werden, um die Systematisierung zu erleichtern. Da mehrere Metho-
den benutzt wurden, die zwar zunehmend Verbreitung finden, aber noch nicht als allgemein

bekannt vorausgesetzt werden kdnnen, geriet dieser Abschnitt etwas langer als Ublich.

2.1 Lipide

2.1.1 Uberblick und Einteilung

Lipide
Fettsaurederivatge Eicosanoidg Isoprenoide
Prostaglandine Terpene
Leucotriene Steroide

Gallensauren

Freie Fettséurerb
Vitamine A, D, E, K

Olsaure
Stearinsdure

| Cholesterolestet

Cholesterololeat

Glycerolipide Sphingolipide
| Neutrallipide| | Phospholipide| | Ceramide| | Glykosphingolipide|
Mono-, Di- und Triglyceride  Phosphatidylcholine  Ceramide I-VI Cerebroside
Sphingomyelin Ganglioside

Abb. 1: Ubersicht tiber die Stoffklassen der Lipide mit Beispielen. Fettsaurederivate als Lipi-

de im engeren Sinne sind rot dargestellt.

10



Zur Definition der Lipide sind zwei unterschiedliche Herangehensweisen méglich. Im weite-
sten Sinne werden als Lipide alle (biologischen) Substanzen bezeichnet, die sich durch eine
gute Loslichkeit in organischen Lésungsmitteln auszeichnen [67]. Im engeren Sinne werden
dazu all jene Substanzklassen gerechnet, die Derivate langkettiger aliphatischer Carbonsau-
ren, der Fettsauren, darstellen [91]. Damit sind auch hydrophilere Substanzen (wie etwa die
Ganglioside) mit eingeschlossen, nicht jedoch die strukturell andersartigen Eicosanoide und
Isoprenoide. Bei den Eicosanoiden laf3t sich freilich dartber diskutieren, ob sie als Fettsaure-
derivate anzusehen sind, da sie biosynthetisch aus Arachidonsaure gebildet werden und auch
noch uber eine Carbonséaurefunktion verfligen, jedoch ist die Strukturabwandlung relativ weit
gediehen. Die Cholesterolester wiederum kénnen sowohl bei den Isoprenoiden als auch bei
den Fettsaurederivaten eingeordnet werden. Abb. 1 zeigt eine Ubersicht tiber die wichtigsten
naturlich vorkommenden Substanzklassen der Lipide.

Fir die Analytik von freien oder durch Hydrolyse von komplexen Lipiden gewonrtesten

sauren steht eine Reihe von Methoden zur Verfigung. Die grofte Bedeutung hat die Gas-
chromatographie nach Uberfiihrung in die Methylester. Auch mittels HPLC [43,90] und Ka-
pillarelektrophorese (meist mit indirekter UV-Detektion [29,39,97,105]) lassen sich be-
stimmte Problemstellungen l6sen. Kerwin et al. fuhrten Untersuchungen zu ESI-MS und
MS/MS von Fettsauren durch [62].

Die Phospholipide sind zweifache

Ester der Phosphorséure einerse Tab. 1: Struktur verschiedener Glycerophospholipide.

mit einer lipophilen Alkoholkompo-

0

nente (Diacylglycerole- Glycero- Rl)ko

hospholipi N-Acylsphingoi

phospholipide, cylsphingoide R2. O ﬁ

- Sphingomyeline) und anderer Y O—I|3—O—R
o)

seits mit einer polaren Kopfgruppe OH

Sie sind Grundbausteine biologi Polare Kopfgruppe (R) | Substanzklasse

scher Membranen und somit fi| ™" Phosphatidsauren
jede lebende Zelle von essentielle ~CHe-CHx-N'(CHg)s Phosphatidylcholine
Bedeutung [91]. Aufgrund ihrer -CH-CH-NH, Phophatidylethanolamirle

amphiphilen Eigenschaften sind si|"CHzCH(COOH)-NR | Phosphatidylserine
befahigt, in waRrigem Milieu Lipid- -CH,-CHOH-CHOH Phosphatidylglycerole
doppelschichten, Mizellen und Li- myo-Inositol Phosphatidylinositole
posomen auszubilden. Phosphai|Phosphatidylglycerol Cardiolipine

dylcholine sind bei Tieren und

Pflanzen, nicht jedoch bei Bakteri-
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en, die haufigsten Phospholipide. Sie werden auch als Lecithine bezeichnet. Sie kommen be-
sonders in Nervengewebe und inneren Organen angereichert vor; die Gewinnung erfolgt meist
aus Eigelb oder Sojabohnen. Phosphatidylcholine weisen wegen ihrer quarterndren Ammoni-
umstruktur die hochste Polaritat auf und I6sen sich daher in Alkohol. Fur die tGbrigen Glyce-
rophospholipide ist Chloroform ein geeigneteres Losungsmittel. Das C-2 des Glycerolrests ist
chiral. Per definitionem befindet sich der Phosphorséureester am C-3. Naturliche Glycero-
phospholipide sind Derivate des sn-Glycerol-3-phosphats (= L-Glycerol-3-phosphat). Aus
Grunden der Vereinfachung wird die stereochemische Bezeichnung im folgenden weggelas-
sen. Tab. 1 fal3t die Strukturen der wichtigsten Phosphatidylglycerole zusammen, Abb. 2 zeigt

ein Molekilmodell eines typischen Phosphatidylcholins.

AAAA R
LA
: glé"{ llr'ﬁw X

Abb. 2: Molekilmodell von 1-Palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholin. Kohlenstoffatome

sind grau, Wasserstoff hellblau, Sauerstoff rot, Stickstoff blau und Phosphor orange dar-

gestellt.

Zur analytischen Trennung verschiedener Phospholipidklassen stehen eine Reihe dunn-
schichtchromatographischer Verfahren zur Verfigung (z.B. fir die Phospholipide der Epi-
dermis [122]). Zur HPLC siehe 4.1.2, zur Tandem-Massenspektrometrie siehe 4.1.3. Eine
Ubersicht tiber die speziesspezifische Analytik der Phospholipide findet sich in [93].
Sphingomyeline besitzen einen N-acylierten Sphingosinrest anstelle des Diacylglycerols und
zahlen daher zu de®phingolipiden. Sie kommen in den Myelinscheiden der Nerven sowie

v.a. im Blutplasma vor. Abb. 3 zeigt ein Molekilmodell von Sphingomyelin.
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Abb. 3: Molektlmodell von Sphingomyelin.

Die Ceramide sind Amide von Fettsauren mit langkettigen hydroxylierten Aminbasen, den
Sphingoiden. Sie spielen eine wichtige Rolle in verschiedenen Gebieten der Biochemie. Zum
einen kommen sie in vielen tierischen und pflanzlichen Geweben sowie im Blut zusammen
mit ihren Derivaten, den Glykosphingolipiden, vor. In den letzten Jahren wurde ihre Bedeu-
tung als intrazellularer Botenstoff intensiv untersucht [40,76]. Vor allem aber sind sie inte-
graler Bestandteil der interzellularen Lipiddomé&nen des Stratum corneum und damit unerlaR-
lich fir die Ausbildung der Barrierefunktion, die die Existenz von hoheren Lebensformen auf
dem Festland erst ermdglicht [36,37,73,110,146] (siehe 2.1.2). Abb. 4 zeigt ein Molekulmo-
dell von N-(2-Hydroxystearoyl)-sphingosin.

Sl

Abb. 4: Molekulmodell von N-Stearoyl-sphingosin.

Ceramide unterscheiden sich sowohl hinsichtlich ihrer Acylkomponenten als auch in ihren

langkettigen Basen. Letztere besitzen vier wesentliche Grundstrukturen (siehe Abb. 5).
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N In Ceramiden aus Blut und tierischen
z OH . )
J\/\ Geweben kommt vor allem Sphingosin

OH
N
OH

S

: und daneben in geringeren Mengen

H2
W Sphinganin vor, in pflanzlichem Gewebe
b OH

HN zusatzlich Phytosphingosin. Die Doppel-
WOH bindung im Sphingosin ist stets trans-
i OH > konfiguriert [56]. C-2, C-3 sowie bei

CH Phytosphingosin auch C-4 sind chiral. Die

N . .
d W\ OH Kettenlange betragt praktisch ausschlief3-

> lich C-18, lediglich C-20-Homologe
Abb. 5: Strukturen der Sphingoidbasen. kommen in Spuren vor. Dagegen haben
a: Sphingosin (Sphingenin) die Sphingoidbasen der Ceramide des
b: Sphinganin (Dihydrosphingosin) Stratum corneum eine sehr heterogene
c: Phytosphingosin Zusammensetzung [132] (siehe 2.1.2).
d: 6-Hydroxysphingosin Zur analytischen Bestimmung der Cera-

mide wird haufig die HPTLC herangezo-
gen [78,132,95,35], die in der AMD-Technik (Automated Multiple Development) ihren vor-
laufigen apparativen Hohepunkt gefunden hat. Zur HPLC siehe 4.2.1.1, zur GC siehe 4.2.1.2.

2.1.2 Lipide im Stratum corneum

Die menschliche Haut besteht aus mehreren differenzierten Schichten mit unterschiedlicher
Morphologie und Funktion. Von besonderem Interesse ist die lebende Epidermis sowie vor
allem das Stratum corneum (SC), dessen Lipidmuster einzigartig ist [68,110]. Folgt man dem
Ziegelstein-Mortel-Modell des Stratum corneum [26], so bilden die Keratinozyten die Ziegel-
steine und die Lipide den Mortel. Obwohl letztere nur etwa 10 % der Trockenmasse des SC
ausmachen, sind sie entscheidend fir die Aufrechterhaltung der Barrierefunktion. Als allge-
mein akzeptiertes Mal3 fur die Barrierefunktion hat sich die Messung des transepidermalen
Wasserverlusts (TEWL) etabliert [54].

Die Angaben Uber die Lipidzusammensetzung schwanken z.T. erheblich. Die Griunde dafur
sind vielschichtig. Sehr unterschiedlich ist z.B. die Probengewinnung. Haufig wird in vivo am
Probanden eine Extraktion von der Oberflache her vorgenommen (mit verschiedensten L6-
sungsmitteln), wobei naturgemafd die aul3eren Schichten bevorzugt extrahiert und Oberfla-
chenlipide (Exsudat der Talgdrusen etc.) mit erfal3t werden. Weiterhin spielen das Korperareal

[68] und die Auswahl des Probandenkollektivs eine Rolle.
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Auch Abri3techniken (Klebeband oder Cyanoacrylatharz) oder Ex-vivo-Techniken werden

eingesetzt (Verwendung von Operationsresten, Hornhaut von der Ful3sohle).

Cholesterolsulfat
Andere 1,9%
11,1%

Cholesterolester
10,0%

Cholesterol
26,9%

Ceramide
41,1%

Fettsauren
9,1%

Abb. 6: Lipidzusammensetzung des menschlichen Stratum corneum [133].

Vergleicht man das Lipidmuster des Stratum corneum (siehe Abb. 6) mit dem der anderen,
lebenden Gewebe, fallt auf, dal® die Menge an Ceramiden, Cholesterol (einschlief3lich Ester)
und freien Fettsauren deutlich erhoht ist. Diese drei Komponenten sind es, die die Barriere-
funktion des Stratum corneum einerseits gegen den transepidermalen Wasserverlust, anderer-
seits gegen &aulRere Einflusse, in erster Linie aufrechterhalten. Dagegen sind die polareren
Phospho- und Glykolipide zumindest in den auReren Schichten vollig verschwunden. Es wur-
de auch innerhalb des SC ein Lipidgradient gefunden, was andeutet, dal3 durchaus noch eine
gewisse metabolische Aktivitat vorhanden ist.

Zur Bedeutung der freien Fettsauren fur die Barrierefunktion des SC vgl. [3,110,11].

Besonders interessant sind die Ceramide. Sie wurden mit Hilfe der Dinnschichtchromatogra-
phie in Fraktionen aufgetrennt, denen Strukturen zugeordnet werden konnten [131] (Abb. 7).
Daraus wurde eine Einteilungsnomenklatur abgeleitet. Ansteigende romische oder auch arabi-
sche Zahlen von 1-6 (bzw. 7) kennzeichnen Fraktionen in der Reihenfolge steigender Polari-
tat. Eine informativere Nomenklatur, die Aussagen zum Fettsdure- und zum Basentyp macht,

wurde vorgeschlagen [81,103], hat sich jedoch bisher nicht durchgesetzt.

15



Bei den Fettsduren kommen praktisch ausschlief3lich langkettige, geséttigte Spezies vor, die

teilweise an C-2 hydroxyliert sind.

m/W)L OWO

NH

Ceramid 1 (Cer[EOS]) \I\OH
OH
\MWW/YO

NH

W\ >
Ceramid 2 (Cer[NS]) OH
WO

NH

OH
Ceramid 3 (Cer[NP])
OH

OH

Cerl
Cer6ll 8.0% OH
15,6% - Ceramid 4/5 (Cer[AS])
N OH

Cer2 WO
OH
Ceramid 6 (I/11) (Cer[AP]) oH

OH

Cer 4/5 Cer3 o)
25,5% 15,4%
OH
Ceramid 7 (Cer[AH]) AN OH

Abb. 7: Ceramide des Stratum Corneum: Strukturen und Haufigkeit. Nomenklatur nach
[131] (bzw. [71,103]).

Cer6 |
11,3%,

Ceramid 1 stellt eine Besonderheit hinsichtlich der Struktur dar. Die amidartig gebundene
Fettsaure weist ein@-Hydroxygruppe auf, an die eine weitere, meist ungeséttigte Fettsaure
esterartig angeknupft ist. Bei den langkettigen Basen kommen meist Sphingosin-, aber auch
Sphinganin-Homologe vor.

Ceramid 2 ist eine Fraktion, die aus nichthydroxylierten Fettsduren und Sphinganin- oder
Sphingosinbasen gebildet wird.

Ceramid 3 enthélt ebenfalls nichthydroxylierte Fettsauren, jedoch Phytosphingosinbasen, die

keine Doppelbindung enthalten.
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Ceramid 4 und 5 enthalten 2-Hydroxyfettsauren und vornehmlich Sphingosin-Homologe,
aber auch Sphinganine wurden gefunden. Die Aufteilung in zwei Fraktionen resultierte ver-
mutlich daraus, dal3 groRere Unterschiede in der Kettenlange zu einer Doppelbande bei der
HPTLC fuhrten. Da die Grundstruktur identisch ist, konnen Ceramid 4 und 5 zusammenge-
fal3t betrachtet werden.

Ceramid 6 erbrachte ebenfalls eine Doppelbande. Es erfolgte eine nomenklatorische Auftei-
lung in 61 und 611 (oder 6a und 6b). Wahrend fir Ceramid 6ll korrekt 2-Hydroxyfettsauren
und Phytosphingosinbasen zugeordnet wurden, gab es fir Ceramid 61 verschiedene Struktur-
vorschlage. Haufig wurde eine Struktur postuliert, bei der die Hydroxygruppe an C-4 des
Phytosphingosins eine weitere 2-Hydroxyfettsaure tragt [73]. Vermutlich resultierte die Auf-
spaltung ahnlich wie bei Ceramid 4 und 5 lediglich aus groReren Kettenlangendifferenzen.
Hingegen erbrachten spatere Arbeiten den Nachweis fur die Exister2evamid 7, wel-

ches ebenfalls 2-Hydroxyfettsduren enthalt, jedoch 6-Hydroxysphingosin-Homologe als lang-
kettige Basen [103].

Zur Strukturaufklarung wurden die Ceramide hydrolysiert und die Fettsauren und langketti-
gen Basen einzeln gaschromatographisch analysiert. In [132] finden sich Angaben zur Hau-
figkeit des Vorkommens dieser Komponenten in 6 Ceramidfraktionen. Abb. 8 a und b ver-
mitteln am Beispiel von Ceramid 2 einen Eindruck von der auf3erordentlichen Variabilitat der
Ketten. Nach der getrennten Analytik von Fettsduren und langkettigen Sphingoidbasen konnte
keine Aussage gemacht werden Uber die Kombination der Komponenten. Wenn diese stati-
stisch erfolgt, ergdbe sich allein bei Beriicksichtigung der in [132] eindeutig identifizierten
Komponenten die riesige Zahl von 2377 moglichen Ceramiden.

Eine Reihe von Arbeiten gibt Hinweise auf Verdnderungen der Ceramide bei verschiedenen
Krankheitsbildern. So wurde bei Psoriasis ein geringerer Anteil phytosphingosinhaltiger
Ceramide gezeigt [81], der auf einen geringeren Wassergehalt zurtickzufiihren sein kdnnte.
Dies koénnte auch erklaren, warum trotz ausreichenden Angebots des kritischen Synthesebau-
steins Linolsdure der Gehalt an Ceramid 1 zu gering ausfallt: das wasserarme Milieu behin-
dert die Funktion der entsprechenden Transferase. Verschiedene Arbeiten beschreiben eine
Reduktion der Gesamtceramide und insbesondere des Ceramid 1 bei atopischer Dermatitis
[45,50,144]. Bei Ceramid 1, dem seit langem eine besondere Rolle bei der Verbindung ver-
schiedener Lipiddoppelschichten zugeschrieben wird [135,10], spielt jedoch nicht nur die
Gesamtmenge eine Rolle, sondern auch die korrekte Fettsdurezusammensetzung. Bei Mangel
an essentiellen Fettsauren wird anstelle der Linolsaure Olsdure eingebaut, was bereits zu ei-
nem dramatischen Anstieg des transepidermalen Wasserverlusts fuhrt [45 und Literatur dort].

Diese Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit einer spezifischen Ceramidanalytik.
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Angesichts des Zusammenhangs zwischen dem Lipidgehalt und bestimmten Hautveranderun-
gen (z.B. Trockenheit) ist die topische Lipidsubstitution nicht nur dermatologisch, sondern
auch kosmetisch von groRem Interesse. Daher wurde die topische Applikation von Ceramiden
mehrfach untersucht [20,31,72,75]. Haufig muf3 zwischen optimaler Wirkung (z.B. Reduzie-
rung des TEWL) und marktstrategischen Aspekten (Vermeidung von wenig attraktiven W/O-
Emulsionen o0.4.) ein Kompromif3 gefunden werden, und bei vielen auf dem Markt befindli-
chen Praparaten hat das Ceramid lediglich hinsichtlich des Marketing einen Effekt. Da die

Ceramide auch im Haar eine Rolle spielen [49], sind sie vielfach in Shampoos enthalten.

2.1.3 Lipidextraktion

Wenn Lipide aus biologischem Material analysiert werden sollen, missen sie zunéchst extra-
hiert werden. Dieser Schritt ist eine wesentliche Fehlerquelle und mufd sorgfaltig validiert
sein. Daher wird meist auf bewéhrte Protokolle zurtickgegriffen und oftmals ein Kontrollstan-
dard zugesetzt [67].

Bei der Lipidextraktion aus Geweben verwendet man die traditioREl&sigphasenextrak-

tion. Man unterscheidet die Folch-Extraktion [32], bei der 1 g Gewebe mit 20 ml Chloro-
form/Methanol 2:1 extrahiert wird, und die Methode nach Bligh und Dyer [8], bei der 1 ml
Gewebehomogenisat mit ca. 4 ml Methanol/Chloroform 2:1 extrahiert wird. Daneben wurden
fur spezielle Fragestellungen andere Protokolle beschrieben, etwa fir die Extraktion der
Stratum-corneum-Ceramide [69,95]. Die selektive und dennoch quantitative Extraktion ein-
zelner Lipidklassen ist jedoch nicht mdglich.

Fur die Extraktion von Lipiden aus (waRrigen) biologischen Flissigkeiten bietet sich hinge-
gen dieFestphasenextraktion (SPE) an. Auch eine Vortrennung zwischen verschiedenen
Lipidklassen ist dadurch mdglich. Dieses Verfahren mufd ebenfalls sorgfaltig validiert werden.
Apparaturen zur automatisierten SPE sind kommerziell erhaltlich.

2.2 Methoden zur analytischen Trennung

Eine zuverlassige quantitative Bestimmung einer Substanz in einer mehr oder weniger kom-
plexen Matrix, wie sie ein Gesamtlipidextrakt darstellt, erfordert den Einsatz einer Methode

zur Stofftrennung. Dabei haben chromatographische und elektrophoretische Methoden in der
Praxis die bei weitem grofl3te Bedeutung erlangt, gerade auch wegen der Vielzahl der damit

koppelbaren Detektoren. Im folgenden sollen die im Rahmen dieser Arbeit angewandten
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Trennmethoden Gaschromatographie, HPLC und Kapillarelektrophorese kurz dargestellt

werden.

2.2.1 Gaschromatographie (GC)

Der Begriff Chromatographie steht heute fiir eine ganze Familie von Trennmethoden, bei de-
nen ein geléstes Substanzgemisch mit Hilfe einer mobilen Phase, die ein Gas, ein Uberkriti-
sches Fluid oder eine Flissigkeit sein kann, tGber eine stationare Phase geleitet wird und sich
dabei in seine Bestandteile auftrennt [59].

Bei der Gaschromatographie werden flichtige Substanzen entweder in mit feinkérnigem Tréa-
germaterial gefillten Saulen oder in innen beschichteten Kapillaren aus amorphem Silizium-
dioxid (Fused Silica) mit Hilfe eines inerten Tragergases (Haddr ) getrennt. Man un-
terscheidet die GSC (Gas Solid Chromatography), bei der ein poréser, polymerer Feststoff als
stationdre Phase dient, und die GLC (Gas Liquid Chromatography), bei der eine viskose Flus-
sigkeit diese Aufgabe erfllt.

Die Detektion im Gasstrom kann mit verschiedenen Detektoren erfolgen, u.a. mit einem
Flammenionisationsdetektor (FID), einem Warmeleitfahigkeitsdetektor (WLD) oder mit Hilfe
der Massenspektrometrie (GC/MS). Die Gaschromatographie erreicht eine hohe Trennlei-
stung, da sich die Verteilungsgleichgewichte zwischen Tragergas und stationérer Phase sehr
schnell einstellen [116].

Nach Auswabhl einer fur das jeweilige Trennproblem geeigneten GC-Saule bzw. Kapillare ist
die Variation der Temperatur der wichtigste Parameter zur Optimierung. Daher befindet sich
die GC-Kapillare in einem Saulenofen, der eine entsprechende Steuerung des Temperaturpro-
gramms erlaubt.

Kapillarsdaulen bendtigen keinen Trager, da bei ihnen die Innenwand mit der stationdren
Phase belegt wird (WCOT, Wall Coated Open Tubular, wandbelegte Trennsaule). Die Kapil-
laren sind den gepackten Saulen in der Regel hinsichtlich der Trennleistung Uberlegen. Bei
einer Lange von 15-30 m und Innendurchmessern von 0,15-0,5 mm sind die GC-Kapillaren
innen mit einem Trennphasenfilm beschichtet (0,1 - 5 um dick). Eine groR3ere Kapillarlange
verbessert die Trennleistung, verlangert jedoch die Analysenzeiten. Die Lange sollte also so
gering wie moglich gehalten werden. Eine Verringerung des Innendurchmessers verbessert
die Aufldsung und verringert die Kapazitat. Die Filmdicke ist wesentlich fur die Steuerung
der Retention. Bei hochsiedenden Verbindungen wie Lipidderivaten missen geringe Filmdik-
ken verwendet werden, um die Elution zu gewahrleisten. Als stationare Phase eignen sich fur

die Lipidanalytik vor allem wenig polare Polysiloxanderivate.
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Die Grundvoraussetzung fur die Anwendbarkeit der GC, das Vorliegen eines gasférmigen
oder unzersetzt verdampfbaren Analyten, ist gleichzeitig die bedeutsamste Limitation der
Methode. Oftmals ist einBerivatisierung polarer funktioneller Gruppen erforderlich, z.B.
durch Methylierungen oder Silylierungen von Hydroxygruppen. Hierfir sind eine Vielzahl
von Verfahren entwickelt worden, so dal3 hier keine allgemeinen Angaben gemacht werden
sollen und bezuglich der in dieser Arbeit angewandten Derivatisierungen auf den Experimen-

tellen Teil verwiesen wird.

2.2.2 Hochleistungsflussigchromatographie (HPLC)

Unter dem Begriff Flussigkeitschromatographie fa3t man die Methoden mit fllissiger mobiler
Phase zusammen, wozu die Papier- und die Dunnschichtchromatographie (zusammengefal3t
als Planarchromatographie) und die Saulenchromatographie zéhlen. Letztere wiederum un-
terteilt sich in Niederdruck- und Hochdruckfliissigchromatographie [59].

Fur analytische, aber auch fur praparative Zwecke hat die Hochdruckflissigchromatographie,
die wegen der hohen erzielbaren Trennleistung (bis ca. 10000 theoretische Bdden) auch als
Hochleistungsfliissigchromatographie bezeichnet wird (beides abgekir#Pals), eine
Uberragende Bedeutung erlangt. Hierbei befindet sich eine homogen gepackte feste, porose
stationére Phase in einer Stahlséule, wahrend eine flissige mobile Phase (Laufmittel) mit Hil-
fe einer Pumpe unter hohem Druck hindurch geleitet wird. Die Trennung der geldsten Analy-
ten findet in der Grenzschicht zwischen dem Laufmittel in den Poren und der inneren Ober-
flache der Teilchen der stationaren Phase statt. Es kommt zu einer je nach der Affinitat des
Analyten zur stationdren Phase unterschiedlichen Anreicherung an der Grenzflache. Dieser
Vorgang kann als Adsorptions- oder als Verteilungsprozel3 beschrieben werden.

Die wichtigstenPackungsmaterialiensind das anorganische Kieselgel und seine Derivatisie-
rungsprodukte. Daneben spielen auch synthetische Polymere, die sich u.a. durch eine héhere
pH-Stabilitdt auszeichnen, eine Rolle. Heutzutage haben sich Packungsmaterialien mit
gleichmaRigen, spharischen Partikeln weitestgehend durchgesetzt. Wichtige Charakteristika
sind die PartikelgrofRe (meist 3-10 um) und der Porendurchmesser (typischerweise 10-100
nm).

Bei der NormalphasenHPLC steht einer polaren stationdren Phase (meist Kieselgel) eine
weniger polare mobile Phase (Hexan, Chloroform 0.4.) gegeniber.

Bei derUmkehrphasenHPLC (engl. Reversed Phase, RP) findet dagegen eine weniger pola-
re stationdre und eine polarere mobile Phase Anwendung. Als stationdre Phase dominieren

Derivate des Kieselgels, bei denen die freien Silanolgruppen mittels Silanisierung durch orga-
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nische Reste ersetzt werden (u.a. Octadecyl-(RP-18). Octyl-(RP-8), Butyl-, Dimethyl-, Cya-
no-, Phenyl-, Amino- oder Diolphasen). Ateobile Phasewerden Acetonitril, Methanol und
Wasser am meisten angewandt. Man kann die Lésungsmittel nach ihrer Elutionskraft in einer
eluotropen Reihe anordnen, die fur das jeweilige Packungsmaterial empirisch ermittelt wird,
jedoch im wesentlichen von der Polaritat abhangt [125,66,28]. So nimmt die Elutionskraft bei
einer RP-18-Phase in der Reihenfolge Wasser < Methanol < Isopropanol < Acetonitril < Te-
trahydrofuran < Chloroform < Hexan zu.

Unterschieden wird zwischeigokratischer und Gradientenelution. Bei der isokratischen
Elution bleibt die Zusammensetzung der mobilen Phase wéhrend der Analyse konstant. Wenn
sich ein Trennproblem isokratisch befriedigend |6sen |aR3t, wird dies in der Regel bevorzugt.
Bei der Gradientenelution andert sich die Zusammensetzung der mobilen Phase wéahrend der
Analyse und zwar zweckmalligerweise so, dald die Elutionsstarke des Fliel3mittelgemischs
kontinuierlich zunimmt. Damit kann man erreichen, dal3 auch Analyten stark unterschiedli-
cher Polaritat in einem Lauf chromatographiert werden kénnen. Zu unterscheiden ist zwi-
schen Niederdruckgradienten, die durch die Dosierung der einzelnen Laufmittelkomponenten
uber Ventile charakterisiert sind, und Hochdruckgradienten, bei denen jede Komponente
durch eine eigene Pumpe geférdert wird. Die Umkehrphasen-HPLC hat die gro3te Verbrei-
tung gefunden; man kann sie als das wichtigste chromatographische Verfahren tberhaupt be-
zeichnen. Dies ist begrindet in der vielseitigen Anwendbarkeit (bei ca. 80-90 % aller Trenn-
probleme in der Bioanalytik), der hohen Trennleistung und der guten Reproduzierbarkeit. Es
steht eine Vielzahl von Detektoren zur Verfiigung, die die erreichbare Empfindlichkeit und

Spezifitat determinieren.

2.2.3 Kapillarelektrophorese (CE)

Das Trennprinzip der Elektrophorese besteht in dem unterschiedlichen Wanderungsverhalten
elektrisch geladener Teilchen in Lésung beim Anlegen eines elektrischen Feldes.

Nachdem die Gelelektrophorese in der Biochemie bereits eine breite Anwendung gefunden
hatte, konnte die Elektrophorese in offenen, mit Flussigkeit gefillten Rohren sich erst dann
entscheidend weiterentwickeln, als es technologisch mdglich war, Kapillaren mit sehr gerin-
gem, gleichmafRigem Innendurchmesser herzustellen. Nach wichtigen Vorarbeiten u.a. von
Hjerten [44] gelang Jorgenson 1981 diesbeziiglich der Durchbruch [55]. Der Vorteil der Ka-
pillaren (Innendurchmesser 25-100 pm) besteht in dem gunstigen Verhaltnis Oberfla-
che/Volumen, was einen guten Abtransport der beim Stromfluf3 entstehenden Jouleschen

Warme ermoglicht. Dies wiederum erlaubt das Anlegen hoher Spannungen (lblicherweise bis
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30 kV) und damit eine hohe Trennleistung und kurze Analysenzeiten. Derzeit werden nahezu
ausschlieRlich Kapillaren aus amorphem Quarz (engl. Fused Silica) eingesetzt. Bei diesen
Kapillaren tritt das Phdnomen des elektroosmotischen Flusses (EOF) auf [27]. Neutrale Teil-
chen wandern mit der Geschwindigkeit des EOF, Kationen werden zuséatzlich zur Kathode
beschleunigt, Anionen verzogert. Eine pragnante Einfihrung in Theorie und Praxis der CE
gibt Literatur [27], [117] oder auch [42]. Eine aktuelle Anwendungsubersicht gibt [7].

Der apparative Aufbau eines Kapillarelektrophoresegerates ist sehr einfach. Unbedingt er-
forderlich sind nur die Kapillare, die zwei mit Elektrolytlosung gefillte Gefal3e verbindet,
eine Hochspannungsquelle sowie ein Detektor. Moderne kommerziell erhaltliche Geréate sind
dariber hinaus mit einem automatischen Probensammler, einer Vorrichtung zum Anlegen von
Druck, einer Thermostatisierung der Kapillare sowie einem Personalcomputer zur Steuerung
und Auswertung ausgestattet.

Mit dieser relativ einfachen Anordnung sind verschied&rennverfahren durchfiihrbar.

Am weitesten verbreitet ist die Kapillarzonenelektrophorese (CZE), die sich zur Trennung
und Quantifizierung einer groRen Anzahl ionischer bzw. dissoziierbarer Substanzen eignet.
Die Mizellare Elektrokinetische Chromatographie (MEKC) eignet sich auch zur Trennung
von Neutralstoffen. Dabei werden dem Elektrophoresepuffer Tenside zugesetzt, die elektrisch
geladene Mizellen bilden; fur jeden Analyten stellt sich ein Verteilungsgleichgewicht zwi-
schen Mizellen und freier Losung ein. Daneben werden die Kapillargelelektrophorese (CGE),
die Isoelektrische Fokussierung (CIEF) und die Kapillarisotachophorese (CITP) angewendet.
Die erst jungst entstanderé@pillarelektrochromatographie (CEC) [21,24] ist eine Hy-
bridmethode aus HPLC und Kapillarelektrophorese. CE-Kapillaren werden dabei mit einer
stationaren Phase wie bei der HPLC gepackt. Das Laufmittel wird jedoch nicht mittels einer
Pumpe, sondern nach Anlegen eines elektrischen Feldes durch den EOF fortbewegt. Die
Trennung erfolgt somit sowohl durch chromatographische als auch durch elektrophoretische
Effekte. Allerdings sind in praxi einige technische Probleme zu bewaéltigen, die daraus resul-
tieren, dal3 die mit dem Stromflu? verbundene Warmeentwicklung Inhomogenitaten der sta-
tionaren Phase verursacht. Nach eigenen Versuchen geniigen die bisher kommerziell erhaltli-
chen CEC-Kapillaren nicht den Anforderungen, insbesondere bei Kopplung an die Massen-
spektrometrie. Eine Losung dieses Problems konnte der Einsatz immobilisierter, monolithi-
scher stationarer Phasen sein, die jedoch bislang nicht kommerziell angeboten werden [4].
Obwohl Wasser wegen seiner vorteilhaften physikochemischen Eigenschaften nach wie vor
das wichtigste Losungsmittel bei allen Kapillarelektrophoresetechniken ist, findet auch die
Anwendungnichtwaldriger Systeme zunehmendes Interesse. Die Motivation dazu reicht von
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einfacher Solubilisierung tGber Verbesserungen der Trennleistung bis hin zu semipraparativen
Ansétzen [79,100,106,126].

Zur Detektion der in der Kapillarelektrophorese getrennten Analyten wurde eine Reihe von
Verfahren erfolgreich angewandt. Hier sollen nur Online- bzw. On-Column-Verfahren ge-
nannt werden, wenngleich eine automatische Fraktionensammlung auch Offline-
Untersuchungen ermdglicht, was jedoch wegen der geringen Mengen meist mit Schwierig-
keiten verbunden ist. Mit Abstand die gréf3te Verbreitung haben UV-VIS-Dioden-Array-
Detektoren gefunden. Diese besitzen wegen der Mdglichkeit, mehrere Wellenlangen gleich-
zeitig - und damit auch Spektren - zu akquirieren, grof3e Vorziuge fur die Methodenentwick-
lung und Peakidentifikation. Daneben sind auch Festwellenlangendetektoren maoglich, die
eine etwas bessere Empfindlichkeit bieten. Die Messung von spontaner oder auch Laser-
induzierter Fluoreszenz (LIF) liefert eine sehr gute Empfindlichkeit, erfordert jedoch meist
eine Derivatisierung. Elektrochemische, Leitfahigkeits-, Radioisotopen- und Brechungsindex-
detektoren werden weniger haufig angetroffen und bleiben speziellen Applikationen vorbe-
halten. Fir die Lipidanalytik eignen sich die genannten Detektoren nur in Ausnahmefallen
(z.B. Bestimmung von Fettsauren mittels indirekter photometrischer Detektion [97]) bzw.
nach Derivatisierung der Analyten. Daher liegt es nahe, gerade fir die Lipidanalytik die
Kopplung der CE an einen vielseitig einsetzbaren, wenn auch nicht universellen Detektor, ein
Massenspektrometer, in Erwagung zu ziehen. Die dabei auftretenden Probleme und Ansatze

zur Lésung werden unter 2.4.3 diskutiert.

2.3 Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektrometrie (MS) ist eine Analysetechnik zur Bestimmung der Molekilmasse
freier lonen im Hochvakuum [25,70]. Jedes Massenspektrometer, unabhangig von der Viel-
zahl technischer Losungen, besteht aus einer lonenquelle, die einen Strahl gasférmiger lonen
erzeugt, einem Massenanalysator, der die lonen nach ihrem Masse/Ladungs-Quotienten (m/z)
auftrennt, sowie einem Detektor. Bei den im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Massenspek-
trometern besteht der Detektor aus einer Konversionsdynode, einem Sekundarelektronenver-
vielfacher sowie einer Registriereinrichtung.

Hinsichtlich der Nomenklatur in der Massenspektrometrie ist zu bemerken, dal3 derzeit haufig
verschiedene Synonyma fir einen bestimmten Tatbestand benutzt werden. Ein Beispiel daftr
ist die Bezeichnung der Masseneinheit. Ganz gleich, ob von p (IUPAC), amu oder Dalton
(Da) die Rede ist, gemeint ist stets 1/12 der Masse"¥&@nBemiihungen zur Standardisie-

rung sind jedoch im Gange [128].
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2.3.1 lonisationstechniken

Das klassische Verfahren zur lonisation von Analytmolekilen ist Edéktronenstol3-
lonisation (El, Electron Impact). Hierzu wird die Probe lber ein Einlaf3system in gasférmi-
gem Aggregatzustand zugefihrt und mit Elektronen beschossen. Dabei entstehen zunachst

Radikal-Kationen (M %) und in geringerem AusmaR Kationenz(M Da in der Regel eine
Energie von 70 eV verwendet wird, fur die Bildung von Molekilionen jedoch nur etwa 10-15
eV bendtigt werden, fuhrt die Uberschissige Energie zu Fragmentierungen des Molekdls.
Damit ist es moglich, unter standardisierten Bedingungen reproduzierbare Fragmentspektren
zu erhalten, die zur ldentifizierung von Substanzen herangezogen werden kénnen. Dies be-
griundet den besonderen Wert der Elektronenstol3ionisation, insbesondere durch die Mdglich-
keit des Vergleichs mit mittlerweile sehr umfangreichen Spektrenbibliotheken. Es ist aller-
dings mitunter schwierig, die Struktur einer unbekannten Verbindung aus dem EI-Spektrum
abzuleiten. Verantwortlich dafur sind die Vielzahl der Fragmente und v.a. Umlagerungsreak-
tionen, von denen stellvertretend Retro-Diels-Alder-Reaktionen und die McLafferty-
Umlagerung genannt seien.

Bei derchemischen lonisation(Cl) wird die gasformige Substanz zusammen mit einem gro-
Ren UberschuRR an Hilfsgas einem Elektronenstrahl ausgesetzt, wobei zunachst das Hilfsgas
ionisiert wird, bevor Uber lonen-Molekll-Reaktionen in der Gasphase die Substanz selbst
ionisiert wird.

Unter Fast Atom Bombardment (FAB) versteht man ein Verfahren, bei dem die Probensub-
stanz auf einem Kupferstab mit schnellen Argon- oder XenonatonwetD(km/s) beschos-

sen wird, wodurch im wesentlichen Quasi-Molektlionen und keine Fragmente entstehen. In
der Modifikation als Continuos Flow Fast Atom Bombardment (CFFAB) ist das Verfahren
auch an die HPLC koppelbar, jedoch inzwischen technisch Gberholt.

Bei der matrixunterstitzten LaserdesorptionsionisatMALDI ) wird die Analytprobe auf

einem metallischen Probenteller zusammen mit einem groRen UberschuR einer geeigneten
Matrixsubstanz (meist kleine organische Molekule) auskristallisiert und anschlieBend im
Hochvakuum einem kurzzeitigen, intensiven Impuls kurzwelliger Laserstrahlung ausgesetzt.
Die Matrixmolektle, die die Energie zunachst absorbieren, geben diese schnell wieder an das
Festkorpergitter ab, wodurch explosionsartig gasformige Molekile (sowohl Analyt als auch
Matrix) freigesetzt werden. Auch die lonisation erfolgt Uber die Matrix; der genaue Mecha-
nismus der beschriebenen Vorgange ist noch nicht abschlielRend geklart. Der Vorzug der
MALDI-MS besteht in der schonenden lonisation auch thermisch labiler Makromolekiile.

Daher hat diese Technik insbesondere in der Proteinanalytik eine grol3e Bedeutung erlangt,
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z.B. zur Bestimmung des Molekulargewichts. Nachteilig sind v.a. die Notwendigkeit der em-
pirischen Testung verschiedener Matrices und lonisationsbedingungen, Diskriminierungsef-
fekte und die Tatsache, dal3 es sich um eine reine Offline-Methode handelt, die nicht mit
chromatographischen oder elektrophoretischen Verfahren koppelbar ist. Die anfangs schlechte
Auflésung wurde durch die Einfuhrung von Reflektortechniken und der Delayed Extraction
wesentlich verbessert.
Wahrend zur Durchfihrung der vorgenannten lonisationsmethoden ein Vakuum erforderlich
ist, gibt es auch Verfahren, die unf@mosphéarendruck arbeiten und daher zusammenfas-
send als Atmospheric Pressure lonisation (API) bezeichnet werden.
Die Beschreibung deElektrospray-lonisation (ESI) soll etwas ausfuhrlicher erfolgen, da
diese Technik in den letzten Jahren sprunghaft an Bedeutung gewonnen hat [16] und auch im
Rahmen der vorliegenden Arbeit hauptséchlich angewandt wurde. Das Elektrospray-
Phanomen wurde schon vor langer Zeit entdeckt [148], jedoch erst nach den Arbeiten von
Fenn et al. in der Massenspektrometrie eingesetzt [145,138]. Bei der ESI-MS werden die
Analytmolekile, die in Lésung vorliegen, unter dem Einflu3 einer Hochspannung (1-8 kV)
sowie (im Falle des meist verwendeten pneumatisch unterstitzten Elektrospray) eines Stick-
stoffstroms verspriiht, wobei sich zunéchst kleine geladene Troépfchen bilden, die durch Ver-
dampfung des Losungsmittels kleiner werden. Erreicht der Radius das sogenannte Rayleigh-
Limit, zerfallen die Trépfchen wegen der AbstoRungskrafte zwischen gleichnamigen Ladun-
gen in Coulomb-Explosionen zu kleineren Tropfchen [58]. Die Rayleigh-Gleichung gibt einen
Zusammenhang zwischen der Ladung der Tropfchen (Q), der Oberflachenspasnund (
dem Radius (r):

Q =64 g, [0
(g0 ist die Dielektrizitatskonstante im Vakuum.) Schlie3lich kommt es zur Bildung freier gas-
férmiger lonen, ein Phanomen, fur dessen Erklarung derzeit zwei Modellvorstellungen disku-
tiert werden. Erstens das Modell des geladenen Rickstands (Charged Residue Model, CRM),
das davon ausgeht, dal3 letztlich winzige Tropfchen von ca. 1 nm Radius entstehen, die nur
noch ein Analytmolekilion enthalten, das durch den Stickstoffstrom vollstdndig desolvatisiert
wird [111]. Zweitens das lonenemissionsmodell (lon Evaporation Model, IEM) [53], das da-
von ausgeht, dal3 bereits aus groReren, hoch geladenen Troptet@&enn() freie lonen in die
Gasphase emittiert werden. Einige experimentelle Befunde lassen sich schltissiger mit Hilfe
der CRM-Theorie erklaren, andere mit der IEM-Vorstellung [25,70]. Abb. 9a zeigt schema-
tisch den makroskopischen und Abb. 9b den mikroskopischen ESI-Prozel3.
ESI ist auf Grund der relativ geringen auf die Moleklle wirkenden Energien eine ,sanfte”

lonisierungstechnik, so dald selbst empfindliche Molektle und teilweise sogar nichtkovalente
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Abb. 9b: Der ESI-ProzeR, mikroskopisch. am haufigsten auf, die anhand

des Isotopenmusters i. d. R.
schnell erkannt werden kdnnen. Auch mit anderen Matrixbestandteilen wie z.B. Tensiden
oder auch Teilchen der gleichen Art kdnnen Adduktbildungen auftreten, wobei solche Er-
scheinungen mit der Konzentration der Probenlésung zunehmen. Generell gilt, da? das Ad-
duktmuster von der Einstellung verschiedener Gerateparameter und der Zusammensetzung
der Lésung abhangt und somit in gewissen Grenzen steuerbar ist. Diese Aspekte sind von
grof3er Bedeutung hinsichtlich der Reproduzierbarkeit und der Quantifizierung.
Es soll nochmals hervorgehoben werden, dald bei der ESI primar keine Molekulfragmente
entstehen, im Gegensatz zu einigen anderen lonisationsarten wie z.B. Elektronenstol3.
Weil die Elektrospray-lonisation unter Atmospharendruck stattfindet, die Massenanalyse je-

doch ein Hochvakuum erfordert, muR ein entsprechender Ubergang (engl. Interface) geschaf-
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fen werden. Die technischen Ausfihrungen der Elektrospray-Quelle samt Interface sind unter-
schiedlich. Stets ist eine Elektrospray-Kapillare (aus Edelstahl) vorhanden, durch die die Zu-
fuhr der Probenldsung erfolgt. Auf diese ESI-Kapillare wird die Hochspannung aufgelegt, es
besteht eine Potentialdifferenz zum Interface. Eine Moglichkeit besteht darin, den Spraykegel
auf eine Interfaceplatte mit einer runden Offnung zu richten, hinter der sich eine weitere Platte
mit einer kleineren Offnung (Orifice) befindet (PE Sciex, Thornhill, Ontario, Kanada). Zwi-
schen den Platten stromt Stickstoff als eine Art Vorhang (engl. curtain) dem Elektrospray
entgegen und desolvatisiert die lonen. Wegen des geringen Durchmessers des Orifice (100
pm) kann dahinter ein Vakuum aufgebaut werden. Eine andere Mdglichkeit besteht darin, den
Spraykegel auf eine beheizte Stahlkapillare (Innendurchmesser 100 um) zu richten, die die
Desolvatisierung und den Ubergang zum Vakuumsystem des Massenspektrometers bewerk-
stelligt (Finnigan, San Jose, CA, USA). Insbesondere bei hdheren Flissen ist es notwendig,
den ESI-Prozel’ durch Stickstoffzufuhr koaxial zur ESI-Kapillare zu unterstitzen. Dies wird
pneumatisch unterstitzte ESI oder teilweise auch lonspray genannt. Ebenfalls unterschiedlich
bei verschiedenen Geratemodellen ist die Anordnung der Elektrospray-Kapillare zur Flugach-
se der lonen. Die neuere orthogonale Anordnung soll verhindern, dal3 Losungsmittelmolekule
und andere ungeladene Matrixbestandteile in das Massenspektrometer gelangen, wahrend die
lonen wegen der Potentialdifferenz eingesaugt werden.

Nachdem die lonen das Orifice oder die Heizkapillare passiert haben, werden sie mit Hilfe der
sogenannten lonenoptik, zu der Skimmer, Linsen, Octapole u.d. zahlen, weiter fokussiert,
bevor sie in den Massenanalysator gelangen. Die Elektrospray-lonisation wird meist mit Qua-
drupol-, lonenfallen- oder auch Flugzeit-Massenspektrometern (TOF) kombiniert (siehe
2.3.2).

Wahrend ESI Ublicherweise mit Flu3raten im Bereich von 1-1000 ul/min arbeitet (sog. Mi-
krospray), wurde die Variante dé¢anospray entwickelt, um mit Flu3raten im nl/min-
Bereich zu operieren [140]. Dies bietet nicht nur den Vorteil, daf3 mit kleinsten Substanzmen-
gen ausfuhrliche Messungen durchgefuhrt werden kdénnen, sondern auch eine effektivere,
weniger diskriminierende lonisation, da von vornherein kleinere Tropfchen entstehen. Fur die
LC/MS-Kopplung ist die Methode weniger geeignet. Die Entwicklung im Bereich der ESI
geht zu zwei Optionen: entweder Strukturuntersuchungen mittels Nanospray oder LC/MS mit
Mikrospray-Interfaces.

Die chemische lonisation unter Atmospharendruck (APCI) stellt ein weiteres API-
Verfahren dar. Die lonisation erfolgt hierbei folgendermaf3en: Die Probenlésung wird in ei-
nem 400-500 °C heil3en Rohr verdampft, der austretende Dampf wird durch Anlegen einer

Hochspannung (ca. 5 kV) Uber eine nadelartige Elektrode (sog. Coronanadel) in ein Plasma
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uberfuhrt, in dem zun&chst aus dem Ldsungsmittel und zugesetztem Puffer (haufig Ammoni-
umacetat) lonen gebildet werden, die ihrerseits wiederum den Analyten ionisieren. APCI bie-
tet sich als Alternative und Erganzung zu ESI insbesondere bei weniger polaren Substanzen
an. Auch APCI ist eine sanfte lonisationsmethode (Soft lonization), jedoch etwas ,harter”
(energiereicher) als ESI, so daf} auch noch etwas weniger polare Analyten ionisiert werden
konnen. Allerdings erfordert die APCI hohere FluRraten (ca. 1 ml/min), was in der analyti-
schen Praxis mitunter von Nachteil ist. APCI nimmt in der pharmazeutischen Routineanalytik
inzwischen einen wichtigen Platz ein [139]. Haufig ist es moglich, ESI- und APCI-Quelle mit
wenigen Handgriffen umzuristen.

Zusammenfassend kann man sagen, daf3 je nach Analyt, Matrix, verfolgtem Ziel (Quantifizie-
rung, Strukturaufklarung u.a.) und Verfliigbarkeit eine geeignete lonisation ausgewahlt werden
mufd [139]. Keine lonenquelle ist universell einsetzbar. Ein Trend durfte in Zukunft zu sol-
chen Geraten gehen, die mit geringem Umbauaufwand zwischen verschiedenen lonisations-

techniken umschalten kénnen [107].

2.3.2 Massenanalysatoren

Nachdem die von der jeweiligen lonenquelle gebildeten lonen mit Hilfe der lonenoptik fokus-
siert worden sind, gelangen sie in den Massenanalysator, der dazu dient, die lonen nach ihren
Masse/Ladungs-Verhaltnissen (m/z) zu sortieren. Alle Massenanalysatoren arbeiten im Hoch-

vakuum.

2.3.2.1 Einfacher Quadrupol

Ein Quadrupol stellt das einfachste Prinzip der Massenanalyse in der MS dar und wurde be-
reits 1953 von Paul und Steinwedel beschrieben. Er besteht lediglich aus vier gleichartigen,

runden, parallel angeordneten Metallstdben, die auf einem Kreis mit dem Radius r um die z-

Achse, die Flugachse der lonen, angeordnet sind. An den Staben wird eine Gleichspannung U
und eine Wechselspannungl{d6s atfl) in der Weise angelegt, dal? gegenlberliegende Sta-

be jeweils die gleiche Polaritat der Gleichspannung und die gleiche Phase der Wechselspan-
nung besitzen. Fir Teilchen, die sich auf der z-Achse befinden, resultiert ein elektrisches Po-

tential ¢
2 _ 42
O(x,y,t) = (U+V [eon 0 YF— -
]

(x,y,z: raumliche Koordinaten, f: Frequenz der Wechselspannung, t: Zeit).
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Durch Anlegen einer geringen Beschleunigungsspannung (10-20 V) bewegen sich die lonen

in z-Richtung. Ihre Bewegung in der xy-Ebene wird durch folgende Gleichungen beschrieben:

m% = zﬂag—;pzzr—?(u +V [Co2n[d (1) [y
(m: Masse des lons, z: Anzahl der Ladungen, e: Elementarladung). Fihrt man die Parameter a
und g ein,
2z[e[U z[elV

a=-——— d = |
mOnd &) 1 it oy

kann man diese zu démathieuschen Gleichungerumformen:
d*x

dnd )?

__dy

dnd @)°

+(a+2qlcos2nd )X =0

+(a+2qlcosend @)y =0

Die Losungen der Mathieu-Gleichungen geben an, bei welchen Werten der Parameter a und q
ein lon mit einem bestimmten m/z-Verhéltnis sich stabil in z-Richtung bewegen kann. Tragt
man a und q gegeneinander auf, so steht, wennr, U, V und f konstant sind, jeder Punkt fur ein
m/z-Verhaltnis (Mathieu-Stabilitdtsdiagramm, siehe [25]). Da a/q stets 2U/V entspricht, lie-
gen bei gleichem z alle Massen auf einer Geraden, der Arbeitsgeraden. Soll ein Massenbe-
reich abgetastet (gescannt) werden, werden U und V so erhdht, dal3 das Verhaltnis konstant
bleibt, ebenso wie die Frequenz (im Radiobereich, daher RF genannt). Nacheinander werden
auf diese Weise verschiedene Massen in den Stabilitatsbereich des Quadrupolfeldes gebracht
und zum Detektor hindurchgelassen. Der Quadrupol funktioniert somit als Massenfilter, der
bestimmte Massen hindurchlaft und andere durch Kollision mit den Metallstaben stoppt [25].
Beim Quadrupol-MS werden zwei Arten der Massenanalyse unterschiggérBcan zum
Abtasten grofRerer Massenbereiche @elected lon Monitoring (SIM) zum Aufnehmen
einzelner m/z-Spuren. Der SIM-Modus liefert eine wesentlich hohere Empfindlichkeit (mind.
Faktor 10).

Eine wichtige apparative Regelgrofe ist die CID-SpannGogigion-Induced Dissociation
Fragmentierung durch Kaollision, auch Collision-Induced Decay oder Decomposition). Dabei
wird im vorderen Teil der lonenoptik, also z.B. am ersten Octapol, eine zusatzliche regelbare
Beschleunigungsspannung angelegt, die die lonen mit den Stickstoffmolekilen zusammen-
stof3en laRt. Auf diese Weise werden instabilere lonen, z.B. Losungsmitteladdukte, zerstort.
Das Signal/Rausch-Verhaltnis kann optimiert und dadurch haufig eine Verbesserung der
Empfindlichkeit erreicht werden. Eine gezielte Fragmentierung von Molekilen zum Erhalt

von Strukturinformationen ist jedoch nur sehr begrenzt maglich.
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2.3.2.2 Triple Quadrupol

In einem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer dient der erste Quadrupol zur Massenanalyse
der lonen, der zweite zum Hindurchleiten durch eine mit GasH®l oder Ar) gefllite Kolli-
sionskammer und der dritte wiederum zum Scannen der lonen. Diese Anordnung erlaubt ne-
ben einfacher Massenspektrometrie eine gezielte Fragmentierung in der Kollisionszelle und
die Massenanalyse der Fragmente (auch Tochterionen genannt), man spriéhs/x@

(bzw. MS-MS) oder Tandem-MS. Die Fragmentierung in der Kollisionszelle erfolgt wieder-
um durch Anlegen einer Beschleunigungsspannung und dadurch ausgeléste ZusammenstoiRe
der lonen mit den Gasteilchen, daher spricht man auch in diesem Falle von CID. Um Ver-
wechslungen zu vermeiden, bezeichnet man die unter 2.3.2.1 beschriebene (und natirlich
auch bei Triple-Quadrupol-, lonenfallen- oder TOF-Geraten (s.u.) verfigbare) CID-Spannung
als Source CID, da sie unmittelbar nach der lonenquelle angelegt wird, wohingegen anderen-
falls von Mass Analyzer CID gesprochen wird. Der entscheidende Unterschied besteht darin,
dal3 mit Hilfe von Mass Analyzer CID einzelne lonen spezifisch fragmentiert werden kénnen,
da bereits eine Massenanalyse stattgefunden hat, wahrend Source CID unspezifisch auf alle
lonen des jeweiligen Massenbereiches wirkt.

Mit einem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer sind drei verschiedene Arten von MS/MS-
Experimenten moglich. Bei d@ochterionen- (bzw. Produktionen-)Analysewird der erste
Quadrupol auf ein bestimmtes Masse/Ladungs-Verhaltnis eingestellt, im zweiten Quadrupol
findet die Fragmentierung durch CID statt, und im dritten Quadrupol werden die Massen der
Fragmente analysiert. Die Produktionen-Analyse wird sehr haufig angewandt, gerade auch fur
die spezifische Quantifizierung beim Einsatz als Detektor in der HPLCOV@léauferionen-

Analyse (Precursor lon Scan) arbeitet umgekehrt: der dritte Quadrupol wird auf eine be-
stimmte Masse fixiert, und der erste Quadrupol liefert ein Spektrum aller Massen, die ein der-
artiges Fragment ergeben. Damit ist es z.B. mdglich, verschiedene Substanzen zu erfassen, die
ein bestimmtes charakteristisches Strukturelement enthalten. Béedgalverlust-Analyse

scannt der dritte Quadrupol synchron mit dem ersten Quadrupol, allerdings um eine be-
stimmte Massendifferenz zurtickversetzt. So lassen sich alle die lonen nachweisen, die einen
bestimmte Massenverlust bei der Fragmentierung zeigen, alsé zr8- 18 im Falle einer
Wasserabspaltung.

Triple-Quadrupol-Massenspektrometer haben insbesondere in der LC/MS und hierbei vor
allem dann, wenn eine spezifische, sehr empfindliche Routinequantifizierung gefragt ist, trotz
ihres im Vergleich zu Single Quadrupol, lonenfallen- und Flugzeit-MS h6heren Preises eine

weite Verbreitung gefunden.
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2.3.2.3 lonenfalle

Hierunter soll in diesem Zusammenhang nur die elektrische lonenfalle nach Paul verstanden
werden. Die lonenfalle (engl. lon Trap) ist ein Massenanalysator, der im wesentlichen aus
einer Ringelektrode und zwei Endkappenelektroden mit zentrischen Offnungen besteht. Die
Ringelektrode kann als in sich gebogener, an den Enden verbundener Quadrupolstab verstan-
den werden. Auch fur diesen Fall lal3t sich ein Stabilitatsdiagramm mit Hilfe der Mathieu-
Gleichung erstellen [25]. Will man einen grél3eren Massenbereich scannen, zeigt sich, dal3 es
am gunstigsten ist, die Gleichspannung U auf Null zu setzen und ausschlief3lich mit Wech-
selspannung zu arbeiten. Wenn die entsprechende Radiofrequenzwechselspannung an der
Ringelektrode angelegt wird, entsteht ein dreidimensionales, rotationssymmetrisches Quadru-
polfeld. lonen der ausgewéhlten Masse/Ladungs-Verhéltnisse werden in diesem Feld auf sta-
bilen Umlaufbahnen gespeichert, wobei sie durch Heliumgas gedampft bzw. fokussiert wer-
den. Wenn die Amplitude der RF-Spannung erhdht wird, werden die Trajektorien der lonen in
Reihenfolge steigender m/z-Quotienten instabil und die lonen werden in Richtung Detektor
aus der Falle ausgeworfen. Eine andere Mdglichkeit besteht darin, durch eine zusatzliche di-
polare Wechselspannung zwischen den beiden Endkappenelektroden Multipolfelder zu erzeu-
gen, um die lonen auszuwerfen. Die lonenfalle arbeitet diskontinuierlich; es wird ein be-
stimmter Zyklus von Fllung und Massenanalyse durchlaufen. Wegen der hohen Geschwin-
digkeit kann sie dennoch bei der Online-Detektion verwandt werden. Wichtig ist, eine opti-
male Fillung der Falle sicherzustellen. Sind zu viele lonen in der Falle, stdren sie sich gegen-
seitig und die Aufldsung wird verschlechtert; sind dagegen zu wenig lonen eingefangen wor-
den, ist die Empfindlichkeit schlecht. Um die optimale Fillung sicherzustellen, gibt es tech-
nisch mehrere Moglichkeiten; bei dem im Rahmen dieser Arbeit genutzten lon-Trap-Geréat
(siehe Experimenteller Teil) wird zuerst ein Vorscan durchgefiuhrt und daraus die Injektions-
zeit fur den analytischen Scan ermittelt (engl. Automatic Gain Control, AGC).
Die Massenanalyse in der lonenfalle (Beispiel Finnigan LCQ, bei anderen Geraten z.T. leicht
modifiziert) lauft in folgenden Schritten ab (zur Veranschaulichung siehe [151]):
1.) Einfangen der lonen durch Anlegen einer Radiofrequenz-Wechselspannung an die Ring-

elektrode und Einstrom von Helium als Dampfungsgas.
2.) Sequentielle Massenanalyse und Detektion.

Fir MS/MS:
3.) Auswahl der gewtinschten lonen:

a) Erhohung der Amplitude der RF-Wechselspannuhklginere Massen werden instabil,

b) zusatzliche Waveform-SpannuagroéRere Massen werden instabil,
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c) Stabilisierung der gewtinschten Masse.
4.) Anlegen einer zusatzlichen Gleichspannung, dadurch Beschleunigung der lonen und
Fragmentierung durch Kollision mit den Helium-Atomen.
5.) Sequentielle Massenanalyse und Detektion.
Fur MS" n-fache Wiederholung der Schritte 3-5.
Die lonenfalle erreicht im Full Scan &hnliche Empfindlichkeiten wie ein Quadrupol im SIM-
Modus, der SIM allerdings bringt keine entscheidende Steigerung mehr. Das Gegenstiick zum
SIM bei einfacher MS ist das Selected Reaction Monitoring (SRM) bei MS/MS bzw. das
Consecutive Reaction Monitoring (CRM) bei M3Hierbei wird spezifisch ein bestimmtes
Fragmention aufgezeichnet.
Die lonenfallen-MS stellt hinsichtlich ihrddS/MS-Fahigkeit eine preisglnstigere Alternati-
ve zum Triple Quadrupol dar. Dem Nachteil, keine Vorlauferionen- und Neutralverlust-
Analyse durchfiihren zu kénnen, steht als Vorteil die FahigkeiMaimfach-MS (MS", n=
3-10) gegenuber, was fur die Strukturaufklarung sehr nutzlich ist. In Bezug auf die Empfind-
lichkeit werden die Werte eines Triple-Quad-MS im SIM nicht ganz erreicht [130], sind je-

doch im Full Scan wesentlich besser.

2.3.2.4 Andere Massenanalysatoren

Ein Flugzeitmassenspektromete(TOF von engl. time of flight) hat ein ganzlich anderes
Melprinzip als die bisher beschriebenen Massenanalysatoren. Es wird eine bestimmte Be-
schleunigungsspannung angelegt, die den lonen eine gleich grof3e kinetische Energie verleiht.
Nunmehr wird sehr genau die Zeit gemessen, die die jeweiligen lonen bendétigen, um eine
bestimmte Driftstrecke durch das Flugrohr zurtickzulegen, da bei gleicher kinetischer Energie
die Geschwindigkeit der lonen von ihrer Masse abhangt. Unscharfeeffekte beim Start der lo-
nen kdénnen durch Reflektoren ausgeglichen werden. TOF-Massenspektrometer haben eine
hohere Scangeschwindigkeit als Quadrupol und lonenfalle. Sie erreichen daher eine bessere
Auflosung [12], besitzen allerdings keine MS/MS-Fahigkeit (aufBer in Hybrid-
Konfigurationen). TOF-Analysatoren werden meist mit MALDI-lonenquellen kombiniert,
jedoch ist auch ein ESI-TOF auf dem Markt.

Sektorfeld-Massenspektrometer und magnetische lonenfallen (Fourier-Transformations-
lonenzyklotronresonanz-MS) ermoglichen eiMassenfeinbestimmung(m/z-Werte bis 4
Nachkommastellen genau, exakte Ermittlung der Elementzusammensetzung mdéglich), gute
bis sehr gute Empfindlichkeit sowie MS/MS- bzw. WMRihigkeit zu einem allerdings deut-
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lich hbheren Preis. Da solche Analysatoren im Rahmen dieser Arbeit nicht angewendet wur-

den, soll auf eine Beschreibung verzichtet werden.

2.4 Kopplungsmethoden

Unter Kopplungsmethoden (engl. hyphenated techniques) werden ganz allgemein Verfahren
verstanden, bei denen zwei oder mehrere analytische Techniken kombiniert eingesetzt wer-
den. Die gro3te Bedeutung haben Kopplungen von chromatographischen oder elektrophoreti-
schen Trennverfahren mit einem Massenspektrometer. (Andere, weniger selbstandige Detek-
toren wie z.B. UV-DAD werden nicht als eigene Technik gesehen, daher wird hier nicht von
Kopplungsverfahren gesprochen.) Seltener werden mehrere Trenntechniken (z.B. HPLC und
CE) oder mehrere Massenspektrometer gekoppelt (z.B. Sektorfeld und lonenfalle). Dem Er-
findungsreichtum sind hierbei kaum Grenzen gesetzt. An dieser Stelle sollen nur die im Rah-
men dieser Arbeit angewandten Techniken GC/MS, LC/MS und CE/MS beschrieben werden.

2.4.1 GC/IMS

Die GC/MS-Kopplung ist technisch am einfachsten zu realisieren und wird daher seit Jahr-
zehnten erfolgreich angewandt [48]. Als Kopplungsglied (engl. Interface) mul3 lediglich eine

Verlangerung des Saulenofens in die lonenquelle hineingefuihrt werden. Die relativ geringen
Gasstrome bei der GC (typischerweise 2-10 ml/min He) stellen fir das Vakuumsystem der
MS kein Problem dar, so daf3 unmittelbar die lonisation durch die Standardverfahren Elektro-

nenstol3 (El) und chemische lonisation (CI) erfolgen kann.

2.4.2 LC/IMS

Im Gegensatz zur GC/MS sind bei der Kopplung der HPLC an die Massenspektrometrie
(HPLC-MS oder LC/MS) zwei wesentliche Hindernisse zu Uberwinden. Zum einen liegen die
Analyten in Lésung vor, was bedeutet, dal’3 eine relativ grof3e Flissigkeitsmenge beseitigt
werden mul3, ehe die Probe ins Hochvakuum der MS uberfuhrt werden kann. Zum anderen
sind viele Substanzen, die mit der HPLC erfolgreich getrennt werden kdnnen, nicht unzersetzt
verdampfbar und damit den Standard-lonisationsverfahren El und CI nicht zuganglich.

Um diese Probleme zu I6sen, wurden zunachst einige Interfaces entwickelt, die inzwischen
lediglich noch historische Bedeutung haben und daher nur kurz genannt werden sollen. Beim

Moving-Belt-Verfahren wurde die Eluentlosung der HPLC auf ein Férderband aus Polyimid
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gespruht, getrocknet und ins Vakuumsystem befordert. Das Thermospray-Verfahren erlangte
bereits grof3ere Verbreitung: Der Eluent wurde hierbei durch eine erhitzte Kapillare verspriht
und durch Anlagerung flichtiger Elektrolyt-lonen ionisiert. Technisch aufwendig war dabei
die Entfernung des Losungsmittels tber eine Kuhlfalle. Beim Particle-Beam-Verfahren wird
der Eluent mit Helium verspruht und getrocknet; das gebildete feine Aerosol wird Uber Blen-
den (Skimmer) in die MS gesaugt, verdampft und mit EI oder ClI ionisiert. Problematisch ist
die Fokussierung des neutralen Partikelstrahls, was zu einer relativ bescheidenen Empfind-
lichkeit fuhrt. Beim Continuous Flow Fast Atom Bombardment werden dem Analyten ca. 2-5
% einer schwerfliichtigen Matrix (Glycerol 0.4.) zugesetzt und ein relativ kleiner Anteil der
Losung Uber eine Split-Schaltung in die MS geleitet; nach Trocknung bleibt der Matrixfilm
zuruck, wird auf eine Metallfritte geleitet und durch Beschu3 mit schnellen Céasium-lonen
ionisiert. Auch dieses Verfahren ist wegen seiner Kompliziertheit wenig praktikabel.

Der entscheidende Durchbruch hin zu einer breiten Anwendung der LC/MS-Technik wurde
durch die Einfihrung des Elektrospray-Interface erreicht (siehe 2.3.1).

Der grol3e Vorteil besteht darin, dal3 die lonisation unter Atmospharendruck erfolgt und das
Losungsmittel gar nicht erst in das Vakuumsystem des Massenspektrometers gelangt. Dabei
konnen moderne ESI-Interfaces mit Fluf3raten von ca. 0,5 pl bis 1,5 ml/min zuverlassig ar-
beiten, wobei die erreichten Intensitéaten konzentrationsabhéngig und weitgehend unabhangig
von der FluRrate sind. Damit kbnnen auch konventionelle 4 mm Saulen, die mit typischen
FluBraten um 1 ml/min betrieben werden, fur die LC/MS eingesetzt werden. (Dennoch zeich-
net sich in der HPLC ein Trend zu kleineren Saulendurchmessern, z.B. 2 mm, ab, da neben
geringerem Laufmittelverbrauch auch bessere Trennleistungen gezeigt wurden; diese Ent-
wicklung ist sicherlich gunstig fur die LC/MS.) Die HPLC-ESI-MS hat sich zu einem Stan-
dardverfahren in Forschung und Qualitatskontrolle entwickelt [127,88,147]. Eine weitere
API-Technik, die sich fur die LC/MS-Kopplung eignet, ist APCI (siehe 2.3.1). Eine wichtige
Einschrankung besteht bei ESI und APCI darin, dal3 der Eluentenstrom nur fliichtige Be-
standteile enthalten sollte, also keine anorganischen Salze wie etwa Phosphatpuffer, da solche
Bestandteile das Massenspektrometer durch Auskristallisation verunreinigen. Meist ist es
madglich, anorganische Puffer durch flichtige organische Salze wie z.B. Ammoniumacetat zu
ersetzen oder sie durch eine entsprechende Probenvorbereitung oder tber eine Ventilschal-
tung zu entfernen. Da jedoch insbesondere im Bereich der biologischen und medizinischen
Wissenschaften vielfach nichtflichtige Puffer verwendet werden, geht ein Trend zu solchen
Interfaces, die diese Belastung verkraften kdnnen, z.B. dadurch, dal3 das Elektrospray auf eine
Lochblende gerichtet wird, die standig mit Losungsmittel gespult wird, so dal3 sich keine Ab-

lagerungen bilden kénnen [11].
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Die Signalintensitat und damit die erreichbare Empfindlichkeit hdngen einerseits von der lo-
nisierbarkeit des Analyten (Vorhandensein und Zugénglichkeit entsprechender polarer funk-
tioneller Gruppen) und andererseits von den Elektrospray-Eigenschaften des Laufmittels ab.
Ein besonderer Vorzug der LC/MS besteht darin, dal’3 haufig keine vollstandige chromatogra-
phische Trennung der Analyten mehr erforderlich ist, da sie auf Grund ihrer unterschiedlichen
m/z-Werte spezifisch detektiert werden kénnen. Das ermdoglicht eine Verkirzung der Analy-
senzeiten und damit die Einsparung von Zeit und Lésungsmittel. Eine weitere Erh6hung der
Spezifitat und Empfindlichkeit ist durch die Detektion im MS/MS bzw."W®dus moglich

(siehe 2.3.2). Eine aktuelle Abhandlung zur LC/MS gibt die Literatur [139].

2.4.3 CE/MS

Die Kopplung der Kapillarelektrophorese mit einem Massenspektrometer als Detektor ver-
spricht ein hohes Potential, denn man kombiniert dabei eine aul3erordentlich leistungsfahige
Separationstechnik mit einem vielseitig einsetzbaren, hochspezifischen und empfindlichen
Detektor. Zunéchst einmal erscheint die Problematik &hnlich der LC/MS-Kopplung: die
Analyten liegen in Losung vor, sie mussen ionisiert und ins Vakuum tberfuhrt werden. Folge-
richtig kommen prinzipiell die gleichen Interfaces in Frage, insbesondere das Elektrospray-
Interface. Jedoch sind der CE/MS-Kopplung eine Reihe von Problemen inharent. An erster
Stelle steht der geringe Flul3 des Losungsmittels aus der CE-Kapillare. Bei Verwendung der
ublichen 50 um ID Kapillaren betragt dieser weniger als 100 nl/min, was bei Benutzung
kommerzieller ESI-Interfaces nicht ausreicht, um einen stabilen Elektrospray zu garantieren.
Ein weiteres Problem ist die elektrische Kopplung. Ublicherweise wird die fiir die elektropho-
retische Trennung erforderliche Hochspannung Uber eine Elektrode in das Elektrolytgefald an
der Einla3seite der CE-Kapillare eingebracht, wahrend das AuslaRende auf Massepotential
liegt. Wird das Auslal3ende in ein MS-Interface gefuhrt, muf3 eine kontinuierliche elektrische
Verbindung zum Massepotential bestehen, anderenfalls bricht die Stromstarke zusammen,
und der CE-Lauf ist nicht auswertbar. Daher ist es nicht ohne weiteres mdglich, das Auslal3-
ende der CE-Kapillare in eine DUse zu fuhren, um trotz der geringen Flisse eine Versprithung
herbeizufiihren. Ein drittes Problem besteht in einer starken Einschrankung der Auswahl an
Pufferelektrolyten, da lediglich fliichtige Substanzen eingesetzt werden sollten [79] (siehe
2.4.2). Wahrend diese Mal3gabe fur die HPLC i. d. R. durchaus zu verschmerzen ist, spielen
die Elektrolyte in der CE eine Uberragende Rolle, und ihr Austausch erfordert, soweit Uber-
haupt maoglich, oft erhebliche Methodenumstellungen. Um diese Probleme zu l6sen, wurden

verschiedene Konstruktionen beschrieben [5,13,94,89]. Die einfachste Losung besteht darin,
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die CE-Kapillare durch die ESI-Nadel hindurchzufuhren und konzentrisch um die Kapillare
einen Strom von zusatzlicher Flussigkeit (erffheath Liquid, meist einige pl/min) hin-
durchzuleiten [92], um dadurch die Menge der beim Elektrospray zur Verfigung stehenden
Flissigkeit zu erhdhen und die elektrische Verbindung mit der ESI-Nadel zu bewerkstelligen.
Diese L6sung bietet verschiedene Vorteile, so z.B. die Tatsache, dal’3 das Sheath Liquid nach
den Erfordernissen des ESI-Prozesses ausgewahlt werden kann (z. T. jedoch Einflu3 auf die
CE-Trennung ! [124]), vor allem aber ist es die einzige Moéglichkeit, ohne gro3ere Modifika-
tionen an der Kapillare und am Interface auszukommen. Der grof3te Nachteil liegt auf der
Hand: das Sheath Liquid bewirkt eine Verdinnung der Losung, weshalb eine relativ schlechte
Konzentrationsempfindlichkeit resultiert [33]. Daraus ergibt sich, daf3 die Flul3rate des Sheath
Liquid so gering wie moglich gehalten werden sollte. Ob die hierbei erzielten Empfindlich-
keiten brauchbar sind, h&ngt hauptséchlich von der lonisierbarkeit des Analyten bei der ESI
ab. Verschiedene Konstruktionen wurden beschrieben, um diese Nachteile zu umgehen.

Ein sogenannteSheathlessinterface kommt ohne Hilfsflissigkeit aus. Die CE-Kapillare

wird dabei am vorderen, aus der ESI-Nadel herausragenden Ende sorgfaltig angespitzt und die
Spitze vergoldet. An diese Goldspitze wird eine elektrische Verbindung zur ESI-
Hochspannungsquelle hergestellt. Wegen der starken auftretenden elektrischen Felder ist hdu-
fig der Einsatz eines Schutzgases (meisf) ®forderlich, um Entladungen zu vermeiden
[129]. Eine weitere Losung ist dagjuid Junction Interface. Hierbei wird die CE-Kapillare

Uber ein spezielles T-Stuck mit einer disenartigen Spitze und einem Pufferreservoir verbun-
den, Uber das der elektrische Kontakt hergestellt wird. Die Justierung des moglichst totvolu-
menarmen T-Stlcks ist dabei hochst problematisch. Eine weitere Variation stellt das Direkt-
elektroden-Interface [30] dar, bei dem die ESI-Spannung Uber einen exakt zu positionierenden
Golddraht in den AuslaRflu’ der CE-Kapillare angelegt wird. Da die zuletzt beschriebenen
Losungen nicht kommerziell erhéltlich sind, ein hohes MalR an handwerklichem Geschick
erfordern und zudem nicht sehr zuverlassig arbeiten, ist die Anwendung des Sheath Liquid
Interfaces noch immer am populérsten und wird weiter optimiert [119]. Die Nachteile haben
jedoch bisher verhindert, da® aus der CE/MS eine Routinemethode vergleichbar der LC/MS

wird. Eine befriedigende, auch kommerziell erhaltliche Losung steht noch aus.
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3 Materialien und Methoden

Im folgenden Teil werden zunéachst die Bezugsquellen der wichtigsten Chemikalien genannt.
Es handelt sich, soweit nicht anders erwahnt, um Katalogware renommierter Laborchemikali-
enhersteller in der besten verfigbaren Reinheit. Teilweise wurden verschiedene Chargen be-
nutzt, die jedoch gleichbleibende Qualitat aufwiesen und daher nicht genannt sind. Auf die
Angabe von Bestellnummern wurde wegen ihrer Veranderlichkeit ebenfalls verzichtet.

Im Anschlu3 wird die benutzte Methode zur Gewinnung von Stratum-corneum-Lipiden kurz
beschrieben.

Darauf folgen die experimentellen Erlauterungen zu den benutzten analytischen Methoden
CE/MS, LC/MS, GC/MS und MS/MS.

3.1 Chemikalien

1-Palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholin (POPC), 1-Palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylethanol-
amin (POPE), 1-Palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylglycerol (POPG) und 1-Palmitoyl-2-oleoyl-
phosphatidylserin wurden von Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) gekauft. Alle ande-
ren Phospholipid-Reinsubstanzen sowie-Bhosphatidylcholin (Lecithin aus Eigelb sowie

aus Soja) wurden von Sigma (Deisenhofen) bezogen.

Ammoniumacetat wurde gleichfalls bei Sigma bestellt.

Ceramid lll, eine Nicht-Hydroxyfettsdure-Ceramidmischung (nach Literatur [132,103] ei-
gentlich als Ceramid 2 einzuordnen) und Ceramid |V, eine 2-Hydroxyfettsaure-
Ceramidmischung, beide hergestellt aus Sphingomyelin (Rinderhirn), wurden von Sigma
(Deisenhofen) bezogen. Die darin enthaltenen Ceramide haben ausschlief3lich Sphingosin (C-
18:1) als langkettige Base.

N-Stearoyl-phytosphingosin (Ceramid I1l), N-Oleoyl-phytosphingosin (Ceramid Illb) und N-
(2-Hydroxystearoyl)-phytosphingosin (Ceramid VI) waren Geschenke von Cosmoferm (Delft,
Niederlande) [18]. Dabei wurde jeweils die Phytosphingosinbase (ausschliel3lich C-18) bio-
technologisch hergestellt und anschlieend die Fettsdure partialsynthetisch hinzugeftigt. N-
Stearoyl-sphinganin (Ceramid 2) war ein Geschenk von Sederma (Le Perray en Yvelines,
Frankreich) und ist totalsynthetisch hergestellt [118]. Das Pseudoceramid N-(3-
Hexadecyloxy-2-hydroxypropyl)-N-(2-hydroxyethyl)-palmitinsdureamid wurde von Dr. B.
Rattay (Institut fir Pharmazeutische Chemie, Martin-Luther-Universitat Halle) nach Literatur

[51] synthetisiert und zur Verfigung gestellt. N-Palmitoyl-sphingosin wurde ebenfalls am
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Hause synthetisiert [6]. Sphingomyelin aus Eigelb kam wiederum von Avanti Polar Lipids. N-
Hexanoyl-sphingosin und Cholesterol-3-sulfat kamen von Sigma.

Alle eingesetzten Lésungsmittel waren HPLC-rein bzw. Gradient Grade von verschiedenen
Lieferanten (Merck, Darmstadt; Mallinckrodt Baker, Deventer, NL; Fisher Scientific, Kahla).
Insbesondere beim héaufig eingesetzten Methanol wurde auf MS-spezifische Qualitdtsmerk-
male, z.B. die Verunreinigung mit Weichmachersubstanzen, geachtet. Auch bei der Aufbe-
wahrung von Ldsungen wurden Kunststoffgefd3e vermieden, um die Kontamination mit
Weichmachern auszuschliel3en.

Die bei der Gaschromatographie angewandten DerivatisierungsreagenzieinisiN,O-
(Trimethylsilyl)-acetamid (BSA), Trimethylchlorsilan (TMCS), N-Trimethylsilylimidazol
(TSIM), Hexamethyldisilazan (HMDS) sowie Pyridin (99+%) wurden von Sigma (Deisenho-

fen) bezogen.

3.2 Gewinnung humaner Stratum-corneum-Ceramide

Es wurde eine modifizierte Bligh-Dyer-Extraktion angewandt. 1 g palmoplantares Stratum
corneum wurde in 100 ml Chloroform/Methanol 1:1 (V/V) suspendiert und 24 Stunden im
Dunkeln stehengelassen. Der Extrakt wurde durch einen gewdhnlichen Papierfilter filtriert
und mit 30 ml 145 mM PBS-Puffer (pH = 7,3) gewaschen, wobei das Cholesterolsulfat durch
den Aussalzeffekt in die organische Phase gedrangt wird. Die organische Phase wurde ge-
sammelt und unter Vakuum zur Trockne eingedampft. Die sorgféaltig getrockneten Lipide
wurden in so viel Chloroform/Methanol 1:1 (V/V) wieder aufgenommen, dal3 eine Stammlo-
sung von 5 mg/ml resultierte. Bis zur Verwendung wurde diese bei - 18 °C gelagert.

Die HPTLC-Trennung des Lipidextrakts erfolgte mit Hilfe eines AMD-Gerates der Fa. Ca-
mag (Muttenz, Schweiz) nach einer Prozedur, die in [149] beschrieben ist. Allerdings wurden
100 upl Lipidextrakt aufgetragen, was eine Kompromif3lésung zwischen semipraparativer
Ausbeute und Trennergebnis darstellte. Links und rechts des Extrakts wurden Standards auf-
getragen. Diese Bereiche wurden abgetrennt und separat detektiert. AnhapdiideteRer-

folgte die Bandenzuordnung im nicht detektierten Bereich. Mehrere gut zuzuordnende Ban-
den (Ceramid 2, 3, 4, 6, Cholesterol und Cholesterolsulfat wurden mittels Skalpell abgekratzt.
Die jeweiligen Kieselgelfraktionen wurden mit Chloroform/Methanol 1:1 suspendiert und 10
min ins Ultraschallbad gegeben. Anschliel3end wurde das Kieselgel 10 min bei 3000 U/min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde ohne weitere Probenvorbereitung mittels HPLC-MS

analysiert.
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3.3 CE/MS

Samtliche Kapillarelektrophoreseexperimente wurden mit defiGEP System von Hewlett-
Packard (Waldbronn) durchgefiihrt (siehe Abb. 10). Zur CE/MS wurde das dazu gehorige
kommerziell erhaltliche CE/MS-Kit benutzt, welches insbesondere eine spezielle Kapillarkas-
sette enthalt, die das seitliche Herausfuhren der CE-Kapillare und eine Temperierung erlaubt.
Zur Detektion wurde ein lonenfallen-Massenspektrometer vom Typ LCQ (Finnigan MAT,
San Jose, CA, USA bzw. ThermoQuest, Egelsbach; siehe Abb. 11) eingesetzt, das mit einem

Elektrospray-Interface ausgeristet war.

Abb. 10: Das HBPCE-System. Links ist die UV/VIS-MeRzelle

(Alignment Interface) vergroRert dargestellt.

Abb. 11: Das lonenfallen-Massenspektrometer Finnigan LCQ.
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Fur die CE/MS-Kopplung muf3te eine groR3ere ESI-Dise und eine groRere Elektrospraynadel
als gewohnlich eingebaut werden, um das Hindurchfuhren der CE-Kapillare (Auf3endurch-

messer 360 um) zu ermdoglichen. Abb. 12 zeigt schematisch die verwendete CE/MS-

Kopplung.
Kapillarkassette ESI-Kopf
) |
O _|| CE-Kapillare ) lonenoptik .
UV-Detektion | Massenspektrometer
) g -
Sheath Liquid
Proben-
gefan
Hochspannung Hochspannung
Kapillarelektrophorese Elektrospray-lonisation

Massepotential

Abb. 12: Schema der CE/MS-Kopplung

Methyl-Sil desaktivierte CE-Kapillaren (75 um ID) wurden als Meterware von CS (Langer-
wehe) bezogen. Es wurde eine Hilfsflissigkeit (Sheath Liquid) zugesetzt, um stabile ESI-
Bedingungen zu erreichen (Methanol/Wasser 80:20). Im Positivmodus waren mindestens 0,5
pl/min notwendig (z.T. 1 % Essigsaure zugesetzt), im Negativmodus 2-5 pl/min (1 % Tri
ethylamin oder Ammoniumhydroxid zugesetzt).

CE-Elektrolytldsungen wurden durch einen 0,2 um PTFE-Membranfilter filtriert und 10 min

im Ultraschallbad entgast. Zur Zusammensetzung des CE-Elektrolyten als Ergebnis einer Op-
timierung siehe 4.1.1. Die Probenpréparation der Phospholipide war sehr einfach: 50 ul der
handelsublichen Chloroformldsungen (10 mg/ml) wurden mit 1 ml Acetonitril/Isopropanol/n-
Hexan 57:38:5 verdunnt. Bei Injektion gréRerer Probenvolumina wurde haufig ein Zusam-
menbrechen der Stromstarke beobachtet, was mit der Ausbildung eines isolierenden Pfropfens
zu erklaren ist. Um diesen Effekt fortan zu vermeiden, wurden der Probenlésung jeweils 10 pl
Eisessig zugesetzt. Selbstverstandlich konnen die Proben auch durch Lésen der Phospholipide
in CE-Elektrolyt hergestellt werden.

Auch bei gleicher Empfindlichkeit wurde der SIM-Modus gegeniber dem Full Scan héufig
wegen des geringeren Speicherplatzbedarfs bevorzugt.

Da der EOF unter den gegebenen Bedingungen keine Rolle spielt, kann auf die Konditionie-
rung der Kapillare mit NaOH verzichtet werden. Es wird lediglich vor jedem Lauf 4 min mit
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CE-Elektrolyt gespult. Die Probeninjektion erfolgte durch Druck (normalerweise 50 mbar,

4 s; die Injektionszeit wurde z.T. bis auf 1 min verlangert). Die Kapillartemperatur wurde
mittels Luftkiihlung auf 25 °C eingestellt. Bei den Trennungen lag Ublicherweise eine Span-
nung von + 30 kV an der Einlal3elektrode an, bei negativer Polaritat kehrt sich die Migrations-
reihenfolge um. Die effektive Trennspannung ergibt sich aus der Differenz zwischen der no-
minalen CE-Spannung und der ESI-Spannung, die anstelle des Ublichen Massepotentials an
der AuslalRelektrode anliegt. Voraussetzung fur das Funktionieren der CE/MS-Kopplung ist
das Vorhandensein eines ausreichenden kontinuierlichen Flissigkeitsstromes zwischen dem
Auslal3ende der Kapillare und der ESI-Nadel, der die elektrische Verbindung herstellt. Da
kein EOF vorhanden ist, wurde eine leichte Druckdifferenz (5 mbar) angelegt, um Stromzu-
sammenbriiche bzw. Spannungsiberschlage zu vermeiden.

Das Kapillarelektrophoresegerat und das Massenspektrometer wurden getrennt tUber zwei
Computer gesteuert. Auch wenn keine UV-Detektion erfolgte, mufte die UV-Zelle (sog.
Alignment Interface) mit einem Kapillarstiick als Atrappe versehen werden, da sonst die Ka-
pillarkassette vom System nicht erkannt wurde. Das Massenspektrometer konnte jeweils erst
nach dem Start eines CE-Laufs zugeschaltet werden, weil anderenfalls am CE-System eine
Stromstarke gemessen wird, ohne daf} das System Spannung angelegt hat, was eine Fehler-
meldung verursacht. Anfangs wurde vom Hersteller des Kapillarelektophoresegerates emp-
fohlen, zwischen der ESI-Spannung des Massenspektrometers und dem Massepotential eine
KurzschlufRverbindung tber einen hochohmigen Widerstand (X002d legen, was zu einer
zusatzlichen Spraystromstarke von ca. 40 YA fuhrte (bei 100 pA wird die ESI-Spannung ab-
geregelt). Mit dieser Konfiguration wurden die beschriebenen Messungen durchgefihrt. Spa-
terhin teilte der Hersteller des Massenspektrometers mit, daf3 Tests ergeben haben, dal? diese
VorsichtsmalRnahme nicht notwendig ist.

Bei den Versuchen zur Kapillarelektrochromatographie (CEC) wurden mit RP-18-Material
gepackte Kapillaren von zwei verschiedenen Herstellern getestet. Nach dem Slurry-Verfahren
hergestellte CEC-Kapillaren (CEC-C18, 3 um Partikelgrof3e, 490 mm x 100 pm ID) wurden
von Hewlett-Packard (Waldbronn) bezogen [21]. Elektrokinetisch gepackte Kapillaren vom
Typ EP-100-35-C18 (450 mm x 100 um) wurden von Unimicro Technologies (Pleasanton,
CA, USA) gekauft [24]. Zur Druckstabilisierung wurde eine Gasflasche (Stickstoff 4.0, 200
bar) tiber einen Druckminderer (Fa. Kayser, 10 bar) an dd3CHPSystem angeschlossen.

Die gerateeigene Druckregelung erlaubt eine Einstellung von 0-10 bar sowohl am Einlal3- als

auch am AuslaRende.
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3.4 LC/MS

Fir die Analytik von Phospholipiden wurde eine Umkehrphasen-HPLC-S&ule NuUtleasil

3Cs (125 x 2 mm ID, 3 um TeilchengroRe; Macherey-Nagel, Duren) benutzt. Als mobile Pha-
se kam Methanol/10 mM Ammoniumacetat 90:10 (V/V) mit einer Flu3rate von 0,4 ml/min
zum Einsatz. In der Ceramidanalytik wurden alle beschriebenen Trennungen auf einer Um-
kehrphasen-HPLC-Saule NucleGsil20 3Gg (125 x 2 mm ID, 3 pm TeilchengréRe; Mache-
rey-Nagel, Duren) ohne Vorséaule durchgefiihrt. Die Optimierung fihrte zu einem Laufmittel-
gemisch Methanol/Tetrahydrofuran 97:3 (FluBrate 0,4 ml/min).

Fur die Quantifizierung von Cholesterolsulfat wurde die o.a. RP-8-Saule benutzt. Das Lauf-
mittel war Methanol/Wasser 80:20 (Fluf3rate 0,4 ml/min).

Im Rahmen der Methodenoptimierung wurden neben den o.g. weitere HPLC-S&aulen verwen-

det, insbesondere:

+ eine Diol-Saule (Kieselgel modifiziert mit -(GH-O-CHOH-CHOH ) LiChrosphet 100
(125 x 4 mm ID) (Knauer, Berlin),

« eine Diol-Saule Nucleosil 100 (125 x 2 mm ID, 7 pm PartikelgroRe) von Macherey-
Nagel (Duren) und

» eine Cyano-Saule (Kieselgel modifiziert mit -(§4CN ) 100 x 2 mm ID (YMC Europe,
Weselerwald)

Fur LC/MS-Untersuchungen standemei Geratekonfigurationenzur Verfligung:

1.)Eine HPLC-Pumpe Waters 600 E mit einem automatischen Probensammler WISP 712
(Waters, Eschborn) gekoppelt Uber ein ESI-Interface an ein Quadrupol-Massen-
spektrometer Finnigan SSQ 710C (Finnigan MAT, Bremen, jetzt ThermoQuest, Egels-
bach);

2.)Eine HPLC-Pumpe Spectra System P 4000, ausgestattet mit einem Vakuummembranent-
gaser SCM 1000, einem automatischen Probensammler AS 3000 und einem 8-Kanal-
Steuermodul SN 4000 (Thermo Separation Products, San Jose, CA, USA bzw. Thermo-
Quest, Egelsbach), uber ein ESl-Interface gekoppelt an ein lonenfallen-
Massenspektrometer Finnigan LCQ (Finnigan, San Jose, CA, USA bzw. ThermoQuest,
Egelsbach) (Abb. 13).
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Abb. 13: LC/MS-System (2.), siehe Text.

Da das SSQ 710C uber ein lokales Netzwerk mit dem LCQ verbunden war, konnten Rohda-
teien, die an ersterem aufgenommen wurden, mit Hilfe des File Converters in LCQ-Dateien
Uberfuhrt werden. Bei der Quantifizierung wurde die Peakintegration im Programmteil Explo-

re (LCQ-Software, Version 1.1 bzw. 1.2) durchgefihrt.
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Abb. 14: Elektrospray-Interface (SSQ 710C und LCQ).
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Wenn eine Peakglattung (Smoothing) durchgefuhrt wurde, wurde darauf geachtet, dal3 bei
Kalibrier- und Mef3proben die gleiche Glattung (i.d.R. 5-7 Punkt Gaussian) verwendet wurde.
Die Berechnung voiKalibrierkurven und Probenkonzentrationen mit Hilfe der ermittelten
Peakflachen erfolgte in Exce(Microsoft). Die Kalibrierfunktionen wurden als Trendlinien
(Typ: linear, exponentiell oder polynomisch) berechnet. Ebenda wurde das Bestimmtheitsmalf3
R? ermittelt als MaR fiir die Giite der Anpassung einer Kalibrierfunktion an die Kalibrier

werte.

Konzentrationsangaben erfolgen aus pragmatischen Grinden in pg/ml bzw. ng/ml. Eine
Umrechnung in molare Konzentrationen ist Gber die Molmasse problemlos moglich. Auf
Doppelangaben wurde daher verzichtet. Quantitative Angaben erfolgen zweckmalig auf der
Basis der Konzentrationen anstelle von Absolutmengen. Zu deren Ermittlung miuf3te die ent-
sprechende Konzentration mit dem Injektionsvolumen (bei der LC/MS 10 pl) multipliziert
werden. Das mindestens erforderliche Volumen Probenflissigkeit lag bei Verwendung ent-
sprechender handelsiublicher Gefal3e bei ca. 50 pl.

Zur Berechnung von Nachweis- und Bestimmungsgrenzewurden zunachst der Mittelwert

des Signal-Grundrauschens (Blindwert) und das Ausmald (Amplitude) des Grundrauschens
(Noise) ermittelt. Diejenige Probenkonzentration, welche einen Peak verursacht, dessen Hoéhe
(Differenz aus den Intensitdten von Peakmaximum und Basislinie) in der Intensitat der Sum-
me aus Blindwert und dem dreifachen Rauschpegel entspricht, wird als Nachweisgrenze defi-
niert. Die Probenkonzentration, die einen Peak ergibt, dessen H6he der Summe aus Blindwert
und sechsfachem Rauschen entspricht, heil3t Bestimmungsgrenze. Abb. 15 zeigt dies noch
einmal im Diagramm. Vereinfacht ausgedrickt, ist das Signal/Rausch-Verhaltnis (S/N) bei
der Nachweisgrenze 3:1, bei der Bestimmungsgrenze 6:1. Wegen der festen Beziehung zwi-
schen diesen beiden Parametern wird haufig nur einer davon, meist die Nachweisgrenze, an-
gegeben.

DarlUber hinaus wird zur Beurteilung der Verla3lichkeit und Reproduzierbarkeit einer analyti-
schen Methode diRelative Standardabweichung(RSD) in % angegeben, zu deren Ermitt-

lung eine Probe mehrfach analysiert wird (n = Anzahl der Wiederholungsmessungen) und die
Standardabweichung durch den Mittelwert dividiert sowie mit 100 % multipliziert wird. Da-

bei handelt es sich um Durchschnittswerte. Ist die RSD in unterschiedlichen Konzentrations-

bereichen deutlich verschieden, wird ein Bereich angegeben.
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Relative
Intensitat

BW+6-N

BW+3-N

BW N

Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze ~ Konzentration
in ug/ml

Abb. 15: Zur Ermittlung von Nachweis- und Bestimmungsgrenzen. BW: Blindwert
(Mittelwert des Grundrauschens), N: Ausmald (Amplitude) des Grundrauschens (engl.
Noise). Maodifiziert nach [116].

3.5 GC/MS

Bei den beschriebenen Messungen wurde folgendes Derivatisierungsschema angewandt:

1 mg Ceramid

+ 0,5 ml BSA/TMCS/TSIM 3:2:3

3 h im Thermoblock bei 75 °C.
Die beschriebenen GC/MS-Experimente wurden am Institut fir Klinische Pharmakologie der
Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg an einem Gaschromatographen HP 5890 Series I
ausgefihrt, der mit einem Quadrupol-Massenspektrometer HP 5989 A MS Engine gekoppelt
war (Hewlett-Packard, Waldbronn). Es wurde eine Optifi&&ule (30 m x 0,32 mm ID) mit
einer Filmdicke von 0,1 pm benutzt (Macherey-Nagel, Diren). Als Gas wurde Helium einge-
setzt (0,6 bar, bei 260 °C Fluf3 ca. 1,2 ml/min). Zur Probenaufgabe wurden jeweils 0,5 pl im
Splitless-Modus injiziert. Das Temperaturprogramm startete bei 260 °C und steigerte sich um
3 K/min bis auf 360 °C.
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3.6 MS/MS und MS'

Elektrospray-Tandem-MS (MS/MS) und Mehrfach-MS (MBntersuchungen wurden, falls
nicht anders vermerkt, am Finnigan LCQ (siehe 3.4 und Abb. 11) vorgenommen.

Source CID bedeutet das unspezifische Anlegen einer Beschleunigungsspannung in der Oc-
tapolregion. Der Parameter ist von 0-100 % wahlbar, was einer Octapol-Offset-
Gleichspannung vofi 0-100 V entspricht. Dadurch erhalten die lonen kinetische Energie, die
bei Zusammenstoen mit Gasteilchen zur Fragmentierung fuhren kann (Collision-Induced
Dissociation).

Um MS/MS bzw. MS"-Experimente an der lonenfalle durchzufiihren, werden spezifisch die
gewulnschten lonen mit einer bestimmten Bandbreite (meist 1,5-3 amu) isoliert und in der
lonenfalle (siehe Abb. 13) fragmentiert. Zur Unterscheidung spricht man von Massenanaly-
sator-CID. 0-100 % relative Kollisionsenergie entsprechen hierbei 0-5 V (Peak zu Peak) der

Resonanz-Anregungs-Radiofrequenzspannung.
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Abb. 16: Die lonenfalle (lon Trap), Massenanalysator des LCQ.
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Einige vergleichende MS/MS-Studien sowie Vorlauferionen-Analysen (Precursor lon Scan)
wurden an einem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer APl 365 (PE Sciex, Thornhill, Onta-
rio, Kanada) ausgefiihrt, das ebenfalls mit pneumatisch unterstitzter Elektrospray-lonisierung
arbeitet (Firmenbezeichnung Turbo lonspray).

Als pragmatische Vorgehensweise zur Standardisierung von MS/MS-Experimenten wurde die
Kollisionsenergie i. d. R. soweit erhoht, bis die Intensitdt des Ausgangsions auf 10 % abge-
sunken ist. Wenngleich am selben Geratetyp auch die fur ein bestimmtes Fragmentierungser-
gebnis bendtigte relative Kollisionsenergie sehr gut reproduzierbar war, sind somit auch

Spektrenvergleiche zwischen verschiedenen Geraten erleichtert.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Im folgenden Teil werden die verschiedenen im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Analy-
senmethoden dargestellt und diskutiert. Dabei werden die untersuchten Lipide (Phospholipi-
de, Ceramide und Cholesterolsulfat) in drei Unterpunkten abgehandelt. Fir alle diese Lipide
wurden chromatographische und/oder elektrophoretische Trennmethoden mit massenspek-
trometrischer Detektion entwickelt, die i. d. R. eine Quantifizierung auch in komplexer Matrix
erlauben. Weiterhin nehmen qualitative massenspektrometrische Untersuchungen (Tandem-
und Mehrfach-MS) einen breiten Raum ein, da hierdurch Strukturinformationen zuganglich
sind, die Elektrospray als sanfte lonisationsmethode per se nicht liefert. Primér wurden diese
Elektrospray-MS/MS- bzw. MSStudien an Losungen von Reinstoffen oder Stoffgemischen
ohne vorherige Stofftrennung durchgefihrt. Jedoch kdnnen diese Techniken ebenso zur De-
tektion in der HPLC angewendet werden, wie z.B. die LC/MS/MS-Untersuchungen an Cera-
miden gezeigt haben.

4.1 Phospholipide

Entsprechend der groRen Bedeutung der Phospholipide wurde bereits eine Vielzahl von Ana-
lysenmethoden fir diese Substanzklasse oder einzelne Vertreter beschrieben. Dennoch besteht
auch hier weiterhin ein grol3er Entwicklungsbedarf, insbesondere hinsichtlich Vereinfachung,
erforderlicher Analysenzeit, Spezifitat, Empfindlichkeit und notwendiger Substanzmenge.

Die zuerst dargestellte CE/MS-Trennung ist vorwiegend methodisch von Interesse. Dagegen
zeichnet sich die danach beschriebene LC/MS-Methode durch Robustheit und Leistungsfa-
higkeit fur die Quantifizierung aus. MS/MS- und MStudien runden das Spektrum der Un-
tersuchungen an Phospholipiden ab. Dariiber hinaus wird eine LC/MS-Methode zur Quantifi-
zierung des synthetischen bolaamphiphilen Stoffs 22-Hydroxydocosylphosphatidylcholin
aufgeftuhrt.

4.1.1 Analytische Trennung durch Nichtwal3rige Kapillar-

elektrophorese mit massenspektrometrischer Detektion

Die Kapillarelektrophorese (CE) hat im zurickliegenden Jahrzehnt eine rasante Entwick-
lung genommen und wird fir die Analytik einer groR3en Vielzahl von Substanzen erfolgreich
eingesetzt. Im Bereich der Lipidanalytik erscheint ihre Anwendung jedoch begrenzt. Dazu

tragen natirlich in erster Linie die mangelnde Wasserloslichkeit der Lipide und ihre zu gerin-
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ge UV-Absorption bei. Bei genauerer Betrachtung ergibt sich, dal’ die Anwendung der CE nur
bei solchen Lipiden sinnvoll ist, die ganz oder teilweise in ionisierter Form vorliegen. Dabei
bieten sich natirlich zunachst die Fettsauren an. Mittlerweile wurden eine Reihe von Arbeiten
hierzu publiziert, in denen meist die indirekte UV-photometrische Detektion angewandt wur-
de [29,39,97,105].

Eine weitere Klasse von Lipiden, die sich wegen ihrer vergleichsweise hohen Polaritat und
lonisierbarkeit fur die Kapillarelektrophorese anbietet, sind die Phospholipide. Zwei Haupt-
probleme sind zu l6sen: die Solubilisation und die Detektion. Ingvardsen et al. beschrieben
eine MEKC-Trennung mit UV-Detektion [52]. Die bei eigener Anwendung dieser Methode
erzielten Ergebnisse waren jedoch unbefriedigend. Zudem erlaubt die vollig unspezifische
UV-Detektion keine exakte Zuordnung der Peaks. Daher lag es nahe, inC&RdS-
Kopplung die Elektrospray-Massenspektrometrie zur Detektion einzusetzen.

Die MEKC weist wegen der in gro3eren Mengen verwendeten Tenside hinsichtlich ihrer
Kompatibilitdt mit der ESI-MS erhebliche Nachteile auf. Von den verschiedenartigen Versu-
chen, diese Klippe zu umschiffen, sei hier nur die Bagtial Filling Technik erwahnt [64],

bei der verhindert wird, dal3 die tensidischen Mizellbildner in das Massenspektrometer gelan-
gen, womit jedoch eine Reihe von Nachteilen erkauft werden. In der Arbeitsgruppe wurden
Phospholipide als Mizellbestandteile eingesetzt [113-115], wobei zum Teil kurzzeitig MEKC-
MS durchgefiihrt wurde, um die Bestandteile von Mischmizellen zu identifizieren. Dabei
wurden haufig Addukte von Gallensalzen und Phospholipiden angetroffen. Diese Erscheinung
ist typisch fur das Verhalten amphiphiler Stoffe bei der ESI-MS, insbesondere in héheren
Konzentrationen. Méglich ist aber auch, daf3 bereits in der CE-Elektrolytlosung Aggregate be-
standen haben, die stabil genug sind, um beim Elektrospray intakt zu bleiben.

Als Alternative zur MEKC fiur die Analytik schlecht wasserloslicher Substanzen wurde die
Nichtwalrige Kapillarelektrophorese gewahlt.

Um den Ldslichkeitsanforderungen der verschiedenen Substanzen gerecht zu werden, wurde
ein fur die Nichtwalrige CE relativ ungewdhnliches Losungsmittelgemisch entwickelt, das
aus Acetonitril/lsopropanol/n-Hexan 57:38:5 (V/V/V) bestand.

Zur Herstellung der CE-Elektrolytibsung wurden 20 mM Ammoniumacetat in diesem Ge-
misch gel6st sowie 1 % Eisessig hinzugegeben, was zu einer ausreichend hohen Stromstarke
bei der CE fiihrte und die Trennung verbesserte. Alternativ kann auch Ammoniumhydroxid
zugesetzt werden, wobei jedoch eine andere Migrationsreihenfolge resultiert. Da Phosphati-
dylcholine wegen ihrer quarterndren Ammoniumfunktion eine aufR3erordentlich starke Tendenz
zur Wechselwirkung mit Silanolgruppen zeigen (vgl. Einsatz quarternarer Salze (z.B. Cetyl-

trimethylammoniumbromid, CTAB) bei der dynamischen Wandmodifikation zur Umkehrung
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des EOF), verbietet sich der Einsatz gewohnlicher Fused-Silica-Kapillaren. Die Testung ver-
schiedener inaktivierter bzw. belegter Kapillartypen ergab deren Gleichwertigkeit bezlglich
des Analysenproblems, so daf3 der preiswerteste Kapillartyp gewéhlt wurde. Die Verwendung
von unbelegten Kapillaren mit dynamischer Wandbelegung durch Zusatz von CTAB zum CE-
Elektrolyten erwies sich als weniger zuverlassig, zudem fiihrte dies zu einer Kontamination
des Massenspektrometers mit diesem sehr gut ionisierbaren Stoff.

Ein Beispiel fur dieTrennung der 1-Palmitoyl-2-oleoyl-Derivate von vier verschiedenen
Phospholipidklassen zeigt Abb. 17. Um alle vier untersuchten Phospholipidklassen (Phospha-
tidylcholine, -ethanolamine, -serine und -glycerole) detektieren zu kénnen, wurde die Nega-

tivionisation angewandt.

10 Liegen nur Choline und
m/z=716,2 .

50 ggf. Ethanolamine vor,

wie es haufig der Fall ist

a) o (z.B. in natlrlichen Leci-
10 thingemischen), ist die Po-

= m/z=760,5 sitivionisation vorteilhaf-
§ ° ter. Eine brauchbare Tren-

[}

£ p) 0 nung wurde in einer rela-
_%’ 10 tiv kurzen Zeit erreicht
§ m/z=747,4 1 (<10 min). Die Trennung
50 basiert auf der unter-

c) schiedlichen Polaritat der

0 f hospholi

100) Kopfgruppen. Phospholi-

] pide mit gleicher Kopf-

503 gruppe, die sich beziglich
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Zeit (min) dieser Methode nicht ge-

trennt werden, da die Lan-
Abb. 17: CE/MS-Elektropherogramm. a) 1-Palmitoyl-2- ge der Fettsdureketten

oleoyl-phosphatidylethanolamin (POPE), b) 1-Palmitoyl-2-praktisch keinen EinfluR
oleoyl-phosphatidylserin (POPS), c) 1-Palmitoyl-2-oleoyl-auf das elektrophoretische
phosphatidylglycerol, (POPG) d) 1-Palmitoyl-2-oleoyl- Migrationsverhalten hat.
phosphatidylcholin (POPC). Jedoch erlaubt die MS

auch in diesem Falle eine

51



getrennte Quantifizierung durch separate Auswertung verschiedener m/z-Spuren. Allerdings
war die erreichte Nachweisempfindlichkeit infolge der Probenverdiinnung durch die
Hilfsflissigkeit zu bescheiden und die Standardabweichung der ermittelten Peakflachen zu
grol3, so dalR zunachst von einer Quantifizierung abgesehen wurde. Es ist zu erwarten, dafl3
dieses fundamentale Problem der CE/MS mit den Fortschritten in der Interfaceentwicklung

besser gelost werden wird.

4.1.2 Trennung und Quantifizierung mittels LC/MS

Da die CE/MS (mit dem gegenwartig verfugbaren Interface) in Bezug auf Empfindlichkeit,
Robustheit und Automatisierbarkeit nicht tberzeugen konnte, wurde alternativ eine LC/MS-
Methode zur Quantifizierung entwickelt. Angesichts der grof3en Bedeutung der Phospholipide
verwundert es nicht, daf3 bereits eine Reihe von Arbeiten zur HPLC-Analytik publiziert wur-
den. Haufig wurden Normalphasentrennungen durchgefihrt, jedoch ist dies ungunstig hin-
sichtlich der Kompatibilitat zur ESI-MS. Bei der Umkehrphasen-HPLC wurden verschiedene
Detektionsmoglichkeiten beschrieben. Die schwache, vollig unspezifische UV-Absorption bei
niedrigen Wellenlangen eignet sich entgegen anderslautender Behauptungen [77] wenig fur
eine empfindliche Quantifizierung. Daher wurde auf Fluoreszenzdetektion nach Derivatisie-
rung zuriickgegriffen [1]. Auch bei der mobilen Phase wurden verschiedene Versionen préa-
sentiert. Dabei wurden Zusétze verwendet, die sich fur die ESI-MS wiederum wenig eignen
(Quats [1,2], p-Toluensulfonsaure bei pH 1 [71]). In [123] wurde Methanol/5 mM Ammoni-
umacetat 95:5 benutzt, was als Ausgangspunkt unserer Optimierung diente. Zwei Arbeiten zur
ESI-LC/MS [63,14] zeigen verschiedene Vorgehensweisen, waren jedoch fur die gestellte
Problematik weniger geeignet.

Ziel derMethodenentwicklung war, eine MS-kompatible Umkehrphasen-HPLC-Methode zu
entwickeln, die bezuglich Schnelligkeit, Robustheit und Empfindlichkeit befriedigende Er-
gebnisse liefert. Um maoglichst eine Selektivitat hinsichtlich der Fettsdurekettenldnge zu er-
halten, wurde zunachst, wie in der Literatur beschrieben, eine RP-18-Saule eingesetzt. Damit
konnten jedoch keine zufriedenstellenden Resultate erzielt werden, da die Substanzen, wenn
Uberhaupt, sehr langsam eluierten und sehr breite Peaks verursachten. Daran lie3 sich weder
durch Veranderung des Ammoniumacetatpufferanteils noch durch Veranderung der Tempe-
ratur oder durch Zusatz organischer Lésungsmittel (Acetonitril, THF, n-Hexan) etwas andern.
Daher wurde auf eine RP-8-Saule umgestellt. Hier wurden mit einem Laufmittelgemisch
Methanol/10 mM Ammoniumacetat 90:10 bei einer Temperatur von 60 °C gute Ergebnisse

erzielt. DieTrennung erfolgte vornehmlich nach der Affinitat zur stationaren Phase (Lange
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der Fettsaureketten), aber auch nach der Affinitdt zur mobilen Phase (Kopfgruppen). Die De-
tektion erfolgte im Full Scan, bei Phosphatidylcholinen und Phosphatidylethanolaminen im
Positivmodus anhand der [M+Hjder [M+NaJ-lonen, bei Phosphatidylserinen im Negativ-
modus ([M-H]) und bei Phosphatidylglycerolen sowohl im Positiv- als auch im
Negativmodus (zwei Scan-Events alternierend). Abb. 18 zeigt beispielhaft die Trennung von

funf Phospholipiden mit unterschiedlichen Kopfgruppen und Fettsaureresten.
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Abb. 18: LC/MS von Phospholipiden. a) Dilauroyl-phosphatidylcholin ([M+1)ia)
Dilauroyl-phosphatidylethanolamin ([M+H] c) Dimyristoyl-phophatidylglycerol
(IM+H] "), d) Distearoyl-phosphatidylcholin ((M+N3] e) 1-Palmitoyl-2-oleoyl-
phosphatidylcholin ([M+H]).
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Unter diesen Bedingungen zeigen Phospholipide mit l&ngerkettigen Fettsduren eine langere
Retention und breitere Peaks. Dem kann durch Verringerung des Ammoniumacetatpufferan-
teils auf 5% erfolgreich entgegengewirkt werden, allerdings auf Kosten einer schlechteren
Trennung der schneller eluierenden Substanzen.

Phosphatidylcholine haben bei gleichen Fettsdureresten grof3ere Retentionszeiten als Phos-
phatidylethanolamine, und diese wiederum eluieren langsamer als Phosphatidylglycerole (und
Phosphatidylserine, in Abb. 18 nicht gezeigt). 1-Palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholin eluiert
sehr schnell, wohl deshalb, weil die cis-Doppelbindung in der Olsiure die Wechselwirkung
mit dem Umkehrphasenmaterial behindert. Dennoch ist der Peak relativ breit, wie haufig bei
Phosphatidylcholinen zu beobachten. (Die Transferkapillare am ESI-Interface bestand aus in-
aktiviertem Fused Silica, so da? Wandwechselwirkungen ausgeschlossen sein sollten; Ver-
stopfungen traten auch tatsachlich nicht auf.)

Ein natirliched_ecithingemisch das fast ausschlie3lich Phosphatidylcholine mit &hnlicher
Fettsaurekettenlange enthielt, konnte mit dieser einfachen HPLC-Methode nicht getrennt
werden, da die Retentionszeiten sehr ahnlich waren; jedoch war die getrennte Quantifizierung
durch separate Auswertung der m/z-Spuren moglich.

Fur Phosphatidylcholine und -ethanolamine lag Machweisgrenzebei ca. 5 ng/ml, fur
Phosphatidylserine und -glycerole bei ca. 20 ng/ml (S/N 3:1). Die Kalibrierkurven zeigten
gute Linearitat Uber drei GréRenordnungef $R0,99; bei Polynom 2. Gradeg R 0,999).

Die relative Standardabweichung (RSD, n=5) lag zwischen 3 und 5%.

Lysophospholipide eluieren unter den o0.g. Bedingungen nahezu mit der Front.

Alternativ kann die HPLC auf einer Diol-Saule durchgefuhrt werden, wobei eine Trennung
der verschiedenen Phospholipidklassen nach der Polaritdt der Kopfgruppen gelingt. Dagegen
zeigt diese stationdre Phase erwartungsgemalf keinerlei Selektivitat in Bezug auf die Ketten-

langen der Fettsaurereste. Ahnliches gilt fiir Cyano-Phasen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 die vorgestellte LC/MS-Methode im Ver-

gleich mit anderen etablierten HPLC-Methoden verschiedene Vorteile aufzuweisen hat:

vielseitige Anwendbarkeit (im Ggs. zu zahlreichen sehr spezialisierten Ansatzen),

* bei Vorliegen der Phospholipide in alkoholischer Lésung keine Probenvorbereitung (im
Ggs. zu UV- und Fluoreszenzdetektion, die eine Derivatisierung erfordern),

» gute Empfindlichkeit (besser als bei UV, @hnlich wie Fluoreszenz),

* hohere Spezifitat,

» Zeiteinsparung bei der Chromatographie (keine Basislinientrennung notwendig),

» sehr geringer Losungsmittelverbrauch,
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» Verfugbarkeit von Strukturinformationen durch ESI-MS/MS bzw. "MSiehe 4.1.3)
sowie

» zuverlassige Quantifizierung anhand der Peakflachen im LC/MS-Chromatogramm (im
Ggs. zur Auswertung von Peakhohen im ESI-Massenspektrum).

22-Hydroxydocosylphosphatidylcholinweist strukturelle Verwandtschaft zu den Phosphati-
dylcholinen auf. Aufgrund ihrer interessanten physikochemischen Eigenschaften soll der Ein-
flud dieser bolaamphiphilen Substanz auf die Penetration und Permeation von Arzneistoffen
untersucht werden [87]. Daher bestand der Bedarf, eine LC/MS-Methode zur Quantifizierung
in einer komplexen Matrix zu entwickeln. Die Trennung ist von untergeordneter Bedeutung,
da keine ahnlichen Verbindungen in biologischen Proben oder pharmazeutischen Formulie-
rungen vorkommen. Mit einer CN-Saule (100 mm x 2 mm ID) und einem Laufmittel Metha-
nol/Wasser 85:15 (Fluf3rate 0,2 ml/min) wurde bei einer Retentionszeit von 3 min ein gut
quantifizierbarer Peak erhalten. Die MS-Detektion erfolgte an einem Quadrupol-Massenspek-

trometer im Positiv-ESI-Modus.

106 Die Auswertung kann an-
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Abb. 19: LC/MS von 22-Hydroxydocosyl-phosphatidyl-
cholin (Erlauterungen siehe Text).

Die Nachweisgrenze lag

bei 1,5 ng/ml, die Be-
stimmungsgrenze bei 3 ng/ml. Erste Ergebnisse zur Validierung ergaben eine relative Stan-
dardabweichung (RSD) von ca. 5 % (n=5).
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4.1.3 Strukturuntersuchungen mittels Elektrospray-Massenspektrometrie

Es stellt in gewisser Weise eine Schwache der Elektrospray-lonisation dar, daf3, wie bereits
unter 2.3.1 ausgefuhrt, normalerweise nur Molekulionen und ggf. Addukte gebildet werden,
nicht jedoch Fragmente, die Uber die Struktur eines Molekils Auskunft geben kdnnten.

Eine Mdoglichkeit, in vielen Fallen Fragmente zu erzeugen, besteht darin, im Bereich der lo-
nenoptik eine zusatzliche Beschleunigungsspannung zu erzeugen, wobei durch Zusammen-
stol3e der lonen mit Gasteilchen Bruchsticke entstehen, die, soweit sie die entsprechende La-
dung tragen, detektiert werden kénnen. Dieses sogen8ontee CID ist jedoch unspezi-

fisch, da bei einem Substanzgemisch nicht zugeordnet werden kann, welche Ausgangsmasse
welches Fragment bildet.

Besser ist es daher, zunéchst eine Massenanalyse durchzufiihren, anschlie3end ein bestimmtes
lon gezielt zu fragmentieren und die Fragmente wiederum zu analysieren. Dies wird als
MS/MS oder Tandem-Massenspektrometrie bezeichnet. Dazu bendtigt man ein Triple-
Quadrupol- bzw. lonenfallen-Massenspektrometer. Letzteres erlaubt Medgafach-MS-
Experimente (M§ n= 3-10), siehe 2.3.2.

Phospholipidesind sehr geeignete Objekte fir MS/MS-Studien (vgl. auch [41,60,61]), da sie
sich einerseits hinsichtlich ihrer Fettsdurereste und ihrer Kopfgruppen unterscheiden, anderer-
seits aber als Naturstoffe gewissen Strukturgesetzmalligkeiten unterliegen. Charakteristische
Fragmentionen (Tochterionen) erlauben daher zusammen mit dem Wissen Uber ihre Struktur
eine weitgehende Interpretation der MS/MS-Spektren. Es muld aber erwahnt werden, dal3 die
Zuordnung bestimmter Strukturen zu Fragmentionen und die Ableitung von Fragmentie-
rungsschemata letztlich hypothetisch bleibt, da eine echte Strukturaufklarung dieser unter
MS-Bedingungen (Vakuum, elektrisches Feld) gebildeten Spezies nicht mdglich ist. Dennoch
ist eine Strukturzuordnung in vielen Fallen vertretbar und plausibel.
Positivionen-Elektrospray-Massenspektrometrie (Keositiv-ESI-MS) ergibt bei allen un-
tersuchten Phospholipiden die [M+HJnd (h&aufig noch starker) die [M+Najdduktionen.

Dabei steigt die lonisationsintensitat in der Reihenfolge Phosphatidylserine < Phosphatidyl-
glycerole < Phosphatidylethanolamine << Phosphatidylcholine. PdBIMS der Natri-
umaddukte fihrt zu Fragmentierungen, die spezifisch fur die jeweédlogdgruppe sind.
Wahrend bei den Phosphatidylethanolaminen und Phosphatidylserinen die Kopfgruppe insge-
samt (jedoch ohne Phosphat) abgespalten wird, zeigen die Choline eine charakteristische Ab-
spaltung von TrimethylaminA(m = 59). Bei den Phosphatidylcholinen wurden dartber hin-

aus Fragmente detektiert, die auf die Abspaltung von Fettsauren schlie3en lassem(z.B.

256 im Falle von Palmitinsaur&,m = 282 bei Olsaure). Bei den Phosphatidylserinen findet
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Abb. 20: Fragmentierungsschema von 1-Palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylethanolamin
und 1-Palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholin. Positiv-ESI-MS/MS bzw. 3MBrlaute-

rungen im Text.

dagegen die Abspaltung von Fettsauren und Kopfgruppe gleichzeitig statt. Phosphatidylcholi-
ne und Phosphatidylethanolamine spalten bEi8F-Schritt schlieBlich Phosphat ab (siehe
Abb. 20).

Sphingomyelin
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Abb. 21: Fragmentierungsschema von Sphingomyelin (aus Eigelb, Avanti Polar Lipids).
Positiv-ESI-MS/MS bzw. M$ Erlauterungen im Text.

Sphingomyelin verhalt sich analog zu Phosphatidylcholinen (siehe Abb. 21).

57



Negativ-ESI-MS ergibt im Falle der Phosphatidylethanolamine, der Phosphatidylglycerole
und der Phosphatidylserine gewdhnliche [M-ldhen. Bei den Phosphatidylcholinen ist dies
jedoch wegen der quarternaren Ammoniumgruppe des Cholinrestes nicht moglich. Im
,Grundzustand”, d.h. ohne Source CID, treten daher die Chloridaddukte in Erscheinung, wo-
bei vermutlich das Chlorid die positive Ladung des quarternaren Stickstoffs kompensiert,
wahrend die Phosphatgruppe die negative Ladung tragt. Die Chloridaddukte erkennt man an
ihrem charakteristischen Isotopenmust&€K und*'Cl). Zur Identifizierung wurde insbeson-

dere der Zoom Scan Modus benutzt, der eine bessere Massenauflosung ermoglicht. Diese
[M+CI] " lonen eignen sich nicht fiMS/MS-Untersuchungen, da bei der Fragmentierung die
negative Ladung am Chlor verbleibt und der restliche Molekalteil elektrisch neutral und somit
nicht mehr detektiert wird. Es hat sich jedoch herausgestellt, da’ eine Erhéhung der Source-
CID-Spannung (beginnend bei 5 %, Optimum bei 30 %) dazu fuhrt, dal’ es anstelle der Anla-
gerung von Chlorid zu einer Methylabspaltung kommt, die aus dem quarterndren Ammonium
ein ungeladenes tertiares Amin macht. Die resultierenden [M-Qihen tragen am Phosphat

die negative Ladung.

Dilauroylphosphatidylcholin (M=621)

M+Cll” 0 |- 3¢l oder’’Cl”
m/z= 656 bzw. 658

CID -Ccl’

Mo
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Abb. 22: Fragmentierungsschema von Dilauroyl-phosphatidylcholin bei Negativ-ESI-
MS/MS.
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Die [M-H]-lonen von Phosphatidylethanolaminen und Phosphatidylglycerolen ergeben eben-
so wie die [M-CH]-lonen der Phosphatidylcholine im Tochterionenspekthratisdureab-
spaltungen (z.B. A m = 256 im Falle von Palmitinsaur&,m = 282 bei Olsaure). Daneben
wurden bei allen untersuchten Phospholipiden auch die Fettsauren selbst detektiert (m/z= 255
bei Palmitinsaure, m/z= 281 bei Olsaure). Dieses wichtige Ergebnis zeigt, daR somit eine
schnelle Identifizierung der Fettsauren mdglich ist. Selbstverstandlich kann auf diese Weise
keine Aussage getroffen werden, ob sich die jeweilige Acylgruppe in Position 1 oder 2 befin-
det, jedoch liegen eine Vielzahl von Befunden vor (z.B. mittels spezifischer Hydrolysen durch
Phospholipasen), die bei nattrlich vorkommenden Phospholipiden eine Zuordnung erleichtern
(z.B. befindet sich ein Oleoylrest meist in 2-Position). Abb. 22 zeigt ein Fragmentierungs-
schema von Dilauroyl-phosphatidylcholin. Zusétzlich wurde hier ein Lauroylfragment gefun-
den.

Bei Phosphatidylethanolaminen, Phosphatidylserinen und Phosphatidylglycerolen zeigt das

Tochterionenspektrum auch ein Phosphatidyl-lon [M-Kopfgruppak im MS-Schritt beide

Acylreste einzeln oder auch gemeinsam abspaltet. Das doppelte Abspaltungsprodukt kann da-

bei jeweils auch durch MSws den einfachen Abspaltungsprodukten erzeugt werden. Tabelle

2 fal3t die genannten Ergebnisse am Beispiel der Palmitoyl-oleoyl-Derivate zusammen.

Folgendes kann festgestellt werden:

* Tandem-Massenspektren erlauben bei allen vier untersuchten Phospholipidklassen die
schnelle und einfache Identifizierung von Fettsauren und Kopfgruppe;

* Mehrfach-MS-Experimente sind reproduzierbar durchzufihren und ergeben gut erklarbare
Fragmente, sind jedoch zur Strukturaufklarung bei Phospholipiden nicht unbedingt not-
wendig;

» die Fettséduren lassen sich im Negativ-MS/MS-Modus direkt identifizieren;

» die Massendifferenz zwischen Molekilion und positiv oder auch negativ geladenem Rest-
ion gibt eine zusatzliche Bestéatigung fur die Fettsaureerkennung;

» die Kopfgruppe lafdt sich aus charakteristischen Massendifferenzen zwischen Molekilion
und entsprechendem Restion ermittélm¢ 43 bei Phosphatidylethanolaminém= 74
bei -glycerolenAm= 87 bei -serinen);

» Phosphatidylcholine zeigen wegen ihres quarternaren Stickstoffs ein abweichendes Ver-
halten; typisch ist die Trimethylaminabspaltung im Positiv-MS/MS-Modus und die Bil-
dung von Chloridaddukten im Negativ-MS-Modus.
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Tab. 2: Vergleich der Fragmentierungsmuster von 1-Palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholin
(POPC), 1-Palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylethanolamin (POPE), 1-Palmitoyl-2-oleoyl-
phosphatidylglycerol (POPG) und 1-Palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylserin (POPS). Alle
Zahlen sind m/z-Werte, entsprechen jedoch der (monoisotopischen) Molmasse in amu, da z=

1. Weitere Erlauterungen im Text.

Modus lonen POPC POPE POPG POPS
pos. MS [M+H] */[M+Na]* 760/782 |718/740 |771/793 |784/806
pos. MS/MS  |[M-Olsaure] 478
[M-Palmitinsaure] 504
[M-N(CH2)3]" 723
[M-Kopfgruppe] 697 719
[M-Kopfgr.-Olsre.] 437
[M-Kopfgr.-Palmitinsre.] 463
pos. MS [M-Kopfgr-Phosphaf] 577/599 |577/599
neg. MS [M-H] 716 747 760
[M+3Cl]/[M+3"CI) 794/796
neg. MS (CID)|[M-CH3] 744
neg. MS/MS | [M-Olsaure] 463 452 465
[M-Palmitinsaure] 489 478 491
Olsaure 281 281 281 281
Palmitinsaure 255 255 255 255
[M-Kopfgruppe] 673 673 673
neg. MS [M-Kopfgr.-Olsaure] 391 391 391
[M-Kopfgr.-Palmitinsre.] 417 417 417
neg. MS [M-Kopfgr.-Olsaure- 153 153 153
Palmitinsaure]

60



4.2 Ceramide

Da die Ceramide eine sehr vielfaltige Substanzfamilie der Sphingolipide darstellen, anderer-
seits aber in ihrer Grundstruktur und ihren chemischen Eigenschaften enge Verwandtschaft
aufweisen, ist es leicht einsehbar, dafl3 der Quantifizierung einzelner Spezies zunachst eine
analytische Trennung vorangestellt werden sollte.

Dennoch wurde am Beispiel des N-Stearoyl-phytosphingosins (Ceramid Ill, Cosmoferm) ver-
sucht, eine einfach&robquantifizierung durch Auswertung der Peakhthenim ESI-
Massenspektrum vorzunehmen. Dazu wurden Losungen der Reinsubstanz in Methanol (Kon-
zentrationen zwischen 10 ng/ml und @@/ml , zur Vermeidung von Memory-Effekten bei

der geringsten Konzentration beginnend) Uber die integrierte Spritzenpumpe (bei konstanter
FluRBrate) dem Massenspektrometer zugefuhrt. Das Ergebnis war Gberraschend gut: Die nach
Mittlung von je 50 Scans erhaltenen Peakintensitaten korrelierten gut mit der Konzentration
(relative Standardabweichung ca. 5 %). Die Kalibrationskurve liel3 sich an eine Exponential-
funktion anpassen (R= 0,99). Das Bild anderte sich jedoch schlagartig, wenn der Lésung
weitere Substanzen zugesetzt wurden. Die gleiche Menge Ceramid Ill, einem komplexen Li-
pidextrakt zugesetzt, ergab beispielsweise nur noch ca. 1/1000 der Peakintensitat der reinen
Ldsung. Diese Erscheinung ist mit der Konkurrenz zwischen Analyt und Matrix einerseits bei
der Elektrospray-lonisation und andererseits bei der Erreichung der optimalen Fullung der lo-
nenfalle zu erklaren. Daher kann man schlu3folgern, da® anhand der Peakh6hen im Massen-
spektrum allenfalls relative Aussagen, jedoch keine seridse Quantifizierung mdoglich ist,

wenngleich einige Publikationen anderes suggerieren (vgl. z. B. [61]).

4.2.1 Analytische Trennung

Bei der Auswahl geeigneter Analysenmethoden fur die Trennung von Ceramidgemischen sind
die physikochemischen Eigenschaften das wichtigste Leitkriterium. Da die Ceramide weder
ionogen noch wasserldslich sind, schieden kapillarelektrophoretische Techniken aus den
Uberlegungen aus. Gesucht wurde eine chromatographische Methode, die in der Lage ist,
auch geringe strukturelle Unterschiede zur Trennung nutzbar zu machen und daneben eine
spezifische Detektion ermdglicht.

Versuche, dieKapillarelektrochromatographie (CEC) einzusetzen, scheiterten. Wenn an
beiden Kapillarenden ein hoher Druck (10 bar) angelegt wurde, konnten Uber einen kurzen
Zeitraum stabile Mel3bedingungen gehalten werden (Versuche mit UV-absorbierenden Test-
substanzen). Sowohl nach dem Slurry-Verfahren [21] als auch elektrokinetisch [24] gepackte
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CEC-Kapillaren erwiesen sich als untauglich fur die MS-Kopplung, da es hierbei nicht még-
lich ist, auch am Auslal3ende der Kapillare Druck anzulegen. Das Ergebnis waren Inhomoge-
nitaten der stationaren Phase, die zum Zusammenbruch der Stromstarke fuhrten.

Die klassische Methode der Ceramidanalytik, @isnschichtchromatographie (TLC), lie-

fert auch bei einem ausgefeilten, aufwendigen und zeitraubenden Regime nur Banden, die je-
weils ein Stoffgemisch ahnlicher Retention reprasentieren. Dabei spielt die Anzahl und Stel-
lung der Hydroxygruppen hinsichtlich der Wechselwirkung mit dem Kieselgel die wichtigste
Rolle, wahrend die unterschiedliche Kettenlange der Fettsauren und langkettigen Basen weni-
ger bedeutend ist. Die auf diese Weise erzielte Auftrennung der Stratum-corneum-Ceramide
zunachst in 6, spater in 8 Fraktionen hat zu der wenig informativen, jedoch noch immer weit-
verbreiteten Klassifizierung mit romischen oder arabischen Zahlen gefihrt. Bei Versuchen in
der eigenen Arbeitsgruppe konnten die guten Trennergebnisse der Literatur oft nicht reprodu-
ziert werden. Meist konnten nur drei Ceramidfraktionen sicher identifiziert werden. Ein prin-
zipieller Nachteil der TLC ist die unspezifische und destruktive Detektion.

Daher konzentrierte sich die Methodenentwicklung auf die LC/MS und die GC/MS.

4.2.1.1 LC/IMS

Snada et al. berichteten Uber die Normalphasen-HPLC von perbenzoylierten Ceramiden
[120]. Andernorts wurde ebenfalls mit NP-HPLC gearbeitet, jedoch wurde mittels Fluores-
zenzdetektion nach Markierung eine Nachweisgrenze im Nanogramm-Bereich erreicht [96].
Couch u. Mitarb. identifizierten die drei wichtigsten Ceramide in menschlichen HL-60-Zellen
mit einer LC/MS-Methode mit APCI und verglichen die Resultate mit einer konventionellen
Methode mit UV-Detektion der perbenzoylierten Derivate [19]. Mano et al. [74] entwickelten
eine Umkehrphasen-HPLC-Methode mit bindrem Laufmittelgradienten. Die Detektion er-
folgte im ESI-MS/MS an einem Triple-Quadrupol MS. Die Arbeit befal3t sich hauptsachlich
mit intrazellularen Sphingolipid-Metaboliten und streift die Ceramide nur am Rande. Semi-
guantitative Positiv-ESI-MS/MS-Untersuchungen von Ceramiden (ohne HPLC-Trennung) an
einem Triple-Quadrupol-MS beschreibt Literatur [38].

Eine LC/MS-Methode zur quantitativen Analytik komplexer Ceramidgemischestand al-

so nicht zur Verfugung und mufite daher neu entwickelt werden. Die Optimierung der HPLC-
Bedingungen war darauf ausgerichtet, schnelle und effektive Trennungen zu erhalten. Wenn-
gleich die hohe Spezifitat der MS-Detektion in den meisten Féllen eine vollstandige Basislini-

entrennung uberflissig macht, sollte dennoch eine ausreichende Trennung zur Verringerung
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von Matrixeffekten angestrebt werden, insbesondere mit Ricksicht auf die Anwendbarkeit der
Methode auf komplexere Ceramidgemische.
Die Umkehrphasen- wurde der Normalphasen-HPLC vorgezogen, erstens wegen der besseren
Kompatibilitat polarer Laufmittel mit der ESI-MS, aber zweitens auch wegen der zu erwar-
tenden hoheren Selektivitat d#ationdren Phasegegenuber Unterschieden in den unpolaren
Ketten der Ceramide. Die Anwendung einer RP-18-Saule war vorteilhaft im Vergleich zu RP-
8- und CN-Saulen. Wegen des geringeren Losungsmittelverbrauchs, der besseren MS-
Kompatibilitdt und der Robustheit wurden S&ulen mit 2 mm ID eingesetzt. (Spaterhin sollte
die Umstellung auf 1 mm S&ulen, evtl. mit Vorséule, erwogen werden.)
Die mobile Phasemul3te verschiedenen Anforderungen geniigen:

» optimale Empfindlichkeit in der ESI-MS,

» kurze Retentionszeiten und

» effektive Trennung.
Wegen der hohen Affinitat der Ceramide zur RP-18-Phase war es erforderlich, das starke
Elutionsmittel Tetrahydrofuran (THF) zu Methanol hinzuzufigen, um schnelle Trennungen
zu erreichen. Der THF-Gehalt wurde von 1-4 % (V/V) optimiert und schlief3lich auf 3 % ein-
gestellt. Der Zusatz von Wasser erhoht die Retentionszeiten, ohne die Trennung zu verbes-
sern. Ersetzt man Methanol ganz oder teilweise durch Acetonitril, verbessert sich wegen der
geringeren Viskositat die Peakform, jedoch wird die Signalintensitat und damit die Empfind-
lichkeit wegen der geringeren Polaritat schlechter.
Wenn kein Saulenofen zur Verfligung stand (LC/MS-System 1.), siehe 3.4), wurde bei 20°C
gearbeitet (Raumklimatisierung). An der Spectra System HPLC wurden mit Hilfe der am
Autosampler eingebauten Peltier-Temperierung verschiedene Temperaturen getestet (20-40
°C). Obwohl hohere Temperaturen eine verbesserte Peakform erbrachten (reduziertes Tai-
ling), verbesserte sich die Empfindlichkeit nicht. 25 °C wurden programmiert.
Eine isokratische Trennung wurde gegenuber einem Gradientenregime bevorzugt, da dies er-
fahrungsgemal eine zuverlassige Quantifizierung bei der ESI-MS erleichtert, weil kein Drif-
ten der Basislinie auftritt.
Die Trennergebnisse der beschriebenen einfachen LC-Methode waren tberraschend gut: so-
gar geringe Differenzen in der Kettenlange der Fettsaurekomponenten fuhrten zu unter-
schiedlichen Retentionszeiten. Ceramide, die aus Diastereomerenpaaren bestehen, zeigten
Doppelpeaks (siehe Abb. 23). Dieses Phdnomen wurde nur bei synthetischen oder halbsyn-
thetischen Ceramiden beobachtet, nicht aber bei nattrlichen. Ceramid 2 (Sederma) wird voll-
synthetisch hergestellt, und die C-Atome 2 und 3 der Sphinganinkette sind optisch aktiv.
Ceramid VI (Cosmoferm) wird dagegen offenbar durch Acylierung eines biotechnologisch
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gewonnenen (isomerenreinen) Phytosphingosins mit einer racemischen 2-Hydroxyfettsaure
hergestellt.

LC/MS-Quantifizierung auf einem Single-Quadrupol-MS. Die unter 3.4 beschriebene Ge-
ratekonfiguration (1.) ermoglichte eine zuverlassige Quantifizierung. Im Positivionen-Modus
(ESI-Spannung + 5 kV, Temperatur der Heizkapillare 230 °C, Sheath Gas und Hilfsgas opti-
miert) wurden die [M+H] Peaks der Ceramide detektiert. Haufig auftretende Natriumaddukte
sollten unterdriickt werden; wenn dies nicht moglich ist, kann alternativ auch (wenig, ca. 1
mM) Natrium hinzugegeben werden, um dann eine zuverlassige Quantifizierung der Natri-
umaddukte vornehmen zu kénnen. Wegen der bei Quadrupol-Massenspektrometern im SIM-

Modus wesentlich besseren Empfindlichkeit wurde ausschlie3lich im SIM quantifiziert.

100; m/z= 588,5
804
60;
40]

10 m/z=670,5

106 m/z=590,5

Relative Intensitat
)
2

10 m/z=606,5

2 3 4 5 6
Zeit (min)

\I

Abb. 23: Ceramidtrennung mittels LC/MS an einem Quadrupol-MS. Positiv-ESI,
[M+Na]*-Addukte.a) N-Stearoyl-sphingosirh) N-Nervonoyl-sphingosin (beides Haupt-
bestandteile von Ceramid Il (Sigma), jedoch eigtl. als Ceramid 2 anzuspregen),
Stearoyl-sphinganin (Ceramid 2, Sedernd)\-Stearoyl-phytosphingosin (Ceramid III,

Cosmoferm).
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Dies begrenzt die simultan quantifizierbaren Spezies auf eine Anzahl von 10.

Die Nachweisgrenze im SIM lag bei allen untersuchten Ceramiden sehr ahnlich bei ca. 2
ng/ml (S/N 3:1). Die relative Standardabweichung bei 5 aufeinanderfolgenden Messungen lag
bei 5 %. Abb. 23 zeigt eine Ceramidtrennung am Single-Quadrupol-MS. Die Detektion der
[M-H]" lonen im Negativionen-Modus ergab eine etwas schlechtere Empfindlichkeit und
wurde daher nicht zur Quantifizierung herangezogen.

LC/MS an einem lonenfallen-Massenspektrometerlm Positivionen-Modus wurde eine
ESI-Spannung von + 6 kV angewandt. Die Heizkapillare war auf 230 °C temperiert, Sheath
Gas und Hilfsgas wurden optimiert. Neben geringeren Mengen von [Maitt] [M+Na]

traten hauptsachlich die [2M+Najddukte in Erscheinung. Sogar [3M+2NaAggregate
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Abb. 24: Ceramidtrennung mit LC/MS an einem lonenfallen-MS. Negativ-ESI, [M-H]
lonen.a) N-(2-Hydroxytricosanoyl)-sphingosib) N-(2-Hydroxylignoceroyl)-sphingosin
(beides Hauptbestandteile von Ceramid 1V (Sigma))N-(2-Hydroxystearoyl)-phyto-
sphingosin (Ceramid VI, Cosmofermjl) N-Oleoyl-phytosphingosin (Ceramid lllb,

Cosmofern.
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wurden gefunden. Diese Vielfalt der lonen durfte der Grund dafir sein, dal3 die im Positiv-
modus erhaltenen Quantifizierungsergebnisse schlechter ausfallen als am Quadrupol-MS. Die
Erhdéhung des Source CID zerstort zwar die gréReren Aggregate, kann jedoch die Ausbeute an
[M+H] " nicht merklich verbessern. Die beste Empfindlichkeit unter diesen Bedingungen wur-
de daher erreicht, wenn auf die [2M+RN&]ddukte optimiert wurde (Nachweisgrenze 2-5
ng/ml (S/N 3:1), relative Standardabweichung 6% (n=5)).

Der Negativionen-Moduserbrachte die [M-H]lonen. Die Anwendung vo8ource CID (25

% relative Kollisionsenergie) fuhrte zu einer deutlichen Verbesserung des Signal/Rausch-
Verhéltnisses. Die Empfindlichkeit war i81M geringfugig besser als ifull Scan, voraus-

gesetzt der isolierte Massenbereich wurde grol3 genug gewahlt (mind. 2,5 amu), wahrschein-
lich eine Folge der nicht idealen Form des Spannungsprofils der Injection Waveform. Den-
noch bleibt festzuhalten, dal? die Tatsache, daf} die Empfindlichkeit im Full Scan ahnlich der
im SIM ist, als ein grol3er Vorteil der lonenfallenmassenspektrometer gegeniiber Quadrupol-
Geraten anzusehen ist, insbesondere fir die Analytik komplexer Gemische, die unbekannte
Substanzen enthalten.

Im Negativmodus wurde unter den beschriebenen LC/MS-Bedingungen an der lonenfalle eine
Nachweisgrenzevon ca. 500 pg/ml (S/N 3:1) und eine relative Standardabweichung (RSD,
n=5) von lediglich 3 % er-

reicht. Abb. 24 zeigt eine

Kalibrierkurve

. . Ceramidtrennung am lonen-
N-Stearoyl-sphingosin g

fallen-MS.

_ 5 gg y = -10,345% + 41,654x + 0,098 Bei der Quantifizierung wurde
E E 25 R*=0,9992 mit externen Standards Kkali-
35 297 briert. Abb. 25 demonstriert ei-
% % ig y= 3%’?38)( 0,659 ne reprasentative Kalibrierkur-
eGP R'=0,9924 ve (Beispiel:  N-Stearoyl-
0 w w sphingosin), die eine akzepta-

o

05 1 ble Linearitat (R > 0,992) tiber
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einen Konzentrationsbereich

von drei GrofRenordnungen
Abb. 25: Beispiel einer Kalibrierkurve fur LC/MS mit

Negativ-ESI an der lonenfalle. Griin sind Kurve, Glei-

zeigt. Dennoch ist eine leichte

Abflachung im oberen Bereich

chung und Bestimmtheitsmal} fur lineare Anpassung, rot _
erkennbar. Polynomische Re-
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des B > 0,999, 3. Grades®® 0,9999). Die Quantifizierung basierte auf den Peakflachen, die
durch automatische Integration erhalten wurden. Eine manuelle Integration ist ebenfalls még-
lich und in Einzelfallen erforderlich.

Da ein wirklicher interner Standard, d. h. eine Substanz mit identischer lonisierbarkeit, also
deuterierte Ceramide, nicht verfugbar war, kann der Zusatz einer bekannten Menge eines an-
deren Ceramids als eine Art Qualitatskontrollstandard dienen. Mégliche Veranderungen der
ESI-Stabilitat konnen durch Division der Peakflache des Analyten durch die Peakflache des
Kontrollstandards kompensiert werden (was jedoch wegen der hervorragenden Stabilitdt meist
nicht notwendig war). Die beschriebene Vorgehensweise hat sich bereits bei verschiedenen
analytischen Assays bewahrt [139-141].

LC/MS/MS -Untersuchungen im Negativionen-Modus wurden ebenfalls erfolgreich durchge-
fuhrt (vgl. 4.2.3). Die Empfindlichkeit entsprach dabei in etwa derjenigen im einfachen MS-
Modus. Die theoretisch zu erwartende Steigerung trat in diesem Falle nicht ein, wohl wegen
der Komplexitat der Fragmentierung (siehe 4.2.2). Der Selected Reaction Monitoring Modus
erlaubt die Zusammenfassung von drei m/z-Werten in einem Bereich, z.B. fur die gemeinsa-
me Quantifizierung der drei Tochterionen mit der hochsten Intensitat.

Fir die MS-Detektion in der HPLC ist es sehr nutzlich, da’ die LCQ-Software die Program-
mierung verschiedener sog. Scan Events (Programme fir die Massenanalyse) erméglicht, die
alternierend ausgefuhrt werden. Dadurch konnte die Quantifizierung im Negativ-MS-Modus
durchgefuhrt werden, wahrend simultan im MS/MS-Modus akquiriert wird, so dal3 die ent-
sprechenden Spektren mit ihren strukturellen Informationen zur Verfigung stehen. Dies ist
hilfreich bei der Identifizierung unbekannter Verbindungen. Die Software erlaubt auch das
zeitlich konsekutive Scannen mit unterschiedlichen Optimierungsparametern, die fur jede
Substanz abgespeichert werden kénnen (sog. Tune Files). Dies ist hilfreich, wenn Substanzen
mit unterschiedlicher Struktur und lonisierbarkeit im gleichen Lauf analysiert werden sollen.
Da die untersuchten Ceramide jedoch strukturell eng verwandt sind, war kaum eine Empfind-
lichkeitssteigerung durch Anwendung spezifischer Tune Files zu erzielen.

Die Ergebnisse zur LC/MS-Analytik von Ceramiden finden sich zusammengefal3t in [101].

Die bei der Diskussion der LC/MS-Methode flr die Phospholipide aufgefihrten Vorteile gel-
ten fur die Ceramide in gleicher Weise. Im Gegensatz zu den Phospholipiden ist das Retenti-
onsverhalten der Ceramide weniger breit gefachert, so dal3 sich die Methode auch ohne
Adaptationen auf spezielle Probleme anwenden laft. Auch das lonisationsverhalten beim
Elektrospray ist wesentlich einheitlicher. Hinsichtlich der Empfindlichkeit wird sogar die
Fluoreszenzdetektion Ubertroffen. Zudem ist die Reproduzierbarkeit auf3ergewohnlich gut.
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4.2.1.2 GC/MS

In Literaturstudien wurden die Ceramide hydrolysiert [16] und die Fettsauren und Sphingoid-
basen getrennt gaschromatographisch analysiert. In einigen alteren Arbeiten wurde jedoch
auch GC und GC/MS der intakten Ceramidmolekile beschrieben [108,109,65,47,46]. Ent-
sprechend dem damaligen technischen Entwicklungsstand wurde mit gepackten, grof3lumigen
Saulen gearbeitet. Mittlerweile wurden diese jedoch durch die Kapillarsdulen nahezu voll-
standig abgeldst. Dabei ist festzustellen, daf3 die Ubertragung von Methoden zwischen ge-
packten und Kapillarsaulen sich als sehr schwierig erwiesen hat. Eigenartigerweise wurde die
GC-Analytik von Ceramiden mit den leistungsfahigeren Kapillarsdulen bisher kaum beschrie-
ben [49].

Um die Verdampfbarkeit von Ceramiden zu gewahrleisten, ist es notwendig, sie in flichtige
Derivate zu Uberfuhren. Dazu wurden verschiedene Techniken beschrieben. Im Rahmen die-
ser Arbeit wurden zunachst drei verschiedene Regimes getestet. Der Erfolg wurde jeweils
mittels ESI-MS kontrolliert. Bei der ersten Variante wurde 200 ug Ceramid mit 100 ul Pyri-
din, 20 pl HMDS und 10 ml TMCS versetzt und 20 min bei Raumtemperatur umgesetzt (vgl.
[109]). Die Methode ist prinzipiell erfolgreich, jedoch mdglicherweise nicht vollstandig. Im
Falle von Ceramid IV kam es zu starken Ausfallungen. Zudem ist das Arbeiten mit Pyridin
sehr unangenehm. Zweitens wurden 6,8 mg Ceramid mit 0,5 ml TSIM umgesetzt (1 h bei
60°C) und anschliel3end 0,3 ml BSA und 0,15 ml TMCS zugegeben (Uber Nacht bei 60 °C).
Diese Methode ist erfolgreich, jedoch relativ zeitraubend. Drittens wurde zu 1 mg Ceramid-
einwaage 0,5 ml eines Gemischs BSA/TMCS/TSIM 3:2:3 zugegeben und 6-24 h bei 60 °C
umgesetzt. Diese Methode wurde spéater noch dahingehend modifiziert, daf? die Temperatur
auf 75°C erhoht und die Reaktionszeit auf 3 h verkirzt wurde. Auf diese Weise konnten die
2-4 Hydroxygruppen der Ceramide vollstandig in Trimethylsilylderivate tGberflhrt werden.

Die GC/MS-Methode ist unter 3.5 beschrieben. Hinsichtlich der GC-S&aule ist insbesondere
auf die geringe Filmdicke hinzuweisen. Es erwies sich, daf3 bei gré3erer Filmdicke trotz Ver-
scharfung des Temperaturprogramms die Retention zu stark ist. Zu achten ist weiterhin auf
die Temperaturstabilitdt der GC-S&ule. Bei den durchgefuhrten Messungen mit Temperaturen
bis zu 360 °C manifestierte sich nach mehreren Messungen ein deutliches Saulenbluten. Sol-
len ganze Melreihen durchgefiihrt werden, empfiehlt sich daher der Einsatz von Hochtempe-
ratursaulen (bis 400 °C).

Die lonisation erfolgte durch Elektronenstol3 (El). Zur Detektion kann ein Flammenionisati-
onsdetektor (FID) eingesetzt werden [104], jedoch war wegen der héheren Spezifitat eine

massenspektrometrische Detektion erwinscht. Da die Molekulargewichte der derivatisierten
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Ceramide relativ hoch liegen (M+216 bei drei Hydroxygruppen), konnen viele GC/MS-
Systeme nicht eingesetzt werden, so auch das institutseigene Gerat vom Typ Magnum (Finni-
gan MAT, Bremen), dessen Massenbereich bei 650 amu endet.

Abb. 26 zeigt die Trennung zweier nattrlicher Ceramidgemische, die haufig als analytische
Standards eingesetzt werden.
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Abb. 26: GC/MS-Trennung von Ceramidgemischen. a) Ceramid IV (Sigma), b) Ceramid

[l (Sigma). Erlauterungen im Text.
Die Komponenten besitzen Retentionszeiten zwischen 17 und 29 min. Die Reihenfolge resul-
tiert aus der Lange der Fettsaurekette, wobei auch geringe Unterschiede zur Trennung ausrei-
chen. Die wegen der zusatzlicherHydroxyfettsdure dreifach silylierten Ceramid IV-Spezies

haben hthere Retentionszeiten als die zweifach silylierten Ceramid lllI-Spezies.
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Die Gaschromatogramme haben frappierende Ahnlichkeit zu den ESI-Massenspektren dieser
Gemische.
Abb. 27 zeigt das EI-Spektrum einer Komponente von Ceramid IV (Sigma) mit einer Retenti-

onszeit von 26,2 min.
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Abb. 27: EI-Massenspektrum vonTris-(Trimethylsilyl)-N-(2-Hydroxylignoceroyl)-

sphingosin. Erlauterungen im Text.

In [108] wurden Elektronenstof3spektren von einigen Ceramiden prasentiert und ausfihrlich
diskutiert. Die dortigen Ergebnisse wurden im wesentlichen bestatigt. Ebenda wurde auch die
Struktur der auftretenden Fragmente untersucht. Das Molekulargewicht kann ermittelt werden
anhand der Fragmente [M-15] (Abspaltung einer Methylgruppe) und [M-90] (Abspaltung von
Trimethylsilanol). Besonders augenfallig ist jedoch die Spaltung zwischen C-2 und C-3 der
Sphingoidbase. Die dabei entstehenden Fragmente ergeben nach Addition das Molekularge-
wicht (Beispiel in Abb. 27: M= 881, nach Abzug der drei Trimethylsilylgruppen M= 665). Im
Falle des Sphingosins ist dies das lon m/z= 311 sowie ein fettsaurehaltiges Fragment (in Abb.
27 m/z= 571 im Falle der 2-Hydroxylignocerinsaure). Weiterhin charakteristisch fur Sphin-
gosin sind m/z = 243 (Abspaltung von Fettsdureamid sowie von Tetradecyl am Ende der
Sphingosinkette), m/z= 336 (Abspaltung von Fettsdureamid und Trimethylsilanol) und m/z=
426 (Abspaltung von Fettsaureamid). Auch die lonen m/z= 103, m/z= 132 und m/z= 157, die
in [108] genannt wurden, konnten bestatigt werden. Dartber hinaus wurde m/z= 73 fur Tri-

methylsilyl detektiert.
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Abb.28 zeigt zum Vergleich das Spektrum einer Komponente von Ceramid Ill (Sigma). Das
Molekulargewicht betragt M= 709 (nach Abzug der zwei Trimethylsilylgruppen: M= 566).

Das Fragment m/z= 398 zeigt die Anwesenheit von Stearinsdure im Ceramidmolekil an.
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Abb. 28: EI-Spektrum vorBis-(Trimethylsilyl)-N-Stearoylsphingosin. Erlauterungen im
Text.

Auf Grund der genannten GesetzmaRigkeiten wurden die Peaks in den Gaschromatogrammen

eindeutig identifiziert. Tab. 3 fal3t dies fur die Peaks aus Abb. 26 zusammen.

Quantitative Bestimmungenkonnten aus Zeit- und Verfugbarkeitsgrinden nur sehr begrenzt
durchgefiihrt werden. Die Nachweisgrenze liegt bei ca. 1 ng (S/N 3:1) pro Einzelsubstanz (in
500 ul Derivatisierungsmittel, 0,5 pl Splitless-Injektion) im Full Scan Modus. Im SIM-Modus

ist eine weitere Steigerung um ca. Faktor 10 moglich. Die Retentionszeiten und Peakflachen
zeigten eine hervorragende Stabilitat, die relative Standardabweichung kann jedoch wegen der
geringen Anzahl der GC-L&ufe nicht angegeben werden.

Im Falle von Hautceramiden ware die Interpretation der EI-Spektren komplizierter, da die
Sphingoidbasen eine hohe Variabilitat aufweisen. Dennoch kann die Zuordnung prinzipiell

genauso erfolgen; zu achten wére ggf. auf eine modifizierte Probenvorbereitung.
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Tab. 3: Peakzuordnung fur die Gaschromatogramme in Abb. 24.

Retentionszeit in min| Fettsaure Ceramid
a) | 18,13 18:0 N-(2-Hydroxystearoyl)-sphingosin
23,47 22:0 N-(2-Hydroxybehenyl)-sphingosin
24,80 23:.0 N-(2-Hydroxytricosanoyl)-sphingosin
25,88 24:1 N-(2-Hydroxytetracosenoyl)-sphingosin
26,21 24:0 N-(2-Hydroxytetracosanoyl)-sphingosin
27,16 25:1 N-(2-Hydroxypentacosenoyl)-sphingasin
27,41 25:0 N-(2-Hydroxypentacosanoyl)-sphingasin
28,43 26:1 N-(2-Hydroxyhexacosenoyl)-sphingosin
28,64 26:0 N-(2-Hydroxyhexacosanoyl)-sphingosin
b) | 17,42 18:0 N-Stearoyl-sphingosin
25,38 24:1 N-Nervonoyl-sphingosin

Zusammenfassend ergeben sich fur die beschriebene GC/MS-Methode fur Ceramide folgende

Vor- und Nachteile:

» sehr gute Trennleistung;

» sehr empfindliche Quantifizierung;

» sichere ldentifizierung und weitgehende Strukturinformation durch Elektronenstol3-
Spektren, Vergleich mit Spektrenbibliotheken mdglich;

* Notwendigkeit der Derivatisierung;

 Vorliegen der Ceramide in einem UberschuRR an Derivatisierungsreagens, wodurch das
GC/MS-System auf Dauer kontaminiert werden kann;

* eine quantitative Extraktion der Trimethylsilylierten Ceramide ohne Hydrolyse ist leider

nicht maglich.
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4.2.2 Strukturuntersuchungen mittels Elektrospray-Massenspektrometrie

MS/MS und MS" am lonenfallen-Massenspektrometerlm Positivionen-Modus zeigen die
ESI-Massenspektren von Ceramiden [M¥HM+Na]’, [2M+Na]" sowie unter bestimmten
Bedingungen [3M+2N&] oder [M-HO+H]"-lonen. Fir Tandem-MS-Untersuchungen eig-

nen sich die [M+H]-lonen am besten. Wenn man diese fragmentiert, tritt zunéchst tiberwie-
gend eine unspezifische Wasserabspaltung auf (siehe Abb. 29). Neben dem [M3JH-2H
Peak wird eine Serie von drei Peaks gefunden, die sich als typisch fiur den Sphinganinrest er-
weist (m/z= 266, 284 und 302). Ceramide mit einem Sphingosinrest ergeben Fragmente bei
m/z= 264, 282 und 300, solche mit Phytosphingosin zeigen m/z= 264, 282, 300 und 318. Das
MS3-Spektrum ausgehend vom [My®]" (m/z= 550) ist in Abb. 30 dargestellt.
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Abb. 29: Positiv-ESI-Tandem-Massenspektrum von N-Stearoyl-sphinganin.
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Abb. 30: Positiv-ESI-MS-Spektrum von N-Stearoyl-sphinganin.
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Abb. 31: Fragmentierungsschema Phytosphingosin.

Positiv-ESI.

Abb. 31 zeigt zum Vergleich

das Fragmentierungsschema von
Phytosphingosin, das zugleich
die Basenfragmente in den Po-
sitiv-Tochterionenspektren der
Ceramide erklart. Sphingosin
und Sphinganin verhalten sich
entsprechend.

Wahrend Positivionen-
MS/MS lediglich die langkettige

Base identifiziert werden kann,

im

liefert das Negativionen-
MS/MS-Spektrum mehr Struk-
turinformationen. Wie bereits

unter 4.2.1.1 beschrieben, ver-
bessert Source CID (25 % rela-
tive Kollisionsenergie) das Si-
gnal/Rausch-Verhéltnis deutlich
und wurde daher auch bei
MS/MS-Untersuchungen ange-

wandt.
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Abb. 32: Negativ-ESI-Massenspektrum von Ceramid IV (Sigma).
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Abb. 32 zeigt das Elektrospray-Massenspektrum eines kommerziellen Ceramidgemisches. Da
bekannt ist, dal’ hierin nur Sphingosin als langkettige Base vorkommt und die Acylkompo-
nente aus 2-Hydroxyfettsdauren besteht, kann aus dem Spektrum die Fettsaureverteilung direkt
abgeleitet werden. Dabei fallt auf, daf3 hauptsachlich die Kettenlangen C-18, C-22, C-23, C-
24, C-25 und C-26, nicht jedoch C-19, C-20 und C-21 vertreten sind. Setzt man voraus, daf3
die lonisierbarkeit gleich ist, kann man anhand der Peakhdhen eine relative Haufigkeit der
Einzelkomponenten kalkulieren (siehe Tab. 4). Diese Werte erwiesen sich auch als konstant

uber verschiedene Chargen.

Tab. 4: Relative Haufigkeit der Bestandteile von Ceramid IV (Sigma).

Fettsaure| Ceramid Haufigkeit in %
18:0 N-(2-Hydroxystearoyl)-sphingosin 16,2
22:0 N-(2-Hydroxybehenyl)-sphingosin 7,8
23:.0 N-(2-Hydroxytricosanoyl)-sphingosin 8,1
24:1 | N-(2-Hydroxytetracosenoyl)-sphingosin 7,8
24:0 | N-(2-Hydroxylignoceroyl)-sphingosin 31,0
251 N-(2-Hydroxypentacosenoyl)-sphingosin 4.8
25:0 | N-(2-Hydroxypentacosanoyl)-sphingosin 8,7
26:1 | N-(2-Hydroxyhexacosenoyl)-sphingosin 10,4
26:0 | N-(2-Hydroxyhexacosanoyl)-sphingosin 5,2
10 6648
9
T8
2] .
S 7 intaktes
E 6 Ceramid IV
S5
b= 678,9
o 4 2-Hydroxyfettsauren 692.6
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Abb. 33: ESI-Massenspektrum von Ceramid IV (Sigma) nach thermischer Degradation.
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Im Rahmen einer Arbeit tGber die thermische Zersetzung von Ceramiden [85] konnte die Frei-
setzung der Fettsduren durch Zerstérung der Amidbindung gezeigt werden (Abb. 33).

Die Negativionisation der Ceramide findet ausschlielich am Amidstickstoff durch Abspal-

10 338,4
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3 283,5
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200 250 300 350 400 450 500 550 600
m/z

Abb. 34: Negativ-ESI-Tochterionenspektrum von N-Stearoyl-phytosphingosin (Ceramid
[1l, Cosmoferm).
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Abb. 35: Fragmentierungsschema fur N-Stearoyl-phytosphingosin (Ceramid Ill, Cosmo-

ferm). Erlauterugen im Text.

76



tung eines Wasserstoffs statt. Diese Annahme wird gestutzt durch die Beobachtung, dal3 ein
synthetisch  hergestelltes Pseudoceramid, N-(3-Hexadecyloxy-2-hydroxypropyl)-N-(2-
hydroxyethyl)-palmitinsdureamid, nicht ionisiert wird, da es einen Alkylsubstituenten anstelle
des Wasserstoffs besitzt.

Im MS/MS-Modus wurde wiederum die relative Kollisionsenergie soweit erhoht, daf3 die In-
tensitat des Ausgangsions auf 10 % zuriickging, was bei allen untersuchten Ceramiden im Be-
reich zwischen 28 und 30 % der Fall war. Abb. 34 zeigt das Tochterionenspektrum von
Ceramid Ill (Cosmoferm).

Die Fragmentionen kdnnen in drei Gruppen eingeteilt werden:

a) Fragmente, die durch Abspaltung kleiner Neutralteilchen entstehen (m/z= 564, 550, 546),
b) Fragmente, die die langkettige Base charakterisieren (m/z= 267),
c) Fragmente, die die Acylkomponente widerspiegeln (m/z= 283, 326, 338).

Abb. 35 zeigt ein Schema, das die Strukturvorschlage fur diese Fragmentionen illustriert.
Die Fragmentierung von Ceramid llIb verlief analog (Abb. 36). Jene Fragmente, welche die
Acylgruppe enthalten, hatten m/z-Werte um 2 amu geringer als bei Ceramid Ill, entsprechend

der Differenz zwischen Olsaure und Stearinsaure.
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Abb. 36: Fragmentierungsschema fiir N-Oleoyl-phytosphingosin (Ceramid Ilib

(Cosmoferm). Erlauterungen im Text.
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Wie bereits oben ausgefuhrt, enthalt Ceramid IV (Sigma) mehrere Hauptkomponenten. Abb.
37 und 38 zeigen Fragmentierungsschemata der beiden haufigsten Komponenten. Die homo-

logen Substanzen verhielten sich analog.
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Abb. 37: Fragmentierungsschema von N-(2-Hydroxylignoceroyl)-sphingosin (Bestand-

teil von Ceramid IV (Sigma)).
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Abb. 38: Fragmentierungsschema von N-(2-Hydroxylignoceroyl)-sphingosin (Bestand-

teil von Ceramid IV (Sigma)).
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Die Abspaltung kleiner Neutralteilchen erfolgt wie bei Ceramid Ill. Die 2-Hydroxyfettsauren
werden ebenfalls eindeutig identifiziert. Charakteristisch fir Ceramide mit einem Sphingosin-
rest ist ein Fragment wie m/z= 616 (Verlust von 48 Da), das mit einer Ringstruktur erklart
werden kénnte, deren Ausbildung durch die Doppelbindung im Sphingosin begunstigt werden
durfte.

Ceramid VI (Cosmoferm) hat wiederum Phytosphingosin als langkettige Base. Daher ist das
Fragmentmuster (siehe Abb. 39) vergleichbar mit Ceramid Il (Cosmoferm). Die 2-

Hydroxyfettsdure kann wie bei Ceramid IV (Sigma) identifiziert werden.
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Abb. 39: Fragmentierungsschema fur N-(2-Hydroxystearoyl)-phytosphingosin (Ceramid
VI (Cosmoferm)).

Ceramid 2 (Sederma) enthélt Sphinganin als langkettige Base. Die Fragmentierung zeigt sich
entsprechend modifiziert (siehe Abb. 40 fiir das Tochterionenspektrum und Abb. 41 fur das
daraus abgeleitete Fragmentierungsschema).

Ceramid Il (Sigma) wird haufig als Standard benutzt. Die Bezeichnung ist irrefiihrend, denn
da hierin Sphingosin und nicht Phytosphingosin als langkettige Base vorkommt, sind die Sub-
stanzen als Ceramid 2 einzuordnen. Die Fragmentierungsschemata der beiden Hauptkompo-
nenten sind ebenfalls angegeben (Abb. 42 bzw. 43).
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Abb. 40: Negativ-ESI-Tochterionenspektrum von N-Stearoyl-sphinganin (Ceramid 2,
Sederma).
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Abb. 41: Fragmentierungsschema fur N-Stearoyl-sphinganin (Ceramid 2, Sederma).
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von Ceramid Ill, Sigma).
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nente von Ceramid Il (Signia
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N-Palmitoyl-sphingosin zeigt, wie zu erwarten, ein sehr ahnliches Tochterionenspektrum
(siehe Abb. 44).
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Abb. 44: Fragmentierungsschema fir N-Palmitoyl-sphingosin (am Hause synthe-
tisiert [6]).

Die Identifizierung sowohl der Acylkomponente als auch der langkettigen Base ist also mog-
lich durch Aufnahme eines einzigen Massenspektrums unter optimierten Bedingungen, das
man somit als ,Fingerprint” fur das Molekil bezeichnen kann [99,101].

MS/MS-Experimente am Triple Quadrupol. Angesichts der Konkurrenz von lonenfallen

und Triple-Quadrupol-Geraten auf dem MS/MS-Markt ist es interessant, die mit beiden Prin-
zipien erzielten Ergebnisse zu vergleichen. Positivionen-ESI liefert hier nahezu ausschlief3lich
die [M+H]"-lonen, wahrscheinlich wegen der am Turbo-lonspray-Interface ,harteren” lonisa-
tionsbedingungen als am Finnigan-ESI-Interface. Die Tochterionenspektren sind prinzipiell
ahnlich wie an der lonenfalle, d.h., dal3 die gleichen typischen Fragmente vorhanden sind, die
Sphinganin, Sphingosin bzw. Phytosphingosin charakterisieren. Jedoch zeigen die Basen-
fragmente und nicht das Wasserabspaltungsfragment (wie an der lonenfalle) von vornherein
die héchste relative Intensitat - ein Ergebnis, das an ddsSkkkirum der lonenfalle erin-

nert. Die Negativionen-Tandem-Massenspektren sind fast identisch mit den an der lonenfalle
aufgenommenen, d.h. sie liefern die gleiche umfangreiche Strukturinformation. Die Stabilitat

war jedoch offenbar etwas schlechter.
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Vorlauferionen-Analysen (Precursor lon Scan) ermoglichen im Falle der Ceramide, alle jene
lonen zu analysieren, die bestimmte Fragmente bilden, also z.B. solche, die fur die langketti-
gen Basen Sphinganin, Sphingosin und Phytosphingosin charakteristisch sind. So wurde der
3. Quadrupol auf das Fragment m/z= 318 eingestellt, und der 1. Quadrupol scannte alle lonen,
die dieses Fragment bilden, also z.B. alle Ceramide, die Phytosphingosin enthalten. Dies ist
ein Vorteil des Triple-Quadrupol-MS gegentber der lonenfalle. Es ist jedoch denkbar, daf3
dieser Nachteil der lonenfalle in Zukunft durch entsprechende Softwaremodifikationen aus-
geglichen wird. LC/MS/MS-Experimente wurden aus Zeit- und Kapazitatsgriinden am Triple-
Quadrupol nicht durchgefuhrt. An der Durchfiihrbarkeit bestehen keine Zweifel, die Emp-
findlichkeit durfte im gleichen Bereich liegen. Zu bedenken ist, daf3 dazu jedoch am Triple
Quadrupol unbedingt im SIM-Modus gearbeitet werden muf3. Dies beschrankt die Anzahl der
gleichzeitig analysierbaren Spezies und ist nachteilig bei der Analytik komplexer Gemische

mit unbekannten Substanzen.

FaRt man die Ergebnisse der MS/MS- und'W8tersuchungen an Ceramiden zusammen,

kann festgestellt werden:

« Tandem-Massenspektren erlauben bei allen untersuchten Ceramiden die schnelle und ein-
fache Identifizierung von Fettsaure und langkettiger Sphingoidbase;

* lonenfallen- und Triple-Quadrupol-MS sind hierbei prinzipiell gleichwertig;

» der Positiv-ESI-MS/MS-Modus erlaubt die sichere Identifizierung der Sphingoidbase an-
hand mehrerer charakteristischer Fragmente;

e der Negativ-ESI-MS/MS-Modus ermdglicht unter fur alle Ceramide sehr dhnlichen Be-
dingungen die gleichzeitige Identifizierung von Fettsauren und langkettigen Basen;

e Mehrfach-MS-Experimente sind an der lonenfalle durchfihrbar und ergeben gut erklarba-
re Fragmente, die insbesondere im Positiv-ESI-Modus eine nutzliche Ergdnzungsinfor-
mation bieten (Beispiel fir MS Phytosphingosin-Abspaltung aus einem Ceramid, an-
schlieBend die in Abb. 31 gezeigte Kaskade), sie sind jedoch zur Strukturaufklarung nicht

unbedingt erforderlich.
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4.2.3 Untersuchung von Ceramiden des menschlichen Stratum corneum

Um die Ceramide des Stratum corneum analysieren zu kénnen, missen sie zunachst aus ei-
nem allgemeinen Lipidextrakt gewonnen werden. Dariber hinaus empfiehlt es sich wegen der
aul3erordentlichen strukturellen Variabilitat, eine Vortrennung in Fraktionen vorzunehmen,
ehe sich die LC/MS-Analytik anschlief3t. Um beide Schritte zu vereinen, wurde eine Methode
der Hochleistungsdinnschichtchromatographie mit automatischer Mehrfachentwicklung
(AMD-HPTLC ) angewandt.

Dazu wurde ein Gesamtlipidextrakt aus palmoplantarem Stratum corneum nach einer vali-
dierten Methode [149] auf Kieselgelplatten chromatographiert. Anhand efeRe von
Standardsubstanzen (Detektion im Randbereich der Platte) erfolgte die Identifikation der
Hautlipidbanden. Die Banden von Ceramid 2, 3, 4 und 6 sowie Cholesterol und Cholesterol-
sulfat wurden moglichst quantitativ von der HPTLC-Platte gewonnen. Die jeweiligen Kiesel-
gelfraktionen wurden im Anschluf? mit Chloroform/Methanol 1:1 reextrahiert. Nach Abzentri-
fugieren des Kieselgels standen diese Proben der LC/MS-Analytik unmittelbar zur Verfu-
gung. Die Kombination von AMD-HPTLC und LC/MS ist deshalb besonders nutzbringend,
weil die Dunnschichttrennung am Kieselgel hauptséchlich anhand der Zahl und Stellung der
Hydroxygruppen erfolgt. Daher kénnen die Banden der HPTLC strukturellen Klassen zuge-
ordnet werden, die jeweils Substanzgemische von Homologen mit verschiedener Kettenlange
von Fettsauren und langkettigen Basen enthalten. Ist die Grundstruktur des jeweiligen Mole-
kils somit bekannt, ist die Erklarung der Massenspektren wesentlich erleichtert. Anzumerken
ist, dald der benutzte AMD-Gradient auf die Trennung eines Gesamtlipidextraktes aus pal-
moplantarem Stratum corneum optimiert ist. Will man eine Trennung der Ceramide in sechs
Fraktionen erreichen, mul3 zuvor eine Abtrennung der polaren Lipide von den Neutrallipiden
erfolgen und anschlie3end eine erneute Chromatographie der polaren Lipide. Hierfur hatte ein
neuer AMD-Gradient entwickelt werden mussen, wozu leider nicht die Méglichkeit bestand.
Fur Ceramid 1 und Ceramid 7 sind Vergleichssubstanzen nicht erhéltlich, daher konnten diese
Klassen bei der HPTLC nicht eindeutig zugeordnet werden. Da diese die beiden Extrema hin-
sichtlich der Polaritat darstellen, war zu beftirchten, dald sie bei dem gegebenen Regime von
anderen Lipidbanden Uberlagert werden. In der Cholesterolbande konnte jedoch kein Ceramid
1 gefunden werden. Ceramid 7 zeigt wahrscheinlich unter den gegebenen Bedingungen ein
sehr &hnliches Retentionsverhalten wie Ceramid 6 (siehe unten).

Daher konzentrierten sich die Untersuchungen zunachst auf die zuzuordnenden Banden von
Ceramid 2, 3, 4 und 6.
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Abb. 45 zeigt die Trennung von Bestandteilen der Ceramid 2 zugeordneten Bande.
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Abb. 45: Trennung einiger Hauptkomponenten von Ceramid 2 in palmoplantarem Stra-

tum corneum.

Die hierbei gefundenen m/z-Werte entsprechen weitgehend denen, die sich durch Berechnun-
gen anhand der Kombination der haufigsten Fettsduren und langkettigen Basen [132] voraus-
sagen lieBen. Dazu wurden die prozentualen Haufigkeiten von je einer langkettigen Base und
einer Fettsdure miteinander multipliziert. Fur die Kombinationen mit dem groéf3ten Produkt
(bei statistischer Kombination der Komponenten wéaren dies folglich die wahrscheinlichsten)
wurden die Molekulargewichte der resultierenden Ceramide errechnet. Die entsprechenden
lonen (im Negativ-ESI-Modus also [M-H]d.h. bei einem m/z-Wert um 1 amu geringer als

das Molekulargewicht) wurden gezielt zur Auswertung der im Full Scan aufgenommenen
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LC/MS-Chromatogramme herangezogen. Weiterhin wurde das (nahezu) Uber die gesamte
Laufzeit der HPLC gemittelte Massenspektrum (1-8 min) ausgewertet. Die m/z-Werte, bei
denen die Signale mit der héchsten relativen Intensitat gefunden wurden, wurden (jeweils mit
einer Bandweite von 1 amu) in der LC/MS zur Detektion eingesetzt. Da im Full Scan zu je-
dem Zeitpunkt der gesamte Massenbereich gescannt wird, ist es moglich, diese Information
nachtraglich herauszufiltern.

Es zeigte sich, dal3 die 0. g. Vorausberechnung bereits gute Anhaltspunkte liefert und die er-
rechneten lonen meist auch die intensivsten Signale im gemittelten Massenspektrum zeigen.
Im Falle vonCeramid 2 (HPTLC-Referenzsubstanz: N-Stearoyl-sphinganin) war die Kombi-
nation von C-20-Sphinganin mit den gesattigten Fettsduren der Kettenlange C-24 bzw. C-26
am wahrscheinlichsten. Tatsachlich wurden die intensivsten Signale bei den m/z-Werten von
680 bzw. 708 detektiert (allerdings in umgekehrter Reihenfolge, d.h. das Signal von m/z= 708
war hoher als jenes von m/z= 680). N-Lignoceroyl-sphinganin und N-Hexacosanoyl-
sphinganin konnten durch das Tochterionenspektrum als eindeutig haufigste Komponenten
identifiziert werden.

Um eine relative Haufigkeitsverteilung der Ceramide (zun&chst anhand der m/z-Werte) ange-
ben zu kénnen, wurden zwei Verfahren angewendet und verglichen.

Erstens wurden die Peakflachen aller auswertbaren Peaks errechnet und zur grof3ten Peakfla-
che ins Verhaltnis gesetzt. Da z. T. bei einem m/z-Bereich mehrere Peaks zu trennen waren
(Homologe mit gleichem Molekulargewicht, die sich im Retentionsverhalten stark genug un-
terscheiden) und Uber das Tochterionenspektrum (bei ausreichender Intensitat) eine ldentifi-
zierung prinzipiell moglich ist, ist dies eine sehr spezifische Auswertung. Nachteilig ist die
Ungenauigkeit bei schlechteren Peakformen, da nicht selten verschiedene Spezies mit glei-
chem Molekulargewicht ein sehr ahnliches Retentionsverhalten zeigen und die Peaks ineinan-
der Ubergehen.

Zweitens wurde daher auf die Auswertung der Peakhohen in den gemittelten Massenspektren
(1-8 min) zurtickgegriffen. Da es sich um homologe Substanzen mit identischer Struktur des
polaren Molekdlteils handelt, kann davon ausgegangen werden, dal3 das lonisationsverhalten
sehr ahnlich ist. Nachteilig ist, dal? Homologe mit gleichem Molekulargewicht gemeinsam er-
fal3t werden. Eine detaillierte Nachuntersuchung mittels LC/MS/MS waére daher ggf. erfor-
derlich. Vorteilhaft ist allerdings die im Vergleich zur erstgenannten Methode gréRere Emp-
findlichkeit (grof3ere Zahl quantifizierbarer Komponenten) und Genauigkeit. Die relative
Standardabweichung (n= 5) der ermittelten relativen Haufigkeitswerte lag beim Peakflachen-
verfahren zwischen 5 und 10 %, beim Spektrenverfahren bei 3-4 %. Daher wurde letzteres zur

Berechnung der relativen Haufigkeitsverteilungen benutzt.
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Abb. 46 zeigt die relative Haufigkeit der verschiedenen Komponenten von Ceramid 2, darge-
stellt als Saulendiagramm in Form eines Massenspektrums. Berlicksichtigt wurden darin zu-

nachst nur die 16 haufigsten Komponenten.
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Abb. 46: Relative Haufigkeitsverteilung der Komponenten der Ceramid-2-Fraktion. Er-

lAuterungen im Text.

Die Untersuchung derCeramid-3-Fraktion (HPTLC-Referenzsubstanz: N-Stearoyl-
phytosphingosin) ergab wiederum, dal3 die vorausberechneten Massen unter den haufigsten
Komponenten zu finden sind, allerdings teilweise mit deutlich modifizierter Haufigkeitsrei-
henfolge.

m/z= 723 wurde in Ubereinstimmung als haufigste Masse gefunden und darin das aus C-22-
Phytosphingosin und Lignocerinsaure gebildete Ceramid durch MS/MS als Hauptkomponente
identifiziert. Dagegen kam das in der Berechnung nach Daten von [132] als ebenso wahr-
scheinlich vorausgesagte N-Palmitoyl-Derivat des C-22-Phytosphingosins deutlich seltener
vor. Auf Platz 2 der Haufigkeitsrangliste rangierte m/z= 695, wobei allerdings 4 Spezies
identifiziert wurden, namentlich die Kombinationen aus C-18-, C-20-, C-22- bzw. C-26-
Phytosphingosin mit den Fettsduren C-26, C-24, C-22 bzw. C-18. Allgemein zeigt das
LC/MS-Chromatogramm (siehe Abb. 47) im Falle des Ceramid 3 eine wesentlich starkere
Aufspaltung der Peaks, d.h. mehr Homologe mit unterscheidbarem Retentionsverhalten als

bei anderen untersuchten Ceramidfraktionen. Abb. 48 zeigt die relative Haufigkeitsverteilung.
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Abb. 47: Trennung einiger Hauptkomponenten von Ceramid 3.
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Abb. 48: Relative Haufigkeitsverteilung der Komponenten der Ceramid-3-Fraktion. Er-

lAuterungen im Text.
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Bei Ceramid 4 (HPTLC-Referenzsubstanz: Ceramid IV (Sigma)) fallt auf, dafld wiederum die
berechneten Massen zu den haufigsten gehdren, dal aber auch eine groRe Ahnlichkeit zu dem
aus Rinderhirn-Sphingomyelin gewonnenen Ceramid 4 besteht. C-18-Sphingosin dominiert
unter den langkettigen Basen. Sphinganinbasen werden erst bei hoheren Kettenlangen gegen-
uber ihren ungesattigten Pendants vom Sphingosin-Typ bevorzugt, woflr sich bereits in [132]
Hinweise finden. Die haufigste Komponente ist N-(2-Hydroxyhexacosanoyl)-sphingosin, ge-
folgt von N-(2-Hydroxylignoceroyl)-sphingosin  und  N-(2-Hydroxypentacosanoyl)-
sphingosin.

Abb. 49 zeigt die Trennung von Ceramid-4-Komponenten aus dem palmoplantaren Lipidex-
trakt. Abb. 50 gibt das Haufigkeitsspektrum an.
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Abb. 49: Trennung einiger Hauptkomponenten von Ceramid 4 in palmoplantarem Stra-

tum corneum.
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Abb. 50: Relative Haufigkeitsverteilung der Komponenten der Ceramid-4-Fraktion. Er-

lAuterungen im Text.

Bei Ceramid 6 (HPTLC-Referenzsubstanz: N-(2-Hydroxystearoyl)-phytosphingosin) wurde

in alteren Arbeiten ein Aufspaltung der HPTLC-Bande beschrieben [131,132], weshalb eine
Einteilung in Ceramid 6 | und 6 Il vorgenommen wurde. Wéahrend fir das haufigere Ceramid
6 Il (heute nur noch Ceramid 6) die Struktur bald klar war, wurden fir 6 | verschiedene
Strukturen vorgeschlagen, ehe in [103] 6-Hydroxysphingosin als neuartige langkettige Base
erstmals beschrieben wurde und die entsprechenden Ceramide als Ceramid 7 definiert wur-
den. Entsprechend diesen Vorgaben wurde die Ceramid-6-Fraktion untersucht. Es zeigte sich,
daR die nach den Daten aus [132] berechneten Hauptmassen von Ceramid 6 (ll) tatsachlich in
groBem Ausmall vorkommen, am haufigsten erwartungsgemaf die Kombination aus C-22-
Phytosphingosin und 2-Hydroxylignocerinsaure.

Daneben konnte die Existenz von Ceramid-7-Komponenten nachgewiesen werden. Dies zeigt
sich am Vorhandensein von Komponenten mit einem um 2 amu geringeren Molekulargewicht
als die jeweiligen Ceramid-6-Spezies,wenngleich Uber die Stellung der Doppelbindung keine
Aussage gemacht werden kann. Als haufigste Komponente wurde m/z= 709 gefunden und
mittels MS/MS der Kombination aus C-20-(6-Hydroxysphingosin) und  2-
Hydroxylignocerinsaure zugeordnet. Hingegen ergaben sich fur anders strukturierte Ceramid-
6-Vertreter, insbesondere solche mit einer esterartig gebundenen Fettsédure, keine Hinweise.
Abb. 51 zeigt ein LC/MS-Chromatogramm und Abb. 52 die Haufigkeitsverteilung fur die
Ceramid-6-Fraktion.
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Abb. 51: Trennung einiger Hauptkomponenten von Ceramid 6.
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Abb. 52: Relative Haufigkeitsverteilung der Komponenten der Ceramid-6-Fraktion. Er-

lAuterungen im Text.
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Tabelle 5 fal3t die Ergebnisse der Untersuchungen zur relativen Haufigkeitsverteilung noch

einmal zusammen.

Tab. 5: Relative Haufigkeit des Vorkommens von Ceramiden (bezogen auf die haufigste
Komponente) in vier mittels semipraparativer AMD-HPTLC gewonnenen Fraktionen eines

Lipidextrakts aus humanem palmoplantarem Stratum corneum, die den Strukturtypen Cera-

mid 2, 3, 4 und 6 zugeordnet werden konnten (vgl. Abb. 7).

Ceramid 2 Ceramid 3
Molekulargewicht M| Relative Haufigkeit | Molekulargewicht M| Relative Haufigkeit
in 4, amu oder Da in % in 4, amu oder Da in %
568 22 554 42
596 17 570 19
624 17 584 18
650 38 612 19
652 45 626 19
664 45 640 28
666 43 654 28
678 42 668 58
680 88 682 77
692 41 696 82
694 72 710 100
706 32 724 72
708 100 738 77
720 28 752 45
722 50 766 33
736 39 778 22
Ceramid 4 Ceramid 6
Molekulargewicht M| Relative Haufigkeit | Molekulargewicht M| Relative Haufigkeit
in 4, amu oder Da in % in 4, amu oder Da in %
553 70 654 29
567 16 656 34
581 28 670 38
595 15 682 73
609 20 684 74
623 15 696 53
637 34 698 59
651 44 710 100
665 96 712 83
679 75 724 55
693 100 726 89
709 70 738 69
721 52 740 93
723 46 752 33
737 32 754 45
739 25 768 25
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Eine absolute Quantifizierung ist nicht unproblematisch. Um den Anteil einzelner Ceramide
in Gewichtsprozent angeben zu kénnen, mufdten zunachst die einzelnen Fraktionen quantifi-
ziert werden. Die dabei erhaltene Ceramidmenge mifte dann entsprechend der relativen Hau-
figkeitsverteilung aufgeteilt werden. Mit dieser Vorgehensweise umgeht man elegant die Pro-
bleme, dalR im Zuge der Probenvorbereitung (Extraktion, HPTLC, Abkratzen von der Platte,
Reextraktion) unvermeidbar Substanzverluste auftreten und andererseits mit Matrixeffekten
bei der LC/MS-Quantifizierung gerechnet werden muf3. Dazu hatte allerdings eine neue
AMD-HPTLC-Methode ausgearbeitet werden missen, die die sichere Trennung und Quanti-
fizierung der Fraktionen erlaubt. Die Moéglichkeit dazu bestand zum gegebenen Zeitpunkt lei-
der nicht. Es war jedoch moglich, eine Gesamtceramidmenge sowie Angaben fir Ceramid 2
(bezogen auf Ceramid Il (Sigma)) und Ceramid 4 zu erhalten. Ersatzweise kdnnten auch be-
reits veroffentlichte quantitative Angaben zu den einzelnen Ceramidklassen [132] als An-
haltspunkt herangezogen werden, wobei auf die Herkunft der Proben (z.B. Hautareal) zu ach-
ten ist.

Die Quantifizierung des fur semipraparative AMD-HPTLC verwendeten Lipidextrakts mit
Hilfe der densitometrischen Auswertung (sog. Michaelis-Menten-Regression 2. Ordnung) ist
in Tabelle 6 zusammengefalit.

Tab. 6: Quantifizierung des bei den beschriebenen LC/MS-Untersuchungen benutzten Lipid-
extrakts mit Hilfe der AMD-HPTLC. Berechnet nach [150]. Weitere Erlauterungen im Text.

* entspricht der Menge in pg pro 5 mg getrockneter Extrakt.

* Quantifizierung uber Peakhthe, da Peakflache nicht verfigbar.

Substanzklasse Konzentration in der Lipidextrakt- Anteil in %
Stammlésung in pg/mi

Ceramide 561 19,97

davon Cer 2 247

davon Cer 4 78
Freie Fettsauren 316 11,24
Sterole 1258 44,75
Cholesterolsulfat 19 0,68
Sterol(fettsaure)ester 360 * 12,81
Triacylglycerole 297 * 10,46
Summe 2811 100,00
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Wie unter 3.2 ausgefuhrt, wurde aus ca. 100 mg menschlichem palmoplantarem Stratum cor-
neum ein Extrakt hergestellt, vollstdndig getrocknet und eine Stammlésung mit einer Gesamt-
substanzkonzentration von 5 mg/ml hergestellt. In dieser Substanzmenge sind neben den Li-
piden auch noch Substanzen enthalten, die bei der HPTLC am Startfleck verbleiben, wobei es
sich aller Wahrscheinlichkeit nach um Proteine handelt. Daher ergibt die Summe der quantifi-
zierten Lipide nicht 5 mg, sondern nur 2,8 mg. Zu semipréparativen Zwecken wurde 100 pl
dieser Losung aufgetragen.

Weiterhin wurde Cholesterolsulfat als Referenzsubstanz quantifiziert, um die Ausbeute der
Probenvorbereitung (insbesondere Extraktion) zu kontrollieren (siehe 4.3).

Drittens wurde den Fraktionsproben eine bekannte Menge eines kinstlichen, im Stratum cor-
neum nicht vorkommenden Ceramids (N-Hexanoyl-sphingosin) als interner Kontrollstandard
zugesetzt. Die ansonsten haufig benutzte Quantifizierung mittels externem Standard war nicht
maglich, da nur fur wenige der Stratum-corneum-Ceramide Vergleichssubstanzen erhaltlich
sind, und zweitens ist mit einer geringeren Peakflache der gleichen Probenkonzentration bei
komplexerer Matrix zu rechnen. Dagegen kann der interne Standard der gleichen Matrix zu-
gesetzt werden. Tests haben ergeben, dal} die Standardsubstanz ein sehr d&hnliches lonisati-
onsverhalten wie die untersuchten Ceramide zeigt, was wegen der Strukturverwandtschaft er-

wartet werden konnte. Trotz dieser MaRnahmen bleibt die Angabe absoluter Konzentrationen
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Abb. 53: LC/MS/MS-Chromatogramm und Tochterionenspektrum von (2-Hydroxy-
lignoceroyl)-sphingosin, einem Bestandteil der Ceramid-4-Fraktion des Hautlipidextrakts.
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problematisch. Dagegen |&i3t sich eine relative Haufigkeitsverteilung zuverlassig angeben. Fur
eine eingehendere Quantifizierung der einzelnen Ceramidspezies sind weitere Experimente,
insbesondere zur getrennten Quantifizierung von Homologen mit gleichem Molekulargewicht
und sehr ahnlichem Retentionsverhalten, erforderlich. Hierbei sind zur LC/MS/MS-
Quantifizierung umfangreiche Untersuchungen durchzufiihren. Dies ist jedoch mdglich, wo-
bei die jeweilige Nachweisgrenze die Anzahl der erfaBbaren Komponenten determiniert.

Abb. 53 zeigt das LC/MS/MS-Chromatogramm und das Tochterionenspektrum von (2-
Hydroxylignoceroyl)-sphingosin in der Ceramid-4-Fraktion des Lipidextrakts.

4.3 Cholesterolsulfat

Im Gegensatz zu freiem Cholesterol und Estern des Cholesterols mit Fettsduren, die wegen zu
geringer Polaritat der Elektrospray-lonisierung nicht zuganglich sind, eignet sich Cholesterol-
3-sulfat im Negativionen-Modus sehr gut. Unter den Lipiden der Epidermis nimmt es eine
gewisse Sonderstellung ein, da es sich als einzelne molekulare Spezies klar von anderen va-
riablen Lipidklassen unterscheidet. Dieser Umstand pradestiniert die Substanz fur die Mas-
senspektrometrie. Daher konnte es, mit gewissen Einschréankungen, als Standard fur die Aus-
beute der Probenvorbereitung benutzt werden, wenn man davon ausgeht, daf3 die extrahierte

Lipidmenge zwar Schwankungen unterliegt, das Verhaltnis der einzelnen Substanzklassen zu-
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Abb. 54: LC/MS-Chromatogramm von Cholesterolsulfat. Erlauterungen im Text.
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einander aber konstant bleibt [149]. Zu diesem Zwecke wurde eine quantitative LC/MS-
Analytik fur Cholesterolsulfat entwickelt. Da es nicht auf die Trennung von Substanzen ahnli-
cher Polaritat ankommt, muf3 lediglich mit mdglichst minimalem chromatographischem Auf-
wand ein gut quantifizierbarer Peak erzeugt werden. Dazu wurde eine RP-8-Saule mit dem
Laufmittel Methanol/Wasser 80:20 benutzt. Mit einer Retentionszeit von ca. 1,5 min wird
Cholesterolsulfat detektiert. Abb. 54 zeigt das entsprechende LC/MS-Chromatogramm.

Abb. 55 gibt eine Kalibrierkurve fir die Quantifizierung an.
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Abb. 55: Kalibrierkurve fur Cholesterol-3-sulfat. LC/MS mit Nega-
tiv-Elektrospray-lonisation. Griin sind Kurve, Gleichung und Be-
stimmtheitsmald fur lineare Anpassung, orange fur eine Polynom-

funktion 2. Grades dargestellt.

Die relative Standardabweichung (RSD, n=5) der einzelnen Kalibrierwerte lag zwischen 0,67
und 6 % [0 3%). Die Nachweisgrenze lag bei ca. 10 ng/ml. Eine weitere Optimierung ist u.U.
maglich, war jedoch bislang nicht erforderlich. Die Methode erwies sich als gut geeignet, den
Cholesterolsulfatgehalt in einer Lipidextraktfraktion zu bestimmen. Die Wiederfindungsrate
fur Cholesterolsulfat lag bei ca. 90 % (1,7 pg in 2 ml LC/MS-Probenlésung versus 1,9 pg in
100 pl Auftragelésung bei der AMD-HPTLC).

Im Negativionen-Modus wird, wie zu erwarten, das [M-ldh bei m/z= 465 detektiert, das

das SchwefelisotoffS enthalt (ca. 95% natiirliche Haufigkeit [102]). Daneben wird*t&er

entsprechende Isotopenpeak bei 467 amu detektiert.
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Im MS/MS-Modus (siehe Abb. 56) ist zu vermuten, daf3 hauptsachlich die Sulfatgruppe unter
Mitnahme der negativen Ladung abgespalten wird. Diese entzieht sich jedoch aus geratetech-
nischen Grunden der Detektion (m/z= 96 liegt unterhalb des meRRbaren Massenbereichs im
MS/MS). Daneben finden jedoch weitere interessante Fragmentierungen statt, u.a. die Ab-
spaltung einer Methylgruppe (vermutlich das angulare C-19 an C-10) sowie die zusatzliche
Abspaltung der Seitenkette an C-17. Die Intensitat dieser Fragmentionen ist jedoch gering, so

dafR3 sich MS/MS zur Detektion in der HPLC in diesem Falle wenig eignet.
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Abb. 56: Negativ-ESI-Tochterionenspektrum von Cholesterolsulfat.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, den technologischen Fortschritt auf dem Gebiet
der instrumentellen analytischen Chemie, insbesondere in der Massenspektrometrie und bei
den Kopplungsverfahren LC/MS und CE/MS, auf die Analytik ausgewahlter Lipide anzu-
wenden.

Insbesondere die Kopplung von Umkehrphasen-HPLC und ESI-MS ist als Routinemethode
hervorragend geeignet, ein breites Spektrum von Analyten, die lediglich eine ausreichende
lonisierbarkeit im Positiv- oder Negativmodus aufweisen missen, quantitativ auch in kom-
plexer Matrix zu analysieren. Dabei hat die Chromatographie nicht langer die Aufgabe, eine
moglichst vollstandige Trennung zu bewerkstelligen, da die hohe Spezifitat der Detektion
dies meist uberflissig macht. Die Methodenoptimierung ist daher vorwiegend auf Schnellig-
keit, Effizienz und Leistungsfahigkeit der Quantifizierung ausgerichtet.

Im Grundlagenteil wird eine kurze Ubersicht tiber die Substanzklassen der Lipide gegeben,
und die derzeit wichtigsten (insbesondere instrumentellen) analytischen Methoden werden
genannt.

Die Elektrospray-Massenspektrometrie eignet sich vorzugsweise zur Analytik polarer Lipide.
Diese sind oftmals nicht bzw. erst nach Derivatisierung unzersetzt verdampfbar. Somit er-
ganzt die ESI-MS in hervorragender Weise den Anwendungsbereich der klassischen Elektro-
nenstoR-MS in der Lipidanalytik, wobei es auch ein groRes Uberschneidungsgebiet gibt. Die
Tandem-Massenspektrometrie entfaltet ihr groRes Potential v.a. bei komplexeren Lipidklas-
sen wie Phospho- und Sphingolipiden. Hierbei ist die Mdglichkeit der speziesspezifischen
Quantifizierung auch bei sehr dhnlichen Substanzen hervorzuheben.

Bei Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit zeigten die Tochterionenspektren eine hervor-
ragende Reproduzierbarkeit, und auch Spektrenvergleiche zwischen einem lonenfallen- und
einem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer ergaben prinzipielle Ubereinstimmungen. Es ist
also zu erwarten, dal3 sich in Zukunft, zumindest optional, standardisierte Algorithmen wer-
den durchsetzen kdnnen.

Phospholipide sind eine Substanzklasse von tberragender Bedeutung in der Biochemie. Die
Variabilitdt von Kopfgruppe und Fettsaureketten hat eine Vielzahl von Verbindungen hervor-
gebracht. Das Spektrum der Phospholipidanalytik ist noch immer im Wachstum begriffen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode zur Nichtwalrigen Kapillarelektrophorese mit
massenspektrometrischer Detektion entwickelt. Dabei wurde eine ungewoéhnliche Elektrolyt-

|6sung bestehend aus Acetonitril/lsopropanol/n-Hexan 57:38:5 sowie Essigsaure und Ammo-
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niumacetat angewendet. Es gelang eine kopfgruppenspezifische Trennung von Phosphati-
dylcholinen, -ethanolaminen, -serinen und -glycerolen mit Detektion in der Negativ-
Elektrospray-MS. Als derzeit einzige Moglichkeit, ohne gréRere Umbauten CE/MS zu betrei-
ben, wurde das Sheath-Liquid-Interface, das durch konzentrische Zufuhr von Hilfsflussigkeit
gekennzeichnet ist, angewendet. Die Zusammensetzung der Hilfsflissigkeit wurde optimiert
mit dem Ziel einer mdglichst geringen FluRBrate. Diese Untersuchungen waren in erster Linie
methodisch von Interesse, da sich sowohl die Nichtwalirige Kapillarelektrophorese als auch
die CE/MS-Kopplung noch im Anfangsstadium der Entwicklung befinden. Fir eine quantita-
tive, automatisierbare Routineanalytik waren die mit den derzeitigen apparativen Moglich-
keiten erzielbaren Ergebnisse jedoch nicht befriedigend, insbesondere hinsichtlich Empfind-
lichkeit und Reproduzierbarkeit.

Daher wird alternativ eine LC/MS-Methode vorgestellt, die diesen Anspriichen gerecht wird.
Die Trennung erfolgt auf einer Umkehrphasen-HPLC-Saule vom Typ RP-8 mit einem isokra-
tischen Laufmittelgemisch Methanol/10 mM Ammoniumacetat 90:10 bei einer Temperatur
von 60 °C. Die Detektion erfolgte bei Phosphatidylcholinen und -ethanolaminen bevorzugt
durch Positiv-, bei Phophatidylserinen bevorzugt im Negativ-ESI-MS; Phosphatidylglycerole
nehmen eine Zwischenstellung ein. Bei der Quantifizierung lag die Nachweisgrenze im unte-
ren ng/ml-Bereich. Die relative Standardabweichung war zwischen 3 und 5 %. Diese Metho-
de wurde bewu(3t allgemein entwickelt, d.h., daf3 auf die Anwendbarkeit bei verschiedensten
Phospholipiden Wert gelegt wurde. Dies wurde z.B. dadurch erreicht, daf} die Trennung so-
wohl von der Kopfgruppe als auch von den Fettsaureresten beeinflul3t wird. Diese Herange-
hensweise impliziert aber auch, dafld zur Losung spezieller analytischer Probleme evtl. Modi-
fikationen vorzunehmen sind, die vorgestellte Methode also eine Art Gerist darstellt.

Die Tandem-Massenspektrometrie ergab bei den Phospholipiden sowohl im Positiv- als auch
im Negativ-lonisationsmodus wichtige Strukturinformationen. Im Positivmodus wurden vor-
wiegend Abspaltungen an der Kopfgruppe beobachtet, besonders charakteristisch ist die Tri-
methylamin-Abspaltungm = 59) bei Phosphatidylcholinen und Sphingomyelin. Daneben
traten z.T. Fettsdureabspaltungen auf, wonach das Restmolekul detektiert wurde. Im Nega-
tivmodus sind hauptsachlich Informationen Uber die Acylreste erhéaltlich. Nach Abspaltung
der Fettsduren werden sowohl die Molekulreste als auch die Fettsduren selbst detektiert. In-
teressant ist der Umstand, dal? bei den Phosphatidylcholinen die Negativ-Fragmentierung erst
dadurch ermdglicht wird, dal3 mittels zuséatzlicher Kollisionsenergie die Ausbildung von
Chloridaddukten unterdrtuickt wird.
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Die Ceramide sind in den letzten Jahren sowohl als intrazellulare Botenstoffe als auch als
wichtigste Substanzklasse der Hautlipide immer mehr in den Blickpunkt des Interesses ge-
rickt. Sie zeigen ebenso wie die Phospholipide eine aul3erordentlich hohe strukturelle Varia-
bilitdt, insbesondere wenn sie Strukturfunktionen erfillen. Hintergrund der Untersuchungen
im Rahmen dieser Arbeit war das Bestreben, die Ceramide des menschlichen Stratum cor-
neum, die die Hauptrolle bei der Aufrechterhaltung der Barrierefunktion der Haut spielen,
genauer untersuchen zu kénnen. Die klassischen Analysenmethoden beschréanken sich entwe-
der auf die Quantifizierung von Fraktionen wie im Falle der Dinnschichtchromatographie
oder auf die Bestimmung von Molekulbestandteilen (Gaschromatographie nach Hydrolyse).
Eine speziesspezifische Analytik ist jedoch aus vielerlei Grinden wiinschenswert und erfor-
derlich. Daher wurde eine leistungsfahige LC/MS-Methode entwickelt. Eine Umkehrphasen-
HPLC-Saule vom Typ RP-18 lieferte die fur eine Trennung nach Kettenlangen erforderliche
Selektivitat. Um trotz der hohen Affinitdt der Ceramide zur stationdren Phase eine schnelle
Elution zu gewabhrleisten, wurde Methanol/Tetrahydrofuran 97:3 als isokratische mobile Pha-
se eingesetzt. Die lonisation der Ceramide kann sowohl im Positiv- als auch im Negativ-ESI-
Modus erreicht werden. LC/MS-Untersuchungen wurden mit einem Quadrupol- sowie einem
lonenfallen-Massenspektrometer durchgefiihrt. Die besten Werte in der Quantifizierung wur-
den an der lonenfalle im Negativ-ESI-Modus mit zusatzlicher Kollisionsenergie erreicht. Die
Nachweisgrenzen lagen in diesem Falle bei 500 pg/ml bei einer relativen Standardabwei-
chung knapp unter 3 %.

Die Tandem-Massenspektrometrie liefert auch bei den Ceramiden wichtige Strukturinforma-
tionen. Positiv-ESI-MS/MS ergibt neben Wasserabspaltungen jeweils drei bis vier typische
Fragmente, die die langkettige Base charakterisieren. Im Negativ-ESI-MS/MS-Modus war es
sogar moglich, unter optimierten und fur alle untersuchten Ceramide praktisch gleichen Be-
dingungen Tochterionenspektren zu erzeugen, die neben Fragmenten, die durch Abspaltung
kleiner Neutralteilchen gebildet werden, sowohl fir die langkettige Base als auch fur die
amidartig gebundene Fettsdure charakteristische Fragmente zeigen. Ein solcher ,Fingerab-
druck” eines Molekils erlaubt eine schnelle Identifizierung, z.B. wenn die Methode bei der
LC/MS als zusatzliche Detektion eingesetzt wird.

Als Alternative zur LC/MS wird eine GC/MS-Methode zur Ceramidanalytik vorgestellt. Mo-
derne Kapillarsdulen ermdglichen eine sehr gute Trennung der Trimethylsilylderivate, auch
bei nur geringen Unterschieden in der Kettenlange. Elektronensto3-Spektren erlauben die
eindeutige ldentifizierung der Ceramide. Die Notwendigkeit der Derivatisierung verbunden
mit einer hohen Belastung der GC-Saule durch hohe Temperatur und tberschissiges Deriva-

tisierungsmittel 1ailt die Methode jedoch gegentuber der LC/MS etwas in den Hintergrund
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treten. Allerdings erreicht letztere eine vergleichbare Spezifitat nur durch die Tandem-MS,
d.h. ein lonenfallen- oder Triple-Quadrupol-Massenspektrometer ist erforderlich.

Ein grofRer Vorteil der lonenfalle besteht darin, daf? sie im Full Scan ahnliche Empfindlich-
keiten erreicht wie im Selected lon Monitoring. Dadurch kann bei einem Gemisch, welches
unbekannte Substanzen enthalt, zunachst der gesamte in Frage kommende Massenbereich
analysiert werden und nachtraglich jeder beliebige Massenbereich selektiert werden, z.B. an-
hand der abrufbaren Massenspekitren.

Um die Ceramide in menschlichem Stratum corneum zu analysieren, wurde zunéachst ein Li-
pidextrakt hergestellt und mit Hilfe einer semipraparativen Methode der Hochleistungsdiinn-
schichtchromatographie mit automatischer Mehrfachentwicklung fraktioniert. Da auf einer
Kieselgelplatte die Ceramide hinsichtlich Zahl und Stellung der Hydroxygruppen, nicht aber
nach Kettenlangen getrennt werden, resultiert eine Auftrennung in Fraktionen, die bestimm-
ten Grundstrukturen zugeordnet werden kénnen. Die Fraktionen wurden durch Abkratzen von
der Platte gewonnen, reextrahiert und ohne weitere Probenvorbereitung der LC/MS zugefihrt.
In den Fraktionen von Ceramid 2, 3, 4 und 6 wurden im wesentlichen die nach Kombination
der in der Literatur beschriebenen Fettsauren und langkettigen Basen zu erwartenden Spezies
gefunden. Ceramid 1 konnte mangels Vergleichssubstanz nicht identifiziert werden, wohin-
gegen das erst relativ spat entdeckte Ceramid 7 in der Ceramid-6-Fraktion gefunden wurde.
Eine Quantifizierung der Gesamtceramide und anderer Lipidklassen ist durch densitometri-
sche Auswertung nach Detektion der Diinnschichtplatten mdglich. Angaben zum Anteil der
einzelnen Ceramidklassen finden sich in der Literatur. Eine Absolutquantifizierung der ein-
zelnen Ceramidspezies bei der LC/MS ist wegen der Komplexitat der Probenvorbereitung und
Matrixeffekten nicht ganz einfach. Als interner Kontrollstandard wurde das nicht natirlich
vorkommende N-Hexanoyl-sphingosin eingesetzt. Um die Probenvorbereitung (Extraktion,
Dunnschichtchromatographie, Fraktionspraparation) zu kontrollieren, wurde Cholesterolsulfat
mit Hilfe einer neuentwickelten LC/MS-Methode quantifiziert und eine Wiederfindungsrate
von nahezu 90 % ermittelt. Sehr zuverlassig lassen sich fur die einzelnen Fraktionen relative
Haufigkeitsverteilungen angeben. Dabei zeigen sich durchaus Abweichungen von der Gaul3-
schen Normalverteilung, z.B. hinsichtlich der Kettenldnge und beziglich des Vorkommens
von Doppelbindungen insbesondere in den langkettigen Basen. Um Homologe mit gleichem
Molekulargewicht und nicht ausreichend verschiedenem Retentionsverhalten getrennt quanti-
fizieren zu kdnnen, mul die LC/MS/MS eingesetzt werden. Ein Beispiel hierfir ist angefuhrt.
Eine erschopfende Bearbeitung dieser Aufgabe fur sdmtliche der weit tber tausend moglichen

Spezies hatte den Rahmen gesprengt. Es erscheint sinnvoller, zunachst Hautlipidproben ver-
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schiedener Provenienz mittels LC/MS zu untersuchen und nach Sichtung der Haufigkeitsver-
teilung und der Tandem-Massenspektren gezielt nach eventuellen Abweichungen zu suchen.
Moglichkeiten zur Verbesserung bestehen bei der Fraktionentrennung in der Dunnschicht-
chromatographie. Allerdings wirde ein zusatzlicher Trennschritt, z.B. eine Vortrennung von
polaren und Neutrallipiden, den Aufwand und die Substanzverluste erhéhen. Die Kombinati-
on von HPTLC und LC/MS kann in Zukunft zur vergleichenden Untersuchung der Lipidex-
trakte von verschiedenen Hautarealen sowie von gesunder und kranker Haut eingesetzt wer-
den. Denkbar ist auch, dal3 topisch applizierte Ceramide im Rahmen von Penetrationsstudien
in Extrakten von verschiedenen Hautschichten zu quantifizieren sind. Den Anlal3 dazu liefern
Berichte Uber Veranderungen des Ceramidmusters bei verschiedenen Krankheitszustanden

sowie der zunehmende Einsatz von Ceramiden in Produkten der kosmetischen Industrie.
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