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Lipoprotein hoher Dichte (engl. high-density lipoprotein)
Hexosylceramid

Hydrophile Interaktionschromatographie
Hochleistungsflussigchromatographie (engl. high performance liquid chromatography)
Uberwachung von Mehrfachreaktionen mit hoher Massenauflésung (mehrere Fragment-
ionen gleichzeitig) (engl. high resolution multiple reaction monitoring)
Sciex Abkurzung fur DDA (engl. information dependent acquisition)
Interner Standard

Isopropanol

lonisationsspannung

Trikalium-ethylendiamintetraessigsaure
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Abkirzungsverzeichnis

KEV
kNN
LacCer
LC
LDL
LLE
LLOQ

LM

LOD

logP-Wert

LPA, LPC, LPE,
LPI, LPG

LPS

LPS 18:1

LSI

m/z

MALDI

MANOVA
MCP
MeOH
MG

MPR
MRM

MS
MS/MS bzw. MS2
MTBE
NaF/Citrat
NH4FA
NMR

NP

NPLC
OPLS-DA
PA

PBS

PC

PC O-
PC P-
PCA

PE

PEEK

PG
PGD2
PGE2

Pl

PLS

PP
PPAR
ppb

ppm
PRM

Kanalelektronenvervielfacher

k-Néachste Nachbarn-Algorithmus (engl. k-Nearest Neighbor)

Lactosylceramid

Flissigchromatographie (engl. liquid chromatography)

Lipoprotein niedriger Dichte (engl. low-density lipoprotein)

Flissig-Flissig-Extraktion (engl. liquid-liquid-extraction)

Bestimmungsgrenze (engl. lower limit of quantification); kleinster Kalibrierstandard in der
Kalibriergeraden. Der LLOQ-Wert beschreibt die niedrigste Konzentration, die in einer
Probe noch mit ausreichender Prazision und Richtigkeit quantifiziert werden kann.
Lésungsmittel

Nachweisgrenze (engl. limit of detection)

n-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient, logarithmisch

Lyso-Glycerophospholipide

Lipopolysaccharid

Lysophosphatidylserin 18:1

Lipidomics Standards Initiative

Masse-zu-Ladungsverhéltnis

Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation (engl. matrix-assisted laser desorption/
ionization)

multivariate Varianzanalyse

Mikrokanalplatten-Detektor (engl. multiple channel plate detector)
Methanol

Monoglycerid

Median Peak Korrektur (engl. median peak ratio)

Uberwachung von Mehrfachreaktionen (engl. multiple reaction monitoring)
Massenspektrometer

Zwei gekoppelte Massenanalysatoren (Tandem- bzw. Hybrid-Massenspektrometrie)
Methyl-tert-butylether

Natriumfluorid/Citrat

Ammoniumformiat

Kernspinresonanzspektroskopie (engl. nuclear magnetic resonance)
Normalphase

Normalphasenchromatographie

Orthogonale Projektion zu latenten Strukturen mit Diskriminantenanalyse
Glycerophosphatidsaure, Phosphatidséaure

Phosphatgepufferte Salzlésung (engl. phosphate buffered saline)
Glycerophosphocholin, Phosphatidylcholin

Plasmanyl-Phosphatidylcholin

Plasmenyl-Phosphatidylcholin

Hauptkomponentenanalyse (engl. principal component analysis)
Glycerophosphoethanolamin, Phosphatidylethanolamin
Polyetheretherketon

Glycerophosphoglycerol, Phosphatidylglycerol

Prostaglandin D2

Prostaglandin E2

Glycerophosphoinositol, Phosphatidylinostiol

Projektion zu latenten Strukturen (engl. partial least squares regression bzw. projection to
latent structures)

Polypropylen-Reaktionsgefalle

Peroxisome-Proliferator-aktivierte Rezeptor

Anteile pro Milliarden (engl. parts per billion)

Anteile pro Millionen (engl. parts per million)

Uberwachung von Mehrfachreaktionen mit hoher Massenauflésung (mehrere Fragment-
ionen gleichzeitig, engl. parallel reaction monitoring)
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Abkirzungsverzeichnis

PS
psi

PUFA
Q

QZ
QC
QaQ

QTOF bzw.

QTOFMS
R2

RE
RLA
RP
RPLC
RSD
RT
RTp
S1P
SD
SE
SEM
SFC
sn
SPE
SPM

ST
SWATH
TEM
TG

Th

TIC
TOF
UHPLC

ULOQ

VIP Score
VLDL

Glycerophosphoserin, Phosphatidylserin

Pfund pro Quadratzoll (engl. pound-force per square inch), entspricht 6895 Pa bzw.
0,0689 bar

Mehrfach ungesattigte Fettsaure (engl. polyunsaturated fatty acid)

Quadrupol

Vorhersagefahigkeit

Qualitatskontrolle (engl. quality control)

Triple-Quadrupol-Massenspektrometer

Quadrupol-Flugzeit-Massenspektrometer

Anpassungsgute (engl. goodness of fit) bzw. Bestimmtheitsmal

Relativer Fehler (engl. relative error)

Engl. relative log abundance

Umkehrphase (engl. reversed phase)

Umkehrphasenchromatographie (engl. reversed phase chromatography)

Relative Standardabweichung (engl. relative standard deviation)

Retentionszeit

Raumtemperatur

Sphingosin-1-phosphat

Standardabweichung (engl. standard deviation)

Sterylester

Sekundarelektronenvervielfacher (engl. secondary electron multiplier)

Uberkritische Flussigkeitschromatographie (engl. supercritical fluid chromatography)
Stereospezifische Nummerierung (Nomenklatur von Molekilen)

Festphasenextraktion (engl. solid phase extraction)

Spezialisierte entziindungsauflésende Lipidmediatoren (engl. specialized pro-resolving
lipid mediators)

Sterol

Engl. sequential-window-acquisition of all theoretical mass spectra

Temperatur Heizgas

Triglycerid

Thomson (Einheit des Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis)

Totalionenstrom (-Chromatogramm) (engl. total ion current)

Flugzeitmassenanalysator (engl. time-of-flight, TOF)
Ultra-Hochleistungsflissigchromatographie (engl. ultra high performance liquid chromato-
graphy)

Obere Quantifizierungsgrenze (engl. upper limit of quantification), héchster Kalibrierstan-
dard

Wichtigkeit als Variable (engl. variable importance in projection)

Lipoprotein sehr niedriger Dichte (engl. very low-density Lipoprotein)
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Biomarker

In der Medizin gewinnen Biomarker zunehmend an Bedeutung [1]. Biomarker sind objektiv messbare
Merkmale, die als Indikator fiir physiologische und pathophysiologische Prozesse dienen kdnnen
oder als Reaktion auf eine (therapeutische) Intervention verandert werden [2]. Sie werden unterteilt
in molekulare, histologische bzw. zytologische und radiographische Biomarker sowie in
physiologische Charakteristika, wie z.B. den Blutdruck. Die amerikanischen Behdrde fir Lebens-
und Arzneimittel (engl. U. S. Food- and Drug Administration, FDA) teilt die Biomarker gemarf ihrer
Funktion weiter in sieben Kategorien ein (Abbildung 1) [3]. Sie kbnnen prognostischen, pradiktiven
oder diagnostischen Zwecken dienen. Des Weiteren konnen Biomarker als Sicherheitsmerkmal zur
Bestimmung der Toxizitat (Safety), als Kenngrol3e fir pharmakodynamische Studien (Response)
oder zur Uberwachung des Krankheitsverlaufs oder einer Therapie (Monitoring) verwendet werden.
Die letzte Kategorie stellen die Risiko-Biomarker (Susceptibility/Risk) dar, die das Risiko eines
Gesunden angeben, die entsprechende Krankheit oder Symptome zu entwickeln. Prognostische
Biomarker, geben die Wahrscheinlichkeit einer Zustandsénderung bei Erkrankten an, wéhrend
pradiktive Biomarker zur ldentifizierung einzelner Individuen mit erhohter Wahrscheinlichkeit von
negativen oder positiven Effekten durch eine Intervention herangezogen werden kénnen. Demnach
beziehen sich die prognostischen, diagnostischen und Risiko-Biomarker sowie teilweise das
Monitoring auf eine Erkrankung, wéhrend die anderen Kategorien fir die Beurteilung einer
Behandlung herangezogen werden kdnnen. Die meisten Biomarker-Kategorien beziehen sich auf
den aktuellen Zustand und werden durch die prognostischen, pradiktiven und Risiko-Biomarker

erganzt, die die Wahrscheinlichkeit fiir ein zukiinftiges Eintreten von Ereignissen angeben.

B Errankung

Prognostisch
Monitoring Aktueller

Zustand Pradiktiv

Sicherheit Response Therapie

Abbildung 1: Biomarker Kategorien
Einteilung der Biomarker in sieben Kategorien gemaf U.S. Food and Drug Administration (FDA) [2].
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Wenn in klinischen Studien primare Endpunkte wie die Mortalitat oder die Hospitalisierungsrate nicht
zur Verfigung stehen, kénnen ersatzweise Surrogat-Endpunkte wie beispielsweise Biomarker
verwendet werden. Biomarker kdnnen aus einem oder mehreren Merkmalen bestehen und sollten
eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir die Detektion der Erkrankung (Sensitivitat) und korrekt positive
Ergebnisse (Selektivitat) von jeweils = 90% anstreben [4]. AuRerdem sollte das Probenmaterial fiir
Biomarker einfach zu erhalten sein und das mit der Entnahme des Biomarkers verbundene Risiko
durch dessen Vorteile aufgewogen werden. Die Messmethode zur Bestimmung des Biomarkers
muss validiert und der Biomarker anschlieRend qualifiziert werden [5]. Beispiele fir Klinisch
verwendete Lipid-Biomarker sind freies und gebundenes Cholesterol fur die Hypercholesterindmie
sowie Triglyceride (TG) fur die Hypertriglyceridamie als Teil des metabolischen Syndroms.
AuRerdem wird das 25-Hydroxyvitamin D als Biomarker des Vitamin D-Status verwendet, wobei die

Zielwerte und deren Auswirkung kontrovers diskutiert werden [6, 7].

1.2 Lipide

Lipide bilden neben den Proteinen und Kohlenhydraten eine der drei Hauptgruppen biologischer
Molekile. Sie zeichnen sich dadurch aus, dass sie in unpolaren Losungsmitteln l6slich sind [8].
Dabei kdnnen sie vorwiegend lipophile oder auch amphiphile Eigenschaften aufweisen. Amphiphile
Lipide kénnen in wassriger Umgebung Vesikel und uni- bzw. multilamellare Liposomen oder
Membranen bilden [9]. Umgangssprachlich wird haufig von Fetten gesprochen, dabei bezieht man
sich oft auf Triglyceride, eine Untergruppe der Lipide. Einige Lipide wie die Glycerophospho- und die
Glycerolipide sind verseifbar, sprich durch eine alkalische Esterhydrolyse kdnnen
grenzflachenaktive Salze der freigesetzten Fettsduren gebildet werden [8]. Die Lipide sind ein Teil
des Metaboloms, also die Produkte des zellularen Stoffwechsels [10]. Im Gegensatz zu den Genen,
kann sich das Metabolom rasch verandern und hat dadurch eine groRere Aussagekraft beziiglich
der akuten Phanotypen, weswegen Metabolite vermehrt als potenzielle Biomarker untersucht
werden [11, 12]. Um der Vielfaltigkeit der Lipide und deren besonderen Anforderungen bei der
Analyse Rechnung zu tragen, hat sich 2003 ,Lipidomics® als Teilgebiet der Metabolomics entwickelt
und untersucht das Lipidprofil und dessen Stoffwechselwege (Abbildung 2) [13, 14]. Das am
weitesten verbreitete Analyseverfahren im Bereich der Lipidomics ist die Massenspektrometrie mit
oder ohne chromatographischer Trennung, seltener wird auch die Kernspinresonanzspektroskopie
(engl. nuclear magnetic resonance, NMR), Dinnschichtchromatographie (DC) oder

Gaschromatographie (GC) verwendet [15].
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Transkription

Transkriptomics /\/\/\ mRNA

l Translation

Proteomics Proteine
Rezeptor:
& Ligan

99,’.999-9

sauren
Glycorr‘ Lipidon‘

Abbildung 2: Multi- ,omics* Wissenschaften.
Als ,-omics® Wissenschaft bezeichnet man die Quantifizierung und Profilerstellung der jeweiligen

Stoffwechselprodukte. Neben der als Proteomics bezeichneten Untersuchung der Gen-Produkte, der Proteine,
kénnen mittels Massenspektrometrie auch die daraus entstehenden Metaboliten, das Metabolom, untersucht
werden. Bei Letzteren haben sich noch die Unterdisziplinen Glycomics und Lipidomics entwickelt. Modifiziert
nach [16].

1.2.1 Funktion und Bedeutung der Lipidklassen

Die Lipide sind eine sehr heterogene Stoffgruppe. Sie werden geman der Klassifikation nach LIPID
MAPS basierend auf ihren Grundbausteinen und hydrophilen bzw. hydrophoben Eigenschaften in
acht Kategorien mit weiteren Unterklassen eingeteilt [9, 17]. Dabei werden die Fettsauren,
Glycerolipide, Glycerophospholipide, Sphingolipide und Saccharolipide sowie die Polyketide durch
Kondensation von Ketoacylgruppen synthetisiert. Hingegen werden die Sterole und Prenole durch
Kondensation von Isopren-Einheiten gebildet [9]. Abbildung 3 gibt eine Ubersicht der fir diese Arbeit
relevanten Lipid-Kategorien und Unterklassen. Die Polyketide und Saccharolipide kommen im
Menschen kaum vor [18].
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Glycerophosphoethanolamine Glycerophosphoinositole
Glycerophosphocholine ¥ Glycerophosphoglycerole
Glycerophospholipide

Docosanoide
Fettsduren & Konjugate A
S
\ /'

Acyl-Fettsauren
Lipidklassen
Sphingoid-Basen
Monoglyceride / ——
Glycerolipide Sphingolipide eramide
'

Diglyceride Triglyceride Phosphosphingolipide
w Glycosphingolipide

Abbildung 3: Ubersicht der wichtigsten Lipidklassen im Menschen.

Durch ihre amphiphilen Eigenschaften kdnnen sich Lipide im wassrigen Milieu zu Doppelschichten
anordnen, indem die hydrophilen Kopfgruppen nach auf3en und die Kohlenwasserstoffketten nach
innen zeigen. In dieser Anordnung sind sie ein essenzieller Bestandteil biologischer Membranen und
ermdglichen die Kompartimentierung eukaryoter Zellen. Des Weiteren stellen die Lipide in Form von
Triglyceriden die Hauptspeicherform von Energie im Kdrper dar. Sie kdnnen in Adipozyten gelagert
werden und besitzen einen hohen Energiegehalt, der bei Bedarf durch die 3-Oxidation freigesetzt
werden kann. Biologisch aktive Lipide werden als Lipidmediatoren bezeichnet und bilden Uber die
Aktivierung verschiedener Rezeptoren, wie nukledrer oder G Protein-gekoppelter Rezeptoren, einen
Grundbaustein der Signaltransduktion [19]. Beispiele sind die Eicosanoide, die Endocannabinoide,
Sphingosin-1-phosphat sowie Phospholipide wie die Lysophosphatidsduren und der
plattchenaktivierende Faktor [20]. lhre Rolle bei der Entstehung, Diagnose und Behandlung von
Krebs sowie kardiovaskuldren, neuronalen, entziindlichen, metabolischen und weiteren
Erkrankungen ist Gegenstand aktueller Forschung [21-27]. Weitere Funktionen der Lipide werden
nachfolgend anhand der Lipid-Kategorien naher erlautert. Abbildung 4 gibt einen Uberblick tiber den

Aufbau der Lipide. Die Nomenklatur wird in Abschnitt 1.2.2 erlautert.
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Abbildung 4: Strukturen verschiedener Lipidklassen.

Dargestellt sind die Grundstrukturen einiger Lipidklassen, die Reste (R* und R?) sind Kohlenwasserstoffketten
mit variabler Kettenlange und Anzahl an Doppelbindungen (Beispiel graue Bereich der Arachidonséure). Am
Beispiel von PE ist die stereospezifische Nomenklatur eingezeichnet (sn-Nomenklatur, engl. stereospecific
numbering). Modifiziert nach lipidmaps.org [9].

1.2.1.1 Acyl-Fettsauren

Zu den Acyl-Fettsduren zahlen die Fettsduren (engl. fatty acids, FA), deren Metabolite, die
Fettsdureester wie die Wachse und Acylcarnitine sowie die Fettsdureamide [9]. Die FA stellen einen

Hauptbestandteil der meisten Lipide dar. Sie kbnnen Verzweigungen der Kohlenwasserstoffketten,
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unterschiedliche viele Doppelbindungen sowie diverse funktionelle Gruppen wie Hydroxy-, Cyano-
oder Nitrogruppen aufweisen. Urspriinglich wurde angenommen, dass die FA immer eine gerade
Anzahl Kohlenstoffatome besitzen. Neuere Erkenntnisse zeigen, dass aus der Nahrung und durch
terminale Decarboxylierung auch ungeradzahlige FA im Korper vorkommen konnen [28]. Von
besonderem Interesse sind die mehrfach ungesattigten FA (engl. poly-unsaturated fatty acids,
PUFA), die noch weiter in w-6-Fettsduren wie die Arachidonsdure und Docosatetraensaure sowie
w-3-Fettsauren wie Eicosapentaensaure und Docosahexaenséure eingeteilt werden, wobei der
Abstand der Doppelbindung zum letzten C-Atom gezahlt wird (Bsp. w-6 in Abbildung 4) . Aus diesen
konnen diverse Lipidmediatoren wie die Eicosanoide und die Docosanoide gebildet werden. Zu den
Eicosanoiden, den Derivaten der Arachidonséure, gehéren u.a. die Prostanoide, Lipoxine und
Leukotriene, die sowohl pro- als auch anti-inflammatorisch wirken kénnen, und deshalb im Rahmen
entzlindlicher Erkrankungen untersucht werden [29-32]. Die Docosanoide, wie die Resolvine D1,
Neuroprotectine und Maresine, werden aus der Docosahexaensaure gebildet. Sie gehdren zu den
spezialisierten entziindungsauflésenden Lipidmediatoren (engl. specialized pro-resolving lipid
mediators, SPM) [33]. Auch in der Gruppe der Fettsdureamide gibt es Lipidmediatoren wie das zu
den Endocannabinoiden zahlende Anandamid [34]. Acylcarnitine sind essenziell fir den Transport
und die Metabolisierung von FA in und aus Mitochondrien und demnach von Bedeutung fur Herz
und Muskeln, die besonders viele Mitochondrien aufweisen [35]. lhre neuroprotektive Wirkung im

Gehirn und ihre Rolle bei der Entwicklung der Insulinresistenz wird diskutiert [36-38].

1.2.1.2 Glycerolipide
Die Ester des Glycerols mit ein bis drei FA (Mono-, Di- bzw. Triglyceride) fasst man unter den

Glycerolipiden zusammen. Triglyceride dienen v.a. als Energiespeicher und vermeiden zusétzlich
die lipotoxische Wirkung Uberschussiger freier FA, indem sie diese binden [39]. Sie kommen im
Plasma innerhalb der Lipoproteine wie den Chylomikronen und Lipoproteinen sehr niedriger Dichte
vor (engl. very low-density lipoprotein, VLDL). In den Zellen sind sie in Lipidtrépfchen zu finden [40].
Einige Glycerolipide agieren hauptsachlich als Lipidmediatoren. Die zu den Monoglyceriden
zadhlenden Endocannabinoide, wie 1- und 2-Aracharidonylglycerol sind an der Nozizeption,
Neurogenese und synaptischen Plastizitdt sowie bei der Alterung des Gehirns beteiligt [41-43].
Diglyceride nehmen eine zentrale Position im Lipidstoffwechsel ein und dienen als Zwischenstufe
bei der Synthese von Glycerolipiden und Glycerophospholipiden. Des Weiteren kdnnen Diglyceride

als Signalmolekiile agieren und u.a. die Proteinkinase C aktivieren [44].

1.2.1.3 Glycerophospholipide

Die Glycerophospholipide sind amphiphil und bilden den Hauptbestandteil biologischer Membranen.
Ilhre Grundstruktur besteht aus einem Glycerol, dass in der sn-1 und sn-2 Position mit FA und in der
sn-3 Position mit einer Phosphatgruppe verestert ist. Die Einteilung der Phospholipide erfolgt anhand
der an die Phosphatgruppe gebundenen funktionellen Gruppen, wie Cholin, Ethanolamin, Glycerol,

Serin oder Inositol. Dabei stellen die Phosphatidylcholine (PC) und die Phosphatidylethanolamine
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(PE) mit rund 50 bzw. 25% den gréf3ten Anteil der Phospholipide [45]. Die PC und PE sind sehr
heterogene Gruppen, da sie aus vielen verschiedenen FA sowie Fettalkoholen zusammengesetzt
sind. Hingegen enthalten die Phosphatidylinostiol (PlI) meist FA 18:0 und 20:4 und die
Phosphatidylserin (PS) FA 18:0 [46, 47]. Die PS sind fast ausschlie3lich auf der Innenseite der
Membran angesiedelt und dort an der Signaltransduktion beteiligt, mit Ausnahme von Prozessen
wie der Apoptose, bei der sie auf die Membranaul3enseite wechseln [48]. Die Pl und ihre
phosphorylierten Formen kénnen u.a. Proteine an der Membran rekrutieren und sind dadurch z.B.
am vesikularen Transport und der Membranfusionen beteiligt [49]. Cardiolipine sind Phospholipid-
Dimere, die ausschlie3lich in der Mitochondrienmembran vorkommen und an der Atmungskette
beteiligt sind [50].

Eine fur diese Arbeit besonders relevante Untergruppe der Glycerophospholipide sind die Ether-
Spezies. Bei diesen, in den Peroxisomen gebildeten Lipiden, ist die Esterbindung in der sn-1 Position
durch eine Etherbindung ersetzt. Im Falle der sogenannten Plasmalogen bzw. Plasmenyl-Spezies
ist benachbart zu der Etherbindung noch eine Vinylgruppe (Abbildung 4, Absatz 1.2.2) [51]. Die
Etherlipide haben im menschlichen Koérper einen Anteil von rund 20% der Phospholipide und
kommen mit verschiedenen Kopfgruppen wie bei den PI, PS und v.a. den PC und PE vor [52]. Das
wohl bekannteste Ether-Lipid ist der plattchenaktivierende Faktor, der die Thrombozyten-
Aggregation fordert [53]. Die Anreicherung von Plasmalogen in der Membran verringert durch eine
dichtere Anordnung der Lipide die Membranfluiditat [54]. Plasmalogen kommen vermehrt in Myelin
vor und sind an der fur die Differenzierung und Myelinisierung von Schwann-Zellen relevanten
Signaltransduktion beteiligt [55]. Auch bei den cholesterolreichen Lipid Rafts in postsynaptischen
Membranen tragen die Plasmalogen zur Stabilitdt bei [56, 57]. Am Beispiel von etherlipidreichen
Modellmembranen konnte gezeigt werden, dass sie zur Ausbildung nicht-lamellarer
Membranstrukturen beitragen und damit auch fir die Ausschittung von Neurotransmittern aus
synaptischen Vesikeln benétigt werden [58, 59]. Des Weiteren kann die Enolether-Struktur der
Plasmalogen durch hypohalogene S&uren oxidiert werden [60]. Letztere werden durch die
Myeloperoxidase aktivierter neutrophiler Granulozyten gebildet [61]. Durch die Oxidation der
Plasmalogen entstehen ungesattigte Lysophospholipide und a-halogenierte Aldehyde, bei denen in
vitro gezeigt werden konnte, dass sie weitere neutrophile Granulozyten rekrutieren kénnen [62].
Zudem entstehen durch die Oxidation von Plasmalogen durch aktivierte Eosinophile bromierte
Fettsaurealdehyde, die zur Chemotaxis phagozytierender Zellen beitragen koénnen [63]. In
Mausexperimenten konnte auch die Bedeutung der Etherlipide bei der Aktivierung und Entwicklung
invarianter natirlicher Killerzellen gezeigt werden [64]. Die leichte Oxidierbarkeit der Enolether-
Struktur konnte in vitro auch die ungesattigten Fettsaurereste in der Membran vor Oxidation durch
reaktive Sauerstoffspezies schitzen, wobei die antioxidativen Eigenschaften vorwiegend
intramolekular zum Tragen kommen [65, 66]. AuRerdem werden die Ether als Liganden des v.a. in
Fettgewebe vorkommenden nukledaren Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors y (PPARY)

diskutiert und scheinen auch bei der Signaltransduktion des PPARa beteiligt zu sein [67, 68]. Die
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Ubertragbarkeit der in vitro Daten auf in vivo Vorgange ist eingeschrankt, da die Komplexitat und
Zusammensetzung der Membranen nicht abgebildet und die mogliche Zytotoxizitat der
entstehenden Reaktionsprodukte nicht beachtet werden [66]. Die Ether-Lipide werden auch als
potenzielle, wenn auch wenig selektive Biomarker verschiedenster Erkrankungen diskutiert, wie z.B.
Alzheimer,  Parkinson, Schizophrenie,  Bluthochdruck,  Ubergewicht, Lungen- und
Lebererkrankungen, bei denen jeweils erniedrigte Konzentrationen im Serum oder Plasma gefunden
wurden [52, 69-74]. Auch bei Kindern mit Typ-1-Diabetes konnte noch vor Auftreten der
Autoantikorper gesenkte Ether-Lipid Konzentrationen gefunden werden [75]. Hingegen wurden bei
Brustkrebs erhohte Konzentrationen an Ether-LPC nachgewiesen [76]. Bisher ist meist noch unklar,

ob die veranderten Level der Ether-Spezies Symptom oder Ursache der Erkrankungen sind [77].

1.2.1.4 Sterollipide
Zu den Sterollipiden zéhlen u.a. die Sterole, wie das Cholesterol, die in der Membran eukaryoter

Zellen vorkommen [78]. Im menschlichen Kérper werden sie in einer mehrstufigen Synthese unter
Einbezug des Mevalonatweges aus Acetyl-CoA in der Leber gebildet [79]. Das Cholesterol
beeinflusst die Membranfluiditat, -permeabilitéat und integrale Membranproteine [80]. Zusammen mit
den Sphingomyelinen und Ether-Phospholipiden ist Cholesterol auch in den Lipid Rafts der
Membran angereichert. Diese Regionen besitzen eine héhere Ordnung und damit Rigiditat und
beinhalten die fur die Signaltransduktion, Zellinteraktion und Endozytose benétigten Proteine [56].
Des Weiteren gehoéren zu den Sterollipiden die Sexualhormone (Steroide) wie Testosteron,
Progesteron und Estradiol sowie das Hormon Vitamin D. Die Ester des Cholesterols bzw. anderer
Sterole mit FA, die Sterylester (SE), dienen als Energiespeicher- und Transferform [81]. Sterylester
kommen nicht in den Zellmembranen vor, sie sind Bestandteil des Kerns aller Lipoproteine im Blut
sowie der Lipidtropfchen in den Zellen [82]. Unter den Lipoproteinen im Blut sind v.a. Lipoproteine
niedriger (engl. low-density lipoprotein, LDL) und hoher Dichte (engl. high-density lipoprotein, HDL)
reich an SE [40]. Aulzerdem haben die Nebennieren einen hohen Gehalt an SE [81]. Den SE konnte
bisher keine direkte biologische Aktivitat nachgewiesen werden, aber als Bestandteil von LDL
spielen sie eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und Pathogenese der Atherosklerose. Die
SE in LDL kénnen u.a. durch die 15-Lipoxygenase oxidiert werden [83, 84]. Die Akkumulation von
(oxidiertem) LDL in Makrophagen fiihrt zur Ausschuttung pro-entziindlicher Mediatoren sowie zur
Bildung von Schaumzellen [85]. Des Weiteren wird eine Beteiligung der Lipoproteine am
angeborenen Immunsystem und anderen metabolischen Stérungen wie Adipositas sowie chronisch

entziindlichen Erkrankungen wie Psoriasis, Lupus und rheumatoider Arthritis diskutiert [86, 87].

1.2.1.5 Sphingolipide
Die gemeinsamen Bausteine der Sphingolipide sind die Sphingoidbasen, wie Sphingosin und

Sphinganin, an die bei den Ceramiden und Sphingomyelinen eine FA Uber eine Amidbindung
verknipft wird. An die Hydroxylfunktion der Sphingoidbase kdénnen diverse Kopfgruppen, wie

Phosphat-, Phosphocholin- sowie einfache oder komplexe Zuckerreste, gebunden sein. Die
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Sphingomyeline sind neben den Glycerophospholipiden und dem Cholesterol auch in der Membran
vertreten. Aul3erdem sind einige Sphingolipide, wie z.B. die komplexen Glycosphingolipide, an der
Signaltransduktion und Zellkommunikation beteiligt [88]. Von besonderem Interesse ist auf3erdem
das Sphingosin-1-phosphat (S1P), das als Lipidmediator u.a. an der Apoptose, dem Zellwachstum,
der Zellmigration, der Gefal3permeabilitdt und der Angiogenese beteiligt ist [89-92]. Die Rolle des
S1P bei verschiedenen Krankheiten wie Krebs, Atherosklerose und Diabetes ist Gegenstand
aktueller Forschung [93]. Auch die Ceramide werden als potenzielle Biomarker u.a. fir
kardiovaskulare Erkrankungen, Diabetes, Alzheimer, Parkinson und Multiple Sklerose untersucht
[94-96].

1.2.1.6 Prenole

Ebenso wie die Sterole gehoren die Prenole zu den aus Isopren-Einheiten aufgebauten Lipiden. Sie
werden durch Kondensation mehrerer, auch Terpene genannter, Isopentyl- und Dimethyl-
allylpyrophosphat Einheiten gebildet [97]. Zu diesen, auch als Isoprenoide bezeichneten Strukturen,
zahlen auch die fettléslichen Vitamine A, E und K sowie Ubiquinon, die eine wichtige Rolle als
Hormonvorstufe, Antioxidans oder als Kofaktoren bei der Blutgerinnung bzw. der Atmungskette

einnehmen.

1.2.1.7 Polyketide
Die Polyketide sind strukturell sehr vielfaltig und bilden haufig Ringsysteme. Sie werden durch

Bakterien, Pilze sowie Pflanzen gebildet und kommen im Menschen endogen nicht vor [98]. Die
Derivate der Polyketide, wie die Makrolid-Antibiotika, kdnnen antibiotisch, anti-parasitar und fungizid
wirken [99].

1.2.1.8 Saccharolipide
Die Saccharolipide besitzen ein Zucker-Grundgertist, an das Uber Ester- oder Amidbindungen FA

gebunden sind. Das wohl bekannteste Saccharolipid, das Lipid A, ist ein Bestandteil von
Lipopolysaccharid, einem Membranbaustein Gram-negativer Bakterien, der entscheidend fur deren

Erkennung durch das angeborene Immunsystem ist [100].

1.2.2 Lipid Identifizierung & Nomenklatur

Fir Lipide sind eine Vielzahl unterschiedlicher Bezeichnungen und Abkirzungen im Umlauf. Das
LIPID MAPS Konsortium hat sich deshalb bemunht, eine einheitliche Nomenklatur einzufiihren
(Tabelle 1). Demnach werden die Glycerophospholipide wie folgt abgekirzt: Neben der Kopfgruppe
werden in Klammern die beiden Radyl-Seitenketten gemaf ihrer Position an der Glycerol-Gruppe
angegeben, wobei die sn1-Position dem C1-Atom des Gylcerols entspricht (,Kopfgruppe(sn1/sn2)*,
z.B. PC (16:0/18:0)) (siehe auch PE in Abbildung 4). Bei den Radyl-Gruppen kann es sich um Acyl-,
Alkyl- oder Alkenyl-Substituenten handeln. Ohne weitere Angabe ist anzunehmen, dass es sich um

Acyl-Seitenketten handelt und die Kopfgruppe in der sn3-Position liegt. Ist letzteres nicht der Fall,
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erfolgt die Nomenklatur nach dem Prinzip ,Kopfgruppe[S](sn3/sn2)“. Des Weiteren ist anzunehmen,
dass das C2-Atom der Glycerol-Gruppe chiral ist, wobei Molekile mit unbekannter Stereochemie
mit ,[U]* gekennzeichnet werden. Wenn nur ein Acyl-Rest vorhanden und die Hydroxy-Funktion frei
ist, spricht man von Lyso-Spezies oder auch Monoradyl-GP. Neben der LIPID MAPS Schreibweise,
wie z.B. PC(16:0/0:0), werden die Lyso-Spezies in der Literatur haufig mit LPC oder Lyso-PC
abgekiirzt [101, 102]. Neben der typischen Esterbindung der Acyl-Reste kénnen Alkyl- und Alkenyl-
Seitenketten Uber Ether-Bricken gebunden sein. Dabei kennzeichnet man die Alkylether
(Plasmanyl-Spezies) mit dem Prafix ,0-%, z.B. PC(0-16:0/18:0) und die 1Z-Alkenylether (Plasmenyl-
Spezies oder auch Plasmalogen) mit dem Prafix ,P-“, z.B. PC(P-16:0/18:0). Alternativ zur LIPID
MAPS Schreibweise werden die Plasmanyl-Spezies auch als PC(16:0e/18:0) und die Plasmenyl-
Spezies als PC 16:0p/18:0 gekennzeichnet [18]. Bei ungesattigten FA wird die Position der
Doppelbindung und die (E)-(Z) -Isomerie in Klammern angegeben, z.B. PC(18:2(9Z,122)/0:0).

Bei Ceramiden und Sphingomyelinen erfolgt die Bezeichnung nach dem Prinzip ,Kopfgruppe
(Sphingoidbase/FA)“, wobei der Buchstabe vor der Sphingoidbase die Anzahl an Hydroxy-
Funktionen angibt (mono-, di- oder trihydroxy, ,m*, ,d“ oder ,t). Ein Ceramid mit der Base Sphingosin
und einem Palmitinsdure-Rest wird demnach mit Cer(d18:1/16:0) abgekirzt. Die Dihydroceramide
mit Sphinganin als Base werden als Cer(d18:0/16:0) abgekirzt. Wenn die Base eine zusatzliche

Hydroxy-Gruppe enthalt, wie bei den Phytoceramiden, werden diese mit Cer(t18:1/16:0) abgekrzt.

Die exakte Nomenklatur nach LIPID MAPS kann in vielen Féllen nicht angewandt werden, da eine
Identifizierung der Isomere nicht moglich ist. Deswegen hat die Lipidomics Standards Initiative (LSI)
eine neue Nomenklatur in Abhangigkeit der identifizierbaren Struktur-Details vorgeschlagen [101].
Wenn die Acyl-Seitenketten nicht bekannt sind, werden demnach nur die Summe der C-Atome und
Doppelbindungen angegeben, z.B. PC 34:1. Bei identifizierten Acyl-Resten und unbekannter
Position am Glycerol, z.B. durch eine MS/MS-Messung, werden die Seitenketten mit einem
Unterstrich getrennt angegeben, z.B. PC 16:0_18:1. Wenn Positionsisomere unterschieden werden
kénnen, z.B. durch eine chromatographische Trennung oder MS3, werden die snl- und sn2-
Positionen &hnlich der LIPID MAPS Nomenklatur als PC 16:0/18:1 angegeben. Die Position der
Doppelbindungen, z.B. PC 16:0/18:1n-9 (n-9 entspricht der Anzahl C-Atome ausgehend vom
Kettenende), kann u.a. mit Hilfe von Massenspektrometrie mit Ozon-induzierter Dissoziation
bestimmt werden [103]. Die FA in der snl-/sn2-Position sowie die Position und Geometrie der
Doppelbindungen  ((E)-(Z)-lsomerie) kénnen wu.a. durch Einsatz der lonenmobilitats-

Massenspektrometrie mit verschiedenen Zuséatzen (Ag*, Na® und K*) bestimmt werden [104, 105].
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Tabelle 1: Abkiurzungen der Lipidklassen nach LIPID MAPS [9].

Abkurzung LIPID MAPS System. Bezeichnung Synonyme

GL Glycerolipide

MG Monoacylglycerol 1-acyl-sn-glycerol Monoglycerid

DG Diacylglycerol 1,2-diacyl-sn-glycerol Diglycerid

TG Triacylglycerol triacyl-sn-glycerol Triglycerid

GP Glycerophospholipide

PA Glycerophosphatidsaure 1,2-diacyl-sn-glycero-3- Phosphatidsaure
phosphat

PC Glycerophosphocholin 1,2-diacyl-sn-glycero-3- Phosphatidylcholin;
phosphocholin Diacylphosphatidylcholin

PE Glycerophosphoethanolamin  1,2-diacyl-sn-glycero-3- Phosphatidylethanolamin;
phosphoethanolamin Diacylphosphatidyl-

ethanolamine

PG Glycerophosphoglycerol 1,2-diacyl-sn-glycero-3- Phosphatidylglycerol;
phospho-(1'-sn-glycerol) Diacylphosphatidylglycerol

Pl Glycerophosphoinositol 1,2-diacyl-sn-glycero-3- Phosphatidylinositol;
phospho-(1'-myo-inositol) Diacylphosphatidylinositol

PS Glycerophosphoserin 1,2-diacyl-sn-glycero-3- Phosphatidylserin;
phosphoserin Diacylphosphatidylserin

SP Sphingolipide

SPH Sphingosin Sphing-4-enin

S1P Sphingosin-1-phosphat Sphing-4-enin-1-phosphat

Cer Ceramid N-acyl-sphing-4-enin

C1P N-Acyl ceramidphosphat N-(acyl)-sphing-4-enin-1-
phosphat

SM Sphingomyelin N-acyl-sphing-4-enine-1-
phosphocholine

GlcCer Glucosylceramid 1-B-glucosyl-sphing-4-enine

LacCer Lactosylceramid GalB1-4GlcB-Cer

ST Sterole

ST Cholesterol Cholest-5-en-3[3-ol Cholesterin

CE Cholesterylester Cholest-5-en-33-yl acylat Cholesterinester

SE Sterylester - Sterolester

Abbildung 5 zeigt am Beispiel von den Isomeren von PC 36:2 wie selektiv eine Identifikation mit der
jeweiligen massenspektrometrischen Methode ist. Die angegebenen Zahlen entsprechen den in der
LIPID MAPS Datenbank enthaltenen Isomeren [106]. Wenn man bedenkt, dass die Datenbank
grofl3tenteils nur die nattrlichen, in verschiedenen Organismen vorkommenden Lipide und einige

synthetische Standards enthélt, ist theoretisch noch eine viel gréRere Anzahl an Isomeren maglich.

Die Einfihrung in die Massenspektrometrie ist in Abschnitt 1.4 zu finden.
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(E)-(Z)-Isomerie

Position
Doppelbindung

Messmethode:

HR-MS Scan

MS/MS
Chromatographie
lon Mobility MS

MS*
Chromatographie
lon Mobility MS

OzID
lon Mobility MS

lon Mobility MS

Fettsaure- sn1-/ sn
zusammensetzung ™ Position

Kopfgruppe

Exakte Masse

Abbildung 5: Isomerie von PC 36:2 und PE 39:2 sowie Selektivitét verschiedener MS Methoden.

In Tabelle 2 sind Beispiele fir Isomere mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen aufgefihrt, die
eine Identifizierung von MS-Signalen erschweren kénnen. Isomere sind gleichzeitig auch isobare
Substanzen, d.h. sie haben exakt die gleiche Masse. In der Massenspektrometrie spricht man auch
von einer isobaren Uberlappung, wenn die Substanzen zwar nicht die exakt gleiche Masse haben,
aber mit der gegebenen Massenauflésung nicht getrennt werden kénnen. Zudem koénnen Lipide
durch Fragmentierung komplexerer Lipide in der lonenquelle entstehen, wobei das Ausmald und die
Art der Fragmentierung von der Art der Quelle und den eingestellten Quellenparametern abhangt
[107].

Der Identifizierungsgrad kann in finf Level aufgeteilt, wobei die Identifizierung genauer wird, je mehr
MalRnahmen ergriffen werden [108]. Die erste Stufe ist die Identifizierung Uber die exakte Masse,
danach folgt die Bestimmung der Summenformel. Die nachsten Level werden durch die Zuordnung
zu Molekilklassen oder einzelnen Substanzen durch den Vergleich der Fragmentierungsmuster
(MS/MS-Spektren) mit Datenbanken erreicht. Das hochste Bestimmtheitsmafl3 wird durch den
Vergleich der Fragmentierung und der Retentionszeit (RT) mit einem Referenzstandard erreicht.
Dennoch ist zu beachten, dass selbst mit der hochsten ldentifizierungsstufe die Selektivitat u. U.
noch zu gering sein kann, wenn nicht auch die Stérung von Isomeren in Betracht gezogen und durch

Vergleich mit den jeweiligen Standard-L6sungen ausgeschlossen wird.

Mittel einem Quadrupol-Flugzeitmassenspektrometer kann die exakte Masse mit einem Fehler von
ungefahr 5 — 20 ppm (engl. parts per million) bestimmt werden. Im Spektrum haben die Peaks dabei
eine Breite von 50 - 150 ppm (siehe Abschnitt 1.4.3). Die Kopfgruppe und die Fettséaure-
zusammensetzung kann durch gleichzeitige Messung von MS/MS-Experimenten und einer

chromatographischen Trennung bestimmt werden.
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Tabelle 2: Beispiele fiir isomere und isobare Uberlappungen bei Lipiden.

Die Trennung der Analyten in der Massenspektrometrie erfolgt anhand des Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis
(m/z). Hier aufgefiihrte m/z-Differenzen kdnnen mit einem QTOF-Massenspektrometer, das fiir diese Arbeit
verwendet wurde, nicht getrennt detektiert werden. Die m/z-Differenz bei Isomeren betragt Null.
DB = Doppelbindung, FA = Fettsdure, HCO2 = Formiat, H3C202 = Acetat, M = relative MolekiIimasse,
O- = Plasmanyl-Spezies, X = Summe der Kohlenstoffatome, Y = Summe der Doppelbindungen. Modifiziert
nach [109, 110].

Lipid-Klasse Art der Uberlappung A m/z Beispiel

Positiver & negativer lonisationsmodus

PCO-LPC PC O =LPC 0 [PC 0-26:1+H]* = [LPC 26:1+H]*
Ungesattigte [M+DB+13C2] = [M] 0,009 [PC 32:1+13C2+H]* = [PC 32:0+H]*
Lipide

Glycerolipide [M] = [M+CH2+0O] 0,036  [PC 33:1+H]* = [PC O-34:1+H]+
Sphingolipide [M] = [M+CH2-DB-OH] 0,036  [SM t42:2+H]* = [SM d43:1+H]*

Pl - PS [PI] = [PS+6CH2+5DB+13C] 0,002 [Pl 34:1-H] = [PS 40:6-H+3C]

PC - SM [PC+13C] = [SM-H20 +4CH2-DB] 0,065 [PC 38:3+13C+H]* = [SM d42:2+H]*

Positiver lonisationsmodus

PC - PE PC = PE + 3CH: 0 [PC 32:0+H]* = [PE 35:0+H]*
PE - PA [PE+H]* =[PA+C2H4+DB+ NHa4]* 0 [PE 34:1+H]* = [PA 36:2+NHa4]*
PS - PG [PS+H]* = [PG+2DB+ NH4]* 0 [PS 34:1+H]* = [PG 34:2+ NHa4]*
Ungesittigte [M+Na]* = [M+2CH2+3DB+H]* 0,002  [PC 34:1+Na]* = [PC 36:4+H]*
Lipide
PC-PS [PC+H]* = [PS+DB+H]* 0,073  [PC 32:0+H]* = [PS 32:1+H]*
DG - CE [CE X:Y+NH4]* = [DG X+30:Y+ NH4]* 0,015  [CE 18:1+ NHas]*=~ [DG 38:1+NH4]*
Negativer lonisationsmodus
PC-PS [PC+ H3C20z2] = [PS+4CH2-DB-HJ 0 [PC 32:1+H3C202] = [PS 36:0-HJ
Formiat-/ Acetat- [X+CHa+ HCOg] = [X+ H3C202] 0 [PC 34:1+HCO7] =
Addukte

[PC 33:1+HsC202]
Ungeséttigte [M+35Cl]= [M+DB+3"Cl]- 0,019  [PC 34:1+35CI]- = [PC 34:2+3'CIJ
Lipide
Fragment lonen
FA Fragmente FA X:Y = FA X+4:Y+6(-CO2) 0,021  [FA 18:0-H] = [FA 22:6-HCOz]
FA Fragmente FA XY = FA X+3:Y-1(-CO2) 0,073  [FA 20:4-H] = [FA 23:3-HCOz]

1.3 Flussigchromatographie

Die Chromatographie ist die Trennung von Stoffgemischen durch Retention, also unterschiedlich
starkes Zuriickhalten der Bestandteile auf einem Tragermaterial. Sie ermdglicht den qualitativen und
guantitativen Nachweis der Einzelkomponenten. Sie umfasst im Allgemeinen eine stationare Phase
(Sorbentien oder Trennflissigkeiten) und eine mobile Phase (Eluent bzw. Elutionsmittel), die nicht
miteinander mischbar sind. Als Trennmechanismen kommen u.a. die Adsorption, die
Verteilungschromatographie sowie die Grof3enausschlusschromatographie in Frage. Die Trennung
durch Adsorption beruht auf einer unterschiedlich starken Bindung der Analyten an eine stationare
Phase, hingegen verteilen sich die Substanzgemische bei der Verteilungschromatographie
zwischen zwei nicht mischbaren, flissigen oder gasférmigen Phasen. Weitere Mechanismen sind

der lonenaustausch, die Affinitditschromatographie, welche auf spezifischen Wechselwirkungen
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beruht, sowie die chirale Chromatographie, bei der unterschiedlich starke Wechselwirkungen von
Diastereomeren mit dem enantiomerenreinen Saulenmaterial fir die Trennung verwendet werden.
Im Falle der Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) wird eine Trennsaule als stationare
Phase verwendet und das flissige Elutionsmittel mit Hilfe von Pumpen durch die Séule gedruckt.
Die Auftrennung erfolgt durch die unterschiedlich starke Adsorption der im Elutionsmittel gelésten
Einzelkomponenten an die Oberflache des Saulenmaterials. Dabei steigt die Menge an adsorbierter
Substanz mit der Oberflache und Konzentration und fallt mit steigender Temperatur. Die Art der
Wechselwirkung zwischen der Substanz und der Oberflache ist abhangig von dem gewahlten
Saulenmaterial. Als Grundlage fur das Saulenmaterial werden stark pordse Stoffe mit grofRRer
spezifischer Oberflache wie Kieselgel oder Aluminiumoxid verwendet. Diese kénnen entweder als
ein Stlick (monolithische Saule) oder in Form von vielen kleinen Partikeln in der Saule vorliegen. Am
Anfang und Ende der Saule verhindern Fritten das Austreten des Saulenmaterials und das
Verstopfen der Séule durch Partikel. Die Trennleistung chromatographischer Saulen wird beeinflusst
durch die PartikelgroRRe, die Partikelgré3enverteilung, die Porengréf3e, das Partikelmaterial sowie
die Oberflachenbeschaffenheit. Als Kenngrof3e fur die Trennleistung wurde, in Anlehnung an die
Trennstufen bei der Destillation, die Anzahl theoretischer Béden eingefiihrt, wobei sich bei jedem
Boden einmal das Verteilungsgleichgewicht einstellt [111]. Die Berechnung der Anzahl theoretischer
Bdden ist in Formel 1 dargestellt. Dabei fuhren kleinere und gleichmaRigere Partikel zu einer
verbesserten Trennleistung und einem hoheren FlieBwiderstand. Um die erforderliche
FlieRgeschwindigkeit beizubehalten, ist daher ein erhdhter Druck durch die Pumpen erforderlich. Bei
HPLC-Anlagen liegt das Drucklimit ungefédhr bei 400 bar, bei Ultra-Hochleistungs-
flissigchromatographie-Anlagen (UHPLC) kann der Druck auf bis zu 1300 bar ansteigen.

tr

N = 5,54  (—)2

Wo5

Formel 1: Berechnung der theoretischen Bodenanzahl.
N = theoretische Bodenanzahl, tr = Retentionszeit, wo,s = Peakbreite auf halber Hohe

Die Grundprinzipien der chromatographischen Trennung sind in Abbildung 6 dargestellt.
Kenngrofen fur die Beurteilung der Trenneffizienz sind die Streudiffusion, die Longitudinaldiffusion
sowie der Stoffausgleich (siehe Formel 2) [112]. Die Streudiffusion, auch Eddy-Diffusion genannt,
beschreibt die Ablenkung der Molekile von der Flussrichtung durch das Saulenmaterial, wahrend
die Longitudinaldiffusion in bzw. entgegen der Flussrichtung verlauft. Der Stoffausgleich beschreibt
die Geschwindigkeit, mit der sich die Analyten zwischen mobiler und stationarer Phase bewegen
und wird z.B. durch die Adsorptionsrate beeinflusst. Die Anzahl theoretischer Trennbdden ist

demnach substanzspezifisch.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der chromatographischen Trennung.

Die Analyten wechselwirken in unterschiedlichem Ausmal3 mit der stationdren Phase, sodass sie die Saule zu
unterschiedlichen Zeitpunkten verlassen und getrennt detektiert werden konnen. In diesem Beispiel
wechselwirkt der Analyt A starker mit der stationdren Phase, sodass er die Séule zu einem spéteren Zeitpunkt
verlasst. Modifiziert nach [113].

B
H=A—-—+C=x*v
v

Formel 2: Van Deemter-Gleichung.
H = theoretische Trennbodenhéhe, A = Eddy-Diffusion, B/v = Longitudinaldiffusion, C*v = Stoffausgleich

Das am haufigsten verwendete Saulenmaterial ist Kieselgel. Im Falle der Normalphasen-
chromatographie (NPLC) liegt die Kieselgeloberflache unverandert vor, sodass es zu hydrophilen
Wechselwirkungen zwischen den freien Silanol-Gruppen des Kieselgels und den polaren Gruppen
der aufzutrennenden Substanzen kommt. Im Falle der Lipidanalytik werden die Lipide daher anhand
der polaren Kopfgruppen getrennt [15]. Stark unpolare Lipide wie Triglyceride interagieren kaum bis
gar nicht mit dem S&ulenmaterial und werden folglich nicht getrennt [15]. Zudem werden fir die
NPLC wasserfreie mobile Phasen verwendet, was mit zusatzlichen Kosten verbunden ist, und die
verwendeten Losungsmittel sind haufig toxisch oder umweltschadlich [114]. Die freien Silanol-
Gruppen des Kieselgels kénnen derivatisiert werden, um die Trenneigenschaften zu verandern. So
werden haufig Alkylchlorsilane verwendet, um die Oberflache zu hydrophobisieren. Man spricht in
diesem Fall von einer Umkehrphase (engl. reversed-phase, RP). Dabei werden in der Regel Octyl-
oder Octadecanyl-Gruppen verwendet, sodass die Retention der Analyten auf der Saule nun
vorwiegend auf hydrophoben Wechselwirkungen durch Van-der-Waals Krafte zwischen dem
Kohlenwasserstoffgertist der Analyten und den Alkylresten beruht. Raumlich schwer erreichbare
Silanol-gruppen kdnnen mit Octadecanyl-Gruppen nicht deriviatisiert werden und fihren
infolgedessen zum Peaktailing. Das sogenannte ,endcapping“ mit sterisch weniger anspruchsvollen
Molektlen, z.B. mit Trimethylchlorsilanen, kann dem vorbeugen [115, 116]. Des Weiteren kénnen
die Silanol-Gruppen auch mit Cyanopropyl- und Aminopropylresten derivatisiert werden, um eine
Mischung aus polaren und hydrophoben Wechselwirkungen zu erzeugen. Fir die Verwendung eines
solchen polaren Saulenmaterials mit hydrophoben Lésungsmitteln, wie man sie auch fir die RP-

Chromatographie verwenden wirde, wurde im Jahre 1990 die Bezeichnung ,hydrophilic-interaction
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chromatography“ (HILIC) eingefiihrt [117]. Die Auftrennung der Lipide erfolgt anhand der polaren
Kopfgruppen und die Triglyceride interagieren auch in diesem Fall kaum mit dem S&ulenmaterial
[118]. Nachteile der HILIC sind die zeitaufwendige Konditionierung und Aquilibrierung der Saule
sowie die verringerte Robustheit durch eine erhéhte Empfindlichkeit gegentber Matrixanderungen
[119]. Es wird deshalb zur Vorbereitung der Saule empfohlen, vor jeder Analyse funf bis zehn Proben
mit der gleichen Matrix zu injizieren und in dem anschliel3enden Analysenlauf keine Leerinjektionen
einzufigen [120]. Eine enantioselektive Auftrennung kann durch Derivatisierung mit chiralen
Selektoren, wie Amylose oder Cyclodextrinen, erfolgen [121].

Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Flussigchromatographie sind die Elutionsmittel. Die dafur
verwendeten FlUssigkeiten missen sehr rein sein, damit sie keine Storsignale erzeugen. Die
Elutionsmittel werden gemalf ihrer Polaritat in die eluotrope Reihe eingeordnet und somit anhand
der Fahigkeit, Substanzen vom Saulenmaterial zu l6sen, klassifiziert [111]. Bei der NPLC haben
unpolare Lésungsmittel, wie z.B. Hexan, eine sehr geringe und Wasser die htéchste Elutionskraft.
Bei der RPLC hingegen steigt die Elutionskraft mit abnehmender Polaritat der Lésungsmittel.
Kommen mehrere Losungsmittel hinsichtlich ihrer Elutionsstarke und Selektivitat in Frage, sollte die
Viskositat beachtet werden, da diese maRgeblich den Riickdruck bestimmt. AuRerdem missen die
mobilen Phasen vor Verwendung entgast werden, da es andernfalls in den Pumpen, nach
Druckentlastung in der Saule oder dem Detektor zur Blaschenbildung kommt. Die Entgasung kann
durch Vakuum, Ultraschall oder ein Inertgas erfolgen [122]. Bei den meisten HPLC-Anlagen ist dafur
eine Entgaser-Einheit eingebaut, die geléste Gase durch Vakuum und eine gas-permeable
Membran entfernt [122].

Zur Auftrennung der Substanzen wird in der Regel ein Gemisch verschiedener Elutionsmittel
verwendet. Man spricht von einer isokratischen Trennung, falls die Elutionsmittel tber die gesamte
Laufzeit in einem konstanten Verhdltnis zueinander vorliegen. Bei der Gradientenelution pumpen
mehrere Pumpen jeweils ein Elutionsmittel, sodass das Mengenverhdltnis der Elutionsmittel
stufenlos angepasst werden kann. In diesem Fall kann die Elutionskraft wahrend dem Lauf erhéht
und die Retentionszeiten so verkirzt werden. Die chromatographisch aufgetrennten Analyten
konnen anschlieBend mit verschiedenen Verfahren wie UV/VIS, Fluoreszenz oder

Massenspektrometrie detektiert werden.

1.4 Massenspektrometrie

Mit einem Massenspektrometer (MS) kénnen gasformige, fllissige oder feste Proben ionisiert und
ihr Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z) gemessen werden. Die Trennung der lonen erfolgt aufgrund
ihres unterschiedlichen Verhaltens in elektrischen bzw. magnetischen Feldern [123]. MS sind aus
mehreren Komponenten aufgebaut: einer lonenquelle, einem Massenanalysator und einem Detektor.

Die lonenquelle tGberfuhrt die Substanzen von dem Probeneinlass als lonen in die Gasphase. Der
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Massenanalysator separiert anschlieRend die lonen nach ihrem m/z-Wert. Der Detektor wandelt die
eintreffenden lonen in ein elektrisches Signal um. AuRerdem wird das MS an ein Computersystem
angeschlossen, das die gemessenen Daten aufzeichnet. Das Ergebnis der Messung wird in einem
Spektrum angegeben, bei dem die lonenintensitdt gegen das Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis
aufgetragen wird. Wenn das MS an eine GC- oder LC-Anlage gekoppelt wird, kdnnen die Ergebnisse
auch in einem Chromatogramm wiedergegeben werden. In diesem Fall wird die lonenintensitat eines
m/z-Wertes gegen die Retentionszeit aufgetragen (Abbildung 7). Die Einheit des Masse-zu-
Ladungs-Verhaltnis kann entweder dimensionslos oder in Thomson (Th) angegeben werden [123].
Bei kleineren, einfach-geladenen Molekiilen wird haufig direkt die Masse in Dalton (Da) angegeben.
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Abbildung 7: Massenspektrum, MS/MS-Spektrum und Chromatogramm von PC 34:1.

Spektren und Chromatogramm von Phosphatidylcholin 34:1 im negativen lonisationsmodus (monoisotopische
m/z 804,5749). (A) Massenspektrum mit Isotopen, (B) MS/MS-Spektrum der Muttermasse 804,6, (C)
Chromatogramm von 804,5749 + 0,0035 m/z.

Eine wichtige Kenngrol3e der Massenspektrometrie ist die monoisotopische Masse, also die Masse
bei der ausschlieRlich die haufigsten Isotope der Elemente des Molekiles vorkommen, z.B. nur 12C-
Atome. Nattrlich vorkommend handelt es sich bei 1% der Kohlenstoffatome um *C-Atome, sodass
im MS-Spektrum kohlenstoffhaltiger Verbindungen neben der monoisotopischen Masse weitere um
+1/z verschobene Peaks detektiert werden. Auch Sauerstoff, Stickstoff und Schwefel haben
naturliche Isotope. Dadurch konnen aus der relativen H&aufigkeit der Isotopen-Signale im MS-
Spektrum, der Isotopenverteilung, Rickschliisse auf die molekulare Zusammensetzung erfolgen.
Sehr charakteristisch sind chlor- oder bromhaltige Verbindungen, da die Isotope **Cl und *Cl im

Verhaltnis von ca. 100/32 sowie "°Br und #Br im Verhaltnis von 100/97 vorkommen [124].

Die Massenauflosung eines MS berechnet sich aus der minimalen m/z-Differenz, die noch
vollstandig getrennt dargestellt werden kann. Je nach Massenanalysator liegt die Massenauflosung
aktuell im Bereich von ungefahr 1.000 bis 2.700.000 (Formel 3) [125]. Quadrupole und lonenfallen
sind Beispiele fur MS mit niedrigen Auflosungen [126]. Beispiele fur hochauflosende MS mit einer
Auflésung > 15.000 sind Flugzeit-, Orbitrap- und Fouriertransformation-lonenzyklotronresonanz-
Massenspektrometer (FT-ICRMS) [126]. Eine hohe Massenauflésung korreliert haufig mit einer
hohen Massengenauigkeit bzw. einem kleinen Massenfehler (Formel 4). Der Massenfehler liegt z.B.
bei niedrig auflésenden Quadrupolen bei absolut +0,5 Da, wahrend (sehr) hochauflésende

Massenspektrometer eine relative Massengenauigkeit von 5 ppm bis 80 ppb (parts per billion)
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erreichen kénnen [125, 127]. Massenspektrometer koénnen ausschliel3lich geladene Atome,
Molekile oder lonencluster detektieren. Ungeladene Teilchen kdnnen lediglich als Neutralverlust
(engl. neutral loss, NL) beobachtet werden, d.h. als Differenz zwischen zwei m/z-Werten desselben
Molekdls infolge einer Fragmentierung.

m
Massenauflosung = T

Formel 3: Berechnung der Massenauflosung.

Die zu untersuchende Masse wird mit ,m“ abgekdurzt. Fir ,Am* gibt es zwei verschiedene Definitionen: Zum
einen die kleinste noch trennbare Massendifferenz, bei der die Peaks entweder 10 oder 50% Uuberlappen
durfen, und zum anderen die Breite des Peaks der Masse m auf halber Hohe (engl. full width half maximum,
FWHM) [128].

M/ Zexperimentet — M/ Ztheoretisch

relative Massengenauigkeit =
M/ Ztpeoretisch

Formel 4: Berechnung der relativen Massengenauigkeit.
Die relative Massengenauigkeit wird auch als Massenfehler bezeichnet und i.d.R. in ppm angeben. Nach [123].

Je nach Aggregatzustand der Probe kénnen unterschiedliche lonenquellen verwendet werden, so
wird fur die Gaschromatographie héufig die Elektronensto3ionisation verwendet [123]. Flussige
Proben konnen z.B. durch Elektrospray-lonisation (ESI) oder chemische lonisation bei
Atmosphéarendruck (APCI) ionisiert werden [129, 130]. Fir feste Proben kann die Matrix-unterstitzte
Laserdesorption/lonisation (engl. matrix-assisted laser desorption/ionisation, MALDI) verwendet
werden [131, 132]. Die lonisierung kann unter Vakuum wie bei der ElektronenstofZionisation oder
bei Atmosphérendruck wie bei ESI und APCI stattfinden. Hingegen werden die restlichen
Komponenten wie der Massenanalysator und der Detektor immer unter Hochvakuum von ca. 10
bis 10° Torr betrieben, um die Kollision der lonen mit Gasmolekiilen aus der Luft zu vermeiden
(siehe auch Abbildung 12) [123].

Fur die Detektion der lonen wird mit Ausnahme der Orbitrap- und FT-ICR-Technologien, die eine
Bildstromdetektion verwenden, ein Sekundarelektronenvervielfacher (engl. secondary electron
multiplier, SEM) verwendet [123]. Bei dem SEM werden durch das Auftreffen energiereicher lonen
Elektronen aus der Detektoroberflache herausgelost. Die so freigesetzten Elektronen werden durch
die angelegte Spannung beschleunigt und setzen nach Aufprall wiederum weitere Elektronen frei.
Durch wiederholtes Auftreffen der Elektronen auf der Detektoroberflache wird das Signal verstarkt
und der resultierende Strom kann gemessen werden. Ein Beispiel fir einen SEM ist der
Kanalelektronenvervielfacher (KEV), bei dem die lonen in einer sich zuspitzenden, gebogenen
Rohre aufgefangen werden. Bei Mikrokanalplatten (engl. micro channel plates, MCP), die haufig fur
TOF-Gerate verwendet werden, werden zahlreiche sehr kleine Elektronenvervielfacherréhren in

einer runden Platte gebindelt (Abbildung 8). Mittels MCP-Detektoren kénnen die Signale der
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eintreffenden lonen zeitlich oder rAumlich eingeordnet werden [123]. Die Stromverstarkung ist meist
geringer als bei KEV [123]. Die verschiedenen SEM-Detektoren haben die Gemeinsamkeit, dass
ihre Lebensdauer durch die Ladung, die ihre Oberflache abgeben kann begrenzt ist [123].

A) Sekundar-
elektronenstrom
lonenstrahl
) Verstarkerrohr
Primarelektronen

C) lonenstrahl

v

; | Elektronenver-

Mikrokanal- < 7777777777777777777777777 vielfacherréhren
platten

A——'  Sekundar-
Verstarker/ elektronenstrom

[

Anoden

| | | |
[ ]

Analog to digital converter (ADC) / Time to digital converter (TDC)

Abbildung 8: Schematische Darstellung von Kanalelektronenvervielfacher und Mikrokanalplatten-Detektoren.
In der Massenspektrometrie verwendete Detektoren: (A) Kanalelektronenvervielfacher, (B) Aufsicht auf einen

Mikrokanalplatten-Detektor (MCP), (C) Seitenansicht eines MCP. Weitere Details sind im Text. Quelle Sciex,
modifiziert nach [123, 133, 134].
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1.4.1 lonenquellen

Die Grundlagen der Elektrospray-lonisation wurden durch Dole et al. im Jahre 1968 gelegt, als sie
damit erstmals geladene Makromolekile in die Gasphase Uberfuhrten [135]. Die Technik wurde
durch Yamashita und Fenn weiter erforscht und diese konnten auch den Ubergang von Anionen und
Kationen aus Salzlésungen in die Gasphase nachweisen [136]. Den Durchbruch der ESI-
Technologie erreichten Fenn und Kollegen, indem sie die Mdéglichkeit aufzeigten, auch gréf3ere

Makromolekile wie Proteine und Peptide durch Mehrfachladung zu messen [129].

Durch das Anlegen einer Hochspannung an die Kapillare, kommt es zur Ladungstrennung innerhalb
der FlUssigkeit und es bildet sich der sogenannte Taylor-Konus. Die Ansammlung gleicher Ladungen
fuhrt vermehrt zur AbstoRBung durch Coulomb-Kréafte. Wenn die Coulomb-Abstof3ung gleich der
Oberflachenspannung ist, wird das Rayleigh-Limit erreicht [137]. Sobald dieses Uberschritten wird,
kommt es zur sogenannten Coulomb-Explosion und damit zum Zerfall der Tropfchen. Durch die
angelegten Gase nimmt der Ldsungsmittelanteil in den Tropfchen weiter ab und es kommt zu
weiteren Abstof3ungsreaktionen und immer kleiner werdenden Tropfchen. Fir den weiteren
Ubergang der einzelnen lonen aus den Tropfchen in die Gasphase gibt es zwei Theorien. Zum einen
wird angenommen, dass die Tropfchen durch Zersetzung immer kleiner werden und irgendwann nur
noch ein einzelnes lon enthalten, das dann nach der Verdampfung des restlichen Lésungsmittels
ebenfalls in die Gasphase lbergeht [135, 138]. Diese Theorie wird v.a. fur die lonisierung von
Makromolekillen angenommen [139]. Eine Uberschreitung des Rayleigh-Limit zur Freisetzung
einzelner Molekile, die ein- oder zweifach geladen sind, ist unwahrscheinlich, da der Tropfchen-
Radius sehr klein sein misste [140]. Immer kleiner werdende Tropfchen wirden deshalb zur
Entstehung mehrwertiger lonen fiihren [140]. Stattdessen wird bei kleinen Molekilen die direkte
Abspaltung einfach geladener lonen durch das elektrische Feld nach Erreichen einer kritischen
TropfchengréRe angenommen [140]. Die so gebildeten lonen werden dann weiter in den

Massenanalysator geleitet (Abbildung 9).

Eine weitere lonenquelle fir die Kopplung mit HPLC Anlagen ist die, von Hornig et al. entwickelte,
chemische lonisation bei Atmospharendruck (atmospheric pressure chemical ionization, APCI) [130].
Bei diesem Verfahren wird die Analytldsung durch eine Kapillare mit einem Keramikheizer verdampft
und anschlieend wird der Lésungsmitteldampf ausgehend von Stickstoff- und Wassermolekilen
durch eine nadelférmige Elektrode (Korona-Nadel) ionisiert [141]. Die ionisierten
Lésungsmittelcluster tbertragen dann die Ladung auf die Analyten [141]. Die lonisation mittels APCI
ist nicht so schonend wie ESI, sie fuhrt zu einer leichten Fragmentierung und setzt die thermische
Stabilitat der Substanzen voraus. Dafur kann APCI auch bei Analyten mit wenigen funktionellen oder
reaktiven Gruppen und hohen Flussraten eingesetzt werden [142]. Folglich gibt es einige
Metaboliten, die nur mit APCI oder nur mit ESI ionisiert werden kénnen. Viele Metaboliten kénnen
allerdings mit beiden Verfahren bestimmt werden. Fur diese Arbeit wurde ESI zur lonisierung der
Proben verwendet, da bei ESI die Zahl detektierbarer Metaboliten insgesamt groRRer ist [143]. Die

verwendete DuoSpray® lonenquelle (Sciex, Darmstadt) ermdglicht die Verwendung beider
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lonisierungsarten ohne Umbau, APCI wurde deshalb zwischen den Messungen fiir die Kalibrierung

verwendet.
A) Proben-Fluss B) Proben-Fluss
Zerstauber- Zerstauber-
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau einer ESI/APCI-lonisationsquelle.

Dargestellt ist der schematische Aufbau der lonisationsquellen bei der Elektrospray-lonisation (ESI, A) und
der chemischen lonisation bei Atmosphéarendruck (APCI, B). Nahere Details zum lonisationsmechanismus
sind im Text beschrieben. Die Tropfchenbildung und die Verdampfung des Losungsmittels (LM) werden durch
das Zerstdubergas erleichtert. Bei hoheren Flussraten wird zudem ein Heizgas fur die LM-Verdampfung
bendtigt. Die orthogonale Ausrichtung der Kapillare zur Blende (Orifice) unterstitzt die Abscheidung
ungeladener Teilchen und groRerer LM-Cluster, da durch die Tragheit nur feine Tropfchen und lonen
umgelenkt werden [144]. Zudem wird die Kontamination des MS durch das Schutzgas (Curtain-Gas), das
ungeladene Teilchen zurtickwirft, weiter verringert. Bei der DuoSpray® lonenquelle (Sciex, Darmstadt) wurde
einer der beiden Heizkérper der ESI-Quelle durch einen Keramik-Heizer mit Korona-Nadel fur APCI ersetzt.
X = Loésungsmittelcluster, M = Analytmolekil. Modifiziert nach [145, 146].

1.4.2 Massenanalysatoren

Die fur diese Arbeit relevanten Massenanalysatoren sind der Quadrupol- und der
Flugzeitmassenanalysator. Ein Quadrupol (Q) besteht aus vier parallel angeordneten
Stabelektroden, die innerhalb einer Ebene ein Quadrat bilden (Abbildung 10). Gegenuberliegende
Elektroden sind gleich und benachbarte Elektroden gegensatzlich geladen, wobei die Ladung durch
die anliegende Wechselspannung mit hoher Frequenz wechselt. Durch den raschen Wechsel aus
Anziehung und Abstol3ung der lonen, bewegen sich diese kreisformig zwischen den Stabelektroden.
Die Potentialdifferenz zwischen dem Ein- und Ausgang des Quadrupols treibt die lonen entlang der
Elektroden voran. Zudem liegt eine Gleichspannung an, sodass sich nur einzelne Masse-zu-
Ladungs-Verhaltnisse auf einer stabilen Kreisbahn bewegen. Die restlichen lonen kollidieren mit den
Quadrupol-Stében. Das zu selektierende Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis kann Uber die Frequenz der
Wechselspannung und das Verhaltnis aus Gleich- und Wechselspannung ausgewahlt werden [123].
Das Verhdltnis von Gleich- und der hochfrequenten Wechselspannung muss dabei linear erhght
werden, um verschiedene Massen auf einer stabilen Bahn in Richtung des Detektors zu leiten [147].

Die Massenauflosung von Quadrupolen ist Giber den Massenbereich konstant und kann Peaks im
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Abstand von einem Thompson auflésen, weswegen die Aufldsung auch als ,unit resolution® oder
Einheitsauflosung bezeichnet wird [148]. Wenn keine Massenselektion vorgenommen werden soll,
z.B. im QO oder in einer Kollisionszelle (Q2), wird keine Gleichspannung, sondern nur die
hochfrequente Wechselspannung angelegt.

)

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Flugbahn eines lons in einem Quadrupol-Massenanalysator.
Weitere Informationen sind im Text. Modifiziert nach [123, 149].

Der Flugzeitmassenanalysator (engl. time-of-flight, TOF) misst die Zeit, die die lonen zum
Zurucklegen einer festgelegten Strecke benétigen. Die lonen werden am Anfang einer Rohre in
einem elektrischen Feld beschleunigt und fliegen anschliel3end entlang einer feldfreien Strecke zum
Detektor. Alle lonen nehmen idealerweise die gleiche kinetische Energie auf, wobei lonen mit einer
hoheren Ladung oder einer geringen Masse starker beschleunigt werden, d.h. sie erreichen den
Detektor in einer kirzeren Zeit. Die Flugzeit ist proportional zur Wurzel des Masse-zu-Ladungs-
Verhaltnisses [123]. Fir den Vergleich der Flugzeiten missen die lonen gleichzeitig beschleunigt
werden. Es wird daher eine gepulste lonenquelle, wie MALDI, benétigt oder die lonen missen aus
einem kontinuierlichen Strom packchenweise beschleunigt werden, wie z.B. bei einem orthogonalen
Aufbau [123]. Bei einem orthogonalen TOF-Analysator wird eine pulsierende Spannung angelegt,
die die lonen senkrecht zur Flugrichtung in die Driftréhre beschleunigt (Abbildung 11). Im Gegensatz
dazu kann ein Quadrupol einen kontinuierlichen lonenstrom weiterleiten. Die Vorteile der TOF-
Analysatoren sind die geringe Aufnahmezeit pro Spektrum und die dadurch hohe Messfrequenz
sowie der theoretisch unbegrenzte m/z-Bereich [123, 150]. AuRerdem haben TOF-Analysatoren
eine hthere Massenaufldsung als Quadrupole [126]. Diese kann zusatzlich durch einen Reflektor
verbessert werden, der die lonen abbremst und in die entgegengesetzte Richtung beschleunigt. Der
Reflektor gleicht so Unterschiede in der kinetischen Energie aus, die z.B. durch unterschiedliche
Startpositionen der lonen im Beschleuniger entstehen [123]. lonen mit einer hdheren kinetischen
Energie dringen tiefer in das elektrische Feld des Reflektors ein, sodass sie zeitgleich mit lonen mit

gleichem Masse-zu-Ladungs-Verhdltnis und einer niedrigeren kinetischen Energie am Detektor
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ankommen. Ein zweistufiger Reflektor kann die Auflésung weiter verbessern, indem er die lonen
zunachst durch ein hochenergetisches Feld und anschlieBend durch ein schwécheres Feld
abbremst [123].

Beschleunlger zweistufiger Reflektor

v

Ionenstrom Detektor T Driftréhre

Abbildung 11: Aufbau eines orthogonalen Flugzeitmassenanalysators.
m = m/z mit m1 > m2, A = lon mit hoher kinetischer Energie, B = lon mit niedriger kinetischer Energie, C =
hochenergetisches Feld, D = niederenergetisches Feld. Maodifiziert nach [123, 151].

1.4.3 Quadrupol-Flugzeitmassenspektrometer

Fur diese Arbeit wurde ein Quadrupol-Flugzeitmassenspektrometer (QTOF bzw. QTOFMS)
verwendet. Bei diesem handelt es sich um ein Hybrid-Massenspektrometer, bestehend aus einem
bzw. mehreren Quadrupolen sowie einem TOF-Massenanalysator (Abbildung 12). Der Vorteil
gegeniber reinen TOF-Analysatoren, ist die Moglichkeit, in MS/MS-Experimenten einzelne Massen
zu isolieren und zu fragmentieren, um anschlieBend die Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse der
Fragmentionen zu bestimmen. Dabei werden die Mutterionen in der ersten Quadrupol-Einheit (Q1)
von restlichen lonen abgetrennt und weiter in die Kollisionszelle, i.d.R. eine weitere Quadrupol-
Einheit (Q2), geleitet. In der Kollisionszelle werden die lonen durch Anlegen einer Spannung und
Kollision mit einem inerten Tragergas, z.B. Stickstoff, fragmentiert. Dies wird auch stol3induzierte
Fragmentierung genannt (engl. collision induced fragmentation, CID). Alle geladenen Fragmente
werden dann mittels mehrerer Linsen fokussiert und am Anfang der orthogonal ausgerichteten TOF-
Driftrohre gesammelt. Mit einer Frequenz von ungefdhr 10-20 kHz werden die lonen aus dem
kontinuierlichen lonenstrom mit einer Spannung von rund 15 kV beschleunigt und die Zeit bis zum
Ankommen der einzelnen Fragmentionen am Detektor gemessen. Die Selektivitat wird durch
Messung der Fragmentionen deutlich erh6ht, da die Fragmentierung Auskunft Gber die Struktur der

Analyten gibt.
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Abbildung 12: Aufbau eines TripleTOF 6600.

Abgebildet ist der lonenpfad eines TripleTOF 6600 (Sciex, Darmstadt), mit dem die hier beschriebene Arbeit
durchgefuhrt wurde. Die lonenquelle befindet sich noch unter Atmosphérendruck. Ab dem QJet beginnt das
Vorvakuum, Q1 und Q2 befinden sich im Hochvakuum (~ 2-5*10- Torr). In der TOF-R6hre ist der Druck
nochmals geringer und liegt bei ca. 2*10-7 Torr. Q = Quadrupol, TOF = time-of-flight (Flugzeit). Quelle: Sciex,
modifiziert nach [152].

Die Selektion einzelner Massen und die Messung der Fragmentionen bezeichnet man als parallel
reaction monitoring (PRM) oder auch als high resolution multiple reaction monitoring (HR-MRM).
Beim MRM mit Triple-Quadrupol-Massenspektrometern (QqQ) werden pro Analyten mindestens
zwei Ubergange von der Muttermasse zu einzelnen Fragmentionen gemessen, um die Selektivitat
zu erhtdhen. Im Gegensatz dazu werden im PRM alle Fragmente einer Muttermasse gleichzeitig
gemessen, sodass pro Analyt ein Ubergang ausreicht und die Selektivitait hoher ist. Die
Empfindlichkeit des QTOFMS ist vergleichbar mit der eines TOFMS und geringer als bei QqQ,
weswegen letztere fur die Quantifizierung einzelner Substanzen bevorzugt eingesetzt werden.
QTOFMS werden stattdessen, wie auch in diesem Fall, haufig fir Screening-Methoden verwendet,
bei denen alle Signale in einem bestimmten m/z-Bereich gleichzeitig analysiert werden sollen. Da in
diesem Fall nicht alle Analyten einzeln im Q1 ausgewahlt und fragmentiert werden kdnnen, muss
die Selektivitat der Methode durch eine hohe Massenauflosung und folglich einen geringen
Massenfehler erreicht werden. TOF-Analysatoren haben bereits eine héhere Massenauflosung als
QqQ. Bei QTOFMS ist die Massenauflosung durch die Fokussierung der lonen mittels der
Quadrupole nochmal auf 30.000 bis 60.000 erhoht [126]. Im Vergleich zu anderen hochauflésenden
Massenspektrometern wie der Orbitrap oder FT-ICR ist die Scan-Rate des QTOF héher, mit rund
100-500 Hz statt 1-40 Hz [126, 153]. In Abbildung 13 werden die wichtigsten Messmodi
schematisch dargestellt.
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Abbildung 13: QTOFMS Scan und MS/MS-Messung.

Gezeigt werden die gangigsten Messmodi eines Quadrupol-Flugzeitmassenspektrometers (QTOFMS). (A)
QTOFMS-Scan: Die lonen werden durch die Quadrupol-Einheiten fokussiert und anschlieBend Uber ihre
Flugzeit detektiert. Alle lonen kdnnen in einem Experiment bestimmt werden. (B) MS/MS-Messung: Im Q1
wird ein einzelnes Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z) ausgewahlt (x0,5 Da), im Q2 fragmentiert und
anschlieBend alle Fragmentionen Uber ihre Flugzeit detektiert. Die Muttermasse kann vorher festgelegt
werden (parallel reaction monitoring (PRM)) oder aus einem Scan ausgewahlt werden (data-dependent
acquisition). (C) Sequential-window-acquisition of all theoretical mass spectra (SWATH): MS/MS-Messung bei
der im Q1 statt nur einer Muttermasse ein Massenfenster, z.B. von 25 Da selektiert wird. Die Massenfenster
im Q1 decken insgesamt den kompletten Scanbereich ab. (D) Vergleich der Massenauflosung im Q1 und im
QTOFMS Scan bei der theoretischen Masse von 933,6367 Da.

40



Einleitung

Zusatzlich zu dem Scan-Modus kénnen in der gleichen Messung auch noch MS/MS-Spektren
aufgenommen werden. Die Auswahl der Muttermassen kann entweder datenunabhangig erfolgen,
ohne vorherige Selektion (engl. data-independent acquisition, DIA), oder datenabhéangig (engl. data-
dependent acquisition, DDA) durch Auswahl einzelner Massen. Die datenabhéngige Selektion
reserviert eine entsprechende Anzahl Kanale pro Messzyklus fir MS/MS-Experimente und wahlt die
zu diesem Zeitpunkt intensivsten Signale im MS Spektrum als Muttermasse mit einem Fenster von
1 Da aus. Die resultierenden MS/MS-Spektren sind i.d.R. sehr rein, aber bei fehlender
chromatographischer Auftrennung der Analyten besteht die Mdglichkeit, dass die Anzahl MS/MS-
Kanéle nicht ausreicht und folglich nicht fur alle Substanzen MS/MS-Spektren aufgenommen werden.
Hingegen werden bei der datenunabhangigen Aufnahme von MS/MS-Spektren immer alle Analyten
fragmentiert und den Muttermassen im MS-Scan zur gleichen Retentionszeit zugeordnet. Durch die
Ahnlichkeit der Fragmentierungsmuster der Lipide, ist die Identifizierung u.U. nicht eindeutig, da
mehrere Kopfgruppen Fragmente zur gleichen Zeit auftreten kénnen. Sciex bietet fur die TripleTOF-
Gerate eine besondere Form der datenunabh&ngigen Messung an: ,Sequential-Window-Acquisition
of all Theoretical Mass Spectra“® (SWATH) [154, 155]. SWATH teilt den zu scannenden
Massenbereich in mehrere feste oder variable Massenfenster auf, z.B. 25 Da, und nimmt ein
MS/MS-Spektrum pro Fenster auf [156]. Dadurch werden insgesamt alle Analyten fragmentiert, aber
die Anzahl mdglicher Muttermassen ist reduziert, sodass die Zuordnung meistens eindeutig ist. In
der Steuerungssoftware von Sciex Massenspektrometern wird die datenabhangige Aufnahme von
MS/MS-Spektren als ,information dependent acquisition®, kurz IDA, bezeichnet. Diese Bezeichnung
wird im Weiteren anstelle von der Abkiirzung DDA flr datenabhangige Messungen verwendet und

ist nicht zu verwechseln mit der datenunabhangigen Aufnahme (DIA).

Ein wichtiger Aspekt bei der hochauflésenden Massenspektrometrie ist die Stabilitat der
Massenkalibrierung. QTOFMS miuissen messtaglich kalibriert werden, da diese empfindlich
gegeniiber Anderungen der Umgebungsbedingungen, wie z.B. der Temperatur sind. Die
Massengenauigkeit innerhalb eines Messlaufes kann mit Hilfe von externen oder internen
Kalibrierungen stabilisiert werden. Beispiel fir eine externe Kalibrierung ist die Autokalibrierung
mittels Calibrant Delivery System (kurz CDS), bei der zwischen den Laufen eine Kalibrierlésung
injiziert wird. Eine interne Kalibrierung, auch Lock-mass Kalibrierung genannt, kann mit Signalen aus
den Proben bzw. FlieBmitteln erreicht werden. Bei Sciex TripleTOF-Geraten wird automatisch eine
interne Kalibrierung vorgenommen (Dynamic Background Calibration), wenn die Methode
mindestens ein TOFMS-Scan Experiment enthalt. Dabei werden die verwendeten Massen fur jeden
Lauf dynamisch ausgewahlt [157]. Dadurch kann bei Messungen im Scan Modus das Intervall
zwischen den externen Kalibrierungen grol3er gewahlt werden. Ist hingegen kein Scan Experiment
vorhanden, sollte auf Anraten des Herstellers mindestens einmal pro Stunde extern kalibriert werden,

um die Massenstabilitat zu gewahrleisten.
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1.4.4 LC-MS vs. Shotgun Lipidomics

Flissige Lipidproben kénnen auf unterschiedliche Weise in das MS geleitet werden. Eine Moglichkeit
die ,shotgun lipidomics® wurde zuerst von Han und Gross beschrieben [158]. Der Begriff shotgun
lipidomics beschreibt die direkte Infusion von Lipid-Extrakten in das Massenspektrometer ohne
vorherige chromatographische Auftrennung, d.h. alle Lipide werden zeitgleich ionisiert und
gemessen. Die resultierenden Spektren sind mitunter sehr komplex und setzen fiir eine sinnvolle
Identifizierung eine hohe Massenauflésung und damit einen niedrigen Massenfehler voraus, sodass
fur diese Form der Messung v.a. Orbitrap-, FT-ICR- und TOF-Massenspektrometer eingesetzt
werden [132]. Zusatzlich zu den Massenspektren werden haufig noch MS/MS-Experimente
aufgenommen. Die ldentifizierung der Lipide in den Shotgun-Daten kann entweder von der exakten
Masse im MS-Experiment (,top-down®) oder umgekehrt von den spezifischen
Kopfgruppenfragmenten im MS/MS-Experiment ausgehen (,bottom-up®) [132]. Die Vorteile des
Shotgun-Lipidomics-Verfahrens sind die verkirzte Messdauer, da die chromatographische
Auftrennung entfallt, und die Moglichkeit prinzipiell von allen in der Probe enthaltenen Substanzen
ein MS/MS-Spektrum aufzunehmen.

Bei der Kopplung von Flissigchromatographie mit Massenspektrometrie (LC-MS) steht hingegen
nur das kurze Zeitfenster der Elution der entsprechenden Substanz zur Verfiigung. Dafur kdnnen
mit LC-MS die Vertreter der Lipidklassen voneinander und von potenziell stérender Matrix
abgetrennt werden. In der Quelle konkurrieren die Substanzen um die lonisierung und kénnen sich
gegenseitig supprimieren oder auch die lonisierung anderer Substanzen verbessern, man spricht in
diesen Féllen von negativen bzw. positiven Matrixeffekten [15, 159]. Deshalb ist es durch eine
chromatographische Abtrennung stérender Matrixbestandteile haufig moglich, die Signalintensitéat
niedrig konzentrierter Analyten zu verbessern [15]. AuBerdem kdnnen durch die
chromatographische Auftrennung auch Isomere und Isobare voneinander getrennt werden
(Vergleich Kapitel 1.2.2), sodass ein differenzierteres Bild der enthaltenen Lipide entsteht und eine
exakte Identifizierung erfolgen kann [108]. Welche Isomere voneinander getrennt werden, ist von
der Wahl der chromatographischen Saule abhangig. So kénnen mit Umkehrphasenchromatographie
meist Isomere mit unterschiedlichen Kopfgruppen und je nach Trennscharfe auch Isomere mit
unterschiedlicher Fettsdurezusammensetzung getrennt werden. Mit NPLC- und HILIC-Methoden
werden hingegen nur Isomere mit unterschiedlichen Kopfgruppen getrennt analysiert. Bei der
zweidimensionalen Chromatographie (2D-LC) werden NPLC oder HILIC mit RPLC gekoppelt,
sodass neben den polaren (Kopf-) Gruppen auch die Kettenlangen der Acylreste fur die Auftrennung
verwendet werden kénnen. Ein groRRer Nachteil der 2D-LC ist die komplizierte Kopplung der
Chromatographie, da die mobilen Phasen nicht miteinander kompatibel sind, sodass die Kopplung
haufig off-line durch Fraktionierung durchgefiihrt wird [160]. Zudem sind die Laufzeiten sehr lang.
Nie und Kollegen haben eine Methode mit on-line Kopplung entwickelt, die Laufzeit pro Polaritat
betragt dennoch 120 min [161]. Mit einer geeigneten Kopplung sind auch kirzere Laufzeiten mdglich,

dabei sinkt meist die chromatographische Auflésung in der ersten Trenndimension [162]. Auch bei
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der reinen NPLC oder RPLC, kdénnen sich die Laufzeiten sehr stark unterscheiden. Die Laufzeit der
LC-Methode ergibt sich dabei aus den instrumentellen Voraussetzungen (HPLC oder UHPLC), den
Anforderungen an die Trennung der Analyten, z.B. der zeitaufwendigeren Trennung von Isomeren,
und der bendtigten chromatographischen Peakbreite in Abhéngigkeit von der Zykluszeit des MS.
Die Laufzeiten reichen von 15 bis 90 Minuten [163-167]. Eine Alternative zur LC stellt die
Uberkritische Flussigkeitschromatographie (engl. supercritical fluid chromatography, SFC) dar. Bei
dieser wird die mobile Phase, haufig Kohlenstoffdioxid, oberhalb des kritischen Drucks und der
kritischen Temperatur verwendet, sodass die Stoffeigenschaften zwischen denen von gasférmigen
und flissigen Stoffen liegen [132]. Die SFC kann mit (U-)HPLC-S&ulen durchgefihrt werden und
Lipide sowohl nach Kopfgruppe als auch nach Acylresten aufgetrennt werden. Der Vorteil der SFC
liegt in den sehr kurzen Laufzeiten von teilweise nur 6 Minuten pro Polaritat und der verbesserten
Retention von unpolaren Lipiden [168]. Durch technische Schwierigkeiten, wie z.B. dem Ausfallen
von Analyten nach der Dekompression des Kohlenstoffdioxids vor der Quelle, ist die
Methodenentwicklung der SFC kompliziert [169, 170].

Fur diese Arbeit wurde die Massenspektrometrie mit Umkehrphasenchromatographie kombiniert,
um eine robuste Trennung von Isomeren und Isobaren bei reduzierter lonensuppression zu

erreichen.

1.5 Auswertung der Daten

Die heikelste Frage und wohl zeitintensivster Schritt bei Screening-Methoden mit hochauflésender
Massenspektrometrie ist die Auswertung der Ergebnisse. Diese kann quantitativ, semi-quantitativ
oder gualitativ erfolgen. Die ldentifizierung bzw. die Detektierbarkeit einer Substanz in einer Probe
ist eine gualitative Aussage. In biologischen Systemen werden ahnliche qualitative Lipid-Profile
erwartet, deswegen werden flr den Vergleich verschiedener Krankheitsbhilder Unterschiede in den
Lipid-Konzentrationen analysiert. Fir eine absolute Quantifizierung werden Referenzsubstanzen
bendtigt, sodass die Konzentration in den Proben anhand einer Kalibriergeraden berechnen werden
kann. Bei der semi-quantitativen Auswertung bzw. der relativen Quantifizierung werden die
Ergebnisse, z.B. die chromatographischen Peakflachen, in Relation zu Kontrollproben oder internen
Standards (IS) gesetzt. Durch eine relative Quantifizierung kénnen Konzentrationen verglichen
werden, jedoch kann die Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Messzeitpunkten und
Probenarten ohne absolutes Bezugssystem eingeschrankt sein. Bei der Datenauswertung wird
weiter zwischen targeted, semi-targeted und untargeted bzw. non-targeted Methoden unterschieden.
Bei targeted Methoden wird gezielt die Konzentration von einem oder mehreren vorher festgelegten
Analyten untersucht. Semi-targeted und untargeted Methoden behandeln hingegen eine Vielzahl
von Analyten durch den Scan eines breiten Massenbereiches, die Ergebnisse kdnnen qualitativ oder

semi-quantitativ analysiert werden. Semi-targeted und untargeted Methoden unterscheiden sich in
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der Auswertung, nicht in der Messung. Bei der semi-targeted Auswertung werden innerhalb des
gescannten Massenbereiches gezielt Massen von bereits identifizierten Molekilen ausgewahlt und
deren relative Konzentration zwischen den Proben verglichen. Hingegen werden bei der untargeted
Auswertung mit den unter Kapitel 1.5.5 und 1.5.6 dargestellten statistischen Verfahren erst
biologisch veranderte Signale ausgewahlt und diese im Anschluss identifiziert. Alternativ kdnnen
zunachst moglichst viele Signale identifiziert und diese dann weiter ausgewertet werden. Aufgrund
der Vielzahl an Isomeren und begrenzten MS/MS-Spektren in den Datenbanken, besteht eine hohe
Gefahr von Fehlidentifikationen. Die Ergebnisse mussen deshalb auf Sinnhaftigkeit gepruft werden.

Die Entscheidung, ob eine targeted oder semi- bzw. untargeted Methode verwendet werden soll,
muss bereits vor der Messung getroffen werden. Dabei ist die zu Grunde liegende biologische
Fragestellung ausschlaggebend. Wahrend man mit einer targeted Methode selektivere und haufig
auch sensitivere Resultate erzielen kann, bieten Screening-Methoden mit einer semi- oder
untargeted Auswertung ein umfassenderes Bild Uber das Lipidprofil. Daher kénnen Screening
Methoden auch haufig ergdnzend zu targeted Methoden verwendet werden, um neben den
interessanten Analyten auch potenzielle Vorstufen im Syntheseweg und den metabolischen Zustand

abzubilden.

1.5.1 Semi-targeted Auswertung

Bei der semi-targeted Auswertung werden bereits bekannte Moleklle untersucht. Dafir wird die
Spur der exakten Masse des Analyten mit einer geeigneten Toleranz extrahiert und die Peakflache
im Chromatogramm bei der ausgewahlten Retentionszeit berechnet. Die Toleranz fir die Masse
richtet sich nach der Massengenauigkeit und dem Aufnahmemodus, also ob die Messung im Profil
oder zentriert (engl. centroided) erfolgte. Bei zentrierten Daten wird nur das gewichtete Mittel der
gemessenen Massen anstatt der gaul3formigen Peaks im Spektrum gespeichert. Dadurch sind die
Dateien kleiner und die Peakbreite im Spektrum geht verloren. Folglich muss die Peakbreite bei
zentrierten Spektren nicht mehr bei der Wahl der geeigneten Massentoleranz fir die Peakintegration
im Chromatogramm beriicksichtigt werden. Uber die von Sciex bereitgestellte Software (Analyst TF,
MasterView etc.) kann nur im Profilmodus gemessen und ausgewertet werden. Lediglich die
Software MarkerView zentriert die Spektren wahrend der Auswertung [171]. Die ldentitat des
Analyten wird durch Vergleich der gemessenen Masse im Spektrum mit der exakten Masse, durch
Uberprufen der Isotopenverteilung sowie Abgleich der MS/MS-Fragmentierungsmuster bestatigt.
Die Peakflachen im Chromatogramm konnen ggf. auf die Peakflache von den dazugehdrigen
Standards oder andere Normale bezogen und fiir weitere Auswertungen wie den Vergleich zwischen
Patientengruppen verwendet werden. Die Zahl der so auswertbaren Analyten wird theoretisch nur
durch den Massenbereich des Scans limitiert. Aufgrund des zeitlichen Aufwands und der
Notwendigkeit von MS/MS-Referenzspektren ist die Zahl der Analyten letztlich doch begrenzt. Der

Vorteil der semi-targeted Auswertung liegt darin, dass die Peakintegration manuell Gberprift wird
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und so bessere Ergebnisse mit einer relativen Quantifizierung erzielt werden kénnen. Auf3erdem
konnen so auch Analyten, die in den untersuchten Proben-Gruppen nicht oder nur wenig verandert
sind, mit in die biologische Auswertung einbezogen werden. Zudem steigt die statistische Power v.a.
bei univariaten Tests, wenn weniger Variablen bzw. Analyten ausgewertet werden, sodass es
sinnvoll sein kann, nur eine begrenzte Anzahl, ausreichend identifizierter und exakt integrierter,
Analyten auszuwerten. Dabei ist eine semi-targeted Auswertung jederzeit, auch im Anschluss an

eine untargeted Auswertung, moglich.

1.5.2 Untargeted Datenprozessierung

Bei der untargeted Datenprozessierung wird der komplette Datensatz unvoreingenommen analysiert.
Die Rohdaten von hochauflésenden LC-MS-Messungen enthalten die folgenden drei Dimensionen:
das Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis, die Retentionszeit und die Intensitat. Um den kompletten
Datensatz einfacher analysieren zu konnen, wird der m/z-Bereich zu kleineren Fenstern gleicher
GroRRe zusammengefasst (engl. binning). Die Breite der Fenster sollte auf die Massengenauigkeit
der auszuwertenden Daten abgestimmt werden, da bei zu schmalen Fenstern einzelne Analyten in
zwei Signale unterteilt und bei zu groRen Fenstern mehrere Signale zusammen gefasst werden
kénnten [172]. Diese Massenspuren werden dann nach lokalen Maxima, den Peaks, untersucht.
Alternativ kdnnen die Daten mittels ,Region of interest* untersucht werden [173]. Hierbei werden die
Daten komprimiert, indem mehrere benachbarte Punkte, deren Intensitat in dem Massenbereich die
Signal-Rausch Grenze Uberschreiten, zu den Peaks zusammengefasst werden. Im Gegensatz zum
,binning“ geht hierbei die Information zu der Auflésung im MS-Spektrum nicht verloren, da die m/z-
Werte aller Datenpunkte in dem Bereich gemittelt werden, wie beispielsweise bei dem centWave-
Algorithmus der XCMS Software [174].

Nachdem fir alle Proben jeweils eine Liste mit m/z zu RT-Werten und der jeweiligen Intensitat erstellt
wurde, werden diese Listen nun miteinander abgeglichen und mit einer vorher festgelegten m/z- und
RT-Toleranz zusammengefasst (engl. alignment). Um Signale trotz chromatographischer
Schwankungen korrekt zusammenzufassen, kdnnen ggf. vorher die RT korrigiert werden. Aus den
Daten aller Proben wird so eine Peakliste mit m/z- und RT-Werten der detektierten Signale, den
sogenannten ,aligned features®, sowie der Intensitdt in den einzelnen Proben erstellt. Diese
Peaklisten enthalten bei einem Lipid-Screening mehrere Tausend Signale pro Messmodus. Sie sind
nicht mit Analyten gleich zu setzen, da Analyten auch mehrere Eintrdge in der Peakliste haben
kénnen, z.B. durch Isotope und verschiedene Addukte. Zudem werden einige Signale identifiziert,
die ein zu kleines Signal-Rausch-Verhaltnis aufweisen und folglich nicht ausgewertet werden sollten.
Wenn moglich, sollten Isotope und aus dem LC-System stammende sowie mit einer hdheren
Messunsicherheit behaftete Signale aus der Peakliste entfernt werden. Zur Bestimmung der
Messunsicherheit werden i.d.R. gepoolte Qualitdtskontrollproben (ber den Messlauf verteilt

gemessen [15, 120]. Die ubrig gebliebenen Signale kdnnen dann direkt oder nach einer Reduktion
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auf potenziell interessante Signale identifiziert werden. Fir die Identifizierung kénnen die Masse, die
Summenformel und die sich daraus ergebende Isotopenverteilung und ggf. auch MS/MS-Spektren
mit Datenbanken abgeglichen werden [175-178].

1.5.3 Normalisierung, Skalierung und Transformation

Vor der statistischen Auswertung der Daten mussen diese vorbereitet werden, dabei kénnen sie
normalisiert, skaliert und transformiert werden. Die Normalisierung der Daten dient dazu, die
ungewollte Varianz wie die Messabweichung oder kleinere Unterschiede bei der Probenvorbereitung
auszugleichen, ohne dabei die biologische Varianz, also die natirlich in der Population
vorkommenden, sowie die zu untersuchenden Unterschiede zu beeinflussen. Dabei kann die
Normalisierung sowohl proben- als auch analytspezifisch erfolgen. AuRerdem kann die
Normalisierung auf den gemessenen Signalen der Analyten beruhen, wie z.B. dem Totalionenstrom,
oder extern zugegebenen Substanzen wie isotopenmarkierten Standards sowie separaten
Verfahren, z.B. zur Bestimmung des Kreatinin- oder Proteingehaltes [179]. Letztere Verfahren
werden v.a. eingesetzt, wenn bereits Konzentrationsunterschiede durch das Volumen bzw. die
Masse der Proben erwartet werden, da diese nicht einheitlich vorgelegt werden koénnen, z.B. bei
Urin oder Gewebeproben. Solche Unterschiede kdnnen teilweise auch durch probenabhangige
Normalisierungsverfahren wie den Totalionenstrom, aber nicht durch die Zugabe von Surrogaten
wahrend oder nach der Extraktion ausgeglichen werden. Neben den Abweichungen innerhalb einer
Messung (Drifteffekte), kann die Normalisierung auch zum Ausgleich von Unterschieden zwischen
verschiedenen Messungen z.B. durch Empfindlichkeitsverluste des Massenspektrometers,
sogenannte Batch-Effekte, verwendet werden [180]. Eine Ubersicht (iber verschiedene Verfahren

zur Normalisierung sowie deren Vor- und Nachteile ist in Tabelle 3 aufgefiihrt.
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Tabelle 3: Methoden zur Normalisierung von LC-MS-Daten.
IS = interner Standard, QC = Qualitatskontrollprobe. Modifiziert und erweitert nach [181].

Methode

Beschreibung

Vorteile

Nachteile

Probenweise Normalisierung (ein Normalisierungsfaktor pro Probe)

Total-
ionenstrom

Median Peak/
Intensitats-
Korrektur

Summe der
Surrogate/lS

Vergleich der
Gesamtintensitat der
Probe mit einer
Referenzprobe

Vergleich mehrerer
Signale mit den Signalen
in der Referenzprobe und
anschlieende
Berechnung des Medians

Vergleich mit der Summe
der Surrogat-Signale

Unterschiedliche
Probenvolumina/-
konzentrationen kdnnen
ausgeglichen werden,
universell anwendbar

Unterschiedliche Proben-
volumina kénnen
ausgeglichen werden;
robuster gegen
Verédnderungen grol3er
Signale; universell
anwendbar

Unabhéngig von
abundanteren Signalen,
verschiedene
Substanzklassen méglich

Unterschiede zwischen
den Analyten werden nicht
betrachtet; empfindlich fir
Veranderungen groRRer
Signale

Analytspezifische
Unterschiede werden
unzureichend
ausgeglichen

Unterschiede zwischen
den Analyten werden nicht
betrachtet

Analytweise Normalisierung (ein Faktor pro Analyt & Probe)

LOESS [180]

Surrogate/IS

engl. locally weighted
scatter plot smoothing,
Korrektur der Signale
anhand benachbarter QC-
Proben mittels nicht-
linearer Regression

Das Signal des Analyten
wird relativ zu dem Signal
eines Surrogats bzw. IS
betrachtet

Analytspezifisch;
Ausgleich von Drift- und
Batcheffekten

Bei einem aquivalenten
isotopenmarkierten
Standard wird der
bestmdgliche Ausgleich
von Extraktions- und

Kompliziertere
Durchfihrung;
Messunsicherheit der QCs
kann auf die Proben
Ubertragen werden; kein
Ausgleich von
Extraktionsunterschieden

Meist kein aquivalenter 1S
vorhanden; bei untargeted
Auswertungen schwierige
Zuordnung

lonisierungsunterschieden
erreicht

Bei der gleichzeitigen Auswertung mehrerer Analyten (multivariate Auswertung) ist meist eine

Skalierung notwendig, da biologische Daten sehr heterogen sind und starke
Konzentrationsunterschiede aufweisen, sodass abundantere Analyten die Auswertung dominieren
wirden. Durch die Skalierung werden die gemessenen Peakflachen auf einen analytspezifischen
Faktor, z.B. die Standardabweichung (engl. standard deviation, SD) bezogen und damit die
Konzentrationsunterschiede mehr oder weniger ausgeglichen. Im Lipidomics-Bereich werden dabei
meist die Auto- oder Paretoskalierung bevorzugt (Tabelle 4) [171, 172]. Weiterhin setzen viele
statistische Verfahren eine Normalverteilung der Daten sowie gleiche Varianzen voraus. Dies ist

haufig nicht der Fall, sodass ggf. eine Transformation, also eine nichtlineare Konversion, angewandt
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werden muss (Tabelle 5). Die Verfahren zur Transformation andern die Verteilung der Daten in
unterschiedlichem Ausmafd und Richtung [182]. Deshalb ist fur jeden Analyten zu entscheiden, mit
welchem Verfahren die gewunschte Verteilung erreicht wird. Bei einer leicht rechtsschiefen
Verteilung der Daten kann die Quadratwurzel-Transformation und bei starker rechtsschiefen Daten
die Log-Transformation angewandt werden [182]. Diese Transformationen reduzieren die
Differenzen zwischen grof3en und kleinen Werten, ohne sie ganz aufzuheben, deswegen spricht
man auch von einer Pseudo-Skalierung [181]. Ebenso kann auch eine Skalierung die Varianzen
angleichen, da die Standardabweichung in Bezug zu dem Skalierungsfaktor gesetzt wird [181].
Zusammenfassend gleicht die Normalisierung Unterschiede zwischen den Proben aus, wéhrend die

Skalierung und Transformation Unterschiede zwischen den Analyten ausgleichen [172].

Tabelle 4: Methoden zur Skalierung von LC-MS-Daten.
SD = Standardabweichung. Modifiziert und erweitert nach [181].

Methode

Beschreibung

Vorteile

Nachteile

Autoskalierung
(= Unit Variance
Skalierung)
[183]

Range

Skalierung [184]

Pareto
Skalierung [185]

SD als Skalierungsfaktor;
vergleicht Analyten
basierend auf den
Korrelationen anstatt der
Kovarianz (da die SD
anschlieBend Eins ist)

Vergleicht Analyten
basierend auf dem
biologischen Bereich, also
den kleinsten und gréf3ten
Wert fur diesen Analyten
und setzt diese auf null
bzw. eins

Wurzel der SD als
Skalierungsfaktor;
GroRere rel. Anderungen
werden starker reduziert
als kleinere, dadurch
dominieren abundantere
Analyten nicht mehr so
stark; die Datenstruktur
bleibt teilweise intakt

Gleichbehandlung von
verschieden
konzentrierten Analyten

Gleichbehandlung von
verschieden
konzentrierten Analyten.
Skalierung ist an den
biologischen Bereich
angepasst

Naher an den
urspringlichen Daten als
Autoskalierung, Rauschen
wird weniger verstarkt

Messfehler und Rauschen
wird verstarkt; schwerer
auswertbare Loadings-
Plots bei PCA etc.

Messfehler und Rauschen
wird verstarkt; empfindlich
fur AusreilRer

Bei sehr starken
Konzentrations-
unterscheiden dominieren
immer noch die
abundanteren Analyten
sowie grof3ere rel.
Anderungen
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Tabelle 5: Methoden zur Transformation von LC-MS-Daten.
SD = Standardabweichung. Modifiziert und erweitert nach [181].

Methode Beschreibung Vorteile Nachteile

Log- Nicht-lineare Konversion Reduziert Bei kleinen Werten wird

Transformation  mittels Logarithmus Heteroskedastizitat; die SD stark vergrofRert;
Pseudo-Skalierung; macht  Werte kleiner gleich Null
multiplikative Modelle sind problematisch
additiv

Quadratwurzel-  Nicht-lineare Konversion Reduziert Multiplikative Effekte

Transformation  mittels Quadratwurzel Heteroskedastizitat, werden nicht additiv

Pseudo-Skalierung, keine
Probleme mit kleinen

Werten
Generalisierte Variation der log- Auch fur Datensétze mit Aufwendige Berechnung
Log- Transformation, bei der die  Werten zwischen Null und
Transformation  SD kontrolliert wird Eins geeignet; keine
(glog) [186] Inflation der SD bei kleinen
Werten

1.5.4 Umgang mit fehlenden Werten

Ein weiteres Problem bei der Auswertung von LC-MS-Daten sind fehlende Werte. Diese schrénken
die Anwendbarkeit statistischer Verfahren ein und kdnnen die Beurteilung biologischer Unterschiede
beeinflussen. Unterschiedliche Ursachen kénnen zum Fehlen von Messwerten fuhren. So kénnen
Fehler bei der Messung, z.B. durch ein Stérsignal oder Luft im System, dazu fihren, dass vereinzelt
Messwerte ausbleiben. Daher empfiehlt es sich die Proben zu randomisieren, um systematischen
Fehlern vorzubeugen. Viel haufiger fehlen jedoch Werte, aufgrund von Konzentrationen, die
auRRerhalb des Messbereiches liegen. Bei quantitativen Methoden kénnen die Werte auf3erhalb des
Kalibrierbereiches, also unterhalb des kleinsten Standards (engl. lower limit of quantification, LLOQ)
oder oberhalb des héchsten Standards (engl. upper limit of quantification, ULOQ) liegen, sodass
eine hohere Messunsicherheit (z.B. Variationskoeffizient > 15 bzw. 20%) bei diesen Werten
angenommen wird [187]. Es ist relativ sicher, dass die fehlenden Werte kleiner bzw. gréRRer sind als
die vorhandenen Werte. Man spricht bei Werten kleiner LLOQ auch von linkszensierten und bei
Werten grof3er ULOQ auch von rechtszensierten Daten. Bei untargeted Auswertungen gibt es in der
Regel keine Kalibriergerade, deswegen resultieren fehlende Werte meist aus technischen Griinden,
wie z.B. der Mindestkonzentration fir auswertbare Signale (Detektionslimit, engl. limit of detection,
LOD). Die obere Grenze wird meist durch das Detektorlimit bestimmt, ab dem nicht mehr alle
ankommenden lonen erfasst werden. Das Detektorlimit sollte nach Mdglichkeit nicht tberschritten
werden, da eine starke lonenlast das Gerét schnell verschmutzt und der Zusammenhang zwischen
Signalintensitat und Konzentration nicht mehr linear ist. Ein weiteres Problem ist das Vorkommen
von Analytsignalen in extrahierten Leerproben, sogenannte Blanksignale. Diese kénnen aus den

Losungsmitteln der Extraktion und den mobilen Phasen stammen oder durch Kontamination
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entstehen. In diesem Fall kdnnen nur Signale ausgewertet werden, die sich deutlich von den
Blanksignalen absetzen, z.B. doppelt so groRe Signale. Durch Subtraktion der Blanksignale fehlen
weitere Werte. Wenn es in einem Messlauf keine Auffalligkeiten gegeben hat und man demnach
zufallig fehlende Werte ausschlie3en kann, sind untargeted Daten meist linkszensiert, wobei die
fehlenden Werte zwischen Null und dem kleinsten noch detektierten Wert liegen [188].

Fiar den Umgang mit diesen fehlenden Werten gibt es mehrere Moglichkeiten. Durch die Vielzahl an
auswertbaren Analyten, konnten Analyten mit fehlenden Werten von der weiteren Auswertung
ausgeschlossen werden. Dies macht v.a. Sinn, wenn zu viele Werte, z.B. mehr als 20%, fir diesen
Analyten fehlen und somit die Aussagekraft fir die Gesamtpopulation gering ist. Wenn alle Analyten
mit fehlenden Werten kategorisch ausgeschlossen werden, kdnnten Effekte bei diesen Analyten
unentdeckt bleiben, deswegen kann es sinnvoll sein, die fehlenden Werte zu ersetzen. Wenn
ausschlielich die vorhandenen Werte fiir die entsprechenden Analyten betrachtet werden, fiihrt das
Zu einem systematischen Fehler [188, 189]. Deswegen werden fehlende Werte haufig durch kleine
Werte, z.B. die Halfte des LLOQ ersetzt, sodass der systematische Fehler reduziert bis hin zu
Uberkompensiert wird [189]. Ein weiterer Nachteil des Ersetzens mit konstanten Werten wie LLOQ/2
ist ihr Einfluss bei der Berechnung von Varianz und Kovarianz, was wiederrum darauf beruhende
Auswertungen beeintrachtigen kann [190]. Das Ersetzen der Werte mittels statistischen
Schatzverfahren , wie der Maximume-Likelihood- oder Bayesian-Methode, kann bessere Ergebnisse
liefern, ist aber deutlich aufwendiger, sodass sie im Rahmen dieser Arbeit nicht eingesetzt wurden
[190, 191]. Es ist zudem zu beachten, dass einige Verfahren zum Ersetzen von fehlenden Werten
davon ausgehen, dass die fehlenden Werte innerhalb der Verteilung der vorhandenen Werte liegen.
Dabei werden fehlende Werte durch Lageparameter wie den Median oder unter Annahme einer
Normalverteilung der Daten ersetzt. Sofern moglich kann die Verwendung von den gemessenen
Werten kleiner LLOQ und gréf3er LOD trotz der erhdhten Messunsicherheit bessere Ergebnisse als
eine statistische Imputation liefern [190].

1.5.5 Univariate Auswertung

Die statistische Auswertung der LC-MS-Daten kann uni- oder multivariat erfolgen. Bei der
univariaten Auswertung werden alle Variablen bzw. Analyten unabhangig voneinander betrachtet.
Mdgliche Interaktionen wie Korrelationen zwischen Analyten von dem gleichen Stoffwechselweg und
Kovariablen wie Geschlecht, Ernahrung und der Korpermasseindex werden zundchst nicht
betrachtet [192]. Je mehr Analyten auf diese Art analysiert werden sollen, desto mehr Tests missen
durchgefuhrt werden. Dabei nimmt die Wahrscheinlichkeit fir zuféllig positive Testergebnisse zu und
die Gefahr von falsch positiven Ergebnissen steigt (Nullhypothese verworfen, obwohl sie richtig ist)
[193]. Durch Korrekturverfahren fir multiples Testen, z.B. Bonferroni-Methode, kann die
Wabhrscheinlichkeit von falsch positiven Ergebnissen gesenkt werden. In Abhangigkeit des

gewahlten Verfahren steigt dabei die Wahrscheinlichkeit von falsch negativen Ergebnissen
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(Nullhypothese angenommen, obwohl sie falsch ist) [194]. Vorteile der univariaten Auswertung sind
die einfache Interpretierbarkeit der Ergebnisse, und dass keine Skalierung der Daten vorgenommen
werden muss, da durch die einzelne Betrachtung niedrig konzentrierte Analyten gleichbehandelt
werden [192]. Fir die Wahl eines geeigneten statistischen Tests muss zunachst die Datenstruktur
Uberprift werden. Die Anzahl der Gruppen, in die die Proben unterteilt werden kénnen, sowie die
Abhéangigkeit der Proben untereinander lassen sich aus dem Aufbau des Versuches bzw. der Studie
ableiten. Die Gruppen (Stichproben) konnen dabei z.B. verschiedene Krankheiten oder gesunde
Probanden sein. Eine Abh&ngigkeit der Proben besteht immer dann, wenn mehrere Stichproben von
dem gleichen Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten oder vor und nach einer Behandlung
genommen werden. Werden hingegen gesunde Probanden und Patienten miteinander verglichen,
so besteht keine Abhangigkeit. Des Weiteren setzen viele Test, wie z.B. der t-Test, eine
Normalverteilung der Werte innerhalb der Gruppen voraus. Testverfahren, die eine bestimmte
Verteilung der Daten voraussetzen, bezeichnet man als parametrische Tests. Die Einhaltung der
Normalverteilung kann mit Hilfe des Shapiro-Wilk oder des Kolmogorov-Smirnov-Tests Uberprift
werden. AuRerdem muss im Falle von unabhadngigen Stichproben auch die Varianzgleichheit
(Homoskedastizitat) gewahrleistet sein, diese kann mit Hilfe des Levene- oder Bartlett-Test tUberprift
werden. Wenn ein parametrisches Verfahren angewandt und die Annahmen des Testverfahrens
verletzt werden, sinkt die statistische Aussagekraft. In diesem Fall kann das Testergebnis irreftihrend
sein und die Wahrscheinlichkeit fiir falsch positive und falsch negative Ergebnisse steigt [195]. Dabei
wird die statistische Aussagekraft von der Robustheit des Tests, der Anzahl Stichproben und dem
Ausmal der Abweichung von den Annahmen des Testverfahrens bestimmt [196]. Wenn die
Voraussetzungen fur die einfachen statistischen Tests nicht erflllt werden, kénnen nicht-
parametrische Tests, wie der Wilcoxon-Test, verwendet werden, die keine feste Verteilung der Daten
bendétigen. Der Nachteil der nicht-parametrischen Tests ist die geringere Power, sodass unter
Einhaltung der Voraussetzungen immer parametrische Tests bevorzugt werden sollten, um die
grolRtmogliche statistische Aussagekraft zu erhalten [197]. Alternativ zu den nicht-parametrischen
Tests kbnnen auch die Daten so verandert (transformiert) werden, dass sie anschlielend
normalverteilt sind [182]. Gé&ngige Transformationen sind die Log- und Quadratwurzel-
Transformation (siehe auch Absatz 1.5.3). Abbildung 14 zeigt eine Ubersicht (iber einige statistische

Verfahren und ihre Voraussetzungen. Diese werden nachfolgend kurz vorgestellt.
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Abbildung 14: Ubersicht univariate Auswertung.
Weitere Erlauterungen sind im Text. Modifiziert nach [198].

1.5.5.1 t-Test bei unabhéngigen Stichproben

Der t-Test, auch Students t-Test oder Einstichproben-t-Test, Uberprift, ob die Mittelwerte zweier
Gruppen Ubereinstimmen, dabei setzt er eine Normalverteilung der untersuchten Variable in beiden
Gruppen sowie dhnliche Varianzen beider Gruppen voraus [199]. Die Nullhypothese lautet in diesem
Fall, dass die Mittelwerte der Gruppen Ubereinstimmen, d.h. bei einem signifikanten Ergebnis mit

a < 0,05 ist von unterschiedlichen Mittelwerten der Gruppen auszugehen.

1.5.5.2 t-Test bei abhdngigen Stichproben

Der gepaarte t-Test, oder auch Zweistichproben-t-Test, vergleicht die Mittelwerte von abhangigen
Stichproben, z.B. ein Wert fiir die Patienten vor und nach der Behandlung. Die zu vergleichenden
Gruppen und die Anzahl der erhobenen Messwerte miussen daher gleich grof3 sein und fehlende
Werte sind in diesem Fall besonders kritisch (siehe auch Absatz 1.5.4). Zudem missen die

Differenzen zwischen den Paaren normalverteilt sein.

1.5.5.3 Shapiro-Wilk- und Kolmogorov-Smirnov-Test

Diese beiden Verfahren koénnen verwendet werden, um die Ubereinstimmung mit der
Normalverteilung zu Uberprifen. Bei beiden Tests ist die Nullhypothese, dass die Werte
normalverteilt sind, d.h. bei a > 0,05 wird eine Normalverteilung angenommen. Der Kolmogorov-
Smirnov-Test ist mathematisch besser abgesichert, aber vor allem bei kleineren Stichproben ist die

Power des Shapiro-Wilk-Tests groRer, deswegen sollte dieser bevorzugt eingesetzt werden [200,
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201]. Je groRer die Stichproben werden, desto empfindlicher werden die beiden Tests fir Ausreil3er.
Bei Datensatzen mit 1000 Fallen und mehr kdnnten deshalb die Annahme der Normalverteilung
abgelehnt werden, obwohl sie bis auf wenige Ausreiler eingehalten wird. Eine graphische
Betrachtung der Verteilungen, z.B. mittels eines Histogramms oder Q-Q-Graphen, ist deshalb
vorzuziehen. Mit zunehmender Anzahl Analyten werden graphische Verfahren sehr zeitaufwendig,
sodass bei non-targeted Auswertungen mit mehr als 1000 Signalen h&ufig trotzdem analytische
Tests wie der Shapiro-Wilk-Test bevorzugt werden [200].

1.5.5.4 Levene- oder Bartletts-Test

Die Tests von Levene und Bartlett konnen zum Vergleich der Varianzen einer oder mehrerer
Gruppen verwendet werden [202]. Dabei geht man bei a > 0,05 davon aus, dass die Varianzen
homogen bzw. vergleichbar sind (homoskedastisch). Dabei ist der Levene-Test robuster gegen
Abweichungen von der Normalverteilung, bei unbekannter Verteilung sollte er deswegen bevorzugt

werden. Bei bekannter Normalverteilung hat der Bartlett-Test hingegen eine gré3ere Power [202].

1.5.5.5 Welch-Test
Der Welch-Test ist eine Adaption des t-Tests, der die Gleichheit der Mittelwerte zweier Populationen
Uberprift. Im Gegensatz zum t-Test ist er robuster gegentber ungleichen Varianzen und ungleichen

Gruppengrol3en [201].

1.5.5.6 Mann-Whitney-U- bzw. Wilcoxon-Test

Der Mann-Whitney-U-Test, auch Wilcoxon-Rangsummen-Test bzw. Wilcoxon-Test genannt,

uberpruft das Ubereinstimmen der zentralen Tendenzen von zwei Stichproben bzw. Gruppen [203].
Da er keine Normalverteilung, sondern lediglich eine Ordinalskalierung voraussetzt, ist er das nicht-
parametrische Aquivalent zum t-Test. Der Wilcoxon-Test kann ungepaart oder gepaart durchgefiihrt
werden, je nachdem, ob die Stichproben unabhangig oder abhangig voneinander sind. Bei a > 0,05

kann davon ausgegangen werden, dass sich die Stichproben unterscheiden.

1.5.5.7 ANOVA

Die einfaktorielle Varianzanalyse (engl. analysis of variance, ANOVA) Uberprift die Gleichheit der
Varianz mehrerer unabhangiger Gruppen [204]. Es wird angenommen, dass die Gruppen
unterschiedlich sind (a < 0,05), wenn die Varianz zwischen den Gruppen grofer ist als die Varianz
innerhalb der Gruppen. Eine ANOVA mit nur zwei Gruppen entspricht einem t-Test. Sie unterliegt
auch den gleichen Bedingungen (Normalverteilung der Gruppen und Varianzhomogenitat). Das
Ergebnis einer ANOVA sagt aus, ob es einen Unterschied zwischen den Mittelwerten der Gruppen
gibt. Um naher zu spezifizieren, welche Gruppen sich unterscheiden, muss eine Post-hoc-Analyse
z.B. nach Tukey durchgefuhrt werden. Alternativ kbnnen paarweise t-Tests verwendet werden, dabei

ist zu beachten, dass das Signifikanzniveau fur multiples Testen korrigiert werden muss.
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1.5.5.8 Kruskal-Wallis-Test (H-Test)

Wenn bei unabhangigen Gruppen die Voraussetzungen fir die ANOVA nicht erflllt werden, kann

der Kruskal-Wallis-Test zum Vergleich der zentralen Tendenzen der Gruppen verwendet werden.

Dabei handelt es sich um ein nicht-parametrisches Verfahren.

1.5.5.9 ANOVA mit Messwiederholungen

Bei mehreren voneinander abhéngigen Gruppen bzw. Zeitpunkten kann eine ANOVA mit

Messwiederholungen durchgefihrt werden, um zu prifen, ob sich die Mittelwerte unterscheiden.
Dabei wird vorausgesetzt, dass die zu untersuchende Variable intervallskaliert und innerhalb jeder
Gruppe normalverteilt ist. Eine weitere Voraussetzung ist die Spharizitat, d.h. die Varianzen der
Differenzen aller Messpaare sind gleich. Die Spharizitat kann mittels des Mauchly-Tests tberpruft
werden. Ist das Ergebnis des Mauchly-Tests signifikant miissen die Freiheitsgrade bei der ANOVA
mit Messwiederholungen reduziert werden, um die Wahrscheinlichkeit fir falsch positive Ergebnisse
zu reduzieren. Alternativ kann die multivariate Varianzanalyse (MANOVA) verwendet werden, da
diese unabhangig von der Spharizitat ist, aber u.U. auch mit einer verringerten Power einhergeht.
Je groRRer die Abweichung von der Sphérizitat und je gréf3er die Stichproben, desto eher kommt eine
MANOVA in Frage [205].

1.5.5.10Friedman-Test
Der Friedman-Test, benannt nach Milton Friedman, ist die nicht-parametrische Alternative fur die
Varianzanalyse mit Messwiederholungen [206]. Er vergleicht analog zu dem Wilcoxon und Kruskal-

Walllis-Test die zentralen Tendenzen der Stichproben.

1.5.5.11Bonferroni-Methode
Je mehr statistische Tests man ausfiihrt, desto grof3er wird die Wahrscheinlichkeit, dass man zufallig

signifikante Ergebnisse erhalt. Man spricht in diesem Fall von einer a-Fehler-Kumulation. Diese kann
z.B. durch Verwendung der Bonferroni-Methode, auch Bonferroni-Korrektur genannt, reduziert
werden [201]. Bei dieser wird das Signifikanzniveau durch die Anzahl der durchgefiihrten Tests
geteilt, und somit ein deutlich niedrigerer p-Wert fir signifikante Ergebnisse benétigt. Alternativ kann
der p-Wert mit der Anzahl durchgefiuihrter Tests multipliziert und mit dem urspringlichen
Signifikanzniveau, z.B. 0,05, verglichen werden. Die Wahrscheinlichkeit fir falsch positive
Ergebnisse (Fehler 1. Art) ist bei der Bonferroni-Methode sehr gering. Aus der geringen
Wahrscheinlichkeit fur Fehler 1. Art, resultiert eine erhdhte Wahrscheinlichkeit flr Fehler 2. Art, d.h.

dass Unterschiede zwischen den Gruppen u.U. Ubersehen werden [201].

1.5.5.12False discovery rate

Die Falscherkennungsrate (engl. false discovery rate, FDR) nach Benjamini und Hochberg ist ein
weiteres Verfahren zur Reduktion des a-Fehlers beim multiplen Testen [207]. Bei diesem Verfahren
wird der Anteil an falsch positiven Ergebnissen kontrolliert. Die Wahrscheinlichkeit fir falsch positive
Ergebnisse ist mit dieser Methode groRRer als mit konservativen Verfahren, wie Bonferroni, dafir ist

die Power grolier.
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1.5.6 Multivariate Auswertung

Multivariate statistische Verfahren betrachten mehrere bis alle Variablen gleichzeitig, sie kénnen
demnach auch Korrelationen zwischen Analyten aufdecken [208]. Mittels multivariater Verfahren
kénnen auch groRe Datensatzen mit mehr Analyten als Proben ausgewertet und die Unterschiede
zwischen den Proben bzw. den Probengruppen sowie die Trennung relevanter Analyten dargestellt
werden. Man unterscheidet zwischen Gberwachten und uniberwachten Verfahren (engl. supervised
bzw. unsupervised). Uniiberwachte Verfahren berticksichtigen nicht die Gruppenzugehdrigkeit der
Proben und fassen alle Daten zusammen [192]. Mit uniiberwachten Verfahren knnen Untergruppen,
Ausreil3er sowie technische Variationen identifiziert werden [209]. Dagegen wird bei Uberwachten
Verfahren die Gruppeneinteilung vorgegeben und der Fokus liegt auf den Unterschieden zwischen
diesen Gruppen [192]. Mittels Uberwachter Verfahren kénnen pradiktive Modelle erstellt werden, die
die Einteilung unbekannter Proben in die vorgegebenen Gruppen ermdglichen [192]. Die so

erstellten Modelle missen validiert werden, um ein Over-Fitting zu vermeiden [210].

1.5.6.1 Big Data

Unter dem Schlagwort ,Big Data“ werden Datensatze zusammengefasst, die entweder sehr
umfangreich sind (engl. volume), einen vielfaltigen Ursprung haben (engl. variety) oder extrem
schnell generiert und bearbeitet werden (engl. velocity) [211, 212]. Der Umfang der Daten ist durch
viele Beobachtungen, viele Variablen oder einer Kombination aus beidem gekennzeichnet. Die
Grolle der Datensédtze kann im Bereich von Tera- bis Zetabytes liegen, sodass sie mit
herkémmlichen Statistikprogrammen oder Datenbanken nicht mehr in angemessener Zeit
ausgewertet werden kénnen [211]. Obwonhl einzelne Lipidomics-Datensatze noch nicht die GroRe
bzw. Komplexitat von ,Big Data“ erreichen, so werden in Kombination mit anderen ,-omics® sowie
bildgebenden Verfahren zunehmend auch Losungsansatze, wie maschinelles Lernen, zur

Beantwortung medizinischer Fragestellungen in Betracht gezogen [213, 214].

1.5.6.2 Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenanalyse (engl. principal component analysis, PCA) ist ein uniberwachtes
Verfahren, dass die Variablen (Analyten) zu linear nicht Kkorrelierten Variablen, den
Hauptkomponenten, zusammenfasst [192]. Die erste Hauptkomponente beschreibt die maximal
magliche Varianz, die nachste Komponente ist unabhangig und orthogonal zur ersten Komponente.
Jede weitere Komponente beschreibt einen kleineren Teil der Gesamtvarianz. Zusammen erklaren
die Komponenten 100% der Varianz. Durch die PCA kénnen korrelierte Analyten zu unabhéngigen
Hauptkomponenten zusammengefasst und so die Dimensionalitdt der Daten reduziert und die
Unterschiede vereinfacht dargestellt werden. Die Unterschiede zwischen den Proben werden im
Scores-Plot und die Analyten im Loadings-Plot dargestellt, dabei stellt jede Achse eine

Hauptkomponente dar (Abbildung 15a).
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1.5.6.3 Partial least squares regression (PLS)

Die PLS, auch ,projection to latent structures® genannt, ist ein Gberwachtes multivariates Verfahren,
das eine lineare Regression zwischen den beobachteten Variablen und den davon abhangigen
Variablen erstellt [215]. Ahnlich der PCA fasst die PLS die Variablen bzw. Analyten zu einer
geringeren Anzahl latenter Variablen zusammen. Die latenten Variablen der PLS maximieren die
Kovarianz der Variablen mit den Daten, wohingegen bei der PCA die beschriebene Varianz
maximiert wird [192]. Bei kategorischen zu beobachtenden Variablen, z.B. krank und gesund, kann
eine Diskriminantenanalyse (PLS-DA) durchgefihrt werden. Die latenten Variablen der PLS-DA
werden optimiert, um die Gruppen zu trennen. PLS-Modelle sollten validiert werden, dabei sollten
die von dem Modell erklarten Werte der Varianz (Anpassungsgute, engl. goodness of fit, R?) sowie
der Vorhersagefahigkeit (Q2) maoglichst hoch sein. Die Werte fiir R2 und Q2 liegen zwischen Null und
Eins, wobei als Faustregel Q2 groRRer als 0,5 sein sollte [216]. Die Genauigkeit eines Modells (engl.
accuracy) gibt den Anteil richtig klassifizierter Proben eines Testsatzes an, z.B. durch
Crossvalidierung. Bei einem Permutationstest werden mehrere Modelle mit einer zufalligen
Gruppeneinteilung erstellt, dabei sollte das untersuchte PLS-Modell nicht Teil der Verteilung der
permutierten Modelle sein (p < 0,05) [217]. Die fur die Trennung der Gruppen relevante Analyten
kénnen mittels des VIP-Scores (engl. variable importance in projection) identifiziert werden, der

groler Eins sein sollte [216].

1.5.6.4 Orthogonale PLS-DA (OPLS-DA)
Die orthogonale PLS fasst die Variation der Daten in zwei Dimensionen zusammen. Eine Dimension

beschreibt die Variation, die die Gruppen trennt (Variation zwischen den Gruppen), die andere
orthogonal ausgerichtete tragt nicht zur Trennung bei (Variation innerhalb der Gruppen) [218]. Bei
der Validierung der OPLS-DA werden R2X, R2Y und Q2 je fur die Gruppen trennende Dimension (P)
und fur die Orthogonale (O) berechnet. Die Werte fiir P sollten mdglichst hoch sein, um eine klare
Trennung zwischen den Gruppen ohne Over-Fitting zu erreichen. Bei der Orthogonalen weisen
niedrige R2X, R2Y und Q2 Werte, auf eine geringe Varianz innerhalb der Gruppen hin. Die OPLS-DA
und PLS-DA ermdglichen eine vergleichbare Unterscheidung der Gruppen, die OPLS-DA ist dabei
einfacher zu lesen [219]. Der Loadings-Plot der OPLS-DA wird aufgrund seiner Form auch S-Plot

genannt.
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Abbildung 15: Scores- und Loadings-Plots verschiedener multivariater Verfahren.

Fur alle drei Verfahren wurden die gleichen Daten verwendet.

Achsenbeschriftung geben die beschriebene Varianz an.
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Einleitung

1.6 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer Screening-Methode zur unvoreingenommenen
Bestimmung des Lipidprofils in biologischen Matrices. Anhand des Lipidprofils kbnnen Unterschiede
zwischen Erkrankungen analysiert und potenzielle neue Biomarker identifiziert werden. Dabei
ermdglicht ein umfassendes Screening einen Einblick in den komplexen metabolischen Zustand des
Kdrpers und in die von Krankheiten betroffenen Stoffwechselwege. Dadurch kdénnen neue
Hypothesen in Bezug auf die Krankheitsgenese und -therapie generiert und in Kombination mit
gezielten Untersuchungen bestatigt werden. Eine Screening-Methode muss fir ein grédtmaogliches
Analytspektrum sehr selektiv und sensitiv sein sowie einen semi-quantitativen Vergleich

ermdglichen, damit biologische Unterschiede aufgedeckt werden kénnen.

Konkret galt es, Unterschiede im Lipidprofil im Plasma und Gewebe von Mausen mit einer akuten
Entzindung aufzudecken. Die Stabilitat der Lipide von Probenentnahme bis zum Zeitpunkt der
Messung ist eine essenzielle Voraussetzung fur eine erfolgreiche Lipidanalyse. Aus diesem Grund
muss die Stabilitit der Proben in jeder Messphase inklusive der Préanalytik durch geeignete
Untersuchungen und Mafinahmen sichergestellt werden.

Zur Entwicklung der Screening-Methode stand die Hochleistungs-Fliissigchromatographie
gekoppelt mit einem hochauflésenden QTOFMS zur Verfigung. Im Rahmen dieser Arbeit sollte der
komplette Arbeitsablauf der Screening-Methode vereinfacht und schneller werden, von einer
geeigneten Probenaufarbeitung, Uber die chromatographischen und massenspektrometrischen
Parameter bis hin zur Auswertung der Ergebnisse (Abbildung 16). Die Auswertung der Ergebnisse
ist der heikelste und zeitintensivste Schritt bei der Entwicklung und Anwendung von Screening-
Methoden, deswegen sollte der Arbeitsablauf weitestgehend automatisiert werden, um die
Auswertung zu erleichtern. Die Auswertung beinhaltet z.B. die Auswahl verwendbarer Signale, die
Identifikation von Molekiilen und den statistischen Vergleich zwischen den Versuchsgruppen. Des
Weiteren sollten die Robustheit und Reproduzierbarkeit der entwickelten Methode sichergestellt und
die Anwendbarkeit auf weitere biologische Matrices wie verschiedene Gewebetypen und

Zellkulturproben gepruft werden.

58



Einleitung

Probenvorbereitung

< €
o &

ad!

Massenspektrometrie

804.5764
---------------- P 2552335

l L B

‘ 48{?.3{]'?2

281.2496
7445591

1

‘ 7‘3{}4.5??2

720 740 760 780 800 820 B840

200 400 600 800

200
Auswertung T 160
2 154
F— & 100
S 50
o on
2 00
¢ 10 0 10
. g IongoIéfFange
k Sl a FE|

i

Qi m— e ——

" -
—

*

v

v

v

Gewahrleistung der Probenstabilitat
Hoher Durchsatz

Verschiedene Probenarten

Auftrennung von Isomeren & Isobaren
Verringerung der Suppression

Verbesserung der Selektivitat

Hohe Selektivitdt durch MS/MS-Spektren
Hohe Messstabilitat
Identifizierung zahlreicher Lipide

Identifizierung von Unbekannten

Automatisierte Auswertung

Relative Quantifizierung

Ubersicht tiber den metabolischen
Zustand & Stoffwechselwege
Hypothesenegenerierung &-tberprufung

Neue Biomarker?

Abbildung 16: Entwicklung einer LC-MS-Screening-Methode zur Bestimmung des Lipidprofils.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Methodenentwicklung

Die Methodenentwicklung lasst sich in vier Abschnitte unterteilen, die Probenvorbereitung,
Chromatographie, Massenspektrometrie und Auswertung. Die Aufarbeitung der Proben dient der
Isolierung der gewtinschten Analyten, in diesem Fall der Lipide, aus der biologischen Probenmatrix.
AnschlieBend erfolgt eine chromatographische Auftrennung der Analyten, mit dem Ziel isobare
Substanzen zu trennen und die konkurrierende lonisierung zu reduzieren. Dadurch steigen die
Selektivitat der Methode und die Wahrscheinlichkeit, niedrig konzentrierte Analyten detektieren zu
kénnen. Als nachstes erfolgt die Detektion der Analyten mit Hilfe der Massenspektrometrie. Die
Quellen- und MS-Parameter missen angepasst werden, um stabile Signale mit maximaler
Empfindlichkeit zu generieren. Zuletzt missen die so generierten Daten aufgearbeitet und
ausgewertet werden. Fir die Entwicklung der Methode wurde zunachst mit einer verringerten Anzahl
Analyten eine erste Test-Methode entwickelt, um damit Lipide in Plasmaproben zu identifizieren und
eine Datenbank zu erstellen (Tabelle 11). Mit Hilfe der Datenbank wurde dann die Methode verfeinert
und die Probenvorbereitung entwickelt. Flr eine bessere Ubersichtlichkeit wird im Nachfolgenden
die Methodenentwicklung nicht in der Reihenfolge der tatsachlichen Entwicklung, sondern geméan
der Abfolge bei der Durchfihrung der Methode dargestellt.

2.1.1 Probenaufarbeitung

Bei der Probenaufarbeitung werden die gewlnschten Analyten, in diesem Fall die Lipide, méglichst
vollstandig und ohne zuséatzliche Stdrsignale aus der Probe extrahiert. Als Testmatrix wurde
humanes Plasma verwendet, da diese Matrix leicht zu gewinnen und als fllissige Probe einfach zu

handhaben ist.

Es wurden Flissig-Flussig- (engl. liquid-liquid-extraction, LLE) und Festphasenextraktion (engl.
solid-phase extraction, SPE) sowie Proteinfallung untersucht. Bei letzterer wurden zu 20 uL Plasma
150 uL Methanol gegeben und die Proben anschlieRend zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Bei der Festphasenextraktion wurden verschiedene Kartuschen und Protokolle
getestet, mit dem Ziel die Phospholipide von den restlichen Bestandteilen zu trennen und so die
Suppression zu vermindern. Die verwendeten Protokolle sind in Tabelle 6 kurz aufgefiihrt, die
einzelnen Fraktionen nach Beladen, Waschen und Eluieren wurden getrennt gesammelt und

zusammen mit flissig-flissig-extrahierten Proben auf darin enthaltene Lipide analysiert.
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Tabelle 6: Protokolle der Festphasenextraktionen.

Die Fraktionen A-D wurden getrennt gesammelt, wobei nicht immer alle Fraktionen untersucht wurden. Mit
Fraktion D sollten die Phospholipide (PC & SM) eluiert werden. ACN = Acetonitril, AS = Ameisensaure,
MeOH = Methanol, MTBE = Methyl-tert-butylether. *Adaptiert nach [220]. **40puL Plasma mit
MTBE:MeOH:H20 (10:3:2,5; v/v/v) extrahiert (inkl. Reextraktion) und abgedampft. Die Zahlen in den

Klammern geben die Menge an Sorbens pro Kartusche an. (n=3).

Schritt

Phree (30 mg) Strata WCX (100 mg)

Oasis WCX (30 mg)

Trennprinzip Phospholipid Entfernung Schwacher Schwacher
Kationenaustausch Kationenaustausch,
Umkehrphase
Konditionieren - 1 mL MeOH 1 mL MeOH
Aquilibrieren - 1 mL H20 1 mL H20
Beladen (A) Uberstand von 100 pL Uberstand von 100 pL

Waschen 1 (B)
Waschen 2 (C)
Eluieren (D)

Abdampfen
Aufnehmen

Plasma + 400 pL MeOH + Plasma + 400 pL MeOH

1% AS
- 300 pL H20
- 300 pL MeOH
300 pL 10% NH4OH in 2 x 300 pL 2% AS in MeOH
MeOH
nur A B+C: ca. 20—-60 min

A: 1000 pL MeOH

D: Verdinnt mit 700 pL
MeOH:H20 (5:2, viv)

B+C:100 pL MeOH:CHCls

D: verdinnt mit 400 pL
MeOH:H20 (1:1, v/v)

Uberstand von 20 pL
Plasma + 80 pL MeOH +
320 uL H20

300 pL H20
2x 300 pL MeOH
2 x 300 pL 2% AS in MeOH

B+C: ca. 20—60 min

B+C: 30 uL MeOH:CHCls
(2:1, viv);

D: verdiinnt mit 400 pL
MeOH: H20 (1:1, v/v)

Schritt

Oasis MCX 1 (30 mg) Oasis MCX 2 (30 mg)

M&N SA / PSA* (30 mg)

Konditionieren

Aquilibrieren

Beladen (A)

Waschen 1 (B)
Waschen 2 (C)
Eluieren (D)

Abdampfen
Aufnehmen

Starker Starker Kationenaustausch,
Kationenaustausch, Umkehrphase
Umkehrphase
1 mL MeOH 1 mL MeOH
1 mL H20 1 mL H20

Uberstand von 20 pL
Plasma + 80 puL MeOH +
320 pL 2% AS in H20

300 pL 2% AS in H20
2x 300 pL MeOH

Uberstand von 20 pL
Plasma + 80 uL MeOH +
400 pL 0,5% AS in H20

300 pL 0,5% AS in H20

2x 300 pL 0,5% AS in
MeOH

2 x 300 pL 5% NH4OH in
MeOH

B+C: ca. 20—60 min
B+C: 30 uL MeOH:CHCls

2 x 300 pL 5% NH4OH in
MeOH

A-D: ca. 20—-60 min
A-C: 30 uL MeOH:CHCIs

(2:1, viv); (2:1, viv);
D: verdinnt mit 400 pL D: 500 pL MeOH: H20 (3:2,
MeOH: H20 (1:1, v/v) vIv)

Starker Kationenaustausch
mit Benzensulfonsaure/
Propylsulfonsaure

1 mL MeOH
2x 400 pL ACN:0,5 M HCI
(3:2, viv)

LLE Extrakt** in 800 pL
CHCI3:MeOH: H20 (20:9:1,
v/vlv) aufgenommen

2x 400 pL
CHCI3:MeOH:H20

(20:9:1, viviv)

2x 400 pL 5% NH4OH in
MeOH

A, C+D: Ca. 10-20 min

A, C+D: 30 pL
MeOH:CHCls (2:1, v/v)
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Weiterhin wurden die FlUssig-Flussig-Extraktion mit Chloroform (CHCIs) und Methanol nach Folch
[221] und Bligh und Dyer [222] sowie mit Methyl-tert-butylether (MTBE) nach Matyash getestet [223].
Bei der Extraktion mit Chloroform nach Folch wurden zu 40 pL Plasma 300 pL Methanol, 600 pL
Chloroform und 250 pL Wasser gegeben. Die untere organische Phase wurde abgenommen und
die obere Phase mit 400 pL CHCl::MeOH:H.O (85:14:1, v/v/v) reextrahiert und die vereinigten
organischen Phasen dann abgedampft. Bei der Extraktion nach Bligh und Dyer wurden zu 40 pL
Plasma 40 pL Wasser und 300 pL MeOH:CHCIs (2:1, v/v) gegeben und 1 min geschittelt [222].
AnschlieRend wurden nochmal je 100 pL Chloroform und 150 mM Ammoniumhydrogencarbonat
dazu gegeben und fur 60 min bei 6 °C geschittelt. Die untere Phase wurde dann tberfihrt und
abgedampft.

Bei dem MTBE-Protokoll wurden verschiedene Variationen getestet, darunter Probenvolumina von
10 bis 40 uL, wobei das Verhaltnis Probe:MTBE:MeOH:H,0 von 0,4:10:3:2,5 (v/v/v/v) beibehalten
wurde. Die Robustheit der Extraktion gegen Verdnderungen des wassrigen Anteils wurde durch
Zugabe von 30 bzw. 80 pL Wasser zu 20 pL Plasma untersucht. Die wassrige Phase wurde
testweise mit phosphatgepufferter Salzldsung und verschiedenen Konzentrationen an
Ameisensaure und Ammoniumformiat ersetzt. Obendrein wurden verschiedene Gefal3e fur die LLE
und das Abdampfen getestet, darunter 1,5 und 2 mL Polypropylen-GefalRe von Sarstedt (NUmbrecht,
Deutschland), 1,5 mL ReaktionsgefalRe von Greiner Bio One (Kremsminster, Osterreich) und
1,5 mL Glasvials (Klaus Ziemer GmbH, Langerwehe). In dem urspringlichen Protokoll wurden die
Proben nach der Zugabe der wéassrigen Phase fir eine Stunde bei Raumtemperatur (RTp)
geschuttelt und nach Zugabe des Reextraktionsmittels weitere 10 min bei RTp gelagert [223]. Damit
wird sichergestellt, dass die Lipide mdglichst vollstédndig von den Proteinen gelést werden und sich
ein Gleichgewicht zwischen wassriger und organsicher Phase einstellt. Da solche Lagerzeiten den
Probendurchsatz stark limitieren, wurden verschiedene Inkubationszeiten von 1, 10 und 30 min
getestet, dabei wurden die Proben in Eiswasser oder bei 6 °C auf einem Rotator gelagert und in
regelmafigen Abstdnden geschuttelt.

Fir die Bestimmung des optimalen Rekonstitutionsmittels wurden je 40 pL Plasma extrahiert und
mit 160 pL von MeOH:CHCls (2:1, v/v), MeOH, ACN:ISP:H,0 (4:6:1, v/v/v) oder ACN:ISP:H,0 (4:6:2,
vivlv) aufgenommen und die resultierenden Peakflichen verglichen. Das Volumen des
Aufnahmemediums im Vergleich zum extrahierten Probenvolumen wurde im Bereich von 8:1 bis
12:1 getestet.

2.1.2 Chromatographie

Die Entwicklung der chromatographischen Methode erfolgte zundchst mit einigen wenigen Analyten
und wurde anschlieRend mit den aus Plasmaproben identifizierten Lipiden geprift und weiter
optimiert (Tabelle 11). Als Ausgangspunkt dienten verschiedene Saulen mit Umkehrphase sowie

Wasser und Acetonitrii mit je 0,1% Ameisensaure als mobile Phase A bzw. B. Die
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FlieBmittelzusammensetzung und der Gradient wurden anschlieBend weiter optimiert, um eine
moglichst hohe chromatographische Auflosung bei einer geringen Laufzeit zu erreichen. Gleichzeitig
wurde der Einfluss der ionischen Zusétze und der FlieBmittelzusammensetzung auf die lonisierung
der Analyten betrachtet. Die Details zur Entwicklung der chromatographischen Methode werden in

Tabelle 7 aufgefuhrt.

Tabelle 7: Entwicklung der Chromatographie.

Parameter Beschreibung

Saule Poroshell 120 EC-C8 2,7 um, 50x2,1 mm
Kinetex 1,7 pm C8 100 A, 100x2,1 mm
Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD 1,8 pm, 50x2,1 mm
Zorbax Eclipse Plus C8 RRHD 1,8 um, 50x2,1 mm

Mobile Phase A Wasser mit verschiedenen ionischen Zusétzen

Mobile Phase B Acetonitril, Aceton, Isopropanol und Methanol in verschiedenen
Zusammensetzungen und mit unterschiedlichen ionischen Zusatzen

lonische Zuséatze Essigsaure 0,1%; Ameisensaure 0,05; 0,1 & 0,15%; 1 mM Ammoniumacetat;
Ammoniumformiat in Konzentrationen von 1, 5, 10, 20 und 50 mM

Saulentemperatur 40, 50 und 60 °C

Flussrate 300, 350, 400 und 500 pL/min

Gradient 10-100% organisch

Laufzeit 15-35 min

Injektionsvolumen 1-20 pL

Spulen der Innerlich und auf3erlich mit unterschiedlichen Zusammensetzungen von Wasser,

Injektionsnadel Acetonitril, Isopropanol und Methanol

Aufnahmemedium Test der Kompatibilitdt mit dem Startgradienten von Methanol, Ethanol,

Isopropanol, Butanol, Wasser, Acetonitril, Aceton, Tetrahydrofuran, Chloroform
und Dichlormethan in verschiedenen Verhéltnissen

Bei einem hohen Probenaufkommen kommt es zu einer zusehenden Verschmutzung des
Massenspektrometers sowie einer starken Abnutzung des Detektors. Dadurch ist die Lebensdauer
eines Multi-Channel Plate Detektors relativ kurz, nur rund 18 Monate, und der QJet muss ofter
gereinigt werden. Triple-Quadrupol Massenspektrometer kénnen vor unnétiger Verschmutzung und
Abnutzung geschitzt werden, indem ein integriertes Ventil nur zu der Retentionszeit der
interessanten Analyten den Fluss in das MS leitet. Diese Mdoglichkeit besteht bei einem
TripleTOF6600 nicht, da mehrere Hintergrund-Signale zur Aufrechterhaltung der internen
Massenkalibrierung verwendet werden. Wenn diese im Zuge einer Ventil-Schaltung wegfallen,
schlagt die Kalibrierung fehl und die Massengenauigkeit nimmt stark ab. Deshalb wurde nach einer
alternativen Losung zur Reduktion der Gerate-Verschmutzung gesucht. Spielmeyer et al. verwenden
eine Reduzierung des HPLC-Flusses nach der Saule, damit weniger Matrix und Ldsungsmittel
ionisiert werden [224]. Eine solche Flussreduzierung wurde auch fir diese Methode getestet. Dabei
wurde ein T-Sttick in der Leitung zwischen der Chromatographie-Saule und der Elektrode eingebaut,
sodass eine Leitung weiter zur Quelle und eine in den Abfall fihrt. Die Reduzierung des Flusses
erfolgt dabei passiv durch den unterschiedlichen Widerstand zwischen den beiden Leitungen und
wird durch die Lange der Leitungen sowie deren Innendurchmesser bestimmt. Das T-Stuck wurde

testweise an verschiedenen Stellen eingebaut und unterschiedlich lange Polyetheretherketon-
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Leitungen (PEEK) verwendet. Abbildung 17 zeigt zwei mdgliche Aufbauten. Das resultierende
Flussverhaltnis wurde experimentell durch Auffangen der Flussigkeit aus der Abfall-Leitung in einem
Messzylinder bestimmt.

6,5 cm, ca. 225 pL/min

<

*

) 5 cm, ca. 75 gyL/min
30 cm, ca. 50 pL/min

»

Elektrode

/ Erdung, T-Stlck

Saule, 300 pL/min :

Abfall

Erdung
/ Saule, 300 pL/min

<

Quelle “

9 cm, ca. 250 yL/min
v

Abfall
<+—— Flussrichtung

Abbildung 17: Schematischer Aufbau der Flussreduzierung vor der Quelle.

Links in der Abbildung sieht man einen Aufbau, bei dem das Erdungsstiick zur Teilung des Flusses verwendet
wird. Rechts in der Abbildung sieht man den Aufbau, bei dem die Leitungslange mit niedrigem Fluss minimiert
wurde, um die Adsorption am PEEK zu reduzieren. Bei dem rechten Aufbau kann optional noch eine
Metallverbindung zwischen der Leitung zum Abfall und dem Erdungsstiick ergénzt werden, um die Spannung
abzuleiten.

2.1.3 Massenspektrometrie

Eine substanzspezifische Optimierung der massenspektrometrischen Parameter ist bei Screening
Methoden wie dieser wenig sinnvoll, da die Auswertung aller Analyten im gleichen MS-Experiment
erfolgt, sodass ein Kompromiss fur alle Analyten getroffen werden muss. Der Massenbereich wurde
zwischen 100 und 1500 m/z untersucht. Die weiteren Parameter wurden mit den in Tabelle 11
aufgefiihrten Analyten und den Lipiden aus humanen Plasmaproben optimiert. Die Analytmischung
wurde abgedampft, in Methanol aufgenommen und in Konzentrationen von 0,5 bis 1000 ng/mL
injiziert. Plasmaproben wurden vorher mit Proteinfallung oder Flussig-FlUssig-Extraktion aufgereinigt,
um einer Verschmutzung des MS vorzubeugen. Die Parameter-Uberpriifung erfolgte i.d.R.
gekoppelt mit der chromatographischen Trennung, um die Analyten zu separieren und die Stabilitat
des Elektrosprays im Zusammenhang mit der FlielBmittelzusammensetzung zu analysieren. Die

untersuchten Parameter und Einstellungen sind in Tabelle 8 aufgefihrt.
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Tabelle 8: Grenzen der massenspektrometrischen Parameter bei der Methodenentwicklung.

*Anzahl und Breite der m/z-Fenster bei der SWATH-Messung. Zusatzlich wurde noch ein SWATH Versuch
mit 10 Fenstern mit einer variablen Fensterbreite von 27-164 Da durchgefiihrt. Die Fensterbreite wurde an die
Signale in Humanplasma angepasst (positiver lonisationsmodus).

Parameter DP [V] TEM [°C] GS1 [psi] GS2 [psi] CUR [psi] ISVF [V]
Min 60 100 25 15 35 -3000/4000
Max 100 600 50 50 45 -4500/5500
MS-Scan CE [V] Accum. time [s]
Min 15 100
Max +10 250
SWATH-
MS/MS CE [V] Accum. time [s] IDA-Kanédle Fenster*
Min +10 30 5 14 * 54 Da
Max +60 100 15 25* 30 Da

Die Proben wurden Uber ESI ionisiert und die von Sciex empfohlenen APCI Positive und Negative
Calibration Solutions fur die Autokalibrierungen verwendet. Demnach sind verschiedene Losungen
fur die lonisationsmodi vorgesehen, bei einer Flussrate von 500 pL/min fir 2 min. Da der Wechsel
zwischen den Losungen zeitaufwendig ist und jeweils rund 3 bis 5 mL Kalibrierldsung verbraucht,
wurde versucht, die gleiche Losung fir beide Polaritaten zu verwenden. Dafur wurde die APCI
Positive Calibration Solution in den Verhaltnissen 2:1 bzw. 1:1 (v/v) mit 1 pg/mL Sulfinpyrazon in
Acetonitril getestet. Das Intervall fir die Autokalibrierungen wurde zwischen 5 bis 20 Injektionen

getestet bei einer Laufzeit von 17 min.

2.1.4 Datenprozessierung und Auswertung

Die Auswertung der Rohdaten und die Lipididentifikation erfolgte mit MasterView v1.1 (Sciex,
Darmstadt) unter Verwendung der exakten Masse =5 ppm, der Isotopenverteilung und Vergleich der
MS/MS-Fragmentierungsmuster mit einer selbsterstellten Datenbank, die mit den Datenbanken von
LIPID MAPS, METLIN und der Human Metabolome Database abgeglichen wurde [9, 176, 178].
Weiterhin wurden typische Kopfgruppenfragmente der Phospholipide zur Identifizierung verwendet
[225]. Bei bereits identifizierten Lipiden wurden die Peakflachen mittels MultiQuant 3.0.2 integriert
und Uber je einen internen Standard pro Lipidklasse normalisiert. Dabei wurde i.d.R. eine Toleranz

fur die Retentionszeit von £10 s und ein Massenfenster von 10 mDa verwendet.

Fur das Peak-Alignment und die Filterung der untargeted Daten wurde die MarkerView v1.2.1
Software mit einer Massen- und Retentionszeittoleranz von 10-20 ppm bzw. 0,15-0,30 min

verwendet. Tabelle 18 enthdlt eine Ubersicht tiber die verwendete Software und die Hersteller.
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2.1.4.1 Normalisierung

Mit Hilfe der Normalisierung soll die unerwiinschte Varianz der Messergebnisse unter Erhaltung der
zu untersuchenden Unterschiede zwischen den Proben reduziert werden. Wie unter 1.5.3
beschrieben, gibt es zahlreiche Faktoren, die eine unerwiinschte Varianz verursachen kénnen.
Deswegen muss die Wahl des geeigneten Normalisierungsverfahrens fir jeden Datensatz einzeln
betrachtet werden. Aufgrund der Vielzahl méglicher Normalisierungsverfahren wurden diese nicht
im Detail untersucht. Stattdessen bezieht sich die untersuchte Fragestellung auf den Nutzen der
internen Standards fir die untargeted bzw. semi-targeted Auswertung, da diese Frage schon vor der

Messung beantwortet werden muss.

Zu diesem Zweck wurden Testdaten ohne Normalisierung, mit dem median peak ratio, mit dem
Mittelwert mehrerer internen Standards sowie analytweise mit einem IS pro Lipidklasse normalisiert.
Dafur wurden die Daten des Praanalytik-Versuches und der mit LPS oder Zymosan behandelten
Mauspfoten verwendet (Abschnitt 2.3). Die Durchfiihrung der verschiedenen Normalisierungen wird
nachfolgend erlautert. Grundlage fur alle Verfahren, waren die mit MultiQuant berechneten
Peakflachen von den semi-targeted ausgewerteten Analyten. Um Abweichungen durch fehlende
Werte zu vermeiden, wurden Analyten mit mehr als 20% fehlenden Werten von der Auswertung
ausgenommen. Es verblieben 206 Analyten bei den LPS/Zymosan- und 215 Analyten bei den
Praanalytik-Proben. Der Vergleich der Normalisierungsverfahren erfolgte wie von De Livera et al.

vorgeschlagen mittels RLA- (engl. relative log abundance) und Volcano-Graphen [226].

Median peak ratio

Das median peak ratio (MPR) wurde mit der MarkerView Software berechnet [171]. Dabei wird mit
einer ausgewahlten Referenzprobe, i.d.R. der ersten QC-Probe, eine Peakliste mit allen Peaks
erstellt, die eine Peakflache von mindestens 1% der Flache des grof3ten Signals aufweisen. Fir
jeden Peak in der Liste wird die Flache in der Referenzprobe durch die Flache in der Probe geteilt
und anschlieRend der Median dieser Flachenverhéltnisse berechnet. Wenn ein Peak in der
untersuchten Probe nicht vorkommt, wird das Flachenverhaltnis auf 1 gesetzt. So wurde ein
Normalisierungsfaktor pro Probe erhalten und die Ergebnisse aller Analyten wurden mit diesem

multipliziert.

Mittelwert mehrerer interner Standards

Der Normalisierungsfaktor anhand der internen Standards wurde ebenfalls mit MarkerView
berechnet [171]. Bei diesem Verfahren wird fir jeden IS der Mittelwert der Signale in allen Proben
durch das Signal in der zu untersuchenden Probe geteilt. Fir den Normalisierungsfaktor werden die

Ergebnisse der verschiedenen IS gemittelt.

Ein interner Standard pro Lipidklasse

Bei der Normalisierung mit einem IS pro Lipidklasse wurden die Peakflachen der Analyten durch die

Peakflache des jeweiligen IS geteilt. Die Ergebnisse werden demnach als Flachenverhaltnis
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angegeben. Die Ergebnisse der Ether-LPE wurden auf die Flachen von LPE 18:1-d7 und die der
Ether-PE auf PE 15:0/18:1-d7 bezogen, da PE O-18:0/18:1-d9 in den Proben nicht detektierbar war.
Die Flachen der Mono- und Dihexosylceramide wurden auf die Signale von Lactosylceramid
d18:1/17:0 bezogen. Fur einige Analyten wie die sulfatierten Sterole und das Thyroxin gab es keine
vergleichbaren 1S, deswegen wurden sie mit dieser Normalisierung nicht ausgewertet. Die
Lysophosphatidylserine waren in diesen Datenséatzen nicht detektierbar, in anderen Auswertungen
wurden sie relativ zu LPI 17:1 betrachtet. Alle anderen Lipidklassen verfugten tber einen eigenen
internen Standard (Tabelle 12).

Normalisierung auf die Proteinmenge

Von den homogenisierten Mauspfoten wurden jeweils 1 mg Gewebe extrahiert (Abschnitt 2.3.2).
Durch die unterschiedlich starke Schwellung der Pfote durch LPS bzw. Zymosan, sind die
Gewebezusammensetzungen nicht unbedingt vergleichbar, deswegen wurde zusatzlich noch der
Proteingehalt der Gewebehomogenate durch Daniel Kratz bestimmt. Daflr wurde eine
Kalibriergerade mit 0,1 bis 1,4 mg/mL bovinen Serumalbumin erstellt (R2 > 0,995). Von den
Kalibrierstandards und den Gewebehomogenaten wurden jeweils 10 pL (0,5 mg Gewebe) mit 250
uL Bradford-Reagenz fir 3 min bei RTp gemischt [227]. Die Absorption wurde bei 595 nm an einem
Infinite F200 Pro (Tecan, Mannedorf, Schweiz) gemessen. Die Ergebnisse der Lipidomics
Auswertung wurden dann pro ng Protein berechnet. Anschliel3end wurden die zuvor beschriebenen
Normalisierungsverfahren nochmal auf die Ergebnisse relativ zur Proteinmenge angewandt, da die
Normalisierung mittels des Proteingehaltes Abweichungen durch die Messmethode nicht

ausgleichen kann.

2.1.4.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung von semi-targeted bzw. untargeted Daten ist aufgrund der grof3en
Anzahl Analyten sehr komplex und dadurch zeit- und rechenaufwendig. Deswegen wurden in der
Software ,R* Skripte entwickelt, mit denen sowohl semi-targeted als auch untargeted Datensétze
halbautomatisch ausgewertet werden kénnen, um einen ersten Uberblick Uber die Daten zu

gewinnen. Die dabei verwendeten R Bibliotheken sind in Tabelle 18 aufgefihrt.

Umgang mit fehlenden Werten

Einige Signale sind geringer als der LOD oder die Signale in den Blankproben, sodass sie nicht
angegeben werden kénnen. Fehlende Werte storen die weitere Auswertung, deswegen wurden
verschiedene Verfahren zum Ersetzen der Werte getestet. Diese wurden an drei verschiedenen
Datensatzen angewandt. Es wurden nur Analyten betrachtet, fur die alle Werte vorhanden waren,
anschliel3end wurden die kleinsten 5, 10, 15 oder 20% der Werte entfernt. Dadurch war es moglich,
die ersetzten Werte mit den urspriinglichen richtigen Werten zu vergleichen. Der Testdatensatz 1

enthielt quantitative Ergebnisse von Lipidmediatoren in humanem Plasma. Die Testdatensatze 2
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und 3 enthielten beide semi-quantitative Daten, wobei bei Datensatz 2 das Verhaltnis der Peakflache
zur Flache des internen Standards und bei 3 direkt die Peakflache betrachtet wurde. Bei allen drei
Datensatzen wurde jeweils nur eine geringe Anzahl von 10 bis 16 Analyten ausgewertet, da die
Imputation von Daten bei hochdimensionalen Datensétzen mit vielen Variablen mit dem k-N&chste-
Nachbarn-Algorithmus (engl. k-Nearest Neighbor, kurz kNN) oder dem Algorithmus des R Pakets
»LAmelia“ sehr rechenaufwandig und unter Umstanden nicht anwendbar sind. Bei dem kNN-
Algorithmus wurde die Anzahl Nachbarn zur Vereinfachung gleich der Quadratwurzel der Anzahl
Proben pro Gruppe gesetzt. Prinzipiell sollte dieser Wert nicht zu gering gesetzt werden, da er sonst
vom Rauschen der Daten beeinflusst wird und auch nicht zu grof3, da er sonst nicht die lokalen
Cluster findet und der Rechenaufwand steigt [228]. Die Abschatzung erfolgte anhand der
gewichteten Mittelwerte und der euklidischen Distanz. Der Amelia-Algorithmus (benannt nach der
amerikanischen Pilotin und Frauenrechtlerin Amelia Earhart, die 1937 Uber dem pazifischen Ozean
verschwand) wurde ausgewahlt, weil die Grenzen fir die einzusetzenden Werte selbst gewahlt
werden koénnen [229, 230]. Dadurch eignet sich dieser Algorithmus auch fir linkszensierte Daten,
als Grenzen wurden Null und der jeweils kleinste noch vorhandene Wert gesetzt. Weiterhin wurden
die fehlenden Werte noch analytweise je durch Null, den jeweils kleinsten Wert (als Ersatz, wenn
der LLOQ nicht bekannt ist), die Halfte des kleinsten Wertes und den Median der verbliebenden
Werte ersetzt. Als Marker fur die Gite des Modells wurde die durchschnittliche relative Abweichung
verwendet. Die Berechnung der relativen Abweichung erfolgte mit der Funktion ,regr.eval()* des R

Pakets ,DMwR®. Weitere R Pakete, die verwendet wurden, sind in Tabelle 18 dargestellt.

Univariate Auswertung

FUr univariate statistische Verfahren wurde ein R Skript entwickelt, mit dem eine automatisierte
Auswertung mdglich ist. Nachdem die Daten in ein passendes Format Gberfihrt wurden, muss noch
festgelegt werden, ob die Daten abhangig sind, wie mit fehlenden Werten verfahren werden soll,
sowie ob eine Log10-Transformation der Daten gewiinscht ist (Details zum Format siehe 8.2.2). Die
Quadratwurzel-Transformation wurde nicht implementiert, da sie im Lipidomics-Bereich selten
eingesetzt wird. Als Kontrollgruppe wird die erste Gruppe in alphabetischer Reihenfolge verwendet.
Mit dem Skript werden die Tests fur alle Analyten angewendet und das Signifikanzniveau fir die
Anzahl der Analyten korrigiert. Weiterhin kbnnen die untargeted Daten aus MarkerView mit wenig
Anderungen aus Excel importiert werden, dabei werden nicht benétigte Spalten entfernt und die
Markierung der Peaks als Isotop verwendet, um diese fur weitere Untersuchungen auszuschlieen.
Die detektierten Signale in Blankproben werden ausgeschlossen, da sie lediglich aus dem
chromatographischen System und nicht aus der Probe stammen. Die Daten von den Doppel-Blank
Proben werden dabei nicht ausgewertet, da diese im Falle einer Normalisierung mittels interner
Standards zu hohe Grenzen setzen wirden, weil sie keinen IS enthalten (geteilt durch Null).
AuRerdem kdnnen die Ergebnisse der Qualitatskontrollproben verwendet werden, um Analyten mit

einer zu grof3en Variation der Peakflachen, z.B. durch ungenaue Integration, auszuschlieRen. Wenn
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der Datensatz mehrere Untergruppen enthélt, die einzeln ausgewertet werden sollen, werden die
QC- und Blankkriterien fur die Untergruppen separat angewendet. Der Code ist im Anhang unter
8.2.2 aufgefuhrt. Die durchgefihrten Tests sind in Tabelle 9 dargestellt. Das entwickelte Skript wurde
auf zwei Testdatenséatze angewendet und die Ergebnisse mit MetaboAnalyst 4.0 verglichen [231].
Fiar den Vergleich der Auswertung von semi-targeted Daten wurden die mit LPS bzw. Zymosan
behandelten Mausen untersucht (siehe 2.3.2). Als zweiter Testsatz wurden die untargeted Daten
des Praanalytik Versuches im negativen lonisationsmodus verwendet (siehe 2.3.1). Zum Vergleich
mit MetaboAnalyst wurde der Abschnitt des Skripts zum Entfernen von Isotopen und Abgleich mit
den bereits in den Blankproben enthaltenen Signalen bereits ausgefiihrt, da diese Funktionalitaten
dort nicht enthalten sind. Zur Vereinfachung wurden bei beiden Datensatzen Analyten bzw. Peaks

ausgeschlossen, die fehlende Werte enthielten.

Tabelle 9: Statistische Verfahren fur die univariate Auswertung.

Ziel | Parameter Statistischer Test / Verfahren

Prifung auf Normalverteilung Shapiro-Wilk-Test

Varianzhomogenitat Levene-Test

Umgang mit fehlenden Werten Entfernen von allen Analyten mit fehlenden Werten oder von

Analyten mit > 20% fehlenden Werten;

gof. Ersetzen der restlichen fehlenden Werte mit der Halfte
des kleinsten Wertes noch vorhandenen Wertes

Transformation Ggf. LoglO-Transformation, wenn die Anzahl signifikanter
Shapiro-Wilk-Tests dadurch mindestens um 34% verringert
wird

Unabhangige Proben mit mind. 2 Gruppen Welch-Test (t-Test mit ungleicher Varianz), Wilcoxon-Test

Unabhangige Proben mit > 2 Gruppen ANOVA, Kruskal-Wallis-Test

Abhangige Proben mit mind. 2 Gruppen Gepaatrter t-Test, gepaarter Wilcoxon-Test
Abhangige Proben mit > 2 Gruppen ANOVA mit Messwiederholungen, Friedman-Test
a-Fehler-Korrektur Bonferroni, Falscherkennungsrate (FDR)

Analyse der Verteilung

Grundlage fur eine detailliertere statistische Auswertung, ist die Uberpriifung der Normalverteilung.
Deshalb wurde ein R Skript entwickelt, dass die Ergebnisse analytischer Tests, wie den Shapiro-
Wilk- und den Levene-Test, sowie Histogramme und Q-Q-Graphen fiir eine visuelle Uberpriifung der
Verteilung analytweise zusammenfasst. Da die Verteilung aller Untergruppen geprift werden muss,
werden diese bzw. die Differenz zu einer Kontrollgruppe einzeln aufgefiihrt. Bei Abweichung von der
Normalverteilung, kann die Verteilung durch eine Transformation angepasst werden, sodass auch
die Verteilung fir Logl0-transformierte Daten dargestellt wird. Von dem Testdatensatz 1 fur das

Ersetzen fehlender Werte wurden die Daten von drei der funf Gruppen ausgewertet.
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Multivariate Analyse
Fur die multivariate Analyse wurden die PCA, PLS-DA und OPLS-DA in MetaboAnalyst 4.0

verwendet [231]. Dabei wurden bei Bedarf eine glog-Transformation sowie eine Auto- bzw.

Paretoskalierung eingesetzt. Vor dem Import der Rohdaten in MetaboAnalyst wurden sie entweder
mit den internen Standards oder mit dem MPR normalisiert. Peaks, die durch MarkerView als Isotope
erkannt wurden, deren Peakflache nicht mindestens der doppelten Peakflache in der extrahierten
Blankprobe entsprach oder deren relative Standardabweichung (engl. relative standard deviation,
RSD) in den QC-Proben groRer 20% war, wurden vorher entfernt. AuRerdem wurden Peaks, bei
denen nicht mindestens fir 80% der Proben ein Wert vorhanden war, ausgeschlossen. Die
restlichen fehlenden Werte wurden durch die Haélfte des Minimums ersetzt. Weitere
anwendungsspezifische Informationen werden im Abschnitt 2.3 aufgefiihrt.

2.2 Methodeniberprifung

Fur untargeted Methoden ohne Standardldsungen gibt es noch keine konkreten Vorgaben zur
Methodentberprifung bzw. Validierung in der Literatur. Um dennoch sicherzustellen, dass die
Unterschiede bei potenziellen Biomarkern auf echten biologischen Unterschieden beruhen und nicht
auf Unterschiede bei der Probenlagerung oder auf die Messmethode zurlickzufiihren sind, wurden
mehrere Parameter inklusive der Matrixeffekte und der Stabilitdt der Proben untersucht. Dafir

wurden die im Anhang in Tabelle 31 angegebenen Analyten semi-quantitativ ausgewertet.

2.2.1 Matrixeffekt und Linearitat

Die Bestimmung der (relativen) Wiederfindung und der Prozesseffektivitdit wurde an die FDA
Vorgaben angelehnt [187]. Die Berechnung des Matrixfaktors wurde an die Richtlinie der
Européaischen Arzneimittel-Agentur (EMA) angepasst [232]. Ohne Standardlésungen und
Konzentrationshiveaus wurden die Parameter stattdessen fir die chromatographische Peakflache
der internen Standards berechnet. Die IS wurden in beiden lonisationsmodi ausgewertet, um die

unterschiedlichen Matrixeffekte zu untersuchen.

Wiederfindung
Die Wiederfindung ist ein Mal3 fur die Effektivitdt der Extraktion. Sie beschreibt den Anteil der

Analytmenge, der wahrend der Probenvorbereitung erhalten bleibt und detektiert werden kann. Bei
einer Wiederfindung von 60% gehen 40% des Analyten wahrend der Probenvorbereitung verloren.
Zur Bestimmung der Wiederfindung wurde Humanplasma aus sechs verschiedenen Quellen je
einmal vor und einmal nach Extraktion mit 1IS-Losung dotiert und die Peakflache der IS verglichen.
Die pra-Extraktion dotierten Proben wurden wie zuvor beschrieben mit 150 pL der 1:15 mit Methanol
verdinnten IS-Losung extrahiert (entspricht den sonst verwendeten 1S-Konzentrationen). Bei den

post-Extraktion dotierten Proben wurde wahrend der Extraktion reines Methanol verwendet und
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nach Vereinigung der organischen Phasen 10 uL IS-Ldsung zugegeben. Zur Berechnung der

Wiederfindung wurde die folgende Formel verwendet:

Formel 5: Berechnung der Wiederfindung

Peakflache (IS — Dotierung pra — Extraktion)

Wiederfind %] =
iederfindung [%] Peakflache (IS — Dotierung post — Extraktion ) i

100

Matrixfaktor

Der Matrixfaktor ist ein Malf3 fur den Einfluss der weiteren Probenbestandteile auf die lonisierung des
untersuchten Analyten. Zur Berechnung des Matrixfaktors wurde die Flache der IS in den post-
Extraktion dotierten Proben, mit denen auch die Wiederfindung bestimmt wurde, durch den
Mittelwert der Flache in drei Lésemittel-Standards geteilt (Formel 6). Fur die Herstellung der
Losemittel-Standards wurden je 10 uL der konzentrierteren IS-Lésung abgedampft und wie die
Proben in 120 yL Methanol aufgenommen. Der Matrixfaktor wurde fiir jede der sechs Matrices

gebildet und die relative Standardabweichung berechnet. Die RSD sollte kleiner 15% sein [232].

Formel 6: Berechnung des Matrixfaktors

Matrixfaktor [%] Peakfliche (IS — Dotierung post — Extraktion ) 100
- *
atrixfaktor [% Y. Peakflache (Losemittel — Standards)

3

Prozesseffektivitat

Die Prozesseffektivitat fasst die Wiederfindung und den Matrixeffekt zusammen. Sie berechnet sich
aus der Flache der pré-Extraktion dotierten Proben geteilt durch den Mittelwert der Flachen in den
Losemittel-Standards. Es wurden dabei die gleichen Proben wie fur die Bestimmung der
Wiederfindung und des Matrixfaktors verwendet.

Formel 7: Berechnung der Prozesseffektivitat

Peakflache (IS — Dotierung pra — Extraktion)

s Tor] —
Prozesseffektivitat [%] Y Peakflache (Losemittel — Standards) * 100

3

Linearitat

Allgemein wird in der Massenspektrometrie davon ausgegangen, dass sich die Anderung der
Signalintensitat innerhalb eines bestimmten Bereiches linear zu der Konzentrationsénderung verhalt.
Um die Linearitat der Signalintensitat der Analyten bei Verdiinnung zu tberprifen, wurde humanes
Plasma aus drei verschiedenen Poolproben mit Wasser jeweils so verdinnt, dass die relative
Konzentration zur unverdiinnten Probe 0,01; 0,04; 0,1; 0,2; 0,5 bzw. 1 betragt (1 = unverdiinnt). Die

Proben wurden wie beschrieben extrahiert, dabei wurde fiir jeden Pool und fur jede Verdinnung je
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eine Probe mit und eine ohne internen Standard extrahiert. Bei den Proben ohne IS wurde dieser
beim Aufnehmen der Probe hinzugegeben. Die Peakflachen der Verdinnungen wurden relativ zur
Peakflache der unverdinnten Probe mittels linearer Regression mit der Formel y = b + a*x mit einer
1/x Wichtung ausgewertet. Dabei wurden die Peakflachen der vor und nach Extraktion mit IS
dotierten Proben je einmal ohne Normalisierung und einmal normalisiert zu der Peakflache des
jeweiligen IS betrachtet. Die Ergebnisse der Verdinnnungen aus den drei Poolproben wurden
jeweils gemittelt. Dabei wurden nur Analyten fir die Auswertung betrachtet, bei denen fur alle drei
Verdinnungen mindestens 4 von 6 Werten vorhanden waren und die nicht durch Signale in den

Blank Proben gestdrt wurden. Die lineare Regression wurde mit den R Basisfunktionen berechnet.

2.2.2 Verschleppung

Bei einer Verschleppung verbleibt ein Teil der Analytmenge im LC-MS-System und erscheint als
Signal in der folgenden Probe. Zur Bestimmung der Verschleppung wurden extrahierte
Humanplasma-Proben und anschlieend jeweils extrahierte Losungsmittelproben injiziert und die
chromatographischen Peakflachen in der Losungsmittelprobe durch die Flache in der Plasmaprobe
geteilt (n=3). AuRerdem wurde das Signal von extrahierten Ldsungsmitteln ohne vorherige

Plasmainjektion mit den Peakflachen in Plasma verglichen (Blanksignal).

2.2.3 Robustheit der Methode

Die Robustheit einer Methode beschreibt die Unempfindlichkeit gegeniiber Veranderungen bei der
Probenvorbereitung, den chromatographischen und MS-Parametern sowie auf3eren Einflissen wie
Raumtemperatur, Luftdruck und -feuchtigkeit. Methodenbezogene Einflussfaktoren konnen z.B. die
Flussrate, FlieBmittelzusammensetzung und Temperatur im Saulenofen sowie die Quellen-
spannungen und -temperatur sein. Da die Anzahl maglicher Einflussfaktoren sehr grof3 ist, ist eine
einzelne Testung der Parameter zu aufwendig. Stattdessen wurde Uber den Verlauf eines Jahres
eine Kontrollkarte erstellt und ausgewertet, um damit die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei
natirlichen Schwankungen der Umgebungsbedingungen und Methodenparameter zu Uberprifen.
Dafur wurden Kontrollproben aus gepooltem KsEDTA-Plasma aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
Bei jeder Messung wurden zwei dieser Proben mitgemessen. Die Proben wurden auf
Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten und der Signalintensitat im Rahmen einer semi-targeted
Auswertung untersucht. Dabei wurden die Peakflachen entweder mit dem MPR (im Vergleich zur
ersten Kontrollprobe) oder mit einem internen Standard pro Lipidklasse normalisiert. Die Auswertung
der Kontrollkarte erfolgte anhand der Gesamt-RSD sowie der Anzahl Warnungen (Abweichung
groBer als die doppelte RSD) und AufRer-Kontroll-Situationen (Abweichung eines Einzelwertes
groRer als die dreifache RSD) [233]. Gemal Literatur ist das Plasma-Metabolom bei -80 °C fir vier

Jahre stabil, sodass die Stabilitdt der Lipide bei diesen Lagerbedingungen keinen Einfluss auf die
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Ergebnisse haben sollte [234]. AuRerdem wurde in einem Messlauf mit mehr als 200 Injektionen die
Stabilitat der Retentionszeit untersucht. Die Peakintegration erfolgte mit MultiQuant und die
Retentionszeiten wurden mit MasterView ausgewertet (beide Sciex, Darmstadt). Des Weiteren
wurden je sechs Aliquots des gleichen Plasmapools von zwei verschiedenen Personen extrahiert

und gemessen, um anwenderspezifische Unterschiede zu analysieren.

2.2.4 Stabilitat der Proben

Die Stabilitat der Analyten zwischen der Probenentnahme und der Messung muss gewdahrleistet
werden, um sicherzustellen, dass die Unterschiede zwischen den Proben auf den zu
untersuchenden Faktor, z.B. eine Erkrankung, zuriickzufuhren sind. Fur die Bestimmung der
Probenstabilitdt wurden gepoolte Plasmaproben bei unterschiedlichen Bedingungen gelagert und
der Mittelwert der chromatographischen Peakflichen mehrerer Replikate mit der mittleren Flache
direkt verarbeiteter und gemessener Proben verglichen (n=5). In Anlehnung an die Vorgaben von
der EMA und FDA wurde die Stabilitat der Proben angenommen, wenn der relative Fehler kleiner
gleich 15% war [187, 232]. Nachfolgend werden die untersuchten Lagerbedingungen und Zeitpunkte
einzeln aufgefuhrt. Die Langzeitstabilitdt der Proben wurde nicht untersucht, da die Geréatestabilitéat
Uber einen Zeitraum von mehreren Monaten nicht gewdahrleistet werden konnte und demnach bei
einem semi-quantitativen Vergleich unklar ware, ob Unterschiede auf Veranderungen in den Proben
oder der Gerateleistung beruhen. Die Ergebnisse der Kontrollproben waren zu diesem Zeitpunkt
noch ausstehend. Die IS standen zum Zeitpunkt der Untersuchung noch nicht zur Verfiigung. Bei
den restlichen Untersuchungen erfolgte die Messung der Proben nach Moglichkeit am gleichen Tag

und in randomisierter Reihenfolge, um Batch- und Drift-Effekte auszuschlie3en.

Kurzzeitstabilitit

Die Kurzzeitstabilitat der Proben wurde mit je funf 20 puL Aliquots von gepoolten Plasmaproben
untersucht. Diese wurden fir 0,5, 1, 2 oder 4 h bei ca. 22 °C oder in einem Metallblock in Eiswasser
gelagert und anschlielBend extrahiert. AuBerdem wurde die Stabilitat bereits extrahierter Proben
bestimmt, indem diese mit Methanol aufgenommen und fiir 4 h bei RTp aufbewahrt wurden. Des
Weiteren wurde im Rahmen einer Kklinischen Untersuchung die Stabilitdt von Vollblut- und Plasma-

Proben verschiedener Probanden untersucht. Der Versuch wird im Abschnitt 2.3.1 ndher erlautert.

Frier-Tau-Stabilitat

Fiur die Bestimmung der Frier-Tau-Stabilitdt wurde eine gepoolte Plasmaprobe aufgetaut und auf
mehrere 20 pL Aliquots verteilt. Diese wurden dann bis zu dreimal vollstandig aufgetaut und
bei -40°C eingefroren, dabei lagen zwischen jedem Frier-Tau-Zyklus mindestens 12 h unter Kiihlung.
Als Kontrolle wurde ein weiteres Aliquot des gleichen Plasmapools frisch aufgetaut und aliquotiert.
Alle Proben wurden mindestens einmal eingefroren und insgesamt fur die gleiche Zeit bei -40 °C

gelagert. Die Extraktion und Messung der Proben erfolgten am gleichen Tag.
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Stabilitat auf dem Abdampfgerét

Die Lipidstabilitét ist bei hdheren Temperaturen, z.B. bei 45 °C auf dem Abdampfgerét, unter
Umstanden beeintrachtigt. Um bei schwankenden Abdampfzeiten, die Stabilitat der Proben zu
gewabhrleisten, wurden je funf Proben in Glasvials nach vollstandiger Trocknung weiterhin fur 5, 10
und 20 min auf dem Abdampfgerat gelagert. Der Versuch wurde gleichzeitig auch fir Polypropylen-
Gefalie durchgefihrt, diese wurden flr zusatzliche 5, 15 und 30 min auf dem Abdampfgerat gelagert.

Die Zeit bis zur Trocknung betrug ca. 5 min in den Glasvials und 10 min in den Polypropylen-Gefafen.

Stabilitat abgedampfter Proben

Um die Stabilitdt der Proben zwischen der Extraktion und der Messung sicherzustellen, wurden je
funf extrahierte und abgedampfte Proben im trockenen Zustand fir 48, 120 und 144 h bei -40 °C
bzw. fir 72, 144 und 168 h bei -80 °C gelagert. Die Proben wurden an verschiedenen Tagen
extrahiert und zusammen mit frisch extrahierten Proben am gleichen Tag gemessen. Zusatzlich
wurde die Stabilitat im positiven und negativen lonisationsmodus getrennt untersucht, um lange

Lagerzeiten auf dem Autosampler zu vermeiden.

Stabilitdt im Autosampler

Rekonstituierte Proben wurden fir 24, 48 bzw. 72 h bei 6 °C im Autosampler gelagert, um die
Stabilitéat der Proben wahrend der Messung zu Uberprifen und auch bei langen Messreihen zu

gewabhrleisten.

2.3 Biologische Applikation

Die Anwendbarkeit der Methode wurde fiir verschiedene Matrices getestet, darunter fliissige Proben
wie Human- oder Mausplasma sowie diverse murine Gewebe und Zellen (Tabelle 10). Dabei wurde
die zuvor beschriebene LLE mit MTBE verwendet, um mehrere Replikate gepoolter Proben zu
analysieren und damit die Reproduzierbarkeit der Extraktion zu bestimmen (LLE siehe Abschnitt
2.1.1). Im Falle der MCF-7-Brustkrebszellen wurde die komplette wassrige Phase durch Probe
ersetzt. FuUr eine bessere Vergleichbarkeit der relativen Ergebnisse bei Gewebeproben, wurden
diese vor der Extraktion homogenisiert und auf eine einheitliche Gewebekonzentration eingestellt.
Die Zerkleinerung erfolgte mit der Mixer Mill MM400, mit Ausnahme der Mauspfoten, die wegen des
hohen Bindegewebeanteiles mit der Precellys zerkleinert wurden. Die Gewebekonzentrationen
wurden an die Einwaagen angepasst, um ein ausgewogenes Verhéltnis an fester Probe, Flissigkeit

und Zirkoniumdioxid-Kiigelchen zu erreichen.
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Ubersicht Gewebehomogenisierung
1. Zu 10-20 mg Gewebe Wasser:Ethanol (75:25, v/v) geben, sodass die Gewebekonzentration

0,05 mg/uL betragt.

Formel 8: Berechnung Volumen Extraktionsmittel fir Gewebehomogenate
Einwaage Gewebe [mg]

m
Volumen Extraktionsmittel [uL] = — Einwaage [mg] * Gewebedichte ( lu—f)

Gewebekonzentration [%]

2. 4-5 Zirkoniumdioxid-Kugeln zufugen.

3. A) In einer Schwingmihle (Mixer Mill MM 400, Retsch, Haan) mit mindestens 25 Hz fur
2:50 min zerkleinern.
B) Bei schwerer zu zerkleinernden Geweben, z.B. durch einen hoheren Bindegewebsanteil,
erfolgte die Zerkleinerung bei 6500 rpm (Herstellerangabe, Bewegung des Gerates
beschreibt eine 3-dimensionale Acht) fir 2*45 s unter Kihlung (< 10 °C) in der Precellys 24
(Bertin Instruments, Montigny-le-Bretonneux, Frankreich).

4. Gewebehomogenat entsprechend 1 mg Gewebe wie oben genannt extrahieren.

Tabelle 10: Untersuchte biologische Matrices.

Die Gewebehomogenate wurden mit Wasser oder mit Wasser/Ethanol (3:1, v/v) hergestellt.
DRG = Dorsalwurzelganglien (engl. dorsal root ganglia), Konz. = Konzentration des Gewebehomogenates,
LM = Lésungsmittel zur Homogenisierung, n = Anzahl Replikate. **ACD: Puffer mit 66,6 mM Citronenséaure-
Monohydrat, 85 mM tri-Natriumcitrat-Dihydrat und 111 mM Glucose bei pH 4,5.

Spezies/ . Konz. [mg/uL]/
Ursprung Matrix n Volumen [uL] *7ellzahl LM
Human Plasma 6 20 - -
Plasma 6 20 - -
Herz 6 20 0,05 H20
Leber 6 20 0,05 H20
Niere 6 20 0,05 H20
Milz 6 20 0,05 H20
Hippocampus 6 20 0,05 H20
Maus Cortex 6 20 0,05 H20
Riuckenmark 6 40 0,025 H>O/EtOH
DRG 6 40 0,025 H>O/EtOH
Pfote 8 20 0,05 H>O/EtOH
Ischiasnerv 6 40 0,025 H>O/EtOH
Lymphknoten 6 40 0,025 H2O/EtOH
Tumor 6 40 0,025 H>O/EtOH
Thrombozyten 5 20 *2*107 ACD**
Zellkultur MCF-7-Zellen 5 150 *5%10° PBS
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2.3.1 Praanalytik

Die Praanalytik ist fur Biomarker-Studien von grof3er Relevanz. Prdanalytik umfasst den Umgang
mit den Proben sowie deren Lagerbedingungen zwischen Probennahme und Messung. Je nach
Lagerbedingung, -zeit und Matrix besteht die Mdglichkeit, dass die Analyten ex vivo gebildet, aus
Zellen freigesetzt oder (nicht-) enzymatisch zersetzt werden. Da die analytischen Verfahren i.d.R.
den in vivo Zustand abbilden sollen, missen Veranderungen des Lipidprofils wahrend und nach der
Probenentnahme ausgeschlossen bzw. reproduzierbar werden. Aus diesem Grund wurde das
Vollblut und Plasma von zehn gesunden Probanden nach erfolgter Einverstandniserklarung fur 20
min, 1, 2, 4 und 24 h bei Raumtemperatur oder in Eiswasser gelagert und die Ergebnisse mit direkt
verarbeiteten Proben verglichen. Dafir wurde venéses Blut mit 9 und 2,7 mL KsEDTA- sowie 3,1 mL
GlucoExact-Rohrchen entnommen (alle von Sarstedt, NiUmbrecht). Die Abtrennung der
Plasmafraktion erfolgte nach der entsprechenden Inkubation bei allen Proben durch 10 min
Zentrifugation bei 2.000*g und 4 °C. Die Vollblutproben wurden in den Enthahmeréhrchen inkubiert,
nach Zentrifugation die Plasmafraktion entnommen und auf mehrere Aliquots fur die Messung in
verschiedenen Projekten aufgeteilt. Hingegen wurden die Plasmaproben direkt zentrifugiert,
probandenweise gepoolt und auf mehrere 200 pL Aliquots in 1,5 mL Polypropylen-Réhrchen verteilt,
die dann fr die entsprechende Dauer gelagert wurden. Die fertigen Proben wurden probandenweise
randomisiert und fiir ca. 4 h bei -20 °C zwischengelagert und anschlieRend bis zur Messung bei -
80 °C gelagert. Da die Proben neben dem Lipidomics-Screening auch noch gezielt auf andere
Analytgruppen untersucht werden sollten, wurden die Proben nochmal im Kuhlschrank aufgetaut
und danach in Eiswasser aliquotiert. Fur das Lipidomics-Screening wurden 20 pL Aliquots erstellt
und wie zuvor beschrieben unter Zugabe von internen Standards extrahiert und analysiert. Weitere

Details zum Versuchsaufbau sind in Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: Versuchsaufbau zur Bestimmung der Stabilitat des Lipidoms in humanem Vollblut und Plasma
bei Raumtemperatur und in Eiswasser.

Es wurden die Antikoagulanzien KsEDTA und Natriumfluorid/Citrat verwendet und das Experiment wurde
probandenweise durchgefuhrt. Als Kontrolle wurden in Eiswasser gelagerte, direkt aufgearbeitete Proben
verwendet. Die Zeit zwischen Blutentnahme und Einfrieren betrug ca. 25 min. Die Temperatur wurde
tagesweise als minimaler und maximaler Wert erfasst. Die Lagerung fur t5 = 24 h erfolgte Gber Nacht im
Kuhlschrank (0—6 °C). Nach der angegebenen Lagerdauer wurden die Lipide extrahiert und die Proben mit
verschiedenen LC-MS-Methoden gemessen.

Die Daten wurden untargeted mit MarkerView ausgewertet und auf das Signal aller internen
Standards normalisiert. AnschlieRend wurden Signale, die als Isotop identifiziert werden konnten,
deren Peakflache bei mehr als 20% der Proben geringer als die Peakflache in den Blank Proben
waren, sowie Signale mit einer RSD > 20% in den QC-Proben, von der weiteren Auswertung
ausgeschlossen. Fir die semi-targeted Auswertung erfolgte die Peakintegration mit MultiQuant,
dabei wurden die Lipidklassen jeweils mit einem internen Standard normalisiert. Die
chromatographischen Peakflachen der NaF/Citrat-Proben wurde mit 1,16 multipliziert, um die

Verdiinnung durch das flissige Antikoagulans auszugleichen.

Die univariate Auswertung erfolgte mit R (siehe Abschnitt 2.1.4), dabei wurden Signale, die bei dem
Friedman-Test einen FDR-korrigierten p-Wert kleiner als 0,05 hatten, mit MasterView identifiziert.
Analyten mit mehr als 20% fehlenden Werten wurden entfernt, die restlichen fehlenden Werte
wurden durch die Halfte des Minimums ersetzt. Die Daten vom positiven und negativen
lonisationsmodus wurden gemeinsam ausgewertet. Um zu vermeiden, dass aufgrund der sehr
groBen Anzahl Tests mogliche Veranderungen tbersehen werden, wurden auch noch die Signale
mit einem p-Wert kleiner als 0,1 betrachtet. Identifizierte Lipide wurden wie zuvor beschrieben mit

MultiQuant ausgewertet. Eine Post-hoc-Analyse des Friedman-Test ist in R nicht durchfihrbar,
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deswegen wurden gepaarte t- und Wilcoxon-Tests verwendet, um die Unterschiede zwischen den

Einzelgruppen naher zu untersuchen.

AulRerdem wurde durch Daniel Kratz der Proteingehalt in den Kontrollproben mittels Bradford-Test
bestimmt. Die Proben wurden 1:200 mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) verdinnt und
anschliel3end 10 pL mit 250 pL Bradford-Reagenz fur 5 min bei RTp vermengt. Die Standardkurve
wurde mit 0,05-0,8 mg/mL bovinen Serumalbumin hergestellt (R? > 0,99). Es wurden je drei
KsEDTA- und NaF/Citrat-Rohrchen mit PBS gefullt und die gemessenen Absorptionen (595 nm,
Tecan Infinite F200 Pro, Méannedorf, Schweiz) von den restlichen Werten subtrahiert, um
unterschiedliche Empfindlichkeiten durch die Antikoagulanzien auszuschliel3en. Obendrein wurde
der pH-Wert in gepooltem Ks;EDTA- und NaF/Citrat-Plasma mit einem HI 221 pH-Meter (Hanna

Instruments, Vohringen) bestimmt.

2.3.2 Entzindungsmodelle in Mausen

Um eine akute Entziindung darzustellen, werden verschiedene Tiermodelle verwendet, meistens
unter Einsatz von Nagetieren [235]. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Vergleichbarkeit
zwei dieser Modelle untereinander und zu gesunden Tieren auf dem Lipid-Level zu Uberprifen.
Untersucht wurden die Entziindungsmodelle durch Injektion von Lipopolysaccharid (LPS), ein
bakterielles Endotoxin, oder Zymosan, ein Glykan aus Hefepilzen. Dazu wurde jeweils acht
C57BL/6NRj Mausen (Janvier, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) entweder 10 uL LPS (0,1 mg/mL)
oder Zymosan (3 mg/mL) in die rechte Hinterpfote injiziert. Zur Kontrolle wurden acht unbehandelte
Tiere verwendet. Nach 5 h wurden die Mause mit Kohlenstoffdioxid terminal anésthesiert, 300 pL
Blut entnommen und dabei mit 30 uL Citrat-L6sung (0,106 M) gemischt. Das Blut wurde in ein Gefaf
mit 500 pL PBS mit 10% ACD-Puffer tberfihrt und fir 15 min bei 300*g zentrifugiert. Von jeder
Maus wurde das Blutplasma, die linke (contralateral) und die rechte (ipsilateral) Pfote entnommen
und bis zur weiteren Probenaufarbeitung bei -80 °C eingefroren. Der Versuch entsprach den
Richtlinien zur Haltung und Nutzung von Versuchstieren und wurde von der lokalen Ethikkommission

genehmigt.

Der Tierversuch und die Gewebeenthahme wurden durch Dr. Sandra Pierre durchgefihrt, die
anschliel3ende Probenaufarbeitung und Messung wurden eigenstéandig vorgenommen. Die Pfoten
wurden in verstarkte 2 mL GefalRe fur die Precellys 24 eingewogen und 5 Zirkoniumdioxid-Kugeln
sowie Wasser:Ethanol (3:1, v/v) erganzt, sodass die Gewebekonzentration bei 0,05 mg/pL lag. Die
Homogenisierung erfolgte zweimal fur 45 s bei 6.500 rpm (Herstellerangabe, Bewegung des Gerates
beschreibt eine 3-dimensionale Acht) und unter 10 °C. Von den Gewebehomogenaten und den
Plasmaproben wurden jeweils 20 pL extrahiert. Fir die Qualitatskontrollproben wurde das Plasma
aller Mause sowie die Homogenate von 24 der 48 Proben gepoolt. Die Messung erfolgte im positiven

und negativen lonisationsmodus mit der hier beschriebenen Methode. Im negativen Modus kam es
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zu einer Fehlinjektion bei der Plasmaprobe einer Kontrollmaus, weshalb diese Probe von der

weiteren Auswertung ausgeschlossen wurde.

Die Daten wurden untargeted ausgewertet und mit den Signalen aller in dem jeweiligen Messmodus
detektierbaren internen Standards normalisiert. Wie unter 2.1.4.1 erwdhnt, wurde auch der
Proteingehalt in den Gewebehomogenaten bestimmt, da dieser aber in den entziindeten Pfoten
erhoht war, konnte er nicht fur die Normalisierung verwendet werden (siehe auch Absatz 3.1.4.1).

Die Auswertung der Datensatze der Plasmaproben und der Pfoten erfolgte getrennt. Mittels ANOVA
(p FDR < 0,05) wurden signifikant veranderte Signale in den Proben ausgewahlt, aus denen
verschiedene Lipide identifiziert wurden. Diese wurden erneut in der MultiQuant Software (v3.0.2,
Sciex, Darmstadt) integriert und mit einem IS pro Lipidklasse normalisiert. Die multivariate

Auswertung erfolgte mit MetaboAnalyst und die univariate Analyse mit R.
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2.4 Reagenzien und Chemikalien

In den nachfolgenden Tabellen werden die verwendeten Reagenzien und Lésungen sowie deren
Herstellung erlautert.

Tabelle 11: Standardsubstanzen zur anfanglichen Methodenentwicklung.

Der negMix wurde fur die Optimierung im negativen und der posMix fir die Optimierung im positiven

lonisationsmodus verwendet. Her. = Hersteller, A = Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA), C = Cayman
Chemicals (Ann Arbor, MI, USA).

Konzentration [ng/ mL]

Analyt Her. [M-H]" [m/z] [M+H]* [m/z] posMix negMix
PGD2 C 351,2177 353,2323 - 100
PGE2 C 351,2177 353,2323 - 100
LPA18:0 A 437,2673 439,2819 - 5000
LPA 18:1 A 435,2517 437,2663 - 500
LPA 20:0 A 465,2986 467,3132 - 10000
LPC 16:0 A 494,3252 496,3398 100 -
LPC 18:0 A 522,3565 524,3711 100 -
LPC 24:0 A 606,4504 608,4650 500 -
15S-Hydroxyeicosatetraensaure C 319,2279 321,2425 - 100
Shingosin A 298,2751 300,2897 100 -
Sphinganin A 300,2908 302,3054 100 -
Sphingosin-1-phosphat A 378,2415 380,2561 500 100
SM d18:1/16:0 A 701,5603 703,5749 2500 -
Cer d18:1/14:0 A 508,4735 510,4881 2500 -
Cer d18:1/8:0 A 564,5361 566,5507 5000 -
Cer d18:1/18:1 A 562,5205 564,5351 10000 -
Cer-1-phosphat d18:1/8:0 A 504,3459 506,3605 - 5000
Cer d18:1/24:0 A 648,6300 650,6446 10000 -
Cer d18:1/24:1 A 646,6144 648,6290 5000 -
Arachidonséaure C 303,2329 305,2475 500 100
Docosahexaensaure C 327,2329 329,2475 5000 -
Eicosapentaensaure C 301,2173 303,2319 100 -
2-Arachidonylglycerol C 377,2697 379,2843 100 -
N-Arachidonylethanolamid C 346,2751 348,2897 100 -
Palmitoylethanolamid C 298,2751 300,2897 100 -
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Tabelle 12: Arbeitslésung der internen Standards (150 pL pro Probe).

Alle internen Standards wurden von Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) erworben. *konnte in den Proben
nicht detektiert werden.

Negativer Modus Positiver Modus
Interner Standard Addukt [m/z] Addukt [m/z] Konz.
[ng/mL]
Arachidonsaure-d8 -H* 311,2832 - - 8,33
CE 18:1-d7 - - +NH4* 675,6780 4650
Cer d18:1/16:0-d7 +HCOy 589,5531 +H* 545,5633 6,67
Cholesterol-d7 - - -OH- 376,3955 1330
DG 15:0/18:1-d7 - - +NH4* 605,5844 157
LacCer d18:1/17:0 - - +H* 876,6407 53,3
LPC 18:1-d7 +HCO2 573,3892 +H* 529,3994 317
LPC 0O-16:0-d4 +HCO2 530,3754 +H* 486,3856 16,7
LPE 18:1-d7 -H* 485,3379 +H* 487,3524 6,67
LPG 17:1 -H* 495,2728 +NH,* 514,3140 31,7
LPI17:1 -H* 583,2889 +NH4* 602,3300 14,2
PC 15:0/18:1-d7 +HCOy 797,6032 +H* 753,6134 2110
PC 0-18:0/18:1-d9 +HCOy 825,6678 +H* 781,6780 104
PE 15:0/18:1-d7 -H* 709,5519 +H* 711,5664 66,7
PE 0-18:0/18:1-d9* - - - - 0,933
PG 15:0/18:1-d7 -H* 740,5465 +NH,* 759,5876 63,3
Pl 15:0/18:1-d7 -H* 828,5625 +NH,* 847,6036 113
PS 15:0/18:1-d7 -H* 753,5417 +H* 755,5563 261
SM d18:1/18:1-d9 +HCO, 782,6368 +H* 738,6470 393
TG 15:0/18:1-d7/15:0 - - +NH,* 829,7985 759
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Tabelle 13: Weitere Reagenzien und Chemikalien.

Reagenz/Chemikalie

Hersteller

Aceton, HPLC grade

Acetonitril, LC-MS grade

Acetonitril, ULC-MS grade

Ameisensaure > 98%

Ameisensaure > 99,5%, LC-MS grade
Ammoniak 25%

Ammoniumformiat > 99.0%
Ammoniumhydrogencarbonat > 99%

APCI negative calibration solution

APCI positive calibration solution

Bovines Serumalbumin (Heatshock Fraktion, = 98%)
Bradford-Reagenz

Chloroform > 99,8%
Citronenséure-Monohydrat, p.a.
Dichlormethan > 99,9%

Dulbeccos phosphatgepufferte Salzlésung (PBS,
Ca?* und Mg?* frei)

Glucose (Dextran), p.a.

Isopropanol, LC-MS grade

Isopropanol, ULC-MS grade

Methanol, LC-MS grade

Methyl-tert-butylether (MTBE), LC-MS grade
Sulfinpyrazon 100%

Tetrahydrofuran (THF) > 99,9%
Trinatriumcitrat-Dihydrat, p.a.

Wasser + 0,1% Ameisensaure, ULC-MS grade
Wasser, LC-MS grade

Zymosan A

Carl-Roth, Karlsruhe

Carl-Roth, Karlsruhe

Biosolve, Valkenswaard, Niederlande
AppliChem, Darmstadt

Fisher Scientific, Schwerte

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

VWR, Darmstadt

Sciex, Darmstadt

Sciex, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Thermo Fisher Scientific, Dreieich
VWR, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
Thermo Fisher Scientific, Dreieich

VWR, Darmstadt

Carl-Roth, Karlsruhe

Biosolve, Valkenswaard, Niederlande
Carl-Roth, Karlsruhe

Carl-Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl-Roth, Karlsruhe

VWR, Darmstadt

Biosolve, Valkenswaard, Niederlande
Carl-Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Tabelle 14: Herstellung von Puffern und Lésungen.

Losung

Herstellung

0,1% Ameisensaure in Wasser + 1 mM
Ammoniumformiat

0,1% Ameisensaure in Wasser + 10 mM
Ammoniumformiat

1 M Ammoniumformiat

10% NH4OH in MeOH

150 mM Ammoniumhydrogencarbonat

2% Ameisensaure in Methanol
5% NH4OH in MeOH

50 mM Ammoniumformiat

ACD-Puffer (~pH 4,5)

Acetonitril: Isopropanol (2:3, viv) + 0,1%
Ameisensaure

Acetonitril: Wasser (7:3, v/v)

MTBE:MeOH:Wasser (10:3:2,5, vlv,
Losungsmittel fiir Reextraktion)

Sulfinpyrazon 1 pg/mL

Sulfinpyrazon 100 pg/mL

Zu 1 L Wasser wurden 1 mL Ameisensaure und 1 mL 1 M
Ammoniumformiat gegeben.

1 mL Ameisenséaure und 10 mL 1 M Ammoniumformiat
wurden in 1 L Wasser gelést.

15,789 g Ammoniumformiat wurden in 250 mL Wasser
gelost.

Zu 920 pL Methanol wurden 80 pL 25% Ammoniak gegeben.

1,186 g Ammoniumhydrogencarbonat werden in 100 mL
Wasser geldst.

2 mL Ameisenséaure wurden zu 98 mL Methanol gegeben.
Zu 920 pL Methanol wurden 40 pL 25% Ammoniak gegeben.

500 pL 1 M Ammoniumformiat wurden zu 9,5 mL Wasser
gegeben.

In 1 L Wasser wurden 14 g Citronensaure-Monohydrat (final
66,6 mM), 25 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat (final 85 mM) und 20
g Glucose (final 111 mM) geldst.

Zu 600 mL Isopropanol wurden 400 mL Acetonitril und 1 mL
Ameisensaure gegeben.

Zu 700 mL Acetonitril wurden 300 mL Wasser gegeben.

60 mL MTBE, 18 mL Methanol und 15 mL Wasser wurden
gemischt und anschliel3end die obere Phase enthommen und
verwendet.

Zu 100 pL 100 pg/mL Sulfinpyrazon wurden 9,9 mL
Acetonitril gegeben.

10 mg Sulfinpyrazon wurden in 100 mL Acetonitril gelést.
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2.5 Gerate

2.5.1 Allgemeine Laborgerate und —materialen

Tabelle 15: Verbrauchsmaterialien und Hersteller.

Material

Hersteller

Chromabond PSA SPE-Kartusche 30 mg
Chromabond SA SPE-Kartusche 30 mg
Combitips (Multipette)

Glaseinsatz 250 pL, klar

Glasflasche, klar, 0,25-1L

Glasvial, klar, 1,5 mL

Kinetex 1,7 pm C8 100 A, 100x2,1 mm
Multipette

OASIS MCX SPE-Kartusche 30 mg

OASIS WCX SPE-Kartusche 30 mg

Phree SPE-Kartusche 30 mg

Pipetten 2—20 pL/20-200 uL/100-1000 pL
Pipettenspitzen

Poroshell 120 EC-C8 2,7 um, 50x2,1 mm
Precellys-Kugelchen (Zirkoniumdioxid), > 2,8 mm
Reagiergefal3e (Safelock), klar, 1,5 mL
Reagiergefal3e (Safelock), klar, 2 mL
Reagiergefalde, klar, 1,5 mL

Reagiergefal3e, PP klar, 1,5 mL
Schraubkappen, KG, 9 mm iD, Sil/PTFE 1,0 mm
SecurityGuard ULTRA C18, 5 x 2,1 mm
SecurityGuard ULTRA C8, 5 x 2,1 mm
S-Monovette 2,7 mL, K3-EDTA 66 x 11 mm
S-Monovette 3,1 mL, GlucoExact 66 x 11 mm
S-Monovette 9 mL, K3-EDTA 92 x 16 mm
Strata WCX SPE-Kartusche 100 mg

Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD 1,8 pum, 50x2,1 mm
Zorbax Eclipse Plus C8 RRHD 1,8 um, 50x2,1 mm

Macherey-Nagel, Weilmunster
Macherey-Nagel, Weilmunster
Eppendorf, Hamburg

Klaus Ziemer GmbH, Langerwehe
SCHOTT AG, Mainz

Klaus Ziemer GmbH, Langerwehe
Phenomenex, Aschaffenburg
Eppendorf, Hamburg

Waters, Eschborn

Waters, Eschborn

Phenomenex, Aschaffenburg
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, NUmbrecht

Agilent, Waldbronn

Merck, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio One, Kremsmiinster, Osterreich
Sarstedt, NUmbrecht

Klaus Ziemer GmbH, Langerwehe
Phenomenex, Aschaffenburg
Phenomenex, Aschaffenburg
Sarstedt, NUmbrecht

Sarstedt, NUmbrecht

Sarstedt, NUmbrecht
Phenomenex, Aschaffenburg
Agilent, Waldbronn

Agilent, Waldbronn

Tabelle 16: Allgemeine Laborgerate.

Gerat

Hersteller

Abdampfgeréat, beheizbar
Fluoreszenz-Mikroplattenleser Infinite F200 Pro
HI 221 pH-Meter

IKA Vortex Genius 3

Precellys 24

Schwingmiihle MM400
Semimikrowaage MSA125P
Ultraschallbad

Zentrifuge 5424

Zentrifuge 5427 R
Zentrifuge Biofuge 15

Liebisch, Bielefeld

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Hanna Instruments, Véhringen, Deutschland
IKA, Staufen

Bertin Instruments, Montigny-le-Bretonneux,
Frankreich

Retsch, Dusseldorf

Sartorius, Gottingen

VWR, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Dreieich
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252 LC-MS-System

Tabelle 17; LC-MS-System.

Komponente Hersteller

Calibrant Delivery System Sciex, Darmstadt
DuoSpray lonenquelle Sciex, Darmstadt
Nexera X2, CBM-20A, Controller Shimadzu, Duisburg
Nexera X2, CTO-30A Saulenofen Shimadzu, Duisburg
Nexera X2, DGU-20A5R Degasser Shimadzu, Duisburg
Nexera X2, LC-30AD Pumpe Shimadzu, Duisburg
Nexera X2, SIL-30 AC Autosampler Shimadzu, Duisburg
NGU22-LC/MS, Stickstoff-Generator cmc Instruments, Eschborn
Probenschleife, 50 pL Shimadzu, Duisburg
Sogevac SV65 Bl FC Vor-Vakuumpumpe Leybold, Kdln
TripleTOF6600 Sciex, Darmstadt

2.5.3 Software
Tabelle 18: Software.

Software Version Entwickler Einsatzgebiet

Analyst TF 1.71 Sciex, Darmstadt Datenerfassung, Steuerung LC-MS

Excel 2013/2016 Microsoft Corp. Statistische Auswertung

LibraryView 1.0.1 Sciex, Darmstadt Datenbank mit MS/MS-Spektren

MarkerView 1.21 Sciex, Darmstadt Peak Alignment

MasterView 1.1 Sciex, Darmstadt Qualitative Auswertung

MetaboAnalyst 4.0 Xia Lab, McGill Universitat, Statistische Auswertung
Quebec, Kanada

MultiQuant 3.0.2 Sciex, Darmstadt Semi-quantitative Auswertung

PeakView 2.2 Sciex, Darmstadt Qualitative Auswertung

R 3.6.1 R Development Core Team Statistische Auswertung

RStudio 1.2.1335 RStudio Inc Umgebung fur R

Tabelle 19: R-Pakete.

Paket Version
Amelia 1.75
caret 6.0-84
DMwR 04.1
dplyr 0.8.3
ggplot2 3.21
lattice 0.20-38
multcomp 1.4-10
nime 3.1-140
NormalizeMets 0.25
openxlIsx 4.1.01
rcompanion 2.3.7
reshape2 1.4.3
tidyr 0.8.3
xIsx 0.6.1
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Methodenentwicklung einschlieflich Probenaufarbeitung,
Chromatographie, Massenspektrometrie und Datenprozessierung dargestellt. Im Anschluss wird die
LC-MS-Methode sowie die Stabilitat der Proben wahrend der Probenvorbereitung tberprift. Zuletzt
wird die Anwendung der Methode zur Aufklarung biologischer Fragestellungen gezeigt.

3.1 Methodenentwicklung

3.1.1 Probenaufarbeitung

Fur die Extraktion der Lipide aus Plasmaproben wurden die FlUssig-Flissig-Extraktionen nach Folch,
Bligh und Dyer sowie nach Matyash untersucht [221-223]. Dabei wurden keine qualitativen
Unterschiede im Lipidprofil festgestellt. Gemal Literatur sind die Extraktionsraten der drei Verfahren
vergleichbar, wobei die Extraktionsrate der polaren Lipide wie den LPC mit der Folch-Methode
geringflgig hoher sind [236-238]. Dies konnte ohne Referenzstandards in den durchgefiihrten
Experimenten nicht verifiziert werden. Die Extraktion mit MTBE nach Matyash erwies sich einfacher
in der Handhabung, da die organische Phase einfacher vollstdndig entnommen werden konnte.
AuRerdem ist MTBE besser vertraglich fur die Umwelt und Gesundheit, deswegen wurde die LLE
mit MTBE fur weitere Untersuchungen verwendet [239]. Die Proteinfallung mit Methanol wurde

ausgeschlossen, aufgrund der intensiveren Stoérsignale nach der Totzeit.

Neben der LLE wurden auch verschiedene Festphasenprotokolle ausprobiert. Im Gegensatz zur
LLE konnen bei der SPE durch die Wahl verschiedener Sorbentien gezielt Analytgruppen anhand
ihrer physikochemischen Eigenschaften angereichert oder abgetrennt werden. In diesem Fall hatte
dies zum Ziel, die abundanten phosphocholinhaltigen Lipide abzureichern, da diese durch
lonensuppression die Detektion niedriger konzentrierterer Lipide, wie PS oder PG, beeintrachtigen
kénnen. Dafir wurden verschiedene Kartuschen mit Kationenaustausch-Eigenschaften wie die
Strata WCX und die Oasis MCX getestet. Bei den Kartuschen, die neben ihrer Eigenschaft als
lonenaustauscher auch als Umkehrphase fungieren, wurde vor dem Beladen eine Proteinfallung
durchgefihrt. Erste Versuche mit unterschiedlichen Protokollen zeigten, dass die phosphocholin-
haltigen Lipide weiter in allen Fraktionen vorkamen, mit Ausnahme der Phree Kartuschen, die
samtliche phosphathaltigen Lipide inklusive der PS, PG und S1P entfernten. Mit den MCX
Kartuschen wurden die Signale der PC, PE und von S1P reduziert, daraus ergab sich allerdings kein

Vorteil fir die Detektionsgrenzen der PS oder PG.

In Anlehnung an das Protokoll von Johnson et al. wurde weiter versucht, die Konzentration
phosphocholin-haltiger Lipide in bereits mit LLE extrahierten Plasmaproben mit Hilfe von
Normalphasen-Kationenaustauscher-Kartuschen zu reduzieren [220]. Damit konnten diese
erfolgreich abgereichert werden, jedoch wurde die Probenvorbereitung sehr zeitintensiv. Zudem sind
durch die SPE zusatzliche Signale hinzugekommen (Abbildung 19). Solche zusatzlichen Signale
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waren bei allen untersuchten Kartuschen und Fraktionen vorhanden, unterschieden sich jedoch
qualitativ sowie quantitativ. Hingegen waren extrahierte Ldsungsmittelproben nach der LLE
vergleichbar mit reinen Losungsmittelinjektionen. Die Blanksignale, bei denen es sich teilweise um
Lipide, wie LPC 16:0 und 18:0 sowie TG, handelte, kdnnen die Auswertung erschweren. Die Lipide
in den Blankproben wurden entweder aus den Kartuschen rausgeldst oder es handelte sich um
bereits vorhandene Signale, deren lonisierung durch Riickstande aus der SPE verstarkt wurde.

A) K
3,0E+6 2,5E+4 1
Wasser Fraktion
2 5646 MeOH Fraktion 2,0E+4
------- 2% AS in MeOH
E 2 05s | ohne SPE
g 1,5E+4
-
S 1,5E+6
[71]
% 1,0E+4
E 1,0E+6 -
5 0E+5 A Y
0,0E+0 - P I A‘-

Retentionszeit [min]

Abbildung 19: LC-MS-Hintergrundsignale nach einer Festphasenextraktion.

(A) Abgebildet ist das Basispeak-Chromatogramm (BPC) der verschiedenen Fraktionen einer Festphasen-
extraktion (SPE) von 100 pL einer Losung mit 1 pg/mL Sphingomyelin (SM) 34:1 mit einer Strata WCX-
Kartusche im Vergleich zur direkt abgedampften Probe (ohne SPE). Das Signal von SM 34:1 bei 13,4 min ist
im BPC nicht erkennbar. (B) Extrahierte lonenchromatogramm von SM 34:1 (m/z 703,5749 + 0,0035). AS =
Ameisenséure, MeOH = Methanol.

Letztlich wurde die LLE mit MTBE wie nachfolgend beschrieben weiter optimiert. Die
Reproduzierbarkeit der LLE mit MTBE wurde durch die Reextraktion mit 200 pL
MTBE:Methanol:H-0 (10:3:2,5; v/v/v) verbessert, womit die mittlere RSD im Vergleich zu 10% ohne
Reextraktion auf 4,7% gesenkt werden konnte. Die chromatographischen Peakflachen der LPC und
LPE waren nach der Reextraktion 10 bis 20% grof3er. Bei der Extraktion im Verhéltnis
Probe:MTBE:Methanol:H;O von 0,4:10:3:2,5 (v/viv/v) konnten 10 bis 40 yL Plasma reproduzierbar
extrahiert werden. Des Weiteren wurde die Robustheit der Extraktion gegentiber Ver&nderungen der
Lésemittelanteile durch Zugabe von 30 bzw. 80 puL Wasser zu 20 pL Plasma uberprift. Wéhrend
nach der Zugabe von 30 pL Wasser nur geringe Anderungen sichtbar waren, nahm die Peakflache
der vergleichsweise hydrophilen Lipide, wie den LPI und den LPC mit einer Kohlenstoffkettenlange
von 14 bis 16, nach der Zugabe von 80 puL Wasser stark ab (Abbildung 20). Dieses Phanomen kann
die Extraktionsraten in Zellpellet-Proben bei unvollstandiger Trocknung beeinflussen. Aus diesem
Grund wurde bei Zellproben der Uberstand nicht mehr abgenommen, sondern die entsprechende

Anzahl Zellen in 150 pL PBS vorgelegt und damit die wassrige Phase wahrend der Extraktion ersetzt.
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Abbildung 20: Einflisse des Anteils der wassrigen Phase wahrend der Extraktion.

Zu 20 pL Plasma wurden unterschiedliche Volumina an Wasser hinzugegeben und anschliel3end extrahiert.
Dargestellt sind die relativen Unterschiede der chromatographischen Peakflachen im Vergleich zu den Proben
ohne Wasserzugabe. (ANOVA mit Tukeys Post-hoc-Test, Signifikanzniveau: *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001,
n=6).

Die wassrige Phase bei der Extraktion wurde durch 0,025-0,1% Ameisensaure sowie 50-100 mM
Ammoniumformiat ersetzt, dabei wurden in drei unabhéngigen Versuchsreihen mit je drei bis sechs
Replikaten keine signifikanten Unterschiede festgestellt. Lediglich die durchschnittliche RSD war bei
den 50 mM Ammoniumformiat Proben um wenige Prozentpunkte besser, deswegen wurde diese
weiterverwendet. Des Weiteren wurde die Verwendbarkeit von verschiedenen Probengefalen, wie
Glasvials und Polypropylen-Reaktionsgefallen (PP), fur die Extraktion und das Abdampfen
analysiert. Bei der Extraktion in PP waren die Peakflachen gesattigter FA wie Palmitin- und
Stearinsaure um 49 bzw. 77% erhoht (Abbildung 21). Auch einige Triglyceride wie TG 44:2, 46:3,
56:1 58:1 and 58:2 waren um ca. 15% erhoht (siehe Anhang Tabelle 33). Wenn die Proben
anschliel3end auch noch in PP abgedampft wurden, stieg das Signal der Palmitin- und Stearinsdure
weiter an. Zudem waren die Peakflachen einiger Ether-Spezies wie LPC O-16:1, LPE O-16:1, LPE
0-18:1 and PE 0O-18:1_18:1 verringert, wenn die Proben in PP abgedampft wurden. Eine mégliche
Erklarung ist, dass die PE und Ether-Spezies and dem Kunststoff haften und nicht ausreichend
rickgelost werden koénnen. Bei den in PP extrahierten und in Glas abgedampften Proben stieg
auRerdem FA 20:4 um 11% an, andere FA zeigten hingegen nur geringe Anderungen. Als
Kompromiss fir die einfache Handhabung wurden deshalb fir die weitere Extraktion PP und fir das
Abdampfen Glasvials verwendet. Dennoch sollte beachtet werden, dass nicht alle Reaktionsgefalie
fur die Lipidextraktion mit organischen Lésungsmitteln geeignet sind. So war bei Plasmaproben, die
in GefaRen der Firma Greiner Bio One (Kremsmiinster, Osterreich) extrahiert wurden, ein deutliches

Storsignal erkennbar (siehe Abbildung 21 B).
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Abbildung 21: Einfluss des Extraktionsgefal3-Materials bei der Extraktion und beim Abdampfen.

(A) Die Proben wurden entweder in Glasvials oder PP extrahiert und abgedampft oder in PP extrahiert und in
Glasvials abgedampft. Alle Peakflachen sind relativ zum Mittelwert der Flachen der in Glasvials extrahierten
und abgedampften Proben. (ANOVA mit Tukeys Post-hoc-Test, Signifikanzniveau: *p < 0,05; **p < 0,01,
***n < 0,001, n=6). (B) Basispeak-Chromatogramm von Humanplasma, das in Sarstedt oder Greiner Bio One
ReaktionsgefaRen extrahiert wurde (n=6). C) MS/MS-Spektrum von 532,4406 m/z bei einer Retentionszeit von
6,7 min (Greiner Bio One ReaktionsgefaR). Bei dem Storsignal bei 6,7 min kdnnte es sich um
Didodecylthiodipropionat handein.

Die Untersuchung der Inkubationszeiten nach der Phasentrennung und der Reextraktion zeigte nur
geringe Unterschiede. Lediglich die Peakflache einiger Ether-LPE und -PE nahm mit zunehmender
Inkubationszeit um bis zu 20% ab (siehe Abbildung 22 sowie Tabelle 34 im Anhang). Aul3erdem
waren die Ergebnisse nach 1 min Inkubationszeit reproduzierbar. Demnach konnte die Annahme,
dass die langeren Lagerzeiten zur Einstellung eines stabilen Gleichgewichtes bzw. zur vollstdndigen
Losung der Lipide benétigt werden, nicht bestétigt werden. Durch die Verwendung von leicht zu
offnenden PP und den verkirzten Inkubationszeiten, konnte der Probendurchsatz mehr als

verdoppelt werden.
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Abbildung 22: Einfluss der Inkubationszeit wahrend der Extraktion von Humanplasma.

Nach Induktion der Phasentrennung und wahrend der Reextraktion wurden die Proben fiir die angegebene
Zeit in Eiswasser oder bei 6 °C auf einem Rotor gelagert. Angegeben werden die chromatographischen
Peakflachen relativ zu den Flachen nach 1 min Inkubationszeit. Die Y-Achse wurde bei 60% geschnitten, um
die Ablesbarkeit zu vereinfachen. Es werden nur die signifikanten Ergebnisse im Vergleich zu einer Minute
Inkubationszeit angegeben. (ANOVA mit Tukeys Post-hoc-Test, Signifikanzniveau: *p < 0,05; **p < 0,01;
***n < 0,001, n=6).

Fiar die Aufnahme der getrockneten Lipidextrakte wurden verschiedene L&sungsmittelgemische
getestet. Dabei l6ste Methanol:Chloroform 2:1 (v/v) die Sterylester und Triglyceride am besten, die
Peakflachen waren 20-30% grofR3er als bei den anderen Losungsmitteln. Mit Acetonitril: Isopropanol:
Wasser 4:6:2 (viviv) waren die Peakflachen fur die SE und TG um 30-50% verringert. Fur eine
optimale Ldslichkeit der TG und SE miisste ein relativ apolares Lésungsmittelgemisch verwendet
werden. Apolare Losungsmittelgemische fiihrten bei einem Injektionsvolumen von mehr als 5 pL zu
einer Verschlechterung der chromatographischen Auflésung, sofern sie deutlich unpolarer als der
Startgradient waren (siehe 3.1.2.3). Als Kompromiss fir eine ausreichende Loslichkeit aller Lipide
und ein flexibles Injektionsvolumen wurde deswegen reines Methanol zur Wiederaufnahme der
extrahierten Proben verwendet. Bei spateren Versuchen wurde auch das Volumen an
Aufnahmemedium erhoht, sodass eine vollstindige Loéslichkeit der neutralen Lipide angenommen

werden kann.

Das zu extrahierende Probenvolumen kann flexibel gewéahlt werden, sofern die Volumenverhaltnisse
von Probe:MTBE:MeOH:H,O von 0,4:10:3:2,5 (v/vivlv) beibehalten werden. Dabei kann die
Aufnahme der Lipide in Glasvials mit 60 pL erfolgen. Es wird empfohlen mit Volumina von
mindestens 100 pL aufzunehmen, da so eine komplette Benetzung der GefaRRinnenseite bei der

Aufnahme gewabhrleistet werden kann.
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Ubersicht Probenaufarbeitung

Nachfolgend werden die Ergebnisse der Probenaufarbeitung nochmal zusammengefasst:

20 pL Probe (z.B. Plasma oder Gewebehomogenat) vorlegen.

150 pL Methanol bzw. 150 uL interne Standards in Methanol zugeben.

500 yL MTBE zugeben.

125 pL 50 mM Ammoniumformiat zugeben.

1 min vortexen und fir 5 min bei 20.000*g zentrifugieren.

Obere Phase mit 200 pL Pipette Gberfiihren.

Untere Phase mit 200 pL MTBE:Methanol:Wasser (10:3:2,5, v/v/v) reextrahieren. Das
Reextraktionsmittel ist auch zweiphasig und fir diesen Schritt werden 200 pL der oberen

N o o b~ o Dd PR

Phase verwendet.
1 min vortexen und fiir 5 min bei 20.000*g zentrifugieren.
Oberen Phasen vereinigen und mischen.
10. Vereinigten Phasen auf zwei Glasvials mit jeweils 290 pL verteilen.
11. Bei 45 °C unter Stickstoff trocknen.
12. Ein Aliquot bei -20 bzw. -40 °C gelagert fir die zeitnahe Messung, das andere bei -80°C.

13. Vor der Messung mit 120 pL Methanol (5 s vortexen, 5 min schiitteln lassen) aufnehmen.

Bei wassrigen Proben mit einem geringen Lipidgehalt, wie z.B. Zelliiberstande, kann ggf. die
wassrige Phase (50 mM Ammoniumformiat) komplett durch die Probe ersetzt werden. Auch bei
Zellproben hat es sich als vorteilhaft erwiesen, diese in ca. 150 yL PBS geldst einzufrieren, anstatt
den Uberstand komplett abzunehmen. In diesem Fall wurde kein Ammoniumformiat mehr

zugegeben.

3.1.2 Chromatographie
Die extrahierten Proben enthalten zahlreiche Lipide darunter auch viele Isomere und Isobare, deren
chromatographische Trennung wurde ndher untersucht. Zundchst wurde der Einfluss des

Saulenmaterials getestet.

3.1.2.1 Saulenauswahl

Es wurde die Umkehrphasenchromatographie getestet, da diese eine Auftrennung nach
Kohlenwasserstoff-Kettenlange und Sattigungsgrad erméglicht. Um eine optimale Trennleistung bei
moglichst geringer Laufzeit zu erreichen, wurden verschiedene Saulen getestet. Diese sind

nachfolgend aufgezahlt.
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Poroshell 120 EC-C8 2,7 um, 50x2,1 mm

Die Poroshell ist eine teilporése Saule. Durch den kleineren longitudinalen Diffusionsweg bei

groleren Partikeln und vergleichbarer Oberflache, kénnen teilporése Saulen bei einem geringeren
Ruckdruck eine ahnliche Trennleistung wie eine UHPLC-Saule erreichen [240]. In der Praxis konnte
dies leider nicht bestétigt werden, die chromatographischen Peaks waren breiter und die

Retentionszeiten langer als bei den untersuchten Saulen mit einer Partikelgrof3e kleiner als 2 pum.

Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD 1,8 um, 50x2,1 mm
Die vollpordse Zorbax C18 zeigte eine geeignete Trennleistung fur die meisten Analyten. Es wurden

verschiedene Temperaturen im S&aulenofen von 40 bis 60 °C getestet, wobei mit 60 °C die kirzesten
Retentionszeiten erreicht werden konnten. Diese Saulenart wurde fur die 30-Minuten-Methode und

die ldentifizierung der zu erwartenden Lipide verwendet.

Kinetex 1,7 um C8 100 A, 100x2,1 mm

Da es sich um eine teilpordse Saule mit einer durchschnittlichen PartikelgréRe von weniger als 2 um

handelt und sie langer ist, hat sie die gro3te Anzahl theoretischer Trennbdden und damit die grofte
Trennleistung im Vergleich mit den anderen getesteten Saulen. Auch bei dieser Saule konnte die
Trennleistung nicht Uberzeugen, die chromatographischen Peaks waren breiter und unvollstandig
getrennt im Vergleich mit der Zorbax C8. Das konnte daran liegen, dass mit dieser Methode vor
allem die abundanten Lipide gemessen werden, sodass die Saule unter Umstanden tberladen war.
D.h. bei der groRen Anzahl an Molekilen konnten eventuell nicht alle gleichzeitig mit der Saule
wechselwirken, sodass es zur Peakverbreiterung gekommen ist. Au3erdem ist bei einer langeren
Saule die Totzeit hoher und einige Lipide vor allem die Phospholipide wurden nicht ausreichend von
der Séaule gelost, sodass es zum Tailing kam. Um das Tailing und damit eine mdgliche
Verschleppung zu unterbinden, misste die Saule l&nger oder mit hdherem Fluss gesplilt werden.
Zusammen mit der Totzeit, hatte sich dadurch die Analysenzeit deutlich verlangert. Ein erhohter
Fluss wirde neben dem hoheren Verbrauch an mobilen Phasen auch das Hintergrundsignal im MS
stark erhdhen, sodass dies in diesem Fall nicht in Betracht gezogen wurde. Auf3erdem war der Druck
durch die langere Saule mit ungefahr 530 bar deutlich gro3er als bei der Zorbax C8 mit ca. 260 bar
(beide Werte wahrend dem Aquilibrieren mit einem Fluss von 0,3 mL/min und 40 °C im Saulenofen).
Dadurch kann die Chromatographie mit der Kinetex C8 nur auf HPLC-Systemen betrieben werden,

die mehr als 600 bar aushalten.

Zorbax Eclipse Plus C8 RRHD 1,8 ym, 50x2,1 mm
Mit einer Temperatur im Saulenofen von 40 °C konnten mit dieser Saule &hnliche Retentionszeiten

wie bei der Zorbax C18 bei 60 °C erreicht werden. Die beiden S&ulen unterscheiden sich nur durch
die Kettenlange der Alkylreste, wobei das C8-Material eine schwachere Interaktion mit den
Fettsaureresten der Lipide zeigt. Neben der Trennung der Lipide, spielt auch die Laufzeit eine Rolle

und die Analyten mussen vollstandig von der Saule gelést werden, um eine Verschleppung in
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nachfolgende Proben zu vermeiden. Die geringere Interaktion zwischen Saulenmaterial und
Analyten hat sich in diesem Fall als vorteilhaft erwiesen. Nach der erneuten Optimierung der
FlieBmittelzusammensetzung und des Gradienten konnte mit der Zorbax C8 die Laufzeit von 30 auf
17 min verkurzt werden. Sie lieferte dadurch im Hinblick auf die Laufzeit und Trennleistung das beste
Gesamtergebnis. Die Trennleistung der getesteten S&ulen ist beispielhaft in Abbildung 23 aufgefuhrt.

A) Poroshell 120 EC-C18 60 °C D) Kinetex C840°C
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Abbildung 23: Vergleich verschiedener Chromatographie-Saulen.

Dargestellt sind beispielhaft die Basispeak-Chromatogramme sowie die extrahierten lonenchromatogramme
von Sphingomyelin 34:0 (m/z 705,9505 + 0,0035) im positiven lonisationsmodus. Gezeigt werden die Poroshell
120 EC-C8 2,7 um 50x2,1 mm bei 60 °C (A), die Zorbax Eclipse Plus RRHD C8 1,8 um 50x2,1 mm bei 40°C
(B) und die Zorbax Eclipse Plus RRHD C18 1,8 um 50x2,1 mm bei 60°C (C) je mit dem gleichen 30 min
Gradienten. AuRerdem sind die extrahierten lonenchromatogramme fiir einen 17 min Gradienten fur die
Kinetex 1,7 um C8 100x2,1 mm (D) und die Zorbax Eclipse Plus RRHD C8 1,8 um 50x2,1 mm (E) je bei 40°C
sowie die Zorbax Eclipse Plus RRHD C18 1,8 pm 50x2,1 mm bei 60°C (F) dargestellt. Die mobilen Phasen
waren H20 + 0,1% FA + 1mM NH4FA und ACN/ISP 1:1 + 0,1% FA (A-C) sowie H20 + 0,1% FA + 10mM
NH4FA und ACN/ISP 2:3 + 0,1% FA (D-F).

93



Ergebnisse

3.1.2.2 Gradientenentwicklung

Parallel zur Auswahl der Chromatographiesaule wurden verschiedene mobile Phasen und
Gradienten untersucht. Die fir diese Methode relevanten Analyten weisen mit einem log P von
ungefahr 1 bei den Acylcarnitinen und Oxylipinen bis zu 35 bei einigen Trigylceriden ein sehr
unterschiedliches Ldsungsverhalten auf [241]. Demnach unterscheiden sich auch die
Wechselwirkungen mit der Saule zwischen den Analytgruppen stark. Deshalb wurde ein binarer
Gradient mit einer wassrigen und einer organischen mobilen Phase entwickelt. Als organische
mobile Phase wurden verschiedene Ldsungsmittel und -gemische getestet, darunter Acetonitril,
Methanol:Wasser (95:5, v/v), Acetonitril:Aceton (95:5, v/v) sowie Acetonitril:Isopropanol (1:1 und 2:3,
v/v). Eine Mischung aus Acetonitril und Isopropanol als mobile Phase B und Wasser als mobile
Phase A zeigte die besten Ergebnisse. Fir erste Testmessungen und die ldentifizierung der
verschiedenen Lipide wurde damit ein 30-minttiger Gradient entwickelt (Abbildung 24). Mit Hilfe des
so erstellten Lipidprofils, konnte die Methode spezifischer auf die zu erwartenden Lipide angepasst
werden. Anschlie3end wurde der Gradient optimiert und auf 17 min gekirzt (Abbildung 25).

Durch den Zusatz unterschiedlicher Konzentrationen an Puffer und Saure bzw. Base, kann die
lonisation und chromatographische Trennleistung verbessert werden. Es wurde Ameisenséaure in
Konzentrationen von 0,05 bis 0,15% sowie 0,1% Essigsaure getestet. Die gleichzeitige Verwendung
von Ameisensaure und Essigsaure bzw. deren Salzen wurde vermieden, da dann sowohl Formiat-
als auch Acetat-Addukte gebildet werden, was die spatere Auswertung erschwert. Bei der
anfanglichen Methodenentwicklung mit den Testanalyten (siehe Tabelle 11) zeigte sich, dass bei
0,15% Ameisenséaure die lonisierung einiger Analyten im negativen Modus leicht abnimmt, z.B. bei
LPA 18:0 und 18:1. Zudem nahm das Tailing der LPAs durch den hdéheren Saurezusatz zu. Ein
Saurezusatz von 0,05% zeigte bei den getesteten Analyten keine Unterschiede bei der
chromatographischen Trennleistung, aber die Signale waren bei Zusatz von 0,1% Ameisensaure

geringfligig intensiver, sodass diese Konzentration weiterverwendet wurde.
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Abbildung 24: Uberblick 30-Minuten-Methode.

Abgebildet sind die Basispeak-Chromatogramme (100 — 1000 m/z, Toleranz 10 mDa) von Humanplasma im
positiven (A) und negativen lonisationsmodus (B) sowie der dazugehorige Gradient mit den LC-Parametern

(C, D). FM = FlieRBmittel, ISP = Isopropanol.
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Abbildung 25: Uberblick 17-Minuten-Methode.

Abgebildet sind die Basispeak-Chromatogramme (100 — 1000 m/z, Toleranz 10 mDa) von Humanplasma im
positiven (A) und negativen lonisationsmodus (B) sowie der dazugehdrige Gradient mit den LC-Parametern
(C, D). Der Fluss wurde im positiven lonisationsmodus vor der Quelle 1:3 geteilt, sodass nur noch ca.
75 pL/min in der Quelle ankamen. FlieBmittel A1 wurde fir den negativen und A2 fir den positiven

lonisationsmodus verwendet.
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Als Puffer wurde Ammoniumformiat in Konzentrationen von 1 bis 50 mM sowie Ammoniumacetat
untersucht. Der Puffer wurde nur zur wassrigen Phase gegeben, da die Lo6slichkeit von
Ammoniumformiat im Flie3mittel B zu gering war und es zur Kristallbildung kam. Bei den meisten im
positiven lonisationsmodus untersuchten Analytgruppen wie den Triglyceriden, Sterylestern und den
Phospholipiden wurde die lonisation durch Ammoniumformiat verbessert. Ebenso ionisieren die
Diacylphospholipide im negativen lonisationsmodus besser durch den Pufferzusatz. Die
Signalintensitat der freien Fettsduren und der Lysophospholipide war hingegen bei Zusatz von nur
1 mM Ammoniumformiat besser (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Einfluss des Ammoniumformiat-Zusatzes im wassrigen Fliel3mittel auf die lonisierung.

Die Abbildung zeigt die relativen Peakflachen mit 10 mM Ammoniumformiat (NH4FA) im Vergleich zu 1 mM
NH4FA im wéssrigen FlieRmittel. Die Analyten innerhalb einer Lipidklasse verhalten sich &hnlich, nur bei den
Triglyceriden variierte der Anstieg durch 10 mM NH4FA von ungefahr 4- bis 35-fach und bei den Phosphatidyl-
inositolen variierte der Anstieg zwischen 4- bis 14-fach. Gezeigt werden die Analyten im positiven (A) und
negativen lonisationsmodus (B). Es sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen angegeben (n=6).
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Als Kompromiss wurde deshalb fir den negativen lonisationsmodus Wasser mit 0,1%
Ameisensaure und 1 mM Ammoniumformiat und fur der positiven lonisationsmodus Wasser mit
0,1% Ameisensaure und 10 mM Ammoniumformiat verwendet. Durch die Kombination der beiden
lonisationsmodi konnten ausreichende Empfindlichkeiten erreicht und ein breites Lipidprofil
abgedeckt werden. Des Weiteren wurden Flussraten von 0,3 bis 0,5 mL/min getestet, dabei konnte
mit einer Flussrate von 0,3 mL/min der beste Kompromiss aus Peaktrennung, Rickdruck und
Laufzeit erreicht werden. Durch die gewahlten chromatographischen Parameter konnten schlief3lich
einige Isomere und Isobare getrennt werden, wie in Abbildung 27 beispielhaft dargestellt ist. Dadurch
konnten mehr Lipide identifiziert werden und gleichzeitig wurde auch die Grad der Identifizierung
erhdht [108].
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Abbildung 27: Chromatographische Auftrennung von Isomeren und Isobaren.

(A) + (B) Chromatographische Auftrennung der M+2 Isotope von SM 34:0 bzw. TG 52:1 mit einer zuséatzlichen
Doppelbindung in humanem Plasma im positiven lonisationsmodus (m/z 705,5905 bzw. 878,8171). (C) + (E)
Die Auftrennung von Strukturisomeren in Humanplasma im positiven (C) und negativen lonisationsmodus (E).
(D) + (F) Trennung von Isomeren mit unterschiedlicher Fettsdurezusammensetzung in Glioblastomzellen (D,

negativer lonisationsmodus) und Mausleber (F, positiver lonisationsmodus). Das Extraktionsfenster betragt in
allen Fallen £0,0035 m/z.
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3.1.2.3 Injektion

Ein weiterer Bestandteil der chromatographischen Methodenentwicklung ist die Wahl eines
geeigneten Aufnahmemediums und des Injektionsvolumens. Wenn sich die Elutionskraft des
Aufnahmemediums der Proben von der des Start-Gradienten unterscheidet, kann es zu einer
Verschlechterung der Peakform durch sogenanntes Fronting kommen. Dabei stort das
Injektionsmedium die Wechselwirkung zwischen den Analyten und dem Saulenmaterial, sodass ein
Teil der Analytmenge zu friih eluiert. Je mehr injiziert wird, desto starker ist das Fronting, deswegen
wurden verschiedene Injektionsvolumina in Kombination mit mehreren Aufnahmemedien untersucht.
In der Regel verénderte sich dabei lediglich die Peakform, im Falle einer Injektion von
Methanol:Chloroform (2:1, v/v) konnten hingegen separate Peaks des gleichen Analyten beobachtet
werden, wie es in Abbildung 28 am Beispiel der Prostaglandine E2 und D2 dargestellt ist. Aul3er bei
einer Methanol-Chloroform-Mischung konnte lediglich bei einer Mischung aus Methanol und
Dichlormethan das gleiche Phanomen beobachtet werden. Andere Aufnahmedien wie Aceton oder
Tetrahydrofuran fuhrten lediglich zum erwarteten Fronting. Die zusatzlichen Peaks traten bei
verschiedenen Zusammensetzungen von Methanol/Chloroform auf. Mit steigendem Chloroform-
Anteil traten die zusatzlichen Peaks auch bei geringeren Injektionsvolumina auf. Die zuséatzlichen
Peaks traten unabhangig von der Injektionsgeschwindigkeit und bei unterschiedlichen Analyten auf.
Bei einem geringen Injektionsvolumen von 2 pL traten nur bei Analyten mit einer geringen
Retentionszeit wie den Prostaglandinen zusatzliche Peaks auf, wéhrend bei steigenden
Injektionsvolumina auch spater eluierende Lipide betroffen waren. Dieses Phdnomen wurde bei der
zuerst entwickelten 30-Minuten-Methode untersucht. Der Start-Gradient bestand aus
Wasser:Acetonitril:Isopropanol  (9:0,5:0,5, v/iviv) mit 0,1% Ameisensdure und 1 mM
Ammoniumformiat. Da der Innendurchmesser der Kapillaren in UHPLC-Anlagen sehr gering ist,
besteht die Moglichkeit, dass es zwischen dem Start-Gradienten und dem Chloroform bzw.
Dichlormethan der Injektion zu einer Phasentrennung kommt und so der in der in der Chloroform-
Phase gelOoste Analytanteil friher eluiert. Bei einer Agilent 1200 HPLC-Anlage mit einer Hydro-RP
Saule (4 um, 150x2 mm, Phenomenex, Aschaffenburg) konnte das Phanomen nicht beobachtet
werden. Vermutlich mischten sich dort die Phasen wieder durch das grof3ere Totvolumen. Um
zusatzliche Peaks zu vermeiden, wurde reines Methanol als Aufnahmemedium verwendet. Fir den
spateren Gradienten wurde das maximal mdgliche Injektionsvolumen untersucht, dabei konnten bis

einschlieBlich 10 uL Methanol keine Verschlechterung der Peakformen beobachtet werden.
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Abbildung 28: Einfluss des Aufnahmemediums und des Injektionsvolumens auf die Peakform.

Nach der Injektion von 500 ng/mL Prostaglandin E2, das mit Methanol/Chloroform (2:1, v/v) aufgenommen
wurde, konnten mehrere PGE2 Peaks festgestellt werden. Diese traten in Abhangigkeit des
Injektionsvolumens auf. Die Retentionszeit des zuséatzlichen Peaks nahm ab, je grof3er das Injektionsvolumen
war (extrahierte lonenchromatogramm bei 351,2177 + 0,0035 m/z; 30 min Gradient).

Um eine Verschleppung der Analyten in die nachfolgenden Proben zu vermeiden, wurden
verschiedene Spillésungen und Spulmodi fiir die Injektionsnadel getestet. Zum Spulen der Nadel
vor und nach Aufnahme der Probe, hat sich dabei eine Mischung aus Acetonitril und Wasser (70:30,
v/v) bewahrt. Das Spulen der Nadel von innen mit verschiedenen Lésungsmitteln hat dazu gefihrt,
dass die Ausgangsbedingungen des Gradienten und dadurch auch die Retentionszeiten nicht stabil
waren. Da das innere Spilen erst nach erfolgter Messung durchgefiihrt werden konnte, erhéhte sich
die Analysenzeit pro Probe deutlich. Es wurde der direkte Injektionsmodus verwendet, dadurch war
die Injektionsnadel ein Teil der Messlinie und wurde mit dem kompletten Gradienten durchgesplilt.
Die Verschleppung war dadurch bereits sehr gering, deswegen wurde die Nadel nur auferlich

gespuilt.

3.1.2.4 Flussreduzierung

Im Laufe der Zeit ist es immer wieder zu starken Signalabfallen durch Geratekontamination
gekommen, weshalb nach Méglichkeiten gesucht wurde, die Geratebelastung und damit die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse Uber einen langeren Zeitraum zu verbessern. In anderen
analytischen Gebieten mit starker verunreinigten Proben, wie z.B. der Umweltanalytik, wird eine
Flussteilung verwendet, um den Totalionenstrom zu reduzieren [224]. Durch die Flussteilung werden
die hoheren Flussraten, die fur die chromatographische Trennleistung benétigt werden, nur teilweise
in die Quelle weitergegeben und der Rest wird verworfen. Durch eine erneute Optimierung der
Quellenparameter und eine Anpassung der FlieBmittelzusammensetzung, konnte dennoch eine
ausreichende lonisierung der Analyten erreicht und damit die Empfindlichkeit erhalten werden. Die

Signale der Sterylester konnte wie in Abbildung 29 gezeigt, durch die Flussreduzierung sogar
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verbessert werden. Dabei musste das PEEK-Stlick zwischen dem T-Stiick und der Quelle so kurz
wie mdoglich gehalten werden, um einen Empfindlichkeitsverlust der TG zu vermeiden, vermutlich
durch Adsorption an dem PEEK-Stiick. Aus diesem Grund konnte das Erdungsstiick der Quelle nicht
als T-Stick verwendet werden (dafir ist eine 30 cm lange PEEK-Verbindung nétig). Es wurde ein
T-Stuck direkt oberhalb der Elektrode mit einem 5 cm langen Verbindungsstiick zur Elektrode
eingebaut. So konnte die benotigte Empfindlichkeit fir TG und SE gewahrleistet werden (Abbildung
30).
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Abbildung 29: Einfluss der Flussreduzierung auf unterschiedliche Lipidgruppen.

(A) Ausschnitt des extrahierten lonenchromatogramms im positiven lonisationsmodus bei ungeteiltem Fluss
(300 pL/min, GS1 + 2 jeweils 50 psi) und (B) bei geteiltem Fluss (ca. 75 pL/min Fluss in der Quelle, GS1 + 2
jeweils 30 psi).
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Abbildung 30: Triglycerid-Signale in Abhangigkeit von der Flussrate und PEEK-Leitung.

Ausschnitte der extrahierten lonenchromatogramme von Triglyceriden (TG) und Sterylester 22:6 (SE) bei
verschiedenen Flussteilungen (30-Minuten-Methode). Angeben sind die Flussraten, die in die Quelle geleitet
werden. Die Leitungslange entspricht der Ladnge der PEEK-Leitung nach dem T-Stiick, welches den Fluss teilt.
Der linke Graph zeigt die Signale bei ungeteiltem Fluss.
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Mit der gezeigten Flussreduzierung im positiven lonisationsmodus konnte erfolgreich der
Totalionenstrom (TIC) und damit auch die Detektorabnutzung sowie die Verschmutzung des QJet
reduziert werden (Abbildung 31). Die verringerte Verschmutzung wird u.a. an dem hoéheren lonen-
Transmissionskoeffizienten deutlich. Dieser beschreibt die Durchlassigkeit der QO-Linse fur die
lonen. Bei zu grofRen Signalen im TIC wird an der QO-Linse eine Gegenspannung angelegt, um nur
einen Teil der lonen weiter in den QO zu leiten. Die Peakflachen der verschiedenen Analyten sind

noch ausreichend fur eine semi-quantitative Auswertung.
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Abbildung 31: Einfluss der reduzierten Flussrate in der Quelle auf den Totalionenstrom.

Es wurde Humanplasma mit ungeteiltem HPLC-Fluss (300 pL/min) oder direkt vor der Quelle geteiltem Fluss
(ca. 75 pyL/min gehen in die Quelle, der Rest wird verworfen) im positiven lonisationsmodus gemessen: (A)
Totalionenstrom-Chromatogramm, (B) lonen-Transmissionskoeffizienten.

Im negativen lonisationsmodus konnte die Flussreduzierung nicht implementiert werden, da es u.a.
zu einem extremen Signalabfall der Phospholipide gekommen ist und diese nicht mehr detektiert
werden konnten. Das Elektrospray konnte im negativen Modus trotz verschiedener Gas- und
Spannungseinstellungen nicht stabilisiert werden, was durch zackige Linien in den extrahierten
lonenchromatogrammen, vor allem bei kleinen Signalen, sichtbar wurde. Zudem ist der TIC im
negativen Modus deutlich geringer, sodass hier auch von einer geringeren Detektorbelastung
ausgegangen werden kann. Deswegen wurde im weiteren Verlauf die Flussreduzierung nur fir den

positiven lonisationsmodus verwendet.
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Des Weiteren wurde die Qualitat der FlieBmittel Gberprift, da auch bei der Injektion von Blank-
Proben der Totalionenstrom trotz Flussreduzierung zu hoch war. Da der positive lonisationsmodus
starker betroffen war, wurden verschiedene LOsungsmittel in LC-MS- und ULC-MS-Qualitat in
diesem Modus mit einem Zusatz von 0,1% Ameisensaure mit der Spritzenpumpe bei 75 pL/min
injiziert. Dabei wurde die Intensitat des TIC in einem Scanbereich von 100-2000 m/z sowie die
detektierbaren Massen verglichen. Damit konnten sowohl fir Wasser als auch fur Isopropanol keine
Vorteile durch die deutlich teureren Losungsmittel in ULC-MS Qualitat festgestellt werden. Auch der
Vergleich von Ameisensauren mit einer Reinheit von 99-100% bzw. > 99,5% (LC-MS-Qualitat),
zeigte keine Unterschiede. Hingegen konnte mit Acetonitrii in ULC-MS-Qualitat das
Hintergrundsignal deutlich reduziert werden (3,0*10° im Vergleich zu 1,3*107), sodass dieses fir
weitere Messungen verwendet wurde. Der Vergleich der TIC der verschiedenen Losungsmittel ist
im Anhang dargestellt (Abbildung 54).

3.1.3 Massenspektrometrische Parameter

Nachdem die Chromatographie optimiert wurde, konnten im nachsten Schritt die
massenspektrometrischen Parameter naher untersucht werden. Bei einer QTOF-Screening-
Methode wird in der Regel keine analytspezifische Optimierung durchgefiihrt, da alle Analyten in
dem gleichen MS-Experiment und dadurch mit den gleichen Parametern gemessen werden. Die
letztlich ausgewahlten Parameter sind in Tabelle 20 aufgefiihrt. Die meisten Substanzen lieRen sich
in protonierter Form oder als Addukt im positiven lonisierungsmodus messen. Eine Messung beider
Polaritaten ist, aufgrund der unterschiedlichen lonisierungseigenschaften der einzelnen Lipidklassen
in den beiden lonisierungsmodi, sinnvoll, um so mdglichst niedrige Detektionsgrenzen zu
gewabhrleisten. Lipide mit einer Saurefunktion, wie z.B. die Fettsduren oder auch die Phospholipide
werden leichter deprotoniert, wahrend basisch reagierende Substanzen eher protoniert werden.
Neutrale Lipide wie die Triglyceride und Sterylester konnten als Kation-Addukte (Ammonium- oder
Natrium-Addukte) gemessen werden. Viele Lipide konnten in beiden Polaritdten gemessen werden.
So wurde z.B. die permanente positive Ladung cholinhaltiger Lipide wie der Phospatidylcholine
durch ein Formiat- oder Acetat-Addukt ausgeglichen und die Substanz konnte durch Deprotonierung

der Phosphatgruppe im negativen Modus ionisiert werden.
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Tabelle 20: Optimierte MS-Parameter.

Parameter Abkirzung Negative lonisierung Positive lonisierung
Akkumulationszeit MS-Scan - 250 ms 250 ms
Akkumulationszeit MS/MS - 50 ms 50 ms
Kollisionsgas (Q2) CAD 4 psi 4 psi
Curtain Gas (Stickstoff) CUR 40 psi 40 psi
Temperatur Heizgas TEM 400 °C 400 °C
lonisationsspannung ISVF -3500 V 4500 V
Zerstaubergas ESI GS1 50 psi 25 psi
Heizgas ESI/ Zerstaubergas APCI GS?2 50 psi 25 psi
Massenbereich MS-Scan - 100-1000 m/z 100-1000 m/z
Massenbereich MS/MS - 50-1000 m/z 50-1000 m/z
Declustering Potential Scan DP -80 V 80V
Declustering Potential MS/MS DP -80 Vv 80V
Kollisionsenergie MS-Scan CE -5V 5V
Kollisionsenergien MS/MS CE/CES -60 --20V 20-60V
Q1 Auflésung unit unit
MS/MS-Modus - high sensitivity high sensitivity
Anzahl IDA Kanéle - 6 6
Anzahl zusammengefasster i 4 4
Detektionsfenster

Zeitmenge vor dem lonenimpuls IRD 11 ms 11 ms
Dauer des lonenimpulses IRW 10 ms 10 ms

Die Akkumulationszeit beschreibt das Zeitfenster in dem ein TOFMS oder MS/MS-Messpunkt
aufgenommen wird. Prinzipiell ist bei einem TripleTOF 6600 eine Akkumulationszeit von 100 ms
ausreichend fir die maximale Empfindlichkeit. Im negativen lonisationsmodus konnte bei dieser
Einstellung leider nicht die Signalstabilitat gewahrleistet werden, sodass die Akkumulationszeit fur
beide Modi auf 250 ms erhoht wurde. Fir die MS/MS-Fragmentierung zusammen mit einer
Spreizung der Kollisionsenergie, z.B. von 20 bis 60 V, ist eine Akkumulationszeit von mindestens 30
ms pro Experiment empfehlenswert. Um die Empfindlichkeit zu erhéhen, wurde eine
Akkumulationszeit von 50 ms fiur die MS/MS-Experimente gewahlt. Die Kollisionsenergie fir den
Scan wurde so niedrig wie moglich gewahlt, um eine Fragmentierung der Analyten zu vermeiden.
Fur die MS/MS-Messung wurden Kollisionsenergien im negativen lonisationsmodus von -60
bis -20 V gewahlt, um die Abspaltung der Fettsduren und die Fragmentierung der Kopfgruppen vieler
Lipidgruppen zu erreichen und dadurch die Strukturaufklarung zu erleichtern. Um mindestens zehn
Messpunkte pro chromatographischem Peak bei einer minimalen Peakbreite von sechs Sekunden
zu erhalten, konnten zusatzlich zum MS-Scan noch sechs MS/MS-Spektrum pro Zyklus
aufgenommen werden. Die Gesamt-Zykluszeit betrug 600 ms. Als IDA Kriterien wurden sténdig
vorkommende Hintergrundsignale und bereits ausgewéhlte lonen mit einer Toleranz von 20 mDa fir
funf Sekunden ausgeschlossen, damit bei mdglichst vielen koeluierenden Substanzen ein MS/MS-
Spektrum aufgenommen wird. Bei den TOF-spezifischen Einstellungen, wie der Anzahl
zusammengefasster Detektionsfenster, der Zeit bis zum lonenimpuls sowie dessen Dauer, wurden

die Herstellereinstellungen beibehalten, da Erhéhungen dieser Parameter zwar mit einer besseren
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Empfindlichkeit aber auch mit einer schlechteren Auflosung einhergehen. Das Curtain-Gas wurde
so hoch wie mdglich gewahlt, um die Geratekontamination zu verringern. Curtain-Gas Werte grof3er
40 psi fuhrten zu einem starken Signalabfall.

3.1.3.1 Lipididentifizierung
Mit der entwickelten Methode konnten 440 Lipide aus mehr als 15 Lipidklassen in Humanplasma

identifiziert werden. Da nach der QC- und Blank-Bereinigung in der untargeted Auswertung im
positiven und negativen lonisationsmodus je ungeféahr 1.500-1.700 Signale detektiert wurden,
besteht Potenzial fur die Identifizierung weiterer Lipide. In Tabelle 21 ist eine Ubersicht tber die
identifizierten Lipide und die bei der jeweiligen Klasse beobachteten MS/MS-Fragmente dargestellit.
Die Identifizierung erfolgte Uber die exakte Masse 5 ppm, die Isotopenverteilung sowie den
Vergleich der Fragmentierungsmuster mit mehreren Datenbanken und der Literatur [9, 176, 178,
225]. Aulerdem wurden die Retentionszeiten innerhalb der Lipidklassen verglichen, d.h. bei
langeren Kohlenwasserstoffketten und hoherem Sattigungsgrad wurden jeweils langere
Retentionszeiten erwartet. Der Vorteil der Messung in beiden Polaritaten liegt neben der niedrigeren
Detektionsgrenzen auch darin, dass sich aus den lonisierungseigenschaften und MS/MS-
Fragmentierungsmustern beider Polaritaten komplementare Informationen zur ldentifizierung
ergeben. Im negativen lonisationsmodus kénnen aus dem MS/MS-Spektrum neben den
Kopfgruppen-Fragmenten meist die enthaltenen Fettsduren identifiziert werden, was die
Strukturaufklarung erleichtert [225]. Ausnahmen sind Lipide, wie Ceramide, deren Fettsdure nicht
Uber eine Esterbindung verknipft ist, sowie Lipide, wie Triglyceride, die im negativen Modus nicht
ionisieren. Bei der Fragmentierung neutraler Lipide, wie den Di- und Triglyceriden, die meistens als
Ammonium-Addukt detektiert werden, werden u.a. die veresterten Fettsauren zusammen mit
Ammonium abgespalten und es entstehen Carbokationen. Die Fettsaurereste der DG und TG sind
demnach am Neutralverlust im positiven lonisationsmodus erkennbar. Eine Liste aller identifizierten
Lipide mit Retentionszeiten und Masse-zu-Ladungs-Verhdltnissen befindet sich im Anhang in
Tabelle 32. Mit der vorgestellten Screening-Methode kann durch Abdeckung vieler Lipidklassen eine
umfassende Ubersicht tber den Lipidstoffwechsel gewonnen werden. Die Detektion zahlreicher
Vertreter innerhalb der Lipidklassen ermdglicht es zudem Veranderungen in Untergruppen
aufzudecken. Die Identifizierung der Lipide erfolgte aufgrund der beschriebenen MaRhahmen mit

hoher Konfidenz.

104



Ergebnisse

Tabelle 21: Ubersicht in Humanplasma identifizierter Lipide und deren MS/MS-Fragmente.

Fir die Uberpriifung dieser Methode wurden zur Vereinfachung nicht alle identifizierten Lipide (# Identifikation),
sondern eine verringerte Anzahl (# Auswertung) betrachtet. Die Acylcarnitine und PG wurden erst zu einem
spateren Zeitpunkt identifiziert. Angegeben wird immer der empfindlichste Messmodus, bei vielen Analyten ist
eine Messung in beiden Modi méglich. Die MS/MS-Fragmente, die fir die jeweilige Lipidklasse typisch sind,
werden in der Reihenfolge der relativen Intensitat angegeben (bei CE 40 + 20 V), weitere Fragmente sind
mdglich. Mod. = lonisationsmodus, NL = Neutralverlust, FA = Fettsaure (-H*), *Fettsduren fragmentieren unter
diesen Bedingungen nicht, **das Ringsystem der Sterole bildet zahlreiche Carbokationen, ***sulfatierte Sterole,
die in eckigen Klammern angegebenen Fragmente haben eine geringe relative Intensitat.

Lipidklasse Abkiirzung # ldent # Auswertung Mod. Fragmente (m/z)
Acylcarnitine Acyl-CN 4 0 + 60,08; 85,03
Ceramide Cer 16 7 + 264,27; 282,28;
252,27
Diglyceride DG 27 9 + NL FA+NHzs; NL
35,03
Fettsauren* FA 19 19 - -
Hexosylceramide hexCer 6 4 + 264,27; NL des
Zuckers; 282,28;
252,27
Lysophosphatidyl- LPC 31 24 + 184,07; 104,11,
choline 125,00; 86,10
Lysophosphatidyl- LPE 22 9 - FA-H*; 196,04,
ethanolamine 140,01
Lysophosphatidyl- LPI 7 4 - FA-H*; 153,00;
inositole 241,01
Phosphatidylcholine PC 92 35 + 184,07; 125,00;
86,10
Phosphatidyl- PE 36 20 - FA-H*; 196,04;
ethanolamine 140,01
Phosphatidyl- PG 7 0 - FA- H*; [153,00];
glycerole [227,04]
Phosphatidylinositole Pl 19 12 - FA-H*; 241,01
Phosphatidylserine PS 2 1 - NL 87,03; FA-H*
Sphingomyeline SM 32 27 + 184,07; 125,00;
86,10
Sterole ST 4 4 +/-  Fingerprint**/96,96***
; 79,96+
Sterylester SE 17 11 + 369,35; Fingerpint**
Triglyceride TG 97 38 + NL FA+NHs; NL
17,03
Sonstige - 2 1 - -
Summe 440 225
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Das Vorkommen zahlreicher Addukte der Analyten erschwert die Lipid-ldentifizierung. Neben der
protonierten bzw. deprotonierten Form der Analyten konnten Ammonium- und Formiat-Addukte
beobachtet werden sowie Cluster mit mehreren Natriumformiat-lonenpaaren (Abbildung 32). Das
Vorkommen stabiler Natriumformiat-Cluster ist bekannt und wird gelegentlich auch fir die
Massenkalibrierung verwendet [242]. Dennoch sollte die Adduktbildung berticksichtigt werden, um
Fehlidentifikationen zu vermeiden. Die Addukte kénnen durch die Massenverschiebung, die MS/MS-

Spektren und Uber ihre Retentionszeit sowie die Peakbreite im Chromatogramm identifiziert werden.
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[M—HJ
80% A 303,2339
ﬁ
T 0% -
g
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Abbildung 32: Natriumformiat-Cluster der Arachidonséaure.

(A) Nach Injektion einer methanolische Lésung mit 500 ng/mL Arachidonséaure konnten mehrere Addukte der
Arachidonsaure gemessen werden. Den mobilen Phasen wurde Ameisensaure, aber keine Natriumionen
zugesetzt, diese kommen ubiquitér als Verunreinigung vor. Die in (A) bestimmten Massen zeigen das gleiche
Retentionsverhalten im Chromatogramm (B), dabei wurden die Massenspuren zwecks einer besseren
Vergleichbarkeit auf 100% gesetzt. (C) Im MS/MS-Spektrum des Addukts mit finf Natriumformiat konnten
mehrere Neutralverluste von Natriumformiat (67,988 Da) beobachtet werden (Muttermasse 643,2 m/z).
Andere Fettsduren und isotopenmarkierte Standards wie Stearinsdure-d35 zeigten ein &hnliches
lonisationsverhalten. Die Addukte konnten auch in Plasmaproben nachgewiesen werden, dort traten zudem
noch Dimere unterschiedlicher Fettsauren, die gleichzeitig eluieren, auf.
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3.1.3.2 Massenkalibrierung

Eine wichtige Voraussetzung fur die Identifizierung der Analyten ist die Aufrechterhaltung der
Massengenauigkeit wahrend der gesamten Laufzeit. Von Sciex wird die APCI Positive Calibration
Solution flur den positiven und die APCI Negative Calibration Solution flr den negativen
lonisationsmodus empfohlen. Durch den Wechsel der Kalibrierldsung mussten bei Anderung des
lonisationsmodus die Kanale des Calibrant Delivery Systems gespult werden. Die Spulung kann
nicht automatisch erfolgen und verbraucht deutlich mehr Kalibrierlosung als die eigentliche
Kalibrierung. Aus diesen Griinden wurde eine Mischung aus APCI Positive Calibration Solution und
1 pg/mL Sulfinpyrazon in Acetonitril (1:1, v/v) fur den positiven und negativen lonisationsmodus
verwendet und somit ein unbeaufsichtigter Polaritatswechsel zwischen den Messungen unterstitzt.
AuRerdem konnte mit dieser Mischung bei Bedarf ein groRRerer Massenbereich im negativen Modus
abgedeckt werden. Die Kalibrierung im positiven MS/MS-Modus erfolgte mit Reserpin und im
negativen MS/MS-Modus mit Sulfinpyrazon. Weiterhin konnte der Fluss fur die Kalibrierldésung von
500 pL/min auf 200 pL/min reduziert werden, was bei gleichbleibender Qualitéat der Kalibrierung eine
erhebliche Menge an Kalibrierlésung einspart. Die fur die Kalibrierung verwendeten Analyten und
Massen sind in Tabelle 22 gelistet. Bei vorhandenem TOFMS-Scan-Experiment kann das Intervall
zwischen den Autokalibrierungen, aufgrund der internen Kalibrierung mit Hintergrund Signalen und
ohne Einschrdnkung in der Massengenauigkeit, 20 Injektionen betragen. Dies konnte in drei
unabhangigen Messungen bestétigt werden. Eine davon ist als Beispiel in Abbildung 33 dargestellt.
Da die Stabilitat der Massengenauigkeit fur die korrekte Identifizierung der Analyten unentbehrlich

ist, wurde flr die Praxis die Autokalibrierung alle 10 bis 15 Injektionen durchgefihrt.

Tabelle 22: Theoretische m/z der Analyten fir die externe Kalibrierung tber APCI.

Analyt TOF MS + TOF MS -
Aminoheptanséaure 146,1176 -
Amino-dPEG 4-saure 266,1598 264,1453
Sulfinpyrazon-Fragment - 277,0983
Clomipramin 315,1623 -
Amino-dPEG 6-séure 354,2122 352,1977
Sulfinpyrazon - 403,1122
Amino-dPEG 8-saure 442,2647 440,2501
Reserpin 609,2807 -
Amino-dPEG 12-sdure 618,3695 616,3550
Hexakis(2,2,3,3-tetrafluoropropoxy)phosphazen 922,0098 965,9996
Hexakis(1,1,5-octafluoroheptoxy)phosphazen 1521,9715 -
Reserpin (TOF-MS/MS +) Sulfinpyrazon (TOF-MS/MS -)
Ci11H12NO* 174,0913 CsHsO- 93,0344
C10H1104* 195,0652 CsHsOS- 125,0067
CisHisNOs* 236,1281 Ci0HsNO" 158,0611
C22H25N203* 365,1860 C17H13N202 277,0983
C23H29N204* 397,2122 C23H20N20S3 403,1122
C23H30NOsg* 448,1966

Ca3zHaoN20g* 609,2807
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Abbildung 33: Messfehler verschiedener Lipide im Messverlauf mit Autokalibrierung alle 20 Injektionen.

Bei den fehlenden Werten wurde reines Losungsmittel injiziert. Es wurden hintereinander acht verschiedene
Gewebetypen gemessen. Die Analyten TG 54:4 und PC 0O-18:1_20:4 kamen nicht in allen Gewebetypen vor.
Auch zwischen den Autokalibrierungen war der Massenfehler meistens < 5 ppm. (A) positiver
lonisationsmodus (Messung wurde nach 26 Injektionen Kkurzzeitig unterbrochen), (B) negativer
lonisationsmodus, Kal. = Autokalibrierung.
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3.1.3.3 Datenabhéngige vs. datenunabhangige MS/MS-Spektren

Fur die Identifizierung werden MS/MS-Spektren fir alle gemessenen Lipide bendtigt. Die Spektren
sollten mdglichst rein und demnach selektiv sein. Zur Verfigung standen die datenabhangige
Aufnahme von MS/MS-Spektren (IDA), die selektiv ist, aber u.U. nicht fur alle Analyten ein Spektrum
aufnimmt, sowie die datenunabhangige SWATH-Messung. Mit SWATH werden alle Analyten in
einem Fenster von beispielsweise 25 Da fragmentiert und die MS/MS-Spektren kénnen auch fir den
semi-quantitativen Vergleich herangezogen werden. Wenn die Massenibergange spezifisch sind,
wie z.B. bei den Ceramiden, konnte die Selektivitat erhoht werden. Die phosphatidylcholinhaltigen
Lipide hingegen teilen sich die meisten Fragmente, sodass die Selektivitat im SWATH-Spektrum
geringer war als im MS-Scan (siehe Abbildung 34).

A) 100 ms, Zyklus 600 ms 50 ms, Zyklus 851 ms B) 30 ms, Zyklus 851 ms 50 ms, Zyklus 800 ms
25 x 30 Da Fenster 14 x 54 Da Fenster
4,0E+5 - 5,0E+6 -
MS-Scan 705,5905+ 0,005 m/z MS/MS 699 - 730 MS/MS 681 - 736
->184,0737 £0,005 m/z -> 184,0737 £ 0,005 m/z
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Abbildung 34: Vergleich MS-Scan mit SWATH-Messung bei verschiedenen Fensterbreiten und
Akkumulationszeiten.

Die Unterschiede werden anhand der Beispiele von Sphingomyelin 34:0 und Ceramid d18:1/24:1 fur den MS-
Scan (A) und SWATH-MS/MS (B) gezeigt. Angegeben werden jeweils die Akummulations- und die
Gesamtzykluszeit (Scan + mehrere MS/MS Spektren) sowie die extrahierte Massenspur £0,005 m/z. Bei den
MS/MS-Messungen wird zusétzlich der im Q1 selektierte und gemeinsam fragmentierte Massenbereich
angegeben. Die tatsachliche Breite der Massenfenster weicht leicht von der eingestellten Gro3e ab, damit sich
die Fenster Uberschneiden. Durch eine héhere Akkumulationszeit waren die Signale stabiler und dadurch der
Kurvenverlauf im Chromatogramm glatter. Da das 184 m/z Fragment der Phosphocholin-Kopfgruppe bei
mehreren Lipiden vorkommt, war die Selektivitat bei einer SWATH-Messung sowohl mit 30 als auch mit 54 Da
Fenstern zu gering, sodass der Peak von SM 34:0 im Untergrund verschwindet (die unterschiedlichen Y-
Achsen sind zu beachten). Die Isomere Cer d18:1/24:1 und Cer d18:2/24:0 hingegen kénnen durch SWATH
und den spezifischen Ubergang zur Sphingoidbase getrennt werden. Bei einem groReren Fenster von 54 Da
werden mehr Molekile gleichzeitig fragmentiert.
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In einem Massenfenster von 700 bis 730 m/z konnten z.B. im positiven lonisationsmodus u.a.
SM 34:2, PC 30:2, SM 34:1, PC 30:1, SM 34:0, PC 30:0, PE 34:3, PE 34:2, PE 34:1, SM 35:1,
PE O-18:1_18:2, SM 36:2, PC 32:2 sowie deren Isomere und Isotope detektiert werden. Diese
eluierten in der entwickelten Methode zwar in einem Retentionszeitbereich von ca. 5,4 bis 7,4
Minuten grof3tenteils getrennt voneinander, dennoch verdeutlicht das Beispiel wie kompliziert die
Identifizierung einzelner Lipide mittels SWATH sein kann. Wenn mehrere Analyten im gleichen
Massenfenster und zur gleichen Zeit kommen, ist die exakte Identifizierung erschwert bis unmaoglich
(siehe Abbildung 35). Die Fensterbreite hdngt von der zur Verfligung stehenden Zykluszeit und den
zu scannenden Massenbereich ab. Bei der Testmessung wurde der Massenbereich von 250 bis
1000 m/z in 25 jeweils 30 Da breite Fenster aufgeteilt. Als Akkumulationszeit fur den MS-Scan
wurden 50 ms und fur die MS/MS-Experimente je 30 ms angesetzt, die daraus resultierende
Zykluszeit betrug 851 ms. Es war somit nicht moglich, bei einer minimalen Peakbreite von ca. 6
Sekunden die fur eine semi-quantitative Auswertung bendtigten 10 Messpunkte zu erhalten. Mit
einem Massenfenster von 30 Da war sowohl die Selektivitat zu gering als auch die Zykluszeit zu
lang fir die entwickelte Chromatographie. Auch mit 10 Fenstern mit einer variablen Breite von 27
bis 164 Da, ausgewahlt anhand der Signale von Humanplasma im positiven lonisationsmodus, und
einer Akkumulationszeit von 50 ms war die Selektivitdt zu gering. Deswegen wurden
datenabhéngige MS/MS-Spektren mittels IDA gemessen. Bei einer Humanplasma-Probe im
positiven lonisationsmodus wurden ungeféahr 3.000 IDA-Spektren getriggert (Abbildung 35 B). Dabei
gab es mit einer Toleranz von 10 ppm und 6 Sekunden nur ca. 100-200 Uberschneidungen, d.h.
dass nur wenige Spektren doppelt aufgenommen wurden. Im negativen lonisationsmodus wurden
ca. 2.400 MS/MS-Spektren aufgenommen, von denen ca. 100 Uberlappten. Die Zahl der
aufgenommenen MS/MS-Spektren  variierte  zwischen den Messungen, z.B. durch
chromatographische Variationen oder unterschiedliche Intensitaten. Vergleicht man die Zahl der
aufgenommenen IDA-Spektren mit den knapp 1.000-3.000 gefilterten, d.h. von Isotopen- und
Blankpeaks bereinigten, Signalen der untargeted Auswertung (pro Polaritat), so ist anzunehmen,
dass mit den gewahlten Einstellungen fir die meisten Signale ein MS/MS-Spektrum aufgenommen
wird. Fir Signale mit einer Intensitat unter 150 Signalen pro Sekunde (cps), wurde kein MS/MS-

Spektrum aufgenommen, da in diesem Fall die Qualitat der Spektren zu gering war.
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Abbildung 35: IDA- und SWATH-Spektrum von SM 38:2 in Humanplasma und Verteilung der IDA-Spektren
Uber den m/z und RT-Bereich.

(A) Das mit information-dependent acquisition (IDA) aufgenommene Spektrum von Sphingomyelin 38:2 zeigt
das typische Kopfgruppenfragment bei 184 m/z sowie den Neutralverlust eines Wasser-Molekils. Das
SWATH-Spektrum von SM 38:2 hingegen enthélt noch zahlreiche weitere Fragmente von den Isotopen von
SM 38:2 und anderen Analyten in dem gleichen Massenfenster von 729-760 m/z. Die fiir die Identifizierung
bendtigten Fragmente gehen hier relativ zu den anderen Signalen unter. (B) Zeigt die typische Verteilung der
aufgenommenen IDA-Spektren bzgl. des Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis und der Retentionszeit im positiven
lonisationsmodus bei der Messung von Humanplasma. Dabei stellt jeder Punkt ein Spektrum dar und die
Intensitat nimmt zu, wenn mehrere Spektren in diesem Bereich liegen.

3.1.4 Datenprozessierung

Durch hochauflésende Massenspektrometrie erzeugte Daten sind sehr umfangreich und die
Auswertung kann entsprechend zeitaufwendig sein. Es wurden Verfahren entwickelt, um die
Auswertung im Vergleich zu den von Sciex bereitgestellten Méglichkeiten zu beschleunigen und zu
erweitern. Zunachst wird die Vorbereitung der Daten und der Stellenwert der internen Standards bei
der Normalisierung untersucht. Im Anschluss erfolgt die statistische Auswertung zur Aufdeckung von

Unterschieden zwischen den Probengruppen.
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3.1.4.1 Normalisierung

Es wurde untersucht, ob die Zugabe von internen Standards zu den Proben vor der Extraktion fur
die Normalisierung der Ergebnisse verbessert. Dabei wurden u.a. die in der MarkerView Software
enthaltenen Berechnungen des MPR und des Skalierungsfaktors aus mehreren internen Standards
(MW 1S) verwendet (Erlauterung siehe 2.1.4.1). Des Weiteren wurden die Ergebnisse auf einen IS
pro Lipidklasse bezogen. Dieses Verfahren kann nur bei bereits identifizierten Analyten und nicht im
Rahmen einer untargeted Auswertung angewandt werden. Die Normalisierung mit Hilfe des
Totalionenstroms oder einen einzigen IS wurden aufgrund ihrer Fehleranfalligkeit nicht in Betracht
gezogen [171, 226].

Als erster Testdatensatz wurden die Daten des Préaanalytik-Versuches verwendet. Dabei wurden fur
eine bessere Ubersichtlichkeit nur die Gruppen der fiir 0 bzw. 24 h bei Raumtemperatur gelagerten
KsEDTA- und NaF/Citrat-Vollblutproben sowie die Qualitatskontroll-Proben (QC) genauer betrachtet
(89 von 450 Proben, Abschnitt 2.3.1). Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die Normalisierung
mit dem MPR als auch mit dem MW IS fiir die Auswertung von untargeted Daten angewandt werden
konnen. Die RLA-Graphen zeigen bei diesen Methoden eine enge Streuung um den Null-Wert und
deshalb geringe Abweichungen innerhalb der untersuchten Gruppen (Berechnung siehe Abbildung
36). Diese sind essenziell fir aussagekraftige Ergebnisse bei dem Vergleich zwischen Gruppen. Die
Abweichungen innerhalb der Probengruppen mit der MPR-Normalisierung waren noch etwas
geringer im Vergleich zu beiden Normalisierungsmethoden mit den IS. Eine mdgliche Erklarung
daflir sind die unterschiedlichen Matrixeffekte in den Proben, die mit einem IS pro Lipidklasse nicht
vollstandig korrigiert werden kdnnen, wahrend die Matrixeffekte innerhalb der QC-Proben
vergleichbar sind. AuRerdem kdnnen durch das Pipettieren der 1IS-Losung Abweichungen entstehen,
die als gering einzustufen sind. Im Gegensatz zu der MPR-Methode, konnte die IS-Normalisierung

die AusreilRer aufgrund eines Injektionsfehler korrigieren (Abbildung 36 A).

Bei der Betrachtung der analytspezifischen Auswirkung der Normalisierungen, zeigte sich der
Nachteil der Normalisierung aller Werte einer Probe mit nur einem Skalierungsfaktor. Die Proben
mussten aufgrund ihrer grof3en Anzahl auf zwei Messlaufe aufgeteilt werden. Die Ergebnisse
gleicher QC-Proben kodnnen sich zwischen den Messlaufen, z.B. durch eine verénderte
Gerateempfindlichkeit, unterscheiden, man spricht von Batch-Effekten. Diese betreffen die Analyten
in einem unterschiedlichen Ausmalf3. Sowohl die MPR- als auch die MW 1S-Korrektur konnten den
bei TG 56:6 auftretenden Batch-Effekt in den QC-Proben verringern, dafir war die Varianz von dem
nicht so stark betroffenen LPC 20:4 erhoht (Abbildung 37). Die Normalisierung mit einem IS pro
Lipidklasse lieferte in diesem Fall bessere Ergebnisse, ist allerdings bei der untargeted Auswertung

nicht anwendbar.
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Abbildung 36: Vergleich verschiedener Normalisierungen mittels RLA- und Volcano-Graphen.

Es werden die Werte von 215 untersuchten Lipiden ohne Normalisierung, mit dem MPR, mit dem Mittelwert
mehrerer IS und mit einem IS pro Lipidklasse normalisiert dargestellt. Bei dem RLA-Graphen (A) werden die
Abweichungen innerhalb der Gruppen dargestellt. Dafur wurde fur jeden Analyten vom Logl0-Wert der
Peakflachen der Median innerhalb der Gruppe subtrahiert. Die Ergebnisse aller Analyten wurden dann
probenweise in einem Boxplot aufgetragen und die verschiedenen Gruppen farblich hervorgehoben. Die
Abweichungen innerhalb der Gruppen (v.a. der QC-Proben) sollten méglichst gering sein, das heildt die Werte
sollten eng um Null streuen. Bei einer K3EDTA 0 h Probe wurde im negativen lonisationsmodus zu wenig
injiziert, deswegen sind die chromatographischen Peakflachen einiger Analyten deutlich verringert (Ausreifer).
In den Volcano Graphen (B) wird die relative Anderung der Peakflachen gezeigt, nachdem KsEDTA-Vollblut
fur 24 h bei RTp gelagert wurde. Die Lipidklassen LPC, SE und TG wurden farblich hervorgehoben, damit
diese besser nachvollzogen werden kénnen. Die LPC wurden ausgewahlt, da sie eine starke Anderung zeigen.
Die SE und TG wurden ausgewahlt, weil sie Matrixeffekten unterliegen und sich gegenseitig supprimieren
kénnten. Die biologischen Unterschiede bleiben bei den dargestellten Normalisierungen erhalten.
Maoglicherweise kann durch einen IS pro Lipidklasse eine erhdhte Suppression der TG durch SE ausgeglichen
werden. MW = Mittelwert.
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Abbildung 37: Vergleich verschiedener Normalisierungen bei einzelnen Analyten.

Gezeigt werden die chromatographischen Peakflachen der Analyten bzw. die Peakflachen in Relation zur
Peakflache des IS von TG 56:6 und LPC 20:4 uber den Verlauf der Praanalytik-Messung. Die Daten werden
ohne Normalisierung (A) oder mit einer Normalisierung mit dem MPR (B), den Mittelwert der internen
Standard-Signale (C) oder der Verwendung eines IS pro Lipidklasse dargestellt. Die Proben wurden in zwei

Die Ergebnisse der QC-Proben ( A ) sollten mdglichst &hnlich sein. Ohne

Normalisierung zeigen die QC-Proben bei TG 56:6 einen deutlichen Batch Effekt (nach Injektion 188), wahrend
LPC 20:4 nicht so stark betroffen ist. Vier Probengruppen wurden hervorgehoben, um den Einfluss der
Normalisierung auf biologische Unterschiede zu zeigen. Diese sollten trotz der Normalisierung erhalten

Messlaufen analysiert.

bleiben.
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Ein ahnliches Ergebnis lieferte die Analyse der verschiedenen Normalisierungsverfahren bei der
Analyse von Gewebeproben. Hierzu wurden 48 Mauspfoten-Proben sowie 8 QC-Proben aus dem
Vergleich der Entziindungsmodelle durch Injektion von LPS oder Zymosan im Vergleich zu
unbehandelten M&usen untersucht (siehe Abschnitt 2.3.2). Auch in diesem Fall waren die
Ergebnisse und die Varianz innerhalb der Gruppen nach der Normalisierung mit dem MPR, MW IS
und einem IS pro Klasse vergleichbar. Eine Ausnahme stellt die Normalisierung zum Proteingehalt
dar, denn bei dieser ist die Varianz innerhalb der Gruppen im RLA-Graphen deutlich gestiegen.
AuRerdem &nderte sich durch die Normalisierung zum Proteingehalt die Aussage der Daten, nicht
nur quantitativ, sondern auch qualitativ, wie am Beispiel der Mauspfoten, in die Zymosan injiziert
wurde, im Vergleich zur Kontrollgruppe ersichtlich ist (Anhang Abbildung 55). Wahrend bei den
unkorrigierten oder mit den IS normalisierten Daten etwa gleichmaRig viele Lipide hoch- oder
runterreguliert wurden, sind die Anderungen nach der Normalisierung mit dem Proteingehalt fast alle
negativ. Dieser Effekt wurde durch die anschlieBende Normalisierung mit dem MPR umgekehrt. Die
Normalisierung mit dem Proteingehalt auch in Kombination mit anderen Verfahren sollte deswegen

fur diesen Datensatz nicht angewandt werden.

Mit der MPR-Normalisierung kénnen im Gegensatz zur 1S-Korrektur auch Unterschiede im
Probenvolumen Kkorrigiert werden. Eine Kombination der MPR-Normalisierung mit anderen
Verfahren, die unterschiedliche Probenmengen korrigieren, wie z.B. der Proteingehalt, sollten
deshalb vermieden werden. Stattdessen kann die 1S-Normalisierung verwendet werden, um die
Variationen innerhalb einer Messung auszugleichen. Die Ergebnisse der Normalisierungen der

Mauspfoten sind im Anhang unter Abbildung 55 aufgefuhrt.

Letztlich konnte gezeigt werden, dass die Normalisierungsverfahren mit MPR, MW IS und einem IS
pro Lipidklasse &hnlich geeignet waren um die technische Varianz zu reduzieren und dabei die
biologischen Unterschiede zu erhalten (Abbildung 36 B). Demnach missen bei untargeted
Messungen keine IS verwendet werden. Allerdings wird der Vergleich von Messlaufen von
verschiedenen Zeitpunkten durch die Verwendung eines IS pro Lipidklasse erleichtert, sodass der
Zusatz von IS wahrend der Extraktion sinnvoll sein kann (Abbildung 37). Das optimale
Normalisierungsverfahren sollte fir jeden Datensatz einzeln bestimmt werden. In diesen beiden
Fallen wurden die untargeted Daten mit dem MW IS und die semi-targeted Daten mit einem IS pro

Lipidklasse normalisiert.
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Die internen Standards konnen auf3erdem zur Korrektur schwankender Retentionszeiten verwendet
werden. Fur eine RT-Korrektur sind Konzentrationsunterschiede nicht relevant, deswegen kann sie
auch mit anderen Analyten durchgefiihrt werden. Einzige Voraussetzung ist, dass die fur die
Korrektur verwendeten IS oder Analyten in allen Proben vorkommen und innerhalb der RT-Toleranz
keine Isomere oder Isobare eluieren, die zur falschen Signal-Auswahl fuhren. Die verwendeten
Signale sollten maoglichst gleichmaRig Uber die gesamte Retentionszeit verteilt sein. In der
MarkerView Software kann die RT-Korrektur linear erfolgen oder um einen konstanten Wert
verschoben werden. Da meistens geringe Anderungen in den Gradienten die RT der verschiedenen
Analytgruppen unterschiedlich betreffen, ist die lineare RT-Korrektur sinnvoller. Im Laufe dieser
Arbeit waren die RT in den meisten Fallen sehr stabil, sodass keine RT-Korrektur notwendig war.
Bei kleineren RT-Verschiebungen konnten die Unterschiede erfolgreich durch eine lineare RT-
Korrektur ausgeglichen werden (Abbildung 38). Hingegen kam es durch den Wechsel baugleicher
LC-Saulen zu Anderungen der Retentionszeiten einiger Lipidgruppen wie den Pl und den PS,
wahrend die anderen Lipidklassen nicht betroffen waren. In diesem Fall funktionierte die RT-
Korrektur fur die untargeted Auswertung nicht, stattdessen musste mit einer groBeren RT-Toleranz
gearbeitet werden. Bei semi-targeted Analysen kénnen die RT in Abhangigkeit von dem jeweiligen

IS angepasst werden.
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Abbildung 38: Lineare Retentionszeitkorrektur.
Vergleich von Messungen von verschiedenen Zeitpunkten mit linearer RT-Korrektur (extrahierte
lonenchromatogramm von FA 18:0, 283,265 * 0,041 m/z).
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3.1.4.2 Statistische Auswertung

In der Software R wurden verschiedene Skripte entwickelt, die einige Bereiche der statistischen

Auswertung beschleunigen. Die Funktionen dieser Skripte werden im Folgenden erlautert.

Umgang mit fehlenden Werten

Drei Testdatensatze zu fehlenden Werten wurden mit mehreren Imputationsverfahren ausgewertet
mit dem Ziel das geeignetste Verfahren fur fehlende Werte unterhalb des Detektionslimits zu
identifizieren (R Skript siehe 8.2.1). Tabelle 23 zeigt die Ergebnisse der Regressionsanalyse, bei der
die ersetzten Werte mit den urspringlichen Werten verglichen wurden (Details zu den
Imputationsverfahren siehe Abschnitt 2.1.4.2).

Tabelle 23: Vergleich verschiedener Imputationen fur linkszensierte Daten.

Testdatensatze: 1 = Konzentrationen (quantitativ), 2 = Flachenverhéltnis zum IS (semi-quantitativ),
3 = chromatographische Peakflachen (semi-quantitativ). Bei den Datensatzen wurden die niedrigsten 5, 10,
15 oder 20% der Werte entfernt und anschlie3end mit verschiedenen Verfahren ersetzt. Minimum bzw. Min =
kleinste verbleibende Wert, kNN = k-N&chste-Nachbarn-Algorithmus, Amelia = Amelia-Algorithmus (Details zu
den Verfahren siehe 2.1.4.2).

Durchschnittliche rel. Abweichung [%] bei Ersetzen mit

Testdatensatz fehlende Null Minimum Min/2 Median kNN Amelia
Werte [%0]
5 5,32 1.15 211 7.28 532 122
16 Analyten 10 10,64 225 4,25 1266 1082 2,63
1~ 94 Proben 15 14,89 362 571 16,81 1489 438
5 Gruppen ’ ’ ’ ’ ! ’
20 20,15 5,75 7.39 21,49 2033 632
5 6.25 224 202 9.63 787 231
10 Analyten 10 10,42 3,57 3,63 1332 1024 311
2 48 Proben 15 16,67 542 509 1826 1962 556
6 Gruppen 1 1 H H 1 H
20 20,83 714 7.44 2140 2461  7.98
5 520 0,56 233 1839 155 1,36
15 Analyten 10 10,53 1,97 4,30 3755 680 321
3 114 Proben
15 14,91 3,07 595 5570 866 484
13 Gruppen
20 20,18 5,10 7,59 7381 1662  7.26

Bei allen drei Testdatensatzen war die durchschnittliche relative Abweichung beim Ersetzen der
fehlenden Werte mit dem kleinsten verbleibenden Wert am geringsten. Auch die Imputationen mit
dem Amelia-Algorithmus und der Halfte des kleinsten Wertes erzeugten geringe relative
Abweichungen. Mit dem Amelia-Algorithmus werden in der Regel mehrere Datensatze erzeugt, die
dann alle einzeln ausgewertet und am Ende zusammengefiihrt werden missen. Zur Vereinfachung
wurde nur einer der funf erzeugten Datensatze ausgewertet. Die Imputationen mit dem KNN-
Algorithmus und dem Median zeigten die héchsten Abweichungen, da diese Verfahren annehmen,

dass die fehlenden Werte Teil der restlichen Verteilung sind. Sie Uberschatzen die Werte im Falle
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von linkszensierten Daten und sollten deshalb nur bei zuféllig fehlenden Werten angewandt werden.
Bei Testdatensatz 3 mit den Peakflachen im Chromatogramm (grof3e Zahlen) lieferte der kNN-
Algorithmus bessere Werte als bei den Datensatzen 1 und 2, dennoch war er auch bei Datensatz 3
den anderen Verfahren unterlegen. Je weniger Werte ersetzt werden mussten, desto geringer war
die relative Abweichung, da fir die Regression immer der ganze Datensatz verwendet wurde und

vorhandene Werte demnach einen Fehler von 0 haben.

Auch die Verteilung der Werte ist fur die weitere Auswertung von Bedeutung, deshalb wurden die
verschiedenen Verfahren mittels Box-Whisker-Plots verglichen. Abbildung 39 zeigt pro
Testdatensatz einen Beispielanalyten, bei dem 20% der Werte ersetzt wurden und fir Datensatz 3
auch noch fir 5% fehlende Werte. Wenn die fehlenden Werte Uberhaupt nicht ersetzt wurden, haben
sich die Verteilungen deutlich verschoben und wichen stérker von der Normalverteilung ab, wie z.B.
bei Ceramid d18:1/24:0 in Datensatz 1. Deshalb ist es nicht ratsam den Datensatz ohne
Imputationen auszuwerten, insbesondere wenn mehrere Werte fehlen. Das Ersetzen mit dem
kleinsten noch vorhandenen Wert bzw. der Halfte davon zeigte niedrige relative Abweichungen, aber
die Verteilung der Daten wich von der urspriinglichen Verteilung ab, v.a. wenn 20% der Werte durch
das Minimum ersetzt wurden. Dieses Problem betrifft prinzipiell alle Verfahren, die fehlende Werte
durch konstante Werte ersetzen. Das Ersetzens durch die Haélfte des Minimums hatte einen
geringeren Einfluss auf die Verteilung der Daten, sodass letztlich dieses Verfahren in das Skript zur
univariaten Auswertung der Daten implementiert wurde. Die mit dem Amelia-Algorithmus erstellten
Datensatze ahnelten der urspringlichen Verteilung, jedoch aufgrund des hohen Rechenaufwands,
der stark begrenzten Anzahl Analyten sowie der Voraussetzung, dass die Analyten nicht korreliert

sein durfen, erwies sich dieser Algorithmus als ungeeignet.
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Abbildung 39: Vergleich der Verteilung der Daten bei Einsatz verschiedener Imputationsverfahren.

Die Verteilung der Daten wird mittels Box-Plots dargestellt. Die Box umfasst den Interquantil-Bereich, der
horizontale Strich markiert den Median und die Whiskers entsprechen dem 1,5-fachen des Interquantil-
Bereiches, jedoch minimal dem kleinsten und maximal dem gréf3ten vorhandenen Wert. Bei Werten auf3erhalb
der Whiskers geht man von Ausrei3ern aus, diese werden als Punkt dargestellt.

Univariate Auswertung
Fur die analytweise (univariate) Auswertung wurde ein R Skript entwickelt (Absatz 8.2.2), dass

sowohl semi-targeted als auch untargeted Daten auswerten kann. Das Skript wurde testweise mit
zwei Datensatzen ausgefihrt und die Ergebnisse der statistischen Tests mit MetaboAnalyst 4.0
abgeglichen [243].

Als ersten Testsatz wurden die semi-targeted Daten der mit LPS bzw. Zymosan behandelten
Mausen verwendet (siehe auch 2.3.2). Zur Vereinfachung wurde fiur die Auswertung in
MetaboAnalyst nur der Teildatensatz mit den Plasmaproben verwendet (24 Proben + 6 QCs),
wahrend mit R automatisch der komplette Datensatz ausgewertet wurde (24 Plasma-, 48 Gewebe-
Proben + 14 QCs). Analyten mit einer RSD von mehr als 20% bei den QC-Proben wurden entfernt.
Die Daten enthielten Flachenverhdltnisse zum IS und wurden bereits mit den Signalen in der
Blankprobe abgeglichen. Es handelte sich um unabhé&ngige Proben, folglich wurden ANOVA,
Kruskal-Wallis und ungepaarter t-Tests (ungleiche Varianzen) sowie Wilcoxon-Tests durchgefuhrt.
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Die erhaltenen p-Werte wurden jeweils nach der Bonferroni- und FDR-Methode angepasst. Dabei
ist zu beachten, dass die Tests zum Vergleich von zwei Gruppen (t- und Wilcoxon-Test) verwendet
wurden, um einzeln die Gruppen mit der Kontrollgruppe zu vergleichen. Die Tests wurden nicht
paarweise durchgefuhrt und die p-Werte wurden nur fir die Anzahl der Analyten, nicht fir die erhéhte
Testanzahl durch mehrere Gruppen angepasst. Die erhaltenen p-Werte sind demzufolge niedriger.
Die automatisierte Berechnung und Ausgabe von paarweisen t-tests hat sich als schwierig
herausgestellt, deswegen wurde diese Vereinfachung gewahlt. AuRerdem wird in R mit der t-Test
Funktion standardm&Rig angenommen, dass keine Varianzgleichheit besteht, d.h. bei den R
Ergebnissen handelt es sich strenggenommen um die robusteren Welch-Tests anstelle von
Students-t-Tests. Praktisch konnte bei den Ergebnissen des Welch- und Students-t-Test
(Varianzgleichheit wird angenommen) keine Unterschiede bei den F- und p-Werten festgestellt
werden. Bei der Auswertung in MetaboAnalyst wurde zunachst eine parametrische und nicht-
parametrische  ANOVA durchgefuihrt. Anschlieend wurden die Zymosan Proben aus dem
Datensatz entfernt, damit Welch- und Wilcoxon-Tests durchgefiihrt werden konnten. Bei
MetaboAnalyst mussten die QC-Proben manuell entfernt werden, da diese u.U. noch fir multivariate
Auswertungen bendtigt werden. Als Grenze flr das Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von 1
angenommen, da bei MetaboAnalyst nur signifikante Ergebnisse extrahiert werden kénnen. Eine
Anpassung der p-Werte kann in MetaboAnalyst nur mit der FDR erfolgen. Eine analytweise
Uberprufung der Normalverteilung und Varianzgleichheit mittels analytischer Tests sowie eine
graphische Darstellung der Einzelverteilungen ist mit MetaboAnalyst nicht mdglich. Die Anzahl
signifikanter Tests (p bzw. p* < 0,05) wird in Tabelle 24 verglichen.

120



Ergebnisse

Tabelle 24: Vergleich der Auswertung der semi-targeted Daten des LPS/Zymosan-Plasmas mit R und
MetaboAnalyst.

Dargestellt wird die Anzahl an Analyten, die angegebenen Kriterien erfiillen. kA = keine Angabe, NA =
nichtzutreffend (n=8).

MetaboAnalyst R Skript
Anzahl Analyten gesamt 230 230
wegen >1% fehlender Werte entfernte Analyten 111 111
wegen QC RSD > 20% entfernter Analyten 0 0
Analyten ausgewertet 119 119
Test ANOVA Kruskal-Wallis ANOVA Kruskal-Wallis
unkorrigierter p-Wert < 0.05 40 38 40 38
FDR korrigierter p-Wert < 0.05 31 18 31 18
Bonferroni korrigierter p-Wert < 0.05 kA kA 0 0
unkorrigierter p-Wert < 0.05 & kA NA 36 NA
Shapiro+Levene > 0.05
FDR p-Wert < 0.05 & Shapiro+Levene > 0.05 kA NA 27 NA
Bonferroni p-Wert < 0.05 & kA NA 0 NA

Shapiro+Levene > 0.05
nur Vergleich von Kontrolle vs. LPS-Gruppe

Test t-test Wilcoxon t-test Wilcoxon
unkorrigierter p-Wert < 0.05 26 27 26 27
FDR korrigierter p-Wert < 0.05 0 0 0 0
Bonferroni korrigierter p-Wert < 0.05 kA kA 0 0
unkorrigierter p-Wert < 0.05 & kA NA 23 NA
Shapiro+Levene > 0.05

FDR p-Wert < 0.05 & Shapiro+Levene > 0.05 kA NA 0 NA
Bonferroni p-Wert < 0.05 & kA NA 0 NA

Shapiro+Levene > 0.05

Die berechneten F- und unkorrigierten p-Werte waren bei beiden Auswertungen bei den t- und
Wilcoxon-Test sowie der ANOVA identisch, abgesehen davon, dass die Ergebnisse bei
MetaboAnalyst auf die vierte Nachkommastelle gerundet wurden. Auch die Chi-Quadrat und
unkorrigierten p-Werte bei dem nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Test waren identisch. Die
Ergebnisse des R Skripts wurden durch die MetaboAnalyst Auswertung bestatigt.

Als zweiter Datensatz wurde die untargeted Peakliste vom negativen lonisationsmodus der
Untersuchung der prdanalytischen Stabilitat von humanen KsEDTA-Plasma bei Raumtemperatur
verwendet (60 Proben, siehe auch Abschnitt 2.3.1). Die ANOVA mit Messwiederholungen lieferte
vergleichbare p- und t-Werte bei dem selbstentwickelten R Skript und MetaboAnalyst. In
MetaboAnalyst wurden weniger Analyten ausgewertet, da das Entfernen von Analyten aufgrund von
nahezu konstanten Werten anhand des Interquartil-Bereiches (engl. interquartile range, IQR)
standardmé&Rig ausgewahlt ist [244]. Dadurch wurden auch signifikant ver&dnderte Analyten entfernt
(Tabelle 25). Die Auswertung konnte nicht wiederholt werden, da das Problem erst zu einem

spateren Zeitpunkt bemerkt wurde und zwischenzeitlich die MetaboAnalyst-Plattform inkompatibel
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angepasst wurde. Danach konnten keine Datensatze mit abhéngigen Proben mehr eingelesen
werden. Eine Auswertung abhangiger Proben mit MetaboAnalyst war zum Zeitpunkt der
Untersuchung demnach nicht mdglich und konnte nur mit dem selbst entwickelten R Skript erfolgen.
Die Auswertung fur den kompletten Praanalytik-Datensatz mit allen acht Untergruppen (positiver
und negativer lonisationsmodus, 400 Proben) dauerte in R 9 min, davon entfielen ungefahr 36 s auf
das Einlesen des Datensatzes. Fiur den Vergleich mit MetaboAnalyst wurde nur der negative
lonisationsmodus betrachtet, hier dauerte die Auswertung 4,6 min (siehe Abbildung 40). Dabei
wurde Rechenzeit gespart und Fehler vermieden, indem die Datensétze der Untergruppen vor
Anwendung der statistischen Tests auf Vollstandigkeit gepriuft wurden, da bei der ANOVA mit
Messwiederholungen alle Individuen fir jeden Zeitpunkt einen Wert haben missen. Die Namen der
unvollstandigen Teildatensétze, in diesem Fall bei RTp gelagertes NaF/Citrat-Vollblut, wurden am
Ende ausgegeben. Die Auswertung mit MetaboAnalyst dauert deutlich langer, zumal der Datensatz
nicht direkt aus MarkerView importiert werden kann, sondern vorher Isotope und Signale aus den
FlieBmitteln entfernt werden muissen. Der Nutzer muss selbststandig die gewiinschten
Testverfahren auswahlen und die Ergebnisse einzeln herunterladen. Pro (Teil-)Datensatz werden in
MetaboAnalyst rund 5-15 min benétigt. Die Auswertung mit dem selbst entwickelten Skript ist also

mindestens 8-mal schneller.

Tabelle 25: Vergleich der ANOVA mit Messwiederholungen (rmANOVA) der untargeted Préaanalytik-Daten mit
MetaboAnalyst und R.

Dargestellt wird die Anzahl an Analyten, die angegebenen Kriterien erfillen. Signale, die als Isotop identifiziert
wurden oder die bereits in den Blankproben vorhanden waren, wurden mit dem R Skript entfernt. In
MetaboAnalyst wurden 229 Analyten aufgrund der 1QR-Kriterien entfernt. Die Auswertung des R Skripts
erfolgte mit und ohne diese Analyten (913 zw. 684). kA = keine Angabe (n=10).

MetaboAnalyst R Skript

Anzahl Signale gesamt - 8.666
Anzahl Signale (Blank und Isotopen korrigiert) 1430 1430
wegen QC RSD > 20% entfernter Analyten 517 517
Analyten mit rmANOVA ausgewertet 684 684 913
unkorrigierter p-Wert < 0.05 214 214 300
FDR korrigierter p-Wert < 0.05 177 177 245
Bonferroni korrigierter p-Wert < 0.05 117 117 161
unkorrigierter p-Wert < 0.05 & Shapiro > 0.05 kA 134 300
FDR p-Wert < 0.05 & Shapiro > 0.05 kA 118 165
Bonferroni p-Wert < 0.05 & Shapiro > 0.05 kA 76 109
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Index Eigenschaft wert Gruppe Test unkorrigiert bonferroni fdr

[1,] 1 Datum 2020 03 09 ti_0.3h student-ttestl 118 0 0
2,1 2 pateipfad C:/users/1isa. hahnefeld/Documents t1_0.3h Mann-whitneyl 244 v] 0
[3,] 3 rohdaten praanalytik v4_untargeted Rohdaten_2019 05 24.x1sx t2_1h student-ttest2 127 0 ]
4,1 4 untargeted TRUE t2_1h Mann=-whitney2 199 o o
5.1 5 abhangige Proben TRUE t4_4h student-tresc3 111 0 ]
[6,] & Proben gesamt 440 td_dh Mann-whitney3 200 o 0
.1 7 Proben ausgewertet 50 t5_24h student-tTestd 119 1 2
[8,] s analyten gesamt 8666 t5_24h mann-whitneya 231 0 ]
¢,] 9 analyten ohne Isorope 6304 kontrollgruppe t0_oh

[10,] 10 analyten mit Na 64 FRANOVA 181 2 4

[11,] 12 fehlende werte gesamt 3528 friedman 156 1 1

[12,] 12 analyten mit fehlenden werten geléscht FALSE

[13,] 13 werte mit min/2 ersetzt TRUE

[14,] 14 anzahl Blank-Proben 5

[15,] 15 > % Blank 1

[16,] 16  quantil 0.2

[a7,] 17 analyten < Blank 3248

[18,] 18 Anzahl acs 30

[19,] 19 QC Grenze 20

[20,] 20 Analyten RSD zu groB 1380

[21,] 21 Analyten ausgewertet 1702

[22,] 22 shapiro-test sig 752

[23,] 23 shapiro-test sig leglo 505

[24,] 24 Tog Transformation TRUE

[25,] 25 anzahl Testgruppen 4

[26,] 26 ©0_oh 10

[27,] 27 T1_0.3h 10

[28,]1 28 t2_1h 10

[20,] 29 w4 4h 10

[30,] 30 t5.24h 10

> end_time = Sys.time()

> data_time - start_time

Time difference of 19.33294 secs

> end_time - start_time

Time difference of 4.576357 mins

> FehlerPaarung

[1] “ungleiche Probenanzahl gepaarter Gruppen bei: NaFscitTrate_ws_RT"

Abbildung 40: Beispiel fir R Output bei der univariaten Auswertung.

Es wurden die untargeted Daten des Praanalytik--Versuches ausgewertet (negativer lonisationsmodus). Die
Dauer fur die vollstandige Auswertung betrug 4,6 min, davon entfielen ungefahr 19 s auf das Einlesen des
Rohdatensatzes (Windows 10, CPU i7-8700, Arbeitsspeicher auf 6 GB begrenzt). Der Ausschnitt enthélt die
Ubersichtstabelle des Teildatensatzes von in Eiswasser gelagertem NaF/Citrat-Vollblut.

Es ist zu beachten, dass die Ergebnisse der t- und Wilcoxon-Tests der Einzelgruppen im Vergleich
zur Kontrollgruppe (automatisch alphabetisch erste Gruppe) von den Ergebnissen einer Post-hoc-
Analyse der ANOVA abweichen, da das Signifikanzniveau zwar an die Anzahl der betrachteten
Variablen, aber nicht an die Anzahl der Gruppen angepasst wird. Das bedeutet, dass die
Wahrscheinlichkeit fiir falsch positive Ergebnisse erhoht ist. Die Post-hoc-Analyse wurde nicht in
dem Skript implementiert, da diese in R flir mehrere abhangige Gruppen nicht durchfiihrbar ist.
AuBerdem wéaren die Ergebnisse sehr umfangreich und dadurch unibersichtlich. So ist z.B. der
Vergleich aller Zeitpunkte einer Messreihe untereinander von geringerem Interesse, wenn die
Stabilitat im Vergleich zum Ausgangszeitpunkt untersucht werden soll. Das Skript liefert die
Ergebnisse der ANOVA zur Identifizierung signifikanter Veranderungen und des t-Tests als Hinweis,
welche Gruppen verandert sind, was einen ausreichenden Uberblick Gber die Daten und deren
Zusammenhang bietet. Auch in MetaboAnalyst gibt es keine Post-hoc-Analysen bei nicht-

parametrischen Verfahren und der ANOVA mit Messwiederholungen.

Als Fazit kann festgehalten werden, dass das selbst entwickelte Skript eine schnelle univariate
Auswertung ermdoglicht und die Ergebnisse direkt in Form einer Excel-Datei pro Teildatensatz
dokumentiert. Aufgrund der ziigigen Berechnung muss der Anwender nicht vorher festlegen, ob
parametrische oder nicht-parametrische Verfahren verwendet werden sollen, sondern kann
anschliel3end entscheiden, welches Verfahren unter Bericksichtigung der Ergebnisse des Shapiro-
Wilk- und Levene-Tests besser geeignet ist. Wenn der Datensatz mehrere Gruppen enthalt, werden
zusatzlich zu dem t- bzw. Welch- und Wilcoxon-Test auch noch ANOVA und Kruskal-Wallis-Tests
bzw. im Falle von abhangigen Stichproben ANOVA mit Messwiederholungen und Friedman-Tests

durchgefunhrt.
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Analyse der Verteilung

Fur die Wahl des richtigen statistischen Modells missen die zugrundeliegenden Verteilungen und
die Varianzgleichheit untersucht werden. Die analytischen Tests wie der Shapiro-Wilk-Test haben
je nach StichprobengroRe unterschiedliche Vor- und Nachteile (siehe auch Absatz 1.5.5).
Dementsprechend sollte man fur eine detailliertere Analyse der Daten die Verteilung zusatzlich auch
noch graphisch Uberprifen. Fir diese Doktorarbeit wurde in R ein Skript entwickelt, dass pro
Analyten je ein Histogramm und einen Q-Q-Graphen zur Uberpriifung der Normalverteilung darstellt.
Beide Graphen werden jeweils fur die Gesamtheit und fir die Gruppen angegeben, da je nach
statistischem Modell sowohl die Gesamt- als auch die Einzel-Verteilungen der Gruppen relevant sein
kénnen. Zusatzlich werden noch der Shapiro-Wilk- und der Levene-Test berechnet, sowie die Anzahl
der Werte und Proben pro Gruppe angegeben. Wenn die Normalverteilung nicht gegeben ist,
konnen die Daten mit dem Logarithmus und seltener der Quadratwurzel transformiert werden. Damit
der Effekt einer moglichen Transformation abgeschéatzt werden kann, werden die gleichen Graphen
auch nochmal mit den Log10-transformierten Daten angezeigt. Bei abhangigen Probengruppen, wie
z.B. verschiedene Messpunkte einer Zeitreihe, ist die Verteilung der Differenzen zwischen Gruppen
bzw. Zeitpunkten relevant. In diesem Fall werden die Verteilungen der Differenzen zur
Kontrollgruppe anstelle der Einzelgruppen-Verteilungen angeben. Das Skript wurde mit dem
Testdatensatz sowohl mit abhangigen als auch unabhéngigen Gruppen angewandt, ein Beispiel fur
die unabhangige Auswertung ist in Abbildung 41 dargestellt. Das Skript mitsamt Erlauterungen zur

Anwendung ist im Anhang aufgefiihrt (Abschnitt 8.2.3).
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Abbildung 41: Verteilung der Konzentrationen von Glucosylceramid 18:1 in Humanplasma.

Dargestellt wird die Ausgabe des selbst erstellten R Skriptes zur Darstellung der Verteilung der Werte. Der
Testdatensatz enthielt drei unabhéngige Gruppen (A, B und C) mit je 20 bzw. 12 Proben. Fir jede Gruppe und
alle Proben zusammen gibt es jeweils ein Histogramm mit Normalverteilung und einen Q-Q-Graphen, sowie
die p-Werte des Shapiro-Wilk- und Levene-Tests. Die Normalverteilung wird angenommen, wenn der Shapiro-
Test > 0.05 ist und die Verteilung der (LoglO-transformierten) Konzentrationen im Histogramm einer
Normalverteilung gleicht. Die Quantile der Proben im Q-Q-Graphen (Y-Achse) sollten fur eine
Normalverteilung mdglichst mit den theoretischen Quantilen (X-Achse) Ubereinstimmen, sodass die Punkte
auf einer Geraden liegen. Zum Vergleich werden die Graphen auch mit den Logl0-transformierten Daten
dargestellt, damit geprift werden kann, ob die Normalverteilung durch Transformation der Daten erreicht
werden kann.

125



Ergebnisse

3.2 MethodenUberprifung

Eine Uberprifung der Methode &hnlich einer Validierung wird bei untargeted Methoden
Ublicherweise nicht durchgefuihrt, auch weil es keine konkreten Vorgaben oder Richtlinien gibt.
Dennoch sollte die Qualitat der Methode sichergestellt werden, um die Konfidenz semi-quantitativer
Vergleiche zu erhdéhen. Aus diesem Grund wurden bei der entwickelten Methode u.a. die
Matrixeffekte, Linearitat, Verschleppung und Reproduzierbarkeit sowie die Stabilitat der Proben
untersucht. Soweit mdglich orientierte sich die Methodeniberprifung an den Richtlinien der FDA
und EMA zur Validierung quantitativer LC-MS-Methoden [187, 232].

3.2.1 Matrixeffekt und Linearitat

Im Falle von endogenen Analyten kénnen die Matrixeffekte bzw. die Eignung einer analytfreien
Ersatzmatrix durch die Standardaddition und die Parallelitat untersucht werden, dafir werden
Standardlésungen der jeweiligen Analyten bendtigt. AuRerdem koénnte das Post-Column-
Infusionsverfahren angewandt werden, bei dem im Anschluss an die chromatographische Saule die
Analytldsung Uber die gesamte Laufzeit injiziert und die Veranderungen in der Signalintensitat des
Analyten untersucht werden [245]. Da es speziell bei untargeted Analysen nicht fir jeden Analyten
eine Referenzsubstanz gibt, wurde die Wiederfindung, der Matrixfaktor und die Prozesseffektivitat
stellvertretend fir die internen Standards bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 26
zusammengestellt. Die Wiederfindung ist der Anteil der Analytmenge, der wahrend der Extraktion
erhalten bleibt und analysiert werden kann. Sie sollte mdglichst hoch sein, um niedrige
Nachweisgrenzen zu erreichen. Bei gleichzeitiger lonisation kann die Signalintensitat der Analyten
durch andere Probenbestandteile positiv oder negativ beeinflusst werden, sogenannte Matrixeffekte.
Negative Matrixeffekte (<< 100%) kdnnen die Nachweisgrenze beeintrachtigen. Fir den semi-
guantitativen Vergleich ist es v.a. relevant, dass auf Matrixeffekten basierende Unterschiede
zwischen den Gruppen ausgeschlossen werden. Dafir muss die Variabilitat der Matrixeffekte
zwischen Proben und demnach der Matrixfaktor gering sein. Die Wiederfindung des Analyten bei
gleichzeitiger Abtrennung stérender Matrixbestandteile wird anhand der Prozesseffektivitat beurteilt.
Die Prozesseffektivitat sollte moglichst hoch sein. Es gibt keine Grenzen fir Wiederfindung,
Matrixeffekte und Prozesseffektivitat, jedoch sollte die Nachweisgrenze fir die zu untersuchende
Fragestellung angemessen sein [187, 232, 246]. Der Matrixfaktor sollte bei validierten quantitativen
Methoden < 15% sein, dieses Ziel wurde auch im Rahmen dieser Methodenentwicklung angestrebt
[232].
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Tabelle 26: Wiederfindung, Matrixfaktor und Prozesseffektivitat.

Nach Mdglichkeit wurden die Parameter in beiden lonisationsmodi untersucht. Die Suppression im negativen
lonisationsmodus war bei einigen Analyten starker, moglicherweise da 5 pL statt nur 2 pL des Lipid-Extrakts
injiziert wurden. Berechnung und Beschreibung der Parameter siehe Abschnitt 2.2.1 (n=6).

Interner Standard Addukt- Wieder- RSD Matrix- Matrixeffekt Prozess-

Typ findung [%] faktor [%] [%6] effektivitat [%]
AA-d8 -H* 95,87 12,16 107,31 101,50
Cer d18:1/16:0-d7 +H* 101,22 15,72 49,69 49,46
+HCO2 95,22 9,72 93,60 88,44
DG 15:0/18:1-d7 +NH4* 98,46 4,54 88,00 86,51
Hex2Cer d18:1/17:0 +H* 92,05 7,97 50,29 46,44
LPC 18:1-d7 +H* 84,49 5,45 84,84 71,56
+HCO2 84,48 5,46 75,67 63,86
LPC 0-16:0-d4 +H* 81,65 9,17 66,16 53,69
+HCO2 79,97 10,25 83,76 66,50
LPE 18:1-d7 -H* 101,20 10,43 52,51 52,75
+H* 93,91 4,33 94,33 88,37
LPG 17:1 -H* 73,77 9,55 84,00 61,49
+NH4* 83,83 31,01 26,99 21,21
LPI17:1 -H* 40,21 24,42 26,38 10,13
+NH4* 35,60 10,65 86,34 30,48
PC 15:0/18:1-d7 +H* 98,52 8,03 55,20 54,45
+HCOz 97,55 17,25 32,95 32,33
PC 0-18:0/18:1-d9 +H* 100,16 2,76 88,34 88,40
+HCO2 102,84 7,25 78,02 80,20
PE 15:0/18:1-d7 -H* 106,19 17,77 46,05 47,82
+H* 102,96 9,52 54,78 56,24
PG 15:0/18:1-d7 +NH4* 108,03 19,91 146,09 156,43
-H* 98,89 10,41 71,94 70,44
PI 15:0/18:1-d7 +NH4* 99,72 5,50 101,75 101,61
-H* 99,27 3,74 85,11 84,41
PS 15:0/18:1-d7 +H* 101,23 16,79 67,59 67,61
-H* 103,63 7,610 75,16 77,55
SE 27:1/18:1-d7 +NH4* 135,50 27,51 20,80 27,01
SM d18:1/18:1-d9 +H* 99,13 10,28 50,96 50,47
+HCO2 99,92 11,85 16,93 16,98
ST 27:1_OH-d7 +NH4* 94,67 6,44 15,84 14,97
TG 15:0/18:1-d7/15:0 +NH4* 102,47 11,40 43,55 44,61

3.2.1.1 Wiederfindung
Fir viele der untersuchten IS konnte eine Wiederfindung nahe 100% gezeigt werden, was fur eine

erfolgreiche Extraktion der Analyten, z.B. PC, PE, Pl und TG aus der Probe spricht. Die
Wiederfindung von SE 27:1/18:1-d7 mit 135% ist auffallig, sie lag bei den untersuchten
Plasmaproben zwischen 100 und 165%. SE 27:1/18:1-d7 sollte unter den gegebenen Bedingungen
nicht gebildet werden und demnach nicht Gber 100% liegen. Die Abweichung konnte leider nicht
erklart werden, da eine Veresterung des Cholesterol-d7 mit der Olsaure unwahrscheinlich ist und
der starke Matrixeffekt der SE bei der Untersuchung vergleichbar sein sollte. Bei den hydrophileren

Lipiden wie den Lysophospholipiden lag die Wiederfindung in etwa bei 80% und bei LPI 17:1 bei 35
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bzw. 40%. Der grof3te Anteil ist mit groRBer Wahrscheinlichkeit bei der Extraktion in die wassrige
Phase ubergegangen. Dennoch konnten niedrige Nachweisgrenzen erreicht werden, allerdings
gabe es bei diesen Analyten noch Potenzial, die Extraktion und damit die Sensitivitdt zu erhéhen.
Die erhaltenen Wiederfindungen lieferten reproduzierbare Ergebnisse und ermdglichten die
Detektion von tber 400 Lipiden. Deswegen konnte das urspringliche MTBE-Protokoll zur Extraktion
beibehalten werden.

3.2.1.2 Matrixeffekt und Prozesseffektivitat

Die Untersuchung der Matrixeffekte zeigte, dass ein Teil der untersuchten IS durch die in Plasma
enthaltenen Lipide supprimiert wird. Bei Cholesterol-d7 wurde in den post-Extraktion dotierten
Proben 16% der Flache in den Ldsungsmittelstandards erreicht. Die Signalintensitdt von PG
15:0/18:1-d7 wurde hingegen in Anwesenheit des Plasma-Lipidoms verstarkt. Die Bewertung der
Matrixfaktoren orientierte sich an den Vorgaben der EMA, nach der die RSD des IS normalisierten
Matrixfaktors kleiner 15% sein soll, d.h. der Matrixeffekt muss entweder gering sein oder die
verursachenden Matrixbestandteile eine geringe biologische Varianz aufweisen [232]. Bei 75% der
untersuchten IS konnten die strikten Validierungsvorgaben mit einer RSD < 15% eingehalten werden.
Bei den IS der LPI, PC und PE im negativen lonisationsmodus sowie von den IS der Ceramide, PG,
PS, LPG und SE im positiven lonisationsmodus war ein Matrixeeffekt erkennbar und die Grenze
wurde leicht Uberschritten. Die Sterylester zeigen einen starken Matrixeffekt. Sie eluieren zeitgleich
mit den Triglyceriden und werden scheinbar von diesen supprimiert. Die hohe RSD des Matrixfaktors
der TG und SE konnte auRerdem mit den in humanem Plasma stark schwankenden Konzentrationen
zusammenhangen. Die Suppression durch die TG und SE konnte auch im negativen
lonisationsmodus beobachtet werden. Zu dieser Retentionszeit werden im negativen Modus keine
Lipide detektiert, aber das Hintergrundsignal im Totalionenstrom war im Vergleich zu extrahierten
Lésungsmitteln reduziert (siehe Abbildung 42 a). Die Prozesseffektivitat wird sowohl durch die
Wiederfindung als auch den Matrixeffekt beeinflusst. Durch die hohe Wiederfindung konnte fur 84%
der untersuchten Analyten eine Prozesseffektivitat > 30% erreicht und somit eine sensitive Messung

ermoglicht werden. Bei keinem Analyten war die Prozesseffektivitat unter 10%.

3.2.1.3 Linearitat

Der semi-quantitative Vergleich der Lipidlevel setzt voraus, dass das Verhdltnis von der
Signalintensitat zur Konzentration linear ist. Aus diesem Grund wurde humanes Plasma mit Wasser
verdinnt und anschlie3end eine lineare Regression durchgefihrt. Zu einem friheren Zeitpunkt der
Methodenentwicklung wurde dabei festgestellt, dass sich die Sterylester bei Verdiinnung nicht linear
verhalten (Abbildung 42 b). Es ist anzunehmen, dass bei hdheren Konzentrationen die

lonisationsrate der Sterylester durch die koeluierenden Triglyceride verringert wird [165]. Zu diesem
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Zeitpunkt wurden 20 pL Plasma noch mit zweimal 60 uL statt mit zweimal 120 pL Methanol

aufgenommen, dadurch waren die Proben konzentrierter und der Matrixeffekt starker.
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Abbildung 42: Suppression der Sterylester-Signale durch die Triglyceride.

(A) Suppression im Totalionenstrom-Chromatogramm im negativen lonisationsmodus von Humanplasma im
Vergleich zum Blank-Signal zur Retentionszeit von Triglyceriden (TG) und Sterylestern (SE). TG und SE sind
im negativen Modus nicht detektierbar. (B) Nichtlineares Verhaltnis der relativen Anderung der
chromatographischen Peakflache von verschiedenen SE aus vor der Extraktion mit Wasser verdinntem
Humanplasma. 100% entspricht unverdinntem Plasma. R2 = Mittelwert der BestimmtheitsmaRe der linearen
Regression (n=3).

Die Untersuchung der Linearitat wurde spater mit dem endgtiltigen Extraktionsprotokoll mit internen
Standards wiederholt. Die IS wurden dabei vor bzw. nach der Extraktion zugegeben, um zu
untersuchen, ob die Wiederfindung der IS durch die Verdinnung beeinflusst wird. Die Details zur
Auswertung kdnnen im Anhang in Tabelle 35 und Tabelle 36 gefunden werden. Es wurden bei den
169 ausgewerteten Analyten nur geringe Unterschiede zwischen den Proben gefunden, die vor bzw.
nach Extraktion mit IS dotiert wurden, und diese betrafen sowohl die Auswertung ohne
Normalisierung als auch die mit IS Normalisierung (Tabelle 27). Demnach kann angenommen
werden, dass die Extraktionsrate der IS unabhéngig von der Analytkonzentration war. Fir fast alle
Analyten konnte ein Bestimmtheitsmaf? (R?) gréRer 0,9 erreicht und dadurch ein lineares Verhéltnis
zwischen der Analytkonzentration und der Signalintensitat angenommen werden. Bei drei SE waren

auch in diesem Versuch die R2-Werte kleiner 0,9, vermutlich wegen der zuvor beschriebenen Matrix-
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Effekte. Im Vergleich zum vorherigen Versuch wurden die Matrixeffekte durch ein gré3eres Volumen
an Aufnahmemedium reduziert und bessere Bestimmtheitsmafle erreicht. Auch die
Variationskoeffizienten der Steigung waren bei fast allen Analyten kleiner 15% und reproduzierbar.
Weiterhin konnte durch die Normalisierung mit einem internen Standard pro Lipidklasse im Schnitt
keine verbesserte Linearitat gezeigt werden (Tabelle 27). Bei den SE konnte die Linearitéat durch die
IS-Normalisierung verbessert werden, mit Ausnahme von SE 27:1/20:5 und 27:1/22:6 bei denen das
Bestimmtheitsmalf3 sank (Abbildung 43). Dieses Ph&dnomen kdnnte matrixbedingt sein. Aufgrund der
unterschiedlichen Retentionszeiten der Lipidspezies einer Klasse bei der Umkehrphasen-
chromatographie, kann ein IS pro Lipidklasse die RT-abhangigen Matrixeffekte unzureichend
kompensieren. Die Fettsauren 14:0, 15:0, 16:0, 17:0, 18:0 und 24:0 sowie die Triglyceride 48:0 und
50:0 wurden wegen einer hohen Intensitat in den Blank Proben von der Auswertung ausgeschlossen.
Sie zeigten auRerdem keine Linearitat, weswegen Verdinnungen der QC-Proben mit Wasser auch
in der Literatur fir den Ausschluss solcher Analyten aus den untargeted Auswertungen verwendet
werden [120]. Insgesamt konnte mit der hier vorgestellten Methode eine ausreichende Linearitat fur

den semi-quantitativen Vergleich gezeigt werden.

Tabelle 27: Ubersicht der linearen Regression von mit Wasser verdiinntem Humanplasma.
Angegeben werden die gemittelten R2-Werte der linearen Regression (n=3) sowie die Anzahl der Analyten,
die die angegebenen R2-Werte aufweisen.

Normalisierung IS ohne IS
Dotierung postExtr pragextr postExtr praextr
Min 0,9223 0,8934 0,8424 0,9009
Max 0,9969 0,998 0,9978 0,9985
Mittelwert 0,9734 0,9704 0,9818 0,9809
Median 0,9776 0,9773 0,9895 0,9857
<0,9 0 3 3 0
0,9-0,95 25 34 11 15
0,95-0,99 111 93 76 89
0,99-0,995 27 26 50 39
2 0,995 6 13 29 26
Analyten mit R2< 0,9 - DG 32:2, SE 27:1/16:1, -
SE 27:1/20:5, SE 27:1/17:1,
SE 27:1/22:6 SE 27:1/18:2
Analyten mit RSD der Cer d18:0/24:0 DG 38:2 SE 27:1/17:1 TG 43:0

Steigung > 15%
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Abbildung 43: Relative Konzentration von Sterol und Sterylestern bei der Verdiinnung von Humanplasma.
Es wurde Plasma aus drei verschiedenen Quellen mit Wasser verdinnt, wahrend bzw. vor der Extraktion
wurden interne Standards zugegeben. Die Ergebnisse sind ohne Normalisierung (A) und zu ST 27:1_OH-d7
bzw. SE 27:1/18:1-d7 normalisiert (B) dargestellt. R2 = Mittelwerte der BestimmtheitsmafRe der linearen
Regression ohne Normalisierung und mit IS Normalisierung (n=3).

3.2.2 Verschleppung und Blanksignale

Die Verschleppung wurde bestimmt durch den Vergleich der Peakflachen der Analyten in
extrahierten Losungsmittelproben nach Injektion von Plasmaproben mit den Peakflachen in
Plasmaproben (n=3). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Verschleppung zwischen 0 und 0,52%
liegt und somit vernachlassigbar ist (siehe Anhang Tabelle 37). Die gré3te Verschleppung konnte

fur die Phospholipide, v.a. die LPE, beobachtet werden.

Eine analytische Herausforderung stellten die Blanksignale fur einzelne Analyten dar. Vor allem bei
den freien Fettsduren und bei geséttigten Di- und Triglyceriden, waren bereits in extrahiertem und
reinem LOsungsmittel deutliche Signale sichtbar. Bei den Fettsduren 15:0, 16:0 (Palmitin-) und 18:0
(Stearinsdure) betrug das Blanksignal teilweise mehr als 50% der Peakflache in Plasmaproben. Die
Monoglyceride, die Diglyceride 34:0 und 36:0 sowie die Triglyceride 52:0, 54:0, 56:0 und weitere

wurden aus demselben Grund meist aus der Auswertung ausgeschlossen.

3.2.3 Robustheit der Methode

Die Robustheit einer Methode zeichnet sich durch die Stabilitat der Messergebnisse trotz
Veranderungen der Umgebungsbedingungen oder Geréate-Parameter aus. Sie kann z.B. durch die
Messung gleicher Proben auf verschiedenen Geréaten oder in verschiedenen Laboren untersucht
werden. In diesem Fall stand nur diese eine Gerate-Kombination zur Verfigung, deshalb wurde
stattdessen die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse Uber einen zeitlichen Verlauf und damit natdrlich

auftretenden Schwankungen, z.B. der FlieBmittelzusammensetzung, ausgewertet. Die Stabilitat der
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Retentionszeiten innerhalb eines Messlaufs, konnte mit einer durchschnittlichen Standard-
abweichung von 0,01 min bei 225 Analyten bei mehr als 200 Injektionen gezeigt werden. Au3erdem
wurden Uber einen Zeitraum von ungefdhr 10 Monaten je zwei Kontrollproben des gleichen
Humanplasma-Pools gemessen. Der Vergleich der Retentionszeiten fir 202 Analyten im positiven
und 136 im negativen lonisationsmodus fur 46 Kontrollplasmen hat jeweils eine durchschnittliche
SD von 0,04 min ergeben. Dabei wurden teilweise die gleichen Analyten im positiven und negativen
lonisationsmodus ausgewertet, da die Retentionszeiten durch das leicht veranderte FlieBmittel A
unterschiedlich sein kénnen. Der Median der Abweichungen der Retentionszeiten im positiven und
negativen lonisationsmodus betrug 0,06 min und war somit kaum hdéher als die durchschnittliche SD.
Eine Ausnahme stellen die PI dar, bei denen die Retentionszeiten aufgrund der unterschiedlichen

FlieRmittel A um ca. eine Minute abwichen.

Des Weiteren wurden die Kontrollproben auch fur den Vergleich der, mit dem MPR oder einem IS
pro Lipidklasse normalisierten, Peakflachen verwendet. Die IS wurden erst zu einem spateren
Zeitpunkt in der Methode implementiert, sodass diese nur flr 36 der 48 Kontrollproben eingesetzt
wurden. Die Ergebnisse wurden pro Analyten in eine Kontrollkarte eingetragen [233]. Auf diese
Weise wurde fortlaufend die Analyse von 15 Lipiden aus unterschiedlichen Klassen untersucht. Die
Messwerte sollten gleichméalig um den Mittelwert und innerhalb der Warngrenzen (doppelte SD)
schwanken. Die Uber- oder Unterschreitung der Warngrenze ist ein Warnsignal. Bei Uber- oder
Unterschreitung der dreifachen SD handelt es sich um AufRer-Kontroll-Situationen. Wenn zwei von
drei aufeinanderfolgenden Proben ein Warnsignal in die gleiche Richtung haben oder eine Aul3er-
Kontroll-Situation vorliegt, sind die Ursachen zu analysieren und ggf. Ma3nahmen zu ergreifen, um
die Vergleichbarkeit der Ergebnisse weiterhin zu gewahrleisten. Des Weiteren wurde die RSD aller
Kontrollproben untersucht. Nachdem die Kontrollproben aufgebraucht waren, wurden die
Kontrollkarten fur weitere Analyten untersucht. Insgesamt wurden 229 Analyten ausgewertet,
detaillierte Ergebnisse sind im Anhang aufgefiihrt (Tabelle 38). Als Beispiel sind die Ergebnisse fir
PE 36:4 und SE 27:1/18:1 in Abbildung 44 dargestellt. Die Auswertung der Kontrollkarten aller
Analyten ergab, dass bei der 1S-Korrektur im Median zwei Warn- und keine AuRRer-Kontroll-
Situationen auftraten, maximal waren es vier Warn- und zwei Aul3er-Kontroll-Situationen. Bei der
MPR-Normalisierung waren es im Median ebenfalls zwei Warn- und keine AufRer-Kontroll-
Situationen und maximal funf Warn- und drei Au3er-Kontroll-Situationen. Statistisch werden in einer
Kontrollkarte mit 48 Proben zwei Warnungen (entspricht 5% der Werte) erwartet [247]. Die
Kontrollkarten der entwickelten Methode erfiillen demnach die Erwartungen und verdeutlichen die
Reproduzierbarkeit der Methode. Der Median der RSD der MPR korrigierten Flachen betrug 19%
(n=48) bzw. 18% (n=36), der der IS korrigierten Flachen 13% (n=36). Insgesamt war die RSD von
141 Analyten bei der MPR- und bei 161 Analyten bei der IS-Normalisierung kleiner als 20%. Auffallig
war dabei, dass bei Analyten mit einer RSD > 20% meist innerhalb der Lipidklasse eine erhthte
RSD auftrat. Betroffen waren davon v.a. die Fettsduren, die LPI, die Ether-PC, die Ether-PE, die PI

und die TG. Im Falle der MPR korrigierten Flachen wichen auch die PE um mehr als 20% ab. Die
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Ursachen fir gréRere Abweichungen koénnen vielfaltig sein. Zum einen kann der interne Standard
nicht ausreichen, um Matrixeffekte auszugleichen. Zum anderen konnte die Stabilitéat der Lipide bei
der Lagerung und vor der Extraktion beeintrachtigt sein (siehe Stabilitéat der Proben 3.2.4). Auch
Unterschiede beim Mischen des internen Standards sind moglich, der Beitrag zur gesamten
Abweichung sollte gering sein. Im Falle der Normalisierung mit dem MPR, kénnen die Abweichungen
durch die unterschiedlichen Matrixeffekte entstehen. Pro Probe wird nur ein MPR fir alle Analyten

verwendet, die unterschiedlich auf Umgebungseinfliisse reagieren kénnen.

Des Weiteren wurden je sechs Replikate des gleichen Humanplasmas von zwei verschiedenen
Personen extrahiert. Dabei waren sowohl die Peakflachen als auch die Reproduzierbarkeit

vergleichbar mit einem mittleren relativen Fehler von 3,8% und einer RSD von 6,5% bzw. 7,1%.
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Abbildung 44: Kontrollkarte von PE 36:4 und SE 27:1/18:1.

Uber einen Zeitraum von 10 Monaten wurden Kontrollproben gemessen, dabei unterliegen die Messwerte
technisch bedingten Schwankungen. Gezeigt werden die Peakflachen ohne Normalisierung (A), normalisiert
mit dem MPR (B) und normalisiert zu einem IS pro Lipidklasse (C). SE 27:1/18:1 war in vier Auswertungen
nicht enthalten, sodass diese Werte fehlen. Die unteren Kontrollgrenzen bei PE 36:4 und SE 27:1/18:1 (A) und
bei PE 36:4 (B) sind kleiner Null aufgrund der hohen SD. UWL = untere Warngrenze (2*SD), OWL = obere
Warngrenze (2*SD), UKL = untere Kontrollgrenze (3*SD), OKL = obere Kontrollgrenze (3*SD).
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3.2.4 Probenstabilitat

Um systematische Fehler und erhdhte Varianzen durch die Probenvorbereitung zu vermeiden,
wurde die Stabilitat der Proben bei verschiedenen Lagerbedingungen Uberprift. Die Stabilitat der
Proben vor der Extraktion wurde im Rahmen einer klinischen Studie untersucht, die Ergebnisse
werden unter 3.3.1 naher erlautert. Zuvor wurde bereits die Stabilitdt der 225 Lipide in gepoolten
Plasmaproben bei Raumtemperatur und in Eiswasser untersucht. Dabei wurden nach 2 h bei RTp
ein Anstieg von mehreren LPC und Fettsauren festgestellt. Nach 4 h waren ebenfalls einige
Diglyceride erhtht. Bei den PC und TG hingegen konnte keine Abnahme festgestellt werden. Die
gepoolten Plasmaproben waren stabil, wenn sie fur bis zu 4 h in Eiswasser gelagert wurden. Wenn
die Proben extrahiert und in Methanol aufgenommen wurden, waren sie fir 4 h bei RTp bis auf einige
Fettsauren wie 14:0, 15:0, 16:1, 17:0 und17:1, die um ca. 20—40% anstiegen, stabil (siehe Anhang
Tabelle 40). Die enzymatische Aktivitét in den biologischen Proben ist bei niedrigeren Temperaturen
reduziert. Durch Zugabe von organischen Lésungsmitteln werden die Enzyme denaturiert und damit
inaktiviert, was die verbesserte Stabilitdét unter diesen Lagerbedingungen erklaren kann. Die
Erhdhung der Konzentration einiger Fettsauren in den Lipidextrakten scheint daher auch aus nicht-
enzymatischen Reaktionen hervorzugehen. Einige Fettsduren, darunter FA 14:0, 16:0, 16:1 und
18:0, stiegen nach einem Frier-Tau-Zyklus um 16-28% an. Nach zwei weiteren Zyklen war der
weitere Anstieg nur gering (4-12%). Es besteht die Mdglichkeit eines (enzymatischen) Lipidabbaus.
Alternativ kdnnten die FA aus den Polypropylen-Gefalien stammen. Bei den anderen Fettsduren
und den Lysophospholipiden konnten keine Unterschiede beobachtet werden. Der Anstieg der FA
14:0, 16:0, 16:1 und 18:0 in den Lipidextrakten bei RTp und im Anschluss an Frier-Tau-Zyklen ist
eher gering, sodass die Probenstabilitat unter diesen Bedingungen nicht so stark beeintrachtigt ist.
Unnotige Frier-Tau-Zyklen sollten dennoch vermieden werden und alle Proben einer Studie sollte

die gleiche Zyklusanzahl durchlaufen.

Des Weiteren wurde die Stabilitat der trockenen Lipidextrakte auf dem Abdampfgerat analysiert.
Sowohl beim Abdampfen in Glas- als auch in Polypropylen-Gefafien konnten nach der maximalen
Lagerdauer von 20 bzw. 30 min auf dem Abdampfgerat keine Unterschiede festgestellt werden.
Dadurch ist gewahrleistet, dass geringere Abweichungen vom Zeitplan oder auch unterschiedliche
Trocknungsgeschwindigkeiten die Messergebnisse nicht beeintréachtigen. Die trockenen
Lipidextrakte waren ebenfalls flr 144 h bei -40 °C und fir 168 h bei -80 °C stabil, was in beiden
Fallen der maximalen untersuchten Zeit entspricht. Nach der Rekonstitution wurden die Proben fir
bis zu 72 h bei 6 °C auf dem Autosampler gelagert, dabei konnte die Stabilitat von 98% der Analyten
gezeigt werden (siehe Anhang Tabelle 42). Ausgenommen sind die LPE 20:3, 20:4 und 22:6, bei
denen der relative Fehler (engl. relative error, RE) nach 48 h zwischen 23 und 33% lag, deswegen
kann fur die LPE nur eine Stabilitdt von 24 h angenommen werden. Bei einer Lagerdauer von 24 h

bei 6 °C waren alle untersuchten Lipide stabil.

Die untersuchten Lagerbedingungen sind in Abbildung 45 zusammengefasst. Die Langzeitstabilitat

von Humanplasma bei -80 °C wurde wie bereits erwahnt aufgrund der eingeschrankten
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Vergleichbarkeit der chromatographischen Peakflachen Uber einen langeren Zeitraum nicht
untersucht. Die internen Standards sowie die Ergebnisse der Kontrollkarte standen zu diesem
Zeitpunkt noch nicht zur Verfigung. Gemal Literatur ist die Stabilitat des Metaboloms bei -80 °C fir
mindestens vier Jahre gewahrleistet [234].
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Abbildung 45:Stabilitat der Lipide in humanem Plasma bei unterschiedlichen Lagerbedingungen.

Die Auswertung erfolgte als relativer Fehler im Vergleich zu direkt verarbeiteten Proben, die Stabilitat wurde
angenommen, wenn der RE kleiner 15% war (n=5, 225 Analyten). Die Stabilitdt der Vollblut- und
Plasmaproben stammt aus der Untersuchung der praanalytischen Stabilitat (siehe Absatz 3.3.1 sowie im
Anhang Tabelle 44 ff, n=10). *LPE/PE nur fir 24 h stabil.
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3.3 Biologische Applikation

Neben Humanplasma wurde die Methode auch noch auf weitere biologische Matrices wie diverse
Mausgewebe und Zellen angewendet. Die Lipidprofile der untersuchten Matrices unterschieden sich
deutlich (siehe Anhang Abbildung 56 ff). Demnach ist die entwickelte und hier vorgestellte Methode
fur eine Vielzahl unterschiedlicher Lipid-Zusammensetzungen geeignet. Zudem konnte gezeigt
werden, dass die mehrfache Extraktion gepoolter Proben reproduzierbar war. Bei elf der
untersuchten Matrices lagen alle analysierten Lipide unter der im Lipidomics bzw. Metabolomics
Bereich weithin akzeptierten Grenze von 20-30% (Abbildung 46) [120, 180]. Flissige Proben wie
Human- oder Mausplasma, Thrombozyten, aber auch einige Gewebetypen wie Herz, Niere, Leber,
Milz, Ischiasnerv und DRGs zeigten dabei besonders reproduzierbare Ergebnisse. Bei diesen
Matrices konnten fir 88-95% der untersuchten Analyten eine RSD <10% erreicht werden.
Mauspfoten hingegen zeigten eine hoéhere RSD, was mit der schwierigen Probenvorbereitung
zusammenhangen konnte. Diese wurden bei einer hohen Frequenz unter Kihlung zerkleinert,
dennoch ist durch Haut und Knochen keine homogene Mischung entstanden. Um diese Mischung
aus zerkleinertem Gewebe pipettieren zu kénnen, mussten sie erst zentrifugiert werden. Auch bei
murinem Cortex, Hippocampus, Rickenmark und Lymphknoten zeigten einige Analyten eine hdohere
Abweichung im Vergleich zu Leber oder Niere, was auf eine niedrige Probenmenge oder die
Matrixkomposition zurtickzuftihren sein kénnte. Wahrend der Entwicklung der Probenaufarbeitung
wurde eine Mischung aus Wasser und Ethanol (3:1, v/v) optimiert, da anzunehmen ist, dass die
Loslichkeit v.a. der neutralen Lipide in wassrigen Homogenaten unzureichend ist. Au3erdem ist die
Stabilitat der Gewebehomogenate v.a. bei Raumtemperatur und nach dem Einfrieren nicht
gewabhrleistet. So waren bei zwei Aliquots des Lymphknoten-Homogenats, die Giber Nacht bei -40 °C
eingefroren waren, die Peakflachen der LPE und der freien Fettsauren fast verdoppelt, wahrend die
Flachen der PE zurlickgingen. Die Verarbeitung der Homogenate sollte daher méglichst zligig und
in Eiswasser erfolgen. Vor gré3eren Studien sollte auRerdem die praanalytische Stabilitat gesichert

werden.

Auch bei den MCF-7-Zellen gab es Konzentrationsschwankungen bei der Bestimmung der LPE,
wahrend die restlichen Lipide reproduzierbare Ergebnisse lieferten. Die Proben wurden fur rund
30 min im Kihlschrank aufgetaut. Bei Proben, die fir die gleiche Zeit bei Raumtemperatur aufgetaut
wurden, waren die freien Fettsauren durchschnittlich um 108% und die Diglyceride um 61% erhoht,
was auf eine Zersetzung der TG bei RTp hindeutet. Kritisch ist bei den Zellproben v.a. die Lagerung
nachdem sie einmal eingefroren wurden und geplatzt sind. Bei der Inkubation der intakten Zellen in
PBS in Eiswasser fur 75 min konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Nach Lagerung
intakter Zellen in der Zellkultur bei RTp fir 75 min waren die Diglyceride durchschnittlich um 24%
erhoht (Abbildung 47).
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Abbildung 46: Reproduzierbarkeit der Extraktion verschiedener Matrices.

Fur den Versuch wurden mehrere Replikate von gepoolten Proben extrahiert und die relative
Standardabweichung der chromatographischen Peakflachen mehrerer Lipide verglichen. Untersucht wurden
humanes und murines Plasma sowie mehrere murine Gewebearten und Zellen. Die Normalisierung der
Peakflachen erfolgte mit dem MPR. Es konnten nicht in allen Matrices alle Lipide gefunden werden, daher
weicht die Gesamtzahl der identifizierten Molekdle leicht ab. (n=5).
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Abbildung 47: Einfluss der Praanalytik von Zellkulturproben auf Lipidkonzentrationen.

MCEF-7-Zellen wurden gewaschen, gezahlt, mit PBS zu 500.000 Zellen/150 pL aufgenommen und auf mehrere
150 pL Aliquots verteilt (Dauer ca. 60 min). Die Proben wurden anschlie3end direkt weggefroren (Kontrolle &
Auftauen RTp) oder vorher in der Zellkultur (ZK) fir 75 min auf Eis oder bei Raumtemperatur gelagert. Fur die
Lipidextraktion wurden die Proben fiir 30 min bei 0—6 °C oder bei RTp (Auftauen RTp) aufgetaut. Abgebildet
ist die Summe der Peakflachenverhaltnisse zum jeweiligen internen Standard fur 9 Fettsauren (A) bzw. 10
Diglyceride (B). Nur signifikante Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle sind eingezeichnet (ANOVA mit
Tukeys Post-hoc-Test, Signifikanzniveau: **p < 0,01; ***p < 0,001; n=5).

3.3.1 Praanalytik

Des Weiteren wurde die entwickelte Methode angewendet, um die Stabilitat der Lipide nach der
Probennahme in humanen Blut- und Plasmaproben zu Uberprifen. Die Stabilitét der Analyten ist
essenziell fur die Identifizierung potenzieller neuer Biomarker. Die erhaltenen Daten wurden sowohl
untargeted als auch semi-targeted ausgewertet, um zum einen die Ergebnisse unvoreingenommen
zu betrachten und zum anderen das Verhalten von 233 bereits identifizierten Lipide zu beobachten.
Die Datensatze zur Stabilitat in den verschiedenen Blutentnahmeréhrchen (KsEDTA oder NaF/Citrat)
und bei den unterschiedlichen Lagerbedingungen von Plasma und Vollblut (RTp oder Eiswasser)
wurden getrennt ausgewertet. Da die Daten vom negativen und positiven lonisationsmodus
gemeinsam ausgewertet wurden, blieben nach der Bereinigung mittels QC- und Blank-Kriterien noch
mehr als 3.000 Signale Gbrig. Neben der Gefahr der falsch positiven Testergebnisse besteht auch
die Moglichkeit, dass wichtige Unterschiede Ubersehen werden kdnnten, v.a. da unter den 3.000
Signalen immer noch Rauschen und viele Addukte der gleichen Analyten vorkommen. Deswegen
wurden auch die Signale mit einem p-Wert kleiner 0,1 betrachtet. Von den so ausgewéhlten Signalen
konnten insgesamt 89 verschiedene Lipide identifiziert werden, davon waren 80 bereits in der semi-
guantitativen Auswertung enthalten. Lediglich die Gruppe der Acylcarnitine war nicht in der semi-
targeted Auswertung vertreten. Signifikante Unterschiede konnten fast ausschliel3lich zwischen den
direkt verarbeiteten Kontrollen und den 24 h gelagerten Proben entdeckt werden, was mit der sehr
hohen Anzahl statistischer Tests zusammenhé&ngen kann. Die Unterschiede nach 24 h sind in
Tabelle 28 zusammengefasst. Signifikante Ergebnisse bei friheren Zeitpunkten gab es lediglich bei

den bei RTp gelagerten NaF/Citrat-Vollblutproben, die nach 1 h bzw. 4 h einen Anstieg einiger
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Fettsauren und Acylcarnitine zeigten, sowie bei den bei RTp gelagerten KsEDTA-Plasmaproben, die

nach 2 h eine Erhéhung einiger LPC zeigten.

Tabelle 28: Kurzzeitstabilitat von Humanplasma und Vollblut bei RTp und in Kihlung.

Die Proben wurden bis zu 24 h entweder bei Raumtemperatur oder in Eiswasser (0—4 h) bzw. im Kihlschrank
(24 h, 0-6 °C) gelagert. Es wurden zwei verschiedene Antikoagulanzien verwendet. Die Auswertung erfolgte
untargeted mittels Friedman-Test. Die Signale (m/z zu Retentionszeit) wurden zuvor Blank und QC bereinigt.
Signale mit einem FDR Kkorrigierten p-Wert kleiner 0,05 bzw. kleiner 0,1 wurden identifiziert und
Lipidklassenweise angegeben. Die Zahlen geben die Anzahl Lipide in dieser Klasse und die Pfeile die Tendenz
nach 24 h an. *FA 18:2, 18:3, 18:4 und 22:6 waren erhoht, FA 20:4, 20:5 und 22:4 hingegen waren reduziert;
Acyl-CN = Acylcarnitine, n.i. = Anzahl nicht identifizierter Signale mit p < 0,05 bzw. 0,1, ID = Anzahl
identifizierter Signale mit p < 0,05 bzw. 0,1 (n=10).

Signale FDR p < 0,05 FDR0,05sp<0,1
Lagerung gesamt | n.i. ID Lipidklassen n.i. 1D Lipidklassen
Eis 3182 6 1 11 Acyl-CN 23 1 11 LPC
RTp 3198 478 57 21 Acyl-CN, 61 DG, 154 14 11 LPG, 11 SE,
5 11 FA, 181 LPC, 7, PC,1| PE, 1] PI,
% 41 LPC O, 51 LPE, 1) SM, 1| ST, 1| TG
> 11 LPE O, 21 LPG,
< 31 LPI, 21 PC O,
Q 11| PC, 1| PE, 1| ST
¥ g Es 3210 | 1 O - 3 0 -
& RTp 3210 |467 63 71DG,41/3/*FA 181 LPC, 113 12 11 LPE, 11 LPG,
o 41 LPC O, 41 LPE, 11 LPE O, 11 PC O,
11 LPG, 31 LPI, 21 PC O, 5/ PC, 3] PE, 1] SM
12| PC, 1] PE, 1| ST,3| TG
Eis 3095 3 1 11 Acyl-CN 47 12 1] Cer,1| DG, 1| PC,
- 3l PC, 2| PE, 2| SM,
= 1, ST,1] TG
3 <=>: RTp 3177 | 139 22 21 Acyl-CN, 21 FA, 50 8 11 FA, 61 LPC, 11 LPE
g 111 LPC, 41 LPC O,
T 11 LPE O, 11 LPI
z Eis 3100 0 O - 0O O -
g RTp 3084 144 24 41 DG, 167 LPC, 33 8 11 DG, 11 FA, 21 LPC,
L 31 LPC O, 11 LPE 11 LPC O, 11 LPE,
11 LPE O, 1] PE

Durch die Lagerung von KsEDTA-Vollblut und -Plasma fur 24 h bei RTp sind die LPC, die LPE und
die DG stark angestiegen. Auch die anderen Phospholipide wie die LPI und die LPG sowie die Ether-
Spezies sind betroffen. Die relative Konzentration der PC, PE und TG nahm unter diesen
Bedingungen ab. In Vollblut bei RTp stiegen aufRerdem die Peakflachen der Acylcarnitine auf das
bis zu Vierfache an. Bei den NaF/Citrat-Proben konnten ahnliche Tendenzen beobachtet werden,
jedoch war die Zahl der signifikanten Ergebnisse auf ungefahr ein Drittel reduziert und die relative
Anderung deutlich geringer als bei den KsEDTA-Proben (Abbildung 48). Daraus folgt, dass die
Kombination von Natriumfluorid und Citrat geeignet ist, um den Lipid-Abbau zu verlangsamen, aber
nicht ganz aufzuhalten. Unterschiede zwischen den Antikoagulanzien zeigten sich bei den Ether-PC

bei RTp, ihre Konzentrationen nahm in KsEDTA-Vollblut und -Plasma zu, wahrend sie bei den
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NaF/Citrat-Proben stabil waren oder @hnlich der PC leicht zuriickgingen. Die relativen Anderungen
der Konzentrationen der Ether-PC waren bei beiden Antikoagulanzien kleiner als 25%. Die freien
Fettsauren, v.a. 20:4 und 20:5, nahmen bei RTp in KsEDTA-Plasma und in NaF/Citrat-Vollblut zu. In
KsEDTA-Vollblut bei RTp nahmen die Fettsauren 20:4, 20:5 und 22:4 hingegen ab, wahrend die
anderen Fettsauren wie 18:2, 18:3, 18:4 und 22:6 unter diesen Bedingungen ebenfalls zunahmen.
In NaF/Citrat-Plasma bei RTp waren die Fettsauren stabil. Mehr Details zu den relativen Anderungen
sind im Anhang in Tabelle 44ff aufgefihrt.
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Abbildung 48: Relative Anderung der Lipidlevel nach Inkubation von Vollblut und Plasma bei RTp und in
Eiswasser.

Angegeben sind der relative Fehler und Standardabweichung in Prozentim Vergleich zu direkt aufgearbeiteten
Proben. Es wurden zwei verschiedene Antikoagulanzien verwendet (KsEDTA und NaF/Citrat). Gezeigt sind
die Lipide mit den groRten relativen Anderungen innerhalb der jeweiligen Lipidklasse. P = Plasma,
VB = Vollblut (n=10).
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Durch die Lagerung in Eiswasser (0—4 h) sowie Uber Nacht im Kihlschrank (24 h) konnte die
Stabilitat der Analyten in Vollblut und Plasma mit beiden Additiven verbessert werden. So ist nach
24 h im Kuhlschrank kein signifikanter Unterschied bei den KsEDTA- und NaF/Citrat-Plasmaproben
erkennbar. Bei den gekuhlt gelagerten Vollblutproben ist lediglich Acylcarnitin 18:2 nach 24 h
signifikant erhoht gewesen, nach 4 h in Eiswasser konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden. Die Proben kdnnen demnach bis zu 4 h in Eiswasser gelagert werden.

Beim Vergleich der Baseline-Level der Proben von beiden Antikoagulanzien wurde festgestellt, dass
die relativen Konzentration vieler Lipidklassen in den NaF/Citrat-Proben verringert waren (siehe
Abbildung 49). Eine veranderte lonisierung durch das Antikoagulans bzw. die Gegenionen ware
denkbar [248]. Die Unterschiede konnten nicht durch interne Standards ausgeglichen werden, auch
nicht bei Analyten mit einem eigenem isotopenmarkierten 1S. Weiterhin konnte kein Unterschied in
den Signalen von mit PBS geflillten Blutenthahme-Réhrchen und keine Kalium-Addukte oder
Unterschiede in der Intensitét der Natrium-Addukte festgestellt werden (siehe Abbildung 50). Daraus
folgt, dass die Gegenionen der Antikoagulanzien die lonisierung nicht beeinflussen. Es waren v.a.
die sehr schlecht wasserltslichen Lipidklassen wie die TG verringert. Besser wasserldsliche Lipide,
wie Lyso-Spezies und freie Fettsauren, zeigten hingegen ahnliche Level wie in den KsEDTA-Proben.
Es besteht daher die Mdglichkeit, dass die Loslichkeit der Lipoproteine und den daran gebundenen
Lipiden in den NaF/Citrat-Proben verringert war. Mittels Bradford-Test konnte eine um 11%
verringerte Proteinkonzentration in den NaF/Citrat-Proben gezeigt werden. Die Léslichkeit der (Lipo-)
Proteine konnte durch Aussalzung durch das antichaotrope Fluorid oder den durch Citrat
verringerten pH-Wert (6,2 im Vergleich zu 7,6) beeintrachtigt gewesen sein [249-251].

Des Weiteren waren die Peakflachen einiger Analyten um 10-20% verringert bei NaF/Citrat-
Vollblutproben, die mindestens 20 min in Eiswasser gelagert wurden im Vergleich zu direkt
verarbeiteten NaF/Citrat-Proben. Betroffen waren v.a. die Ceramide, DG, TG und SE, nicht die
polareren Lipide wie FA oder LPC. Bei langerer Lagerung der Vollblutproben in Eiswasser nahmen
die Peakflachen nicht weiter ab. Es ist deshalb davon auszugehen, dass auch in diesem Fall die
Loslichkeit verringert war. Moglicherweise hatten die direkt verarbeiteten Kontrollproben noch nicht
die Temperatur des Eiswassers von ca. 0,5 °C angenommen, bevor das Plasma abgetrennt wurde.

Bei den Plasmaproben war dieses Phdnomen nicht zu beobachten.
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Abbildung 49: Relative Peakflache in NaF/Citrat-Plasma im Vergleich zu KsEDTA-Plasma.

Die Ergebnisse sind als Mittelwert und Standardabweichung [%] der Quotienten der IS normalisierten
Peakflachen von NaF/Citrat und KsEDTA der einzelnen Probanden angegeben (n=10). Dabei wurden die in
Klammern angegebene Anzahl an Analyten einer Lipidklasse zusammengefasst. Die NaF/Citrat-Ergebnisse

wurden mit 1,16 multipliziert, um die Verdiinnung durch das fliissige Antikoagulans auszugleichen. ,0“ = Ether-
Spezies.
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Abbildung 50: Chemischer Hintergrund der Antikoagulanzien und deren Einfluss auf die lonisierung.

(A) Basispeak-Chromatogramm von phosphatgepufferter Salzlosung in KsEDTA- bzw. NaF/Citrat-
Blutentnahmesystemen. Es sind keine qualitativen Unterschiede erkennbar. Die Signale stammen vermutlich
aus den mobilen Phasen oder dem chromatographischen System. (B) H* bzw. Natrium-Addukte von LPC 18:1-
d7 in KsEDTA- bzw. NaF/Citrat-Plasmaproben. NaF/C = Natriumfluorid/Citrat.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass Vollblutproben direkt in Eiswasser gelagert und
innerhalb von 4 h weiterverarbeitet werden sollten, um die Stabilitat der Analyten zu gewahrleisten.
Die prozessierten Plasmaproben kdnnen dann bis zu 1 h bei RTp gelagert werden. Da bei langerer
Lagerung v.a. die LPC ansteigen, sollte die Prozessierung der Plasmaproben, z.B. beim Aliquotieren,
in Eiswasser durchgefiihrt werden. Das verwendete Blutentnahmesystem sollte mitgeteilt werden,

da die Lipidkonzentrationen davon beeinflusst werden. K:EDTA ist das Standard-Antikoagulans flr
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Lipidomics-Studien und sollte deshalb bevorzugt eingesetzt werden, um die Vergleichbarkeit mit
anderen Studien zu erhdhen [252, 253]. Wenn bei der Blutentnahme mit langeren Lagerzeiten zu
rechnen ist oder eine durchgehende Kuhlung nicht gewahrleistet werden kann, sind NaF/Citrat-
Blutentnahmesysteme zu bevorzugen, um die Stabilitat zu verbessern. Wenn die Proben auch noch
auf weitere Analytgruppen wie die Lysophosphatidsduren oder die Endocannabinoide untersucht
werden sollen, so ist deren geringere Stabilitat zu beachten [251, 254, 255].

3.3.2 Entzindungsmodelle in Mausen

Des Weiteren wurden die Unterschiede in den durch Injektion von LPS oder Zymosan induzierten
Entziindungsmodellen in M&usen untersucht. Die beiden Pathogene aktivieren tber den Toll-like
Rezeptor 4 (LPS) und Toll-like Rezeptor 2 (Zymosan) unterschiedliche Immunprozesse, die die
beiden wichtigsten Immunantworten bei Infektionen darstellen. Die Injektion erfolgte in die rechte
Pfote, wobei die linke Pfote sowie unbehandelte Mause als Kontrolle dienten. Fiunf Stunden nach
Injektion wurden den Mausen beide Pfoten und Plasma entnommen und die Proben mit der hier
vorgestellten Methode analysiert. Dieser Zeitpunkt reprasentiert den Hohepunkt der Entziindung,

gemessen an der Odementwicklung.

Die Datensatze wurden untargeted ausgewertet, dabei konnten in Plasma oder Pfoten 139
signifikant veranderte Lipide identifiziert werden (ANOVA mit FDR < 0,05). Die Lipidprofile in den
Plasmaproben unterscheiden sich v.a. in dem Gehalt an Di- und Triglyceriden. Die behandelten
Mause zeigten geringere DG- und TG-Plasmalevel. In den Zymosan Proben waren auf3erdem einige
Fettsauren (18:1, 20:2, 20:3 und 24:1) verringert (Abbildung 51). Bei den veranderten Lipiden
handelt es sich nicht um entziindungsspezifische Marker. Wahrscheinlich beruht die Veranderung
auf der vermehrten Verwendung der DG und TG zur aeroben Energiegewinnung durch B-Oxidation
[256]. Mittels der Hauptkomponentenanalyse waren Unterschiede bei den Plasmaproben, v.a.
zwischen Zymosan und der Kontrolle, erkennbar, dabei fand aufgrund der grofRen biologischen

Varianz eine eindeutige Trennung nicht statt (Abbildung 51, Anhang Abbildung 59).
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Abbildung 51: Heatmap der Plasmalipide von LPS-, Zymosan- oder unbehandelten Mausen.

Von 139 verénderten und identifizierten Lipiden wurden die 25 signifikantesten ausgewahlt (ANOVA, FDR).
Die Clusteranalyse erfolgte Gber die Mittelwerte mit der euklidischen Distanz. Die Analyten wurden autoskaliert
fur eine bessere Vergleichbarkeit. Die unterschiedlichen Behandlungsgruppen sind farbig markiert (Kontrolle
= rot, LPS-Injektion = griin, Zymosan-Injektion = blau). (Z-Score, n=7 bis 8).

-1

Die Lipidprofile in den behandelten Pfoten zeigten hingegen deutliche Unterschiede (Abbildung
53 A). Nach Injektion von LPS oder Zymosan waren einige Sterylester stark angestiegen, z.B. 16:1,
18:1, 18:2, 20:3, 20:4 und 22:6. Auch die Ether-Lipide, wie z.B. LPC 0-16:0 und PC 0-36:2 waren
in den entzindeten Pfoten erhtht. Die einzelnen Ether-Spezies waren unterschiedlich stark
betroffen, so war z.B. LPC O-16:1 um ca. 15 bzw. 50% bei den Zymosan- bzw. LPS-Proben erhéht,
hingegen stieg das Level von PC 0O-18:1_18:2 auf das 29- bzw. 17-fache an. Die LPC und PC mit
einem Hexadecenyl-Rest (0O-16:1) zeigten in den entziindeten Pfoten eine deutlich geringere
Veranderung (Abbildung 52). Die Ether-Phosphatidylethanolamine zeigten auch Unterschiede:
wahrend einige um ca. 30—-100% erhdht waren (LPE O-16:1, LPE O-20:3, PE O-16:1_18:2), blieben
andere wie PE 0O-18:1 18:1 und PE 0O-18:1 18:2 unverandert. Die Unterschiede im Lipidprofil
zwischen der Entzlindung durch LPS oder Zymosan scheinen eher quantitativ als qualitativ zu sein,
da die Anderungen der Ether-Spezies im Vergleich zu unbehandelten Mausen vergleichbar sind
(Abbildung 52).
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Auch die Acylcarnitine 16:0, 18:1 und 18:2 waren um 40 bis 160% erhdht (Abbildung 53). Einige
LPC, LPI und PI waren ebenfalls erhdht in den Pfoten, in die LPS bzw. Zymosan injiziert wurde.
Auffallig war zudem der Anstieg an Hydroxy-Hexosylceramid d18:1/20:0_OH (HexCer
d18:1/20:0_OH) in dem entziindeten Gewebe. Die Konzentrationen von HexCer d18:1/20:0_OH
waren zudem signifikant hoher in den Zymosan-Proben im Vergleich zu den LPS-Proben.
Sterolsulfat hingegen war zwischen den Gruppen signifikant ver&ndert, trug aber nicht zur
Unterscheidung der behandelten Pfoten von der Kontrolle bei. In den Gewebehomogenaten konnte
aullerdem Prostaglandin E2 (PGE2) identifiziert werden. Die ldentifizierung von PGE2 war allerdings
nicht eindeutig, da die Isomere wie PGD2 mit der vorliegenden Methode chromatographisch nicht
getrennt wurden und auch nicht tUber die aufgenommenen MS/MS-Spektren unterscheidbar sind.
Wider Erwarten waren die Konzentrationen von PGE2/PGD2 in den entziindeten Pfoten verringert.
Die Veranderungen im Lipidprofil konnten fast ausschlieRlich in den rechten Pfoten, in die LPS bzw.
Zymosan injiziert wurde festgestellt werden. Die gegenulberliegenden Pfoten zeigten lediglich eine
Erh6hung der Acylcarnitine, LPC- und LPI-Konzentrationen bei den mit LPS behandelten Tieren.

Weitere Details zu den 139 signifikant veranderten Lipiden sind im Anhang aufgefihrt (Tabelle 48 f).

LPC O-16:0

PEO-18:2_20:4 5 LPC 0-16:1
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Abbildung 52: Netzdiagramm der Ether-Lipide in mit LPS oder Zymosan behandelten Mauspfoten.

Dargestellt sind die log2 fold change Werte mit LPS (schwarz) oder Zymosan (grau) behandelter Pfoten im
Vergleich zu unbehandelten Mausen. PC 0-36:1 konnte ohne MS/MS-Spektrum im negativen
lonisationsmodus nicht weiter identifiziert werden. (n=8).
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Abbildung 53: Anderungen im Lipidprofil nach Injektion von LPS oder Zymosan in Mauspfoten.

Den Méausen wurde Lipopolysacchararid (LPS) oder Zymosan (Zym) in die rechte Pfote (r) injiziert. Die linke
Pfote (I) sowie unbehandelte Mause (Ct) dienten als Kontrolle. (A) Der Scores-Plot der Hautpkomponenten-
analyse zeigt eine Trennung der mit LPS/Zymosan behandelten Pfoten und ein Cluster mit den unbehandelten
Pfoten. Die 95% Konfidenzintervalle Uberlappen. Im dazugehérigen Loadings-Plot (B) sind die fur die
Trennung relevanten Analyten dargestellt. (C) Boxplot zum Vergleich einzelner Analyten. Es wurden die
Analyten mit den signifikantesten Unterschieden ausgewahlt, wobei pro Lipidklasse nur ein Vertreter gezeigt
wird (ANOVA, FDR). Die Identifizierung von PGE2 ist aufgrund koeluierender Isomere nicht eindeutig.

(ANOVA mit Tukeys Post-hoc-Test, Signifikanzniveau: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; n=8).
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4 Diskussion

Der Vorteil von Screening-Methoden gegentber gezielten Methoden liegt in der Vielfalt an Analyten,
die gleichzeitig erfasst werden. So ist ein umfangreicher Einblick in die beteiligten Stoffwechselwege
moglich. Dabei wird fur Screening-Methoden aufgrund ihrer Selektivitat und Sensitivitat bevorzugt
die hochauflésende Massenspektrometrie in Kopplung mit einer chromatographischen Trennung
eingesetzt [15]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein solche Screening-Methode fir Lipide unter
Einsatz eines LC-QTOFMS-Systems entwickelt. Die Robustheit und Zuverlassigkeit der
entwickelten Methode sowie die Anwendbarkeit auf viele Arten von biologischen Proben konnte
gezeigt werden. Im Folgenden werden die Vor- und Nachteile der einzelnen Abschnitte des
Arbeitsablaufes erlautert, angefangen bei der biologischen Applikation, da die ldentifizierung
potenzieller Biomarker im Zentrum der Methodenentwicklung stand.

4.1 Lipidprofil in den LPS/Zymosan-Entziindungsmodellen

Die entwickelte Methode wurde u.a. eingesetzt, um die Unterschiede im Lipidprofil nach Injektion
von Lipopolysaccharid oder Zymosan im Vergleich zu unbehandelten Mausen zu untersuchen. Es
wurden das Plasma sowie die behandelten und die gegeniiberliegenden Pfoten 5h nach
Behandlung analysiert. Die Injektion von LPS bzw. Zymosan sind hé&ufig verwendete
Entziindungsmodelle [235]. In Vorversuchen, die nicht Gegenstand dieser Arbeit waren, zeigten die
Tiere ein ahnliches Schmerzverhalten. Der Zeitpunkt 5 h nach Behandlung wurde ausgewahlt, da
bei diesem in den Vorversuchen die gréf3ten Unterschiede zwischen den Entziindungsmodellen mit
LPS bzw. Zymosan festgestellt wurden. So waren die Odeme nach Zymosan-Behandlung groRer
und die Durchflusszytometrie zeigte qualitative sowie quantitative Unterschiede der eingewanderten
Immunzellen. Zudem wird nach 5 h, gemessen an der OdemgroRe, der Hohepunkt der Entziindung

erreicht.

Die Analyse des Lipidprofils zeigte keine entzindungsspezifischen Marker im Plasma der
behandelten M&ause. Hingegen konnten deutliche Unterschiede bei den entziindeten Pfoten
festgestellt werden. Die durch die Entziindung veranderten Lipidklassen und mdgliche Hintergrinde

sind in Tabelle 29 zusammengefasst.
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Tabelle 29: Bei der Entziindung durch LPS/Zymosan veranderte Lipidklassen und deren mégliche Bedeutung.
@ = keine Anderung, 1/ | = erhohte / gesenkte Werte um X%, 1 > 20%, 11 > 100%, 111 > 1000%.

Lipidklasse

Plasma

Pfote

Funktion/Bedeutung

TG

DG

Acylcarnitine

Ether-PC &
Ether-LPC

Ether-PE &
Ether-LPE

Hydroxy-
HexCer

LPC

SE

l

%]

%]

%]

%]

-1

T-1m

m

M-111

TG dienen als Energiespeicher, mdglicherweise werden vermehrt
Fettsauren oxidiert, um den erhéhten Energiebedarf zu decken [257].

Die Funktion der DG in Plasma wurde noch nicht untersucht. In Zellen
kénnen DG als Second Messenger agieren und haben eine zentrale
Rolle im Lipidstoffwechsel, indem sie zur Synthese der Phospholipide,
TG und weiterer Second Messenger verwendet werden [44]. Es ist
anzunehmen, dass die gesenkten DG Konzentrationen mit den TG
zusammenhangen.

Acylcarnitine sind an der Energiegewinnung durch 3-Oxidation in den
Mitochondrien beteiligt [35].

Die Funktion der Ether-Lipide ist noch nicht vollstandig geklart. Neben
ihrer Bedeutung als Membranbaustein in den Lipid-Raft-Bereichen
und flr die Signaltransduktion, wird vermutet, dass die Plasmalogen
die Membran vor der Oxidation durch aktivierte neutrophile
Granulozyten schitzen kann [55, 56, 60]. In vitro Versuche zeigten,
dass die Myeloperoxidase aktivierter neutrophiler Granulozyten
hypohalogene Séauren bildet und damit Plasmalogen zu LPC und
halogenierten Fettsaurealdehyden oxidiert [258]. Die halogenierten
Fettsdurealdehyde kénnen mdglicherweise zur Rekrutierung weiterer
Entziindungszellen beitragen [63]. In diesem Versuch konnten keine
chlor- oder bromhaltigen Verbindungen in den Proben nachgewiesen
und die Annahme daher nicht bestatigt werden. Es ist auffallig, dass
nahezu alle Ether-PC und Ether-LPC in diesem Versuch stark erhdht
waren (Ausnahme: Hexadecenylrest, wie z.B. LPC 0O-16:1).

Ether-PE dienen u.a. als Speicher von Arachidon-, Eicosapentaen-
und Docosahexaensaure zur Bildung von pro- bzw. anti-
inflammatorischen Mediatoren [259].

Bisher wurde in der Literatur nichts zur Funktion der Hydroxy-
Ceramide im Kontext von Entziindungen beschrieben. In einigen
Gewebetypen zeigten sie allerdings eine starkere pro-apoptotische
Wirkung als Ceramide [260]. Sphingolipide kdnnen sowohl pro- als
auch antiinflammatorisch wirken [261].

LPC kdnnen von apoptotischen Zellen freigesetzt werden [262]. Die
Zahl apoptotischer Zellen sollte 5 h nach Injektion allerdings noch
gering sein.

Neben ihrer Funktion als Speicher und Transferform des Cholesterols
und anderer Sterole, sind zu den SE keine spezifischen Biomarker-
Funktionen bekannt [81]. SE kommen v.a. als Bestandteil von LDL und
HDL im Blut und in Lipidtropfchen in den Zellen vor [40]. Die
Lipoproteine wiederrum, werden als Bestandteil des angeborenen
Immunsystems diskutiert. Sie kdnnen Bakterienendotoxine wie LPS
komplexieren und damit neutralisieren [263]. Cholesterylesterreiche
Lipoproteine wie LDL zeigten dabei eine starkere Komplexierung des
LPS [264]. Des Weiteren kann LDL, tber die Bindung an Toll-like
Rezeptoren, Makrophagen aktivieren und dadurch die Entziindungs-
reaktion verstarken [86].
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Bisher gab es keine vergleichbaren Studien, die das Maus-Lipidom bei akuten Entziindungen 5 h
nach Injektion von LPS oder Zymosan untersuchten. Wu et al. analysierten das Metabolom des
Préafrontalkortexes von Mausen 28 h nach LPS Behandlung mittels GC-MS und stellten dabei u.a.
reduzierte Cholesterol- und gestiegene Arachidonséure-Werte fest [265]. Sie injizierten die LPS-
Losung in das Peritoneum, um infolge einer systemischen Entziindung eine Depression bei den
Mausen auszuldsen [265]. Eine weitere Studie fand hingegen bei durch Galactosamine und LPS
induziertem akutem Leberversagen in M&ausen nach 6 h verringerte Level an Arachidonsaure und
Cholesterol in der Leber [266]. In der hier dargestellten Untersuchung konnten keine Veranderungen
der Arachidonséure- oder Cholesterol-Konzentrationen festgestellt werden. Die Unterschiede in
diesem Versuch waren groR3tenteils lokal begrenzt. Die unbehandelten Pfoten zeigten praktisch
keinen Unterschied zur Kontrolle, sodass keine Anzeichen fir eine systemische Entziindung
festgestellt werden konnten. Vergleichbare Studien zur Entziindung in Mauspfoten gibt es nicht und
es ist anzunehmen, dass die Veradnderung des Lipidprofils je nach Gewebetyp und vor allem bei

einer systemischen Entziindung unterschiedlich ausfallt.

Weitere Studien fokussierten sich auf Entziindungsmodelle in isolierten Zellen. In RAW264.7-
Makrophagen bzw. humanen Monozyten wurden 30—-180 min nach Zymosan-Behandlung reduzierte
Level an PC und PI, die Arachidonsaure- (FA 20:4) enthalten, und einigen FA 20:4-haltigen PG
festgestellt, wahrend die PE unveréndert blieben [267, 268]. Eine flnf stiindige Vorbehandlung mit
LPS anderte das Ausmal® der Reduktion, hatte aber keinen Einfluss auf die Art der betroffenen
Lipide [267]. Eine weitere Studie ordnete den Ursprung der Arachidonsaure fir die Synthese von
Lipidmediatoren in humanen Monozyten ebenfalls den Phospholipiden zu, da die FA 20:4-haltigen
TG unverandert blieben [269]. Im Gegensatz dazu wurde in den hier untersuchten, entziindeten
Pfoten erhohte Pl-Konzentrationen gefunden und es konnte keine Reduktion anderer Diacyl-
Phospholipide festgestellt werden (Abbildung 53). Die Analyse peritonealer Makrophagen 6 bzw. 18
h nach LPS-Injektion durch Posokhova et al. zeigte eine gesteigerte TG- und SE-Synthese, die 18 h
nach Behandlung ihr Maximum erreichte [270]. Eine starke Erhdhung der SE-Konzentrationen
konnte auch in dieser Arbeit in entziindeten Pfoten beobachtet werden. In einer weiteren Studie an
Makrophagen konnten, wie auch hier gezeigt, keine Veranderung der Ether-PE bei der Reaktion auf
Zymosan beobachtet werden [271]. Bei Vorbehandlung mit LPS allerdings waren die Ether-PE
infolge der Zymosan-Behandlung verringert und die enthaltene Arachidonséure erhdht [271]. Die
beschriebenen Unterschiede zwischen der Literatur und den Daten aus diesem Versuch, kbnnen an
dem zeitlichen Ablauf einer Entziindung liegen. Zu Beginn der akuten Entziindungsreaktion werden
pro-inflammatorische Mediatoren freigesetzt und es kommt zur Ausbildung der Kardinalsymptome
Ro6tung, Schwellung, Schmerz, Erwdrmung und eingeschrankter Funktion [272, 273]. In der akuten
Entzindungsphase wandern neutrophile Granulozyten in das betroffene Gewebe ein und setzen
entziindungsauflésende Mediatoren frei [272]. Zeitlich verzogert wandern ebenfalls Monozyten bzw.
Makrophagen ein und es kommt zur Entziindungsauflésung [272]. Die Untersuchungen aus der

Literatur konzentrieren sich auf das Verhalten von Makrophagen und Monozyten und damit auf einen
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spateren Zeitpunkt im Entziindungsablauf. Die aktuelle Studie untersucht wie bereits erwahnt den

Hohepunkt der Entziindung, gemessen an der OdemgroRe.

Bei entziindlichen Erkrankungen im Menschen wurde, im Gegensatz zu den hier vorgestellten Daten,
eine Erhéhung der Triglyceride und Senkung von HDL sowie gelegentlich auch von LDL im Plasma
beschrieben [87]. AuRerdem wurden verringerte Konzentrationen der Ether-Lipide im Plasma von
Patienten gefunden, die Erkrankungen mit entztindlicher Komponente wie durch Atherosklerose
bedingten Bluthochdruck, Adipositas und nicht-alkoholische Steatohepatitis hatten [72-74]. Die
Bedeutung der Plasmalogen als Biomarker, z.B. fur Krebs, wird aufgrund der geringen Selektivitat
und der teils widerspruchlichen Ergebnisse kontrovers diskutiert [77, 259]. Die Entziindung bei
Bluthochdruck oder Adipositas ist chronisch, es ist daher von einem veranderten Lipidprofil im

Vergleich zu der hier untersuchten akuten Entziindung auszugehen [274].

Mit der vorliegenden Arbeit wurde demnach zum ersten Mal eine Beteiligung der Ether-PC an der
akuten Entziindung in einem Tiermodell nachgewiesen. In den entziindeten Pfoten kam es zu einem
starken Anstieg von Lipid-Spezies, ohne entsprechenden Abfall anderer Lipide. Deswegen hangt
der Anstieg der SE- und Ether-Lipide neben einer lokalen Bildung wahrscheinlich auch mit der
gesteigerten Durchblutung, Schwellung sowie der Einwanderung von Immunzellen zusammen. Des
Weiteren zeigte sich in der Hauptkomponentenanalyse des Lipidprofils eine Trennung der LPS- und
Zymosan-Proben, sodass die Modelle trotz des ahnlichen Schmerzverhaltens u.U. nicht
vergleichbar sind. Anhand der vorliegenden Daten scheinen die Unterschiede im Lipidprofil eher
quantitativ als qualitativ zu sein. Um die Ergebnisse besser einordnen und ggf. bestatigen zu kénnen,
sollten deshalb weitere Versuche, wie z.B. die Untersuchung der zellularen Reaktion auf die
Stimulation mit LPS bzw. Zymosan, oder eine exakte Quantifizierung der veradnderten Lipide
durchgefuihrt werden. Diese weiteren Untersuchungen der Entziindungsmodelle waren nicht

Gegenstand dieser Arbeit.

4.2 Einfluss der Praanalytik und Probenvorbereitung

Die Untersuchung des Lipidprofils in entziindetem Gewebe zeigte auch die Bedeutung einer
geeigneten Probenvorbereitung, um Artefakte durch die Préaanalytik auszuschlieBen. So wurde in
dem entziindeten Gewebe eine Erhéhung der Prostaglandine, v.a. von PGE2, erwartet [275].
Stattdessen wurde eine Senkung der Prostaglandine D2 bzw. E2 in den entziindeten Pfoten
festgestellt und durch eine quantitative LC-MS/MS-Messung bestatigt (Daten nicht gezeigt). Die
Prostaglandine werden post mortem im Gewebe gebildet [276]. Die Prostaglandin-Konzentrationen
waren in den Pfoten-Homogenaten sowohl bei den Kontrollen als auch im entziindeten Gewebe sehr
hoch. Trotz der mdglichst schnellen Probenvorbereitung in Eiswasser, ist dadurch die Entstehung
der Prostaglandine ex vivo nicht auszuschlieRen. Es ist anzunehmen, dass es sich bei den

gemessenen Prostaglandinen um Artefakte der Praanalytik handelt.
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Die Probenvorbereitung von Gewebe ist herausfordernd. Wahrend der gesamten Probennahme und
-verarbeitung inklusive der Homogenisierung muss die Stabilitat der Proben gewahrleistet werden,
sodass ein schnelles Vorgehen unabdingbar ist. Au3erdem kdnnen Gewebe nicht so gleichmafiig
vorgelegt werden wie flissige Proben. Der Fehler bei der Einwaage ist grof3 bei kleinen
Gewebestiicken, die im Bereich der Mindesteinwaage oder sogar darunter liegen, z.B.
Dorsalwurzelganglien. Bei der Gewebeentnahme ist Geschicklichkeit gefordert, um die Strukturen
klar abzutrennen und schnell zu verarbeiten. AufRerdem kdnnen durch das zu untersuchende
Krankheitsmodell makroskopische Anderungen hervorgerufen werden, die eine vergleichbare
Probennahme erschweren. GréRere und kompartimentierte Gewebe wie die Nieren, kdnnen bei
Zerkleinerung wahrend der Entnahme zu variierenden Lipidprofilen flihren, sodass das ganze Organ

homogenisiert werden sollte.

Um die Vergleichbarkeit fur die relative Quantifizierung zu verbessern, wurden fir diese Arbeit
Gewebehomogenate mittels Nassvermahlung hergestellt und jeweils das Aquivalent von 1 mg
Gewebe untersucht. Weichere Gewebe wie Leber lieBen sich gleichmafiger zerkleinern und
lieferten reproduzierbare Ergebnisse. Die Reproduzierbarkeit bei festeren Geweben, wie z.B.
Mauspfoten, war dennoch ausreichend. Allerdings fuihrte die Injektion von LPS und v.a. von
Zymosan zu einer Schwellung der betroffenen Pfote (ipsilateral), sodass deren Masse teilweise
doppelt so hoch war wie contralateral. Dadurch war die Gewebezusammensetzung verandert. Dies
muss bei der Auswertung beachtet und alternative Normalisierungsverfahren in Betracht gezogen
werden. Die Proteinkonzentration konnte in diesem Fall nicht zur Normalisierung verwendet werden,
da sie in dem entzindeten Gewebe signifikant erhdht war. Im Rahmen einer Entziindung und der
damit verbundenen erhdhten Gefal3permeabilitat, lagern sich Proteine aus dem Blut in dem
betroffenen Gewebe ab [277, 278]. Fir die untargeted Auswertung von entziindetem Gewebe bieten
sich demnach die MPR- oder die MW IS-Korrektur an.

Das Haupteinsatzgebiet der entwickelten Methode waren humane Blutproben, deswegen wurde der
Einfluss der Praanalytik auf die Ergebnisse in diesen Proben untersucht. Bei der Lagerung bei
Raumtemperatur sowohl von Plasma als auch von Vollblut, kam es zum Abbau von Phospholipiden
wie den PC und den PE sowie zum Abbau der Triglyceride. Dieser Abbau war bei den genannten
Lipiden weniger deutlich zu erkennen als bei den Produkten des Abbaus, den DG, LPC, LPE und
freien Fettséduren, die deutlich anstiegen. Das lasst sich dadurch erklaren, dass es deutlich mehr
PC- und TG- als LPC- und DG-Spezies gibt und die PC und TG hoher konzentriert vorliegen, sodass
die prozentualen Anderungen der Konzentrationen der LPC und DG hoher ausfallen. Da sowohl die
Lagerung der Proben in Eiswasser als auch der Einsatz von NaF/Citrat als Antikoagulans, die
Stabilitat verbessern konnte, ist ein enzymatischer Lipidabbau anzunehmen. Die Konzentrationen
der Acylcarnitine sind in Vollblut, nicht in Plasmaproben, angestiegen. Das deutet auf die
Freisetzung aus den Blutzellen hin, &hnlich dem Sphingosin-1-phosphat [253, 279]. Die beobachtete
Instabilitat der KsEDTA-Proben bei RTp sowie die Stabilitat in Eiswasser gelagerter Proben konnte

auch in anderen Studien gezeigt werden [234, 252, 280]. Die verbesserte Stabilitat v.a. der
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Phospholipide in den NaF/Citrat-Proben kénnte durch eine Hemmung von Phospholipasen erklart
werden, da Natriumfluorid verschiedenste Enzyme mit Phosphat-Bindungsstellen, wie die Enolase
und Phosphatasen, sowie Mg?-bindende Enzyme hemmen kann [281-283]. Praanalytische
Untersuchungen werden in den Richtlinien zur Methodenvalidierung der FDA und EMA erwahnt,
aber nicht genauer festgelegt [187, 232]. Wahrend der Methodenentwicklung und in klinischen
Studien wird die Préanalytik deshalb haufig nicht beachtet. Die in dieser Arbeit vorgestellten
Erkenntnisse zeigen allerdings, dass die Probennahme und die Lagerbedingungen nach der
Entnahme deutliche Verénderungen des Lipidprofils hervorrufen kann und so die Ergebnisse
qualitativer und quantitativer Untersuchungen beeintrachtigt werden konnen, v.a. bei einer

ungleichen Probennahme.

Die verwendete Flissig-Fllssig-Extraktion konnte reproduzierbare Ergebnisse erzielen und viele
Lipidklassen fast vollstandig aus den Proben extrahieren. Allerdings ist die organische Phase der
MTBE-Extraktion nach Matyash et al. sehr apolar, ebenso wie bei der Extraktion mit Methanol und
Chloroform nach Folch sowie Bligh und Dyer [221-223]. MTBE hat einen logP-Wert von 0,9 und
dadurch war die Wiederfindung der polaren Lipidklassen eingeschrankt, z.B. LPI und Acylcarnitine
[284]. Dementsprechend konnten in diesen Gruppen nur die unpolarsten bzw. abundantesten
Vertreter analysiert werden. Sollten diese Gruppen als potenzielle Biomarker identifiziert werden,
kann die Extraktion durch Veranderung der relativen Losungsmittelzusammensetzung oder durch
polarere Lésungsmittel wie Ethylacetat verbessert werden [285]. Dabei ist davon auszugehen, dass
auch die Léslichkeit von hydrophilen Matrixbestandteilen erhdht ist und die Messung dadurch gestort
bzw. das Gerat verschmutzt werden kénnte. In diesem Fall wurde die MTBE-Extraktion zugunsten
der unpolaren Trigylceride und Sterylester beibehalten. Im Vergleich zur Extraktion mit Chloroform,
mit einem logP von 1,97, sind die Extraktionsraten &hnlich bei besserer Vertraglichkeit mit der
Gesundheit und Umwelt [239, 286]. Zudem werden mit der MTBE-Extraktion die Proteine
vollstandiger geféllt, sodass die Chromatographiesaulen nicht so schnell verstopfen [287].

Eine Alternative zur LLE ist die Aufreinigung der Proben mittels SPE. Die SPE wird vornehmlich far
gezieltere Analysen einiger Analyten oder zur Fraktionierung der Proben eingesetzt [15, 241]. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde versucht die abundanteren PC und SM abzureichern, um die
Nachweisgrenze fur die in Plasma niedriger konzentrierten Pl, PG und PS zu verbessern. Gemaf
Literatur ist die LLE mit MTBE besser geeignet, um die Phospholipide zu entfernen, als diverse SPE-
Kartuschen [288]. Da zu dem Zeitpunkt der Untersuchung noch keine geeigneten Standards bzw.
interne Standards zur Verfiigung standen, konnte die Wiederfindung der Verfahren nicht verglichen
werden. Spatere Untersuchungen der Wiederfindung der MTBE-Extraktion zeigten, dass die
Extraktionsraten der Phospholipide durch die Zugabe von Methanol hoch waren. Mit Hilfe
verschiedener Kationenaustauscher-Kartuschen (SPE) konnte die Konzentration der PC und SM

verringert werden. Die Suppressionseffekte konnten allerdings erst durch eine viel aufwendigere
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Probenvorbereitung, mit LLE und SPE sowie anschlieBender Messung mehrerer Fraktionen, in
ausreichendem Mal3e reduziert werden. Dieses Protokoll war fiir die Routine-Durchfiihrung nicht
praktikabel. Die LLE lieferte auRerdem weniger Storsignale und deckte ein fur Screening-Methoden
geeignetes Lipidprofil ab. Fur gezieltere Analysen einiger Analyten kann eine SPE dennoch sinnvoll

sein.

Damit die Probenvorbereitung auch im Rahmen grof3erer klinischer Studien mit mehreren hundert
bis tausenden Proben verwendet werden kann, muss sie in der Routine zlgig durchfihrbar sein. Bei
einigen Lipidextraktionen, wie der LLE mit MTBE, werden die Proben langere Zeit inkubiert, um die
Lipide vollstandig zu losen [223]. Es konnte gezeigt werden, dass die Inkubationszeit ohne
Einschrankung der Extraktionsraten auf nur eine Minute reduziert werden kann. Aul3erdem werden
Glasgefalie fur die LLE bevorzugt, da organische Lésungsmittel Bestandteile aus KunststoffgefalRen
herauslésen koénnen. GlasgefaRe sind fir die Routine unseres Labors nicht praktikabel, da sie
einzeln geschuttelt werden mussen und i.d.R. Uber einen Drehverschluss verfligen. Deswegen
wurde die Extraktion in Polypropylen-GefaRen untersucht. Bei Extraktion in PP wurden erhdhte
Konzentrationen einiger Fettsauren, z.B. 16:0 und 18:0, beobachtet. Die Stearinsdure (FA 18:0)
stammt wahrscheinlich aus den PP, da Magnesiumstearat als Schmiermittel fur die
Kunststoffherstellung verwendet wird [289]. Das verwendete Stearat ist meistens nicht rein, deshalb
kénnen so auch andere Fettséduren in die Probe gelangen [290]. Durch Verwendung eines frischen
PP beim Abdampfen, kdnnte demnach noch mehr Stearin- und Palmitinsaure aufgenommen werden.
Der Anstieg von 11% der FA 20:4 bei den in PP extrahierten und in Glas abgedampften Proben lasst
sich damit nicht erklaren. Diese Veranderung liefert einen Hinweis auf einen mdglichen Lipid-Abbau
und damit die Freisetzung von Fettsduren. Der Anstieg anderer Fettsduren war unter den
untersuchten Bedingungen allerdings vernachlassigbar. Fir die Extraktion wurden deshalb PP und
fur das Abdampfen Glasvials verwendet. In Kombination mit den verkirzten Inkubationszeiten
konnte dadurch die Handhabung stark vereinfacht und der Probendurchsatz mehr als verdoppelt

werden.

Nach erfolgter Extraktion war die Lipidstabilitdt deutlich erhéht, dennoch wurden nach Lagerung der
Proben fir 48 h bei 6 °C auf dem Autosampler erhdhte Konzentrationen der LPE gemessen. Eine
Zersetzung der entsprechenden PE kann angenommen werden, auch wenn der RE bei diesen
kleiner 15% war, weil mehrere PE pro LPE in Frage kommen und diese teilweise in hdheren
Konzentrationen vorliegen. Der LPE-Anstieg spiegelt demnach nur die Produktseite der Reaktion
wider, deswegen kann er nicht oder nur unzureichend durch interne Standards ausgeglichen werden.
Eine Zersetzung des PE 15:0/18:1-d7 zu LPE 18:1-d7 ist méglich, die Unterschiede werden damit
wabhrscheinlich nicht ausreichend ausgeglichen. Dies konnte nicht tGberpruft werden, da die IS zum
Zeitpunkt dieser Untersuchung noch nicht zur Verfigung standen. Die eingeschrénkte Stabilitat
wurde bertcksichtigt und lange Lagerzeiten vermieden, sodass dadurch keine Beeintrachtigung der

Messergebnisse erfolgte.
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4.3 Optimierung der chromatographischen Trennung von Lipiden

4.3.1 Trennung von Isomeren und Isobaren durch RPLC

Durch die chromatographische Trennung der Analyten nach der Kohlenstoffkettenlange und Anzahl
Doppelbindungen mittels RPLC konnte die Selektivitat der Methode verbessert werden. So konnten
einige Isomere, wie z.B. PC 0-16:0_18:2 und PC O-16:1_18:1, getrennt analysiert werden, was fir
die Untersuchung des Lipidoms bei Entziindung entscheidend war. Durch die Trennung von
Fettsaure-lsomeren der DG und TG ermdglicht die entwickelte Methode einen differenzierteren
Einblick in das Lipidprofil. Der Sattigungsgrad der in TG enthaltenen Fettsauren wird z.B. im
Zusammenhang mit Krebs untersucht [291, 292]. Ein Vergleich der chromatographischen Trennung
mit anderen untargeted Lipidomics Screening Methoden ist schwer durchfihrbar, da die
chromatographische Auflésung in der Regel nicht dargestellt wird. Eine weitergehende Trennung
von Fettsdure-Isomeren wurde nach aktuellem Stand der untargeted RPLC-Methoden nur mit sehr
langen Laufzeiten erreicht [166]. Um die Fettsdurezusammensetzung weiter aufzuschlisseln und
die Position der Doppelbindungen zu bestimmen, hatten andere Techniken wie die lonenmobilitats-
Massenspektrometrie oder Ozon-induzierte Dissoziation verwendet werden mussen [103, 104]. Fur
die Aufschlisselung der Fettsdurezusammensetzung mittels lonenmobilitats-Massenspektrometrie
werden besondere Modifier wie Silberionen benétigt [104]. Auch die Auswertung der Daten ware
dadurch noch komplexer geworden. Eine weitere Herausforderung an die chromatographische
Trennung sind die Isomere des PGEZ2, die in dieser Arbeit nicht getrennt wurden. Die gemeinsame
Detektion der Isomere kann allerdings vorteilhaft sein, da die einzelnen Isomere sehr niedrig
konzentriert sind und somit meistens unterhalb der Detektionsgrenze liegen. Durch die gemeinsame
Detektion sind Anderungen der Prostaglandine auch bei niedrigeren Konzentrationen erkennbar und
kénnen anschlie3end in gezielteren Analysen néaher aufgeschlisselt werden. Obwohl noch weiteres
Potenzial in der Verfeinerung der chromatographischen Trennung liegt, kbnnen mit der entwickelten
Screening-Methode Anderungen des Lipidstoffwechsels detektiert und anschlieRend durch gezielte

Messungen quantifiziert werden.

Fur die meisten Lipidklassen konnten gaul3férmige Peaks erzielt werden, was die Integration der
chromatographischen Flachen erleichtert und so die (relative) Quantifizierung verbessert. Lediglich
die Phosphatidylserine und die LPA wiesen ein leichtes Tailing auf, wobei letztere in biologischen
Proben unterhalb der Nachweisgrenze dieser Methode liegen. Diese Problematik besteht bei den
meisten Umkehrphasenmethoden, da die sauren PS und PA bei den tblichen chromatographischen
Bedingungen geladen vorliegen [293]. Bei den Zorbax C8 Séulen war das Ausmal des Peaktailings
chargenabhangig, moglicherweise durch variierende Anteile der freien Silanolgruppen. Au3erdem
konnten keine Signale fir die Cardiolipine beobachtet werden, da diese vermeintlich nicht von der
Saule gelost werden konnten. Die genannten Probleme traten bei allen untersuchten Saulen auf.
Als Lésung kdnnten ergdnzend zur vorgestellten Methode, welche einen Grof3teil der Analyten

zuverlassig detektieren konnte, gezieltere Methoden eingesetzt werden. Gezieltere Methoden
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kénnten, die fur die Massenspektrometrie problematische, Phosphorsdure oder andere
Trennmechanismen, wie HILIC einsetzen [294, 295]. Ein weiterer Vorteil der entwickelten Methode
sind die zeitlich stabilen und matrixunabh&ngigen Retentionszeiten, von denen sowohl die semi-
guantitative Auswertung als auch die ldentifizierung der Lipide profitierten. RT-Verschiebungen von
0,1 min bei der Untersuchung verschiedener Matrices deuteten darauf hin, dass es sich um eine
isomere oder isobare Substanz handelt. Dadurch konnten in der semi-quantitativen Auswertung
enge Grenzen gesetzt und die Auswertung so beschleunigt und auf zahlreiche Probenarten
angewandt werden. Die stabilen Retentionszeiten wurden durch die Entwicklung und Optimierung
einer sehr robusten Chromatographie gewahrleistet. Eine Alternative zur
Umkehrphasenchromatographie ware HILIC, bei der oft die Robustheit ein Handicap ist [119].

4.3.2 Verschleppung und Blanksignale

Bei der entwickelten chromatographischen Methode traten auRerdem kaum Verschleppungen auf,
sie lagen meist unter 1%.. Bei den LPE waren in der darauffolgenden Blank-Probe maximal 0,52%
der urspriinglichen Flache erkennbar. Im Fall von Screening-Methoden gibt es keinen festgelegten
Kalibrationsbereich, daher gibt es auch keine zulassige Hochstgrenze fir die Verschleppung.
Trotzdem besteht die Méglichkeit, dass einige Analyten von sehr hoch konzentrierten Proben in die
nachste Probe verschleppen. Bei der Messung von niedrig konzentrierten Proben, wie z.B.
Zelltiberstanden, mit Plasma-QCs, kann ein Ubertrag in die darauffolgende Probe die Ergebnisse
beeintrachtigen. Um das zu verhindern, wurde nach der Messung einer QC-Probe einmal Methanol
injiziert. Durch diese MalRBhahme und in Kombination mit der sehr geringen Verschleppung ist das
Risiko einer Beeintrachtigung der Ergebnisse durch Ubertrag in darauffolgende Proben bei der
entwickelten Methode gering. Aus diesem Grund wurden zugunsten der Laufzeit keine weiteren

Malnahmen zur Reduktion der Verschleppung vorgenommen.

Eine groRRere Herausforderung als die Verschleppung waren die Blanksignale. Diese kénnen durch
Verkeimung oder Algenbildung im LC-System entstanden oder als Verunreinigung in den mobilen
Phasen enthalten gewesen sein. Wie zuvor bereits erwahnt, kénnen die Fettsduren auch aus den
bei der Kunststoffherstellung verwendeten Schmiermitteln stammen. Die Blanksignale konnten nicht
durch grundlicheres Spilen entfernt werden und auch bei Verwendung von hochreinen ULC-MS
Losungsmitteln waren sie sichtbar. Die Blankwerte schwankten bei verschiedenen Messtagen,
sodass nicht bei allen Auswertungen die gleichen Analyten ausgeschlossen werden mussten. Die
Blanksignale betrafen nur wenige Analyten, sodass die Mdglichkeit Unterschiede im Lipidprofil
festzustellen kaum beeintrachtigt war. Allerdings ist es wichtig und technisch einfach umzusetzen,

die Signale aus dem LC-System von der untargeted Auswertung auszuschliel3en.
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4.3.3 Kosten und Ressourcen in der LC-MS-Analytik

Die LC-MS-Analytik, insbesondere die hochauflosende Massenspektrometrie, ist mit hohen
laufenden Kosten fir die Wartung und Reparatur des Gerates verbunden, z.B. betragt die Haltbarkeit
der MCP-Detektoren gemalfd Hersteller nur ca. 18 Monate und ein Wechsel kostet mehr als 15.000
€. Aus diesem Grund wurde versucht, durch die Flussteilung sowie die Verwendung von Acetonitril
in ULC-MS Qualitat die lonenlast zu reduzieren. Damit konnte die Robustheit des Gerates deutlich
verbessert und die Haufigkeit der Reinigung sowie Detektor- und Linsenoptimierung verringert
werden. Auch eine verringerte Detektorabnutzung ist anzunehmen, kann allerdings erst nach einer

langeren Zeit bestatigt werden.

Zudem wurde die chromatographische Laufzeit auf 17 min pro lonisationsmodus gekirzt. Dadurch
wurden nicht nur Ressourcen, wie die mobilen Phasen, effizienter eingesetzt, sondern auch die
Grolle der Rohdaten auf ungefahr die Halfte reduziert und somit die Auswertung beschleunigt.
AuRerdem konnte so der Probendurchsatz deutlich gesteigert werden. Die hier vorgestellte Methode
kann demnach auch fur die Analyse groRRerer klinischer Studien angewandt werden. Die entwickelte
Methode ist kirzer als viele andere Lipidomics-Methoden, ohne auf die Selektivitat durch
datenabhangige MS/MS-Spektren fiir jede Probe zu verzichten [164-167]. Trotz der gekirzten
Retentionszeit konnten fiir die meisten 1S geringe Matrixeffekte beobachtet werden. Eine Ausnahme
stellen die TG und SE dar, die sich in Humanplasma gegenseitig supprimieren. Die
lonensuppression hétte moglicherweise durch eine stéarkere chromatographische Trennung der
einzelnen TG und SE reduziert werden koénnen, dies wére aber mit einer deutlich verlangerten
Laufzeit verbunden [166]. In diesem Fall Uberwiegen die Vorteile der kurzen Laufzeit. Bei
Probenarten mit geringeren TG- und SE-Konzentrationen, wie Zellpellets, war die lonensuppression
aullerdem geringer. Im Vergleich zur Direktinfusion (,shotgun-lipidomics®) ist die lonensuppression
bei LC-Methoden deutlich verringert, sodass die Detektion niedrig konzentrierter Lipide erleichtert
wird [296].

Durch die hohe Zahl an Analyten, die eingeschrankte Verfligbarkeit und aus Kostengriinden werden
bei Screening-Methoden i.d.R. nur ein bis zwei interne Standards pro Lipidklasse verwendet [15].
Die chromatographische Auftrennung innerhalb der Lipidklassen beeintrachtigte u.U. die
Normalisierung mittels 1S, da so die FlieBmittelzusammensetzung und die Suppression durch
koeluierende Substanzen unterschiedlich sein kann [241]. Auch bei HILIC-Methoden mit Koelution
innerhalb der Lipidklassen ist die quantitative Aussagekraft dennoch beschrankt, da die
lonisierungseffizienz mit zunehmender Kohlenwasserstoff-Kettenlange und Sattigungsgrad
abnimmt [297]. Fur eine exakte Quantifizierung misste deshalb pro Analyten ein Referenzstandard

sowie idealerweise ein isotopenmarkierter Standard verwendet werden.
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4.4 Hochauflésende Massenspektrometrie und untargeted Screening

Die Selektivitat der entwickelten Methode wurde v.a. durch die Verwendung von hochauflésender
Massenspektrometrie erreicht. Der eingesetzte TripleTOF 6600 ist ein QTOFMS mit einer
Massenaufldsung von 15.000 (bis ca. 100 m/z) bis 45.000 (ca. 2000 m/z). Damit konnte die
Identifizierung der Analyten mit einer Auflésung von ca. 30.000 und einem Massenfehler kleiner 5
ppm erfolgen und mit MS/MS-Spektren bestétigt werden. Der TripleTOF 6600 zeichnet sich zudem
durch eine hohe Empfindlichkeit aus, die vergleichbar ist mit der von Triple-Quadrupol-
Massenspektrometern [241]. Durch Massenspektrometer mit einer hdheren Massenauflésung, wie
Orbitrap oder FT-ICR, kann ein Massenfehler kleiner 1 ppm erreicht werden. Ein kleinerer
Massenfehler kann hilfreich sein, die chemische Zusammensetzung unbekannter Substanzen
starker einzuschranken, ist aber nicht Voraussetzung fir eine erfolgreiche Identifizierung der Lipide,
zumal auch bei Orbitrap-Geraten haufig nicht die maximale Massenauflosung verwendet wird, um
Zykluszeit zu sparen [285, 298]. Ein entscheidender Vorteil der QTOF-Technologie ist die
Unabhangigkeit der Massenauflosung von der Zykluszeit. Die Messrate von QTOF-Geraten liegt bei
100 bis 500 Hz und ist damit deutlich hoher als bei Orbitrap-Geraten mit 20—40 Hz und nochmal
deutlich hoher als bei FT-ICRMS (ca. 1 Hz) [126]. Eine hohe Messrate erméglicht auch bei kurzen
Elutionszeiten durch UHPLC-Methoden neben dem MS-Scan noch die Aufnahme von MS/MS-
Spektren. Die Messung von MS/MS-Spektren kann bei einem TripleTOF datenabhangig uber IDA
oder datenunabhéngig Uber SWATH erfolgen. Dabei ist die Messung mit IDA selektiver, da nur
Muttermassen in einem Bereich von einem m/z fragmentiert werden, u.U. werden aber nicht alle
Substanzen fragmentiert [299]. Mit SWATH werden alle Substanzen fragmentiert und so geht die
Zuordnung der MS/MS-Daten verloren [155]. Je breiter die Massenfenster sind, desto geringer ist
die Selektivitat und die Zykluszeit [299]. In den Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit war die
Selektivitat der SWATH-Spektren bei der gegebenen Zykluszeit und der damit moglichen
Fensterbreite zu gering. AuBerdem betrifft der Vorteil des geringeren MS/MS-Datenverlustes v.a.
niedrig konzentrierte Analyten, bei denen kein IDA-Spektrum getriggert wird, da zu viele Substanzen
koeluieren. Gerade bei niedrig konzentrierten Analyten besteht allerdings die Gefahr, dass zu viele
Storsignale im SWATH-Spektrum vorkommen. Mit den gewahlten IDA-Kriterien konnten hingegen
selektive MS/MS-Spektren fur mehr als 3.000 LC-MS-Signale erhalten werden. Durch die
komplementéaren Fragmentierungsmuster im positiven und negativen lonisationsmodus und den
Abgleich mit gangigen MS/MS-Datenbanken, konnten so 440 Lipide identifiziert werden [176-178].
Die MS/MS-Spektren bieten auch Hinweise fir die Identifizierung noch unbekannter Metaboliten.
Die Hinweise sind allerdings meistens nicht ausreichend fir eine vollstandige Charakterisierung der
Molekdlstruktur, sodass diese mittels Kernresonanzspektroskopie weiter untersucht werden kdnnten
[300].
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4.5 Auswertung komplexer Datensatze

Eine der grof3ten Herausforderungen im Bereich der untargeted Methoden ist die Datenauswertung.
Aufgrund der sehr hohen Analytzahl sind die Auswertungen hochkomplex und besonders heikel
beim untargeted Lipidomics-Screening. Es stehen eine Vielzahl statistischer und
maschinengestiitzter Verfahren zur Auswahl. Dabei kann das geeignetste Verfahren nicht
vorhergesagt werden. Sowohl bei der Untersuchung des Lipidprofils bei Entziindung als auch in der
Praanalytik, hat sich die parallele semi-targeted und untargeted Auswertung als vorteilhaft erwiesen,
da fUr die Interpretation der Ergebnisse die Kombination aus verdnderten und unveranderten
Lipidspezies relevant war. So konnte z.B. ein unterschiedliches Ansprechen der Etherlipide mit
einem Hexadecenyl-Rest im Vergleich zu den restlichen Etherlipiden auf eine LPS- bzw. Zymosan-
Stimulation festgestellt werden.

Fir die erste Prozessierung der untargeted Daten und die semi-targeted Auswertung konnten mit
der Software von Sciex (MarkerView, MasterView und MultiQuant) akzeptable Ergebnisse erzielt
werden. Die Moglichkeiten fiir die weitere statistische Auswertung sind allerdings sehr begrenzt. Mit
MarkerView kdnnen t-Tests und eine PCA durchgefiihrt werden. Es gibt keine Méglichkeit eine a-
Fehler-Korrektur, nicht-parametrische Tests sowie univariate Tests fur mehrere Gruppen
durchzufihren. Zur Identifizierung fir die Gruppentrennung relevanter Analyten kann eine PCA mit
Diskriminantenanalyse durchgefiihrt werden. Allerdings hat dieses Verfahren die Einschrankung,
dass es mehr Beobachtungen (Proben) als Variablen (Analyten bzw. Signale) geben muss, bei
untargeted Auswertungen wird diese Anforderung fast nie erreicht [301]. AuBerdem gibt es keine
Mdoglichkeit zur Modell-Validierung, sodass dieses Verfahren statistisch unzureichend abgesichert
ist. Die kommerzielle Software SIMCA (Umetrics, Malmd, Schweden) bietet verschiedenste
Verfahren zur multivariaten Auswertung und zur Uberprifung der Modelle, unterstiitzt jedoch nicht
eine univariate Auswertung. Fir die univariate Auswertung gibt es eine ganze Reihe von
kommerziellen Statistik-Programmen, z.B. GraphPad (GraphPad Software, San Diego, USA), die
Uber verschiedenste univariate und teils auch multivariate Testverfahren verfligen und einen sogar
bei der Auswahl des geeigneten Testverfahrens unterstiitzen. Diese sind vornehmlich fir die
Auswertung einiger weniger Analyten ausgelegt und haben bei mehreren Analyten eine
entsprechend lange Rechenzeit, sodass sie fur die untargeted Auswertung mit mehr als 3.000
Signalen i.d.R. ungeeignet sind. Deshalb wurde nach anderen Moglichkeiten fir eine schnelle

univariate Auswertung von Datenséatzen mit vielen Analyten gesucht.

Eine umfangreiche Auswahl statistischer Verfahren und ausreichende Rechenkapazitaten fur die
Auswertung von Metabolomics- bzw. Lipidomics-Datenséatzen bietet MetaboAnalyst [231]. Die
untargeted Peaklisten aus der MarkerView Software muissen allerdings vorher umgeformt und
Signale, die von Isotopen oder dem LC-System stammen, entfernt werden. Die Auswertung mit
MetaboAnalyst ist servergestiitzt, sodass der Zugang wahrend der kompletten Auswertung

gewahrleistet werden muss und der Datenschutz u.U. eingeschrankt ist. Aus diesen Griinden wurde

158



Diskussion

ein vorgefertigter Arbeitsablauf mit einem R Skript entwickelt, fir den die Peaklisten aus MarkerView
nahezu unverandert in Excel gespeichert und anschlieRend halbautomatisch ausgewertet werden
kénnen. Vorher sollte lediglich aus den m/z und RT Werten ein eindeutigerer Peakname erzeugt
werden. Das Skript erméglicht eine gleichzeitige Auswertung mit verschiedenen univariaten
Testverfahren und fasst die Ergebnisse in einer Ubersicht zusammen, sodass die Unterschiede
zwischen den Gruppen schnell erfasst werden konnen. Vorteilhaft sind dabei v.a. die Moglichkeit
mehrere Teildatenséatze gleichzeitig auszuwerten sowie die automatische Dokumentation der
Ergebnisse. Damit ist die Nachvollziehbarkeit der Ergebnisse auch zu einem spéateren Zeitpunkt
gewabhrleistet, ohne zeitlichen Mehraufwand. Die Auswertung per R Skript ist zudem schneller als
mit MetaboAnalyst und teilweise auch zuverlassiger, da voreingestellte Funktionen bei

MetaboAnalyst die durchgeflihrte Testauswertung beeintrachtigt haben.

Des Weiteren wurden R Skripte entwickelt, mit denen fehlende Werte ersetzt und die Verteilung der
Daten fir die einzelnen Analyten untersucht werden kénnen. Diese bieten eine schnelle graphische
Darstellung als Vorbereitung fir eine intensivere Datenauswertung. Eine Voraussetzung fur die
Datenauswertung ist die Wahl eines geeigneten Normalisierungsverfahrens, mit dem
Messabweichungen reduziert werden und dabei biologische Unterschiede erhalten bleiben. Es
konnte gezeigt werden, dass bei der entwickelten Methode die internen Standards nicht unbedingt
fur die Normalisierung der Daten bendétigt werden. Zu Beginn dieser Arbeit ohne IS durchgefiihrte
Studien haben dennoch vorkommende biologische Unterschiede aufgedeckt [302, 303].
Unterschiedliche Matrixeffekte, Geratefehler oder die Anderung vieler abundanter Lipide lassen sich
nicht vorhersagen, die Funktion einiger Normalisierungsverfahren kann dadurch allerdings
beeintrachtigt werden [304]. Wenn viele v.a. der abundanteren Lipide zwischen den Gruppen
verandert sind, kann z.B. die Normalisierung der restlichen Analyten mit dem MPR fehlschlagen,
was bei den untersuchten Proben nicht der Fall war [304]. Zudem ist die Normalisierung mit dem
MPR robuster gegen solche Anderungen als beispielsweise die Normalisierung mit dem
Totalionenstrom [304]. Die Verwendung von IS ist vorteilhaft, denn sie kdnnen zur Uberpriifung der
Quialitat der Normalisierung verwendet werden, da signifikante Unterschiede bei den IS Signalen auf
systematische Abweichungen hinweisen [226]. Die IS tragen auch zur Qualitat der Ergebnisse bei,
indem sie den Vergleich bei verschiedenen Messzeitpunkten erleichtern und die Uberpriifung der
Messergebnisse im Rahmen einer Kontrollkarte ermdglichen [233]. Die Verwendung einiger weniger
IS zur Normalisierung vieler Analyten (untargeted Auswertung) kann allerdings problematisch sein,
falls Analyten sich bei der lonisierung anders als der IS verhalten. Das Fehlerpotential konnte
verringert werden, indem mehrere IS verwendet wurden [226]. Bei dieser Untersuchung wurden 19
IS aus unterschiedlichen Lipidklassen verwendet, die basierend auf dem SPLASH Il Lipidomix Mix
von Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) ausgewahlt und erweitert wurden. Dadurch sollte die

Normalisierung mit dem MW IS stabil bleiben.
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4.6 Relative Quantifizierung von Lipiden

Mit der entwickelten Methode konnten 440 Lipide aus Uber 15 Lipidklassen in humanem Plasma
identifiziert und damit ein umfassendes Bild des Lipidoms erzeugt werden. Die Nachweisgrenze
wurde dabei vorwiegend durch den begrenzten linearen dynamischen Bereich von ungefahr 10* bis
10° bei QTOF-Geraten bestimmt. GemaR Literatur kommen die Lipide in humanen Blutproben in
Konzentrationen von ungeféahr 0,04 pmol/mL (PGE2) bis 0,8 umol/mL (freies Cholesterol) vor [18].
Um eine Geréatekontamination zu vermeiden, musste die Methode an die abundanteren Lipide
angepasst werden. Dadurch waren Analyten, wie die Prostaglandine, die physiologisch meistens im
Bereich des LLOQ von quantitativen Methoden enthalten sind, nicht detektierbar. Dennoch kénnen
Uber die abundanteren Vorstufen, wie die Arachidonsaure, Hinweise auf Veranderungen der
entsprechenden Stoffwechselwege erhalten werden. Die Metaboliten kénnen anschlieRend mit
targeted Methoden und angepassten Extraktionsmethoden quantifiziert werden. Die Anzahl und Art
der detektierten Lipide war abhangig von der untersuchten Probenart, z.B. konnten in Zellproben
deutlich mehr PS detektiert werden, da diese relativ zur Gesamtheit der Lipide in hoheren
Konzentrationen vorkamen. In den analysierten Mauspfoten waren die Prostaglandine so stark
erhoht, dass deutliche Signale erkennbar waren. Die Methode wurde uUberwiegend mit
Plasmaproben entwickelt, die einen relativ hohen Gesamt-Lipidgehalt haben. Ein Volumen von 20
pL Plasma war ausreichend flr die entwickelte Applikation. Allerdings konnte die Konzentration
aufgrund des Lipidgehalts und der Empfindlicheit des MS-Gerates deutlich reduziert werden, sodass
nur 2 bzw. 5 L der 1:12 verdiinnten Probe injiziert wurden. Fir Proben mit einem geringeren
Lipidgehalt, z.B. Zelliberstdnde, bestehen mehrere Mdglichkeiten, die aufzukonzentrieren. So
konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche Probenvolumina mdglich sind, sofern das Verhaltnis
von wassriger Phase zu MTBE und Methanol konstant bleibt, ggf. kann die komplette wéssrige
Phase durch Probe ersetzt werden. Auch das Volumen des Aufnahmemediums kann verringert und

das Injektionsvolumen auf bis zu 10 pyL erhdht werden.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich die meisten Analyten bei Verdiinnung linear
verhalten und somit ein semi-quantitativer Vergleich der Proben mdoglich ist. Im Gegensatz zur
Quantifizierung, kénnen mit semi-quantitativen Methoden keine absoluten Unterschiede zwischen
den Proben analysiert werden. Dennoch kdnnen Tendenzen, wie z.B. die Erh6hung eines Lipids
oder einer Lipidklasse im Rahmen einer Erkrankung, erfasst werden. In vielen Féllen ist die relative
Anderung der Lipidkonzentration bereits ausreichend, um Unterschiede bei Krankheiten
festzustellen. Eine Einschrdnkung des semi-quantitativen Vergleichs ist allerdings, dass haufig
Unterschiede in der Suppression und lonisierungseffizienz unzureichend kompensiert werden [296].
Bei der entwickelten Methode wurde ein IS pro Lipidklasse eingesetzt, um die Effekte auszugleichen,
fur eine exaktere Quantifizierung mittels RPLC werden hingegen zwei oder mehr IS pro Lipidklasse
empfohlen [241, 296]. Bei einem Lipidomics-Screening waren das mehr als 40 IS und mit

entsprechend hohen Kosten und Aufwand verbunden. Unabhéngig von der Anzahl der IS, ist eine
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Bestatigung der Ergebnisse mit quantitativen Methoden sinnvoll. Bei diesen kénnen im Rahmen
einer Validierung potenzielle Storfaktoren, z.B. aus der Préanalytik, identifiziert und vermieden
werden. Auch wenn eine Validierung der entwickelten Methode ohne Standardidsungen nicht
moglich war, wurde die Qualitat der Methode mit verschiedenen Verfahren Gberprift. So konnte z.B.
die Reproduzierbarkeit der Probenaufarbeitung gezeigt werden. Die Untersuchungen zur
Wiederfindung, dem Matrixfaktor und der Prozesseffektivitat geben Ausschluss tber mdgliche
Storungen, wie die Suppression der TG und SE. Durch den Bezug auf die IS konnten auf3erdem
Kontrollproben aus verschiedenen Messungen direkt miteinander verglichen und somit die Qualitat
der Methode Uber den zeitlichen Verlauf sichergestellt werden. Die angestrebte RSD von 20% bei
den Kontrollproben konnte mit der entwickelten Methode fir die meisten Analyten eingehalten
werden. Die groRere Unsicherheit kbnnte u.a. mit der, im Vergleich zu quantitativen Methoden,
geringeren Anzahl an IS und der zuvor beschriebenen Problematik mit unterschiedlichen
Matrixeffekten durch die chromatographische Trennung zusammenhangen. Auch die Instabilitat
einiger Analyten bei der Lagerung kann nicht ausgeschlossen werden. Dennoch kénnen mit der
entwickelten Methode Studien von verschiedenen Zeitpunkten verglichen werden. Auf einen
geeigneten Versuchsaufbau mit einer randomisierten Messreihenfolge von Kontroll- und

Testgruppen innerhalb der Einzellaufe ist dabei zu achten.

Es konnte gezeigt werden, dass untargeted Screening-Methoden, wie der eigens entwickelten, ein
sehr komplexes und unvoreingenommenes Bild des Lipidoms erzeugen. Damit kdnnen neue
Hypothesen und Fragestellungen entwickelt werden, wie z.B. die Rolle der Ether-Lipide im
Entziindungsprozess. Es konnen aber auch ergénzend zu gezielten Quantifizierungen
komplementéare Daten erzeugt und somit bestehende Hypothesen in einem breiteren Kontext
bestétigt werden. So konnte ein Zusammenhang mit erhdhten Ceramid- und Triglycerid-
Konzentrationen bei Patienten mit Depressionen und bipolarer Stdrung gezeigt werden [302].
Lipidomics-Screening-Methoden leisten dementsprechend einen wichtigen Beitrag zur modernen
medizinischen Forschung, bei der das Gesamtprofil der Patienten in den Vordergrund rickt,
unterstitzt durch komplementére Daten aus dem Bereich der Metabolomics, Proteomics sowie
klinischen Markern [305-307]. Mit der entwickelten Methode konnen potenzielle Biomarker
identifiziert werden, wie z.B. die Ether-Lipide fir entziindetes Gewebe. In weiteren umfangreichen
Untersuchungen kdnnen so identifizierte Biomarker-Kandidaten qualifiziert und in der medizinischen

Praxis implementiert werden [308].
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Zusammenfassung

) Zusammenfassung

Die Aufdeckung krankheitsbedingter Unterschiede und die ldentifizierung neuer Biomarker sind
essenziell fir Diagnose und Behandlung verschiedener Erkrankungen. Deshalb wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine Screening-Methode zur untargeted Untersuchung des Lipidoms in biologischen
Proben entwickelt. Durch die Kombination aus Umkehrphasenchromatographie und
hochauflosender Massenspektrometrie mit datenabhangiger Aufnahme von MS/MS-Spektren
konnten in Humanplasma 440 Lipide aus mehr als 15 Lipidklassen identifiziert werden. Die
vorgestellte Methode erméglicht damit einen umfassenden Einblick in den Lipid-Stoffwechsel. Durch
die chromatographische Auftrennung von Isomeren und Isobaren in Kombination mit einer

mehrstufigen Identifizierung, erfolgte die Identifizierung der Analyten mit hoher Selektivitat.

Der Probendurchsatz wurde erhdht, um den Einsatz der Methode im Rahmen grof3erer klinischer
Studien zu ermdoglichen und vorhandener Ressourcen effizient einzusetzen. Dabei wurden die
Inkubationszeiten wahrend der Flissig-Flissig-Extraktion mit MTBE:Methanol deutlich reduziert und
die Handhabung vereinfacht bei gleichbleibend hoher Wiederfindung. Der hohe Probendurchsatz
wird weiter unterstitzt durch die kurze chromatographische Laufzeit von 17 min pro
lonisationsmodus. Der Arbeitsablauf zur univariaten Auswertung wurde auferdem durch

Entwicklung von R Skripten vereinfacht und beschleunigt.

Die Qualitat und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sind essenziell. Aus diesem Grund wurde die
Qualitat der entwickelten Methode, angelehnt an den strikten Vorgaben der FDA und EMA zur
Validierung von quantitativen Methoden, sichergestellt, obwohl eine Methodenlberprifung im
Bereich von untargeted Methoden nicht verbreitet ist. Die Reproduzierbarkeit der relativen
Lipidkonzentrationen konnte z.B. durch die Messung von Kontrollplasmaproben tiber einen Zeitraum
von 10 Monaten gezeigt werden. Anhand einer Studie zur prdanalytischen Stabilitdt humaner
Blutproben konnte ein Protokoll zur Probennahme und -vorbereitung fir weitere klinische Studien
erarbeitet werden. Die Stabilitat des Lipidoms in Vollblut und Plasma konnte durch den Einsatz von
Natriumfluorid/Citrat als Antikoagulans verbessert werden. Es wurden 16 verschiedene Probenarten

analysiert, darunter Plasmaproben, verschiedene Mausgewebe und Zellpellets.

Die entwickelte Methode wurde erfolgreich fir die Untersuchung verschiedener Erkrankungen
angewendet. So wurden u.a. Unterschiede im Lipidprofil von Patienten mit Colitis ulcerosa in
verschiedenen Stadien analysiert. Des Weiteren konnten Patienten mit Depressionen oder bipolarer
Storung anhand ihrer Plasmakonzentrationen an Ceramiden und Triglyceriden von gesunden
Probanden unterschieden werden. Bei der Untersuchung des Lipidoms in Mauspfoten nach
Induktion einer Entzindung durch LPS bzw. Zymosan-Injektion wurden die Ether-

Phosphatidylcholine als potenzielle Entziindungsmarker identifiziert.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird demnach eine schnelle, reproduzierbare und vor allem selektive LC-
MS-Screening-Methode vorgestellt, die Verdnderungen des Lipidstoffwechsels aufdecken und

potenzielle Biomarker identifizieren kann.
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8 Anhang

8.1 Abbildungen
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Abbildung 54: Vergleich verschiedener FlieBmittelqualitaten.

Die LC-MS bzw. ULC-MS grade Losungsmittel wurden mit 0,1% Ameisensaure (AS) versetzt und der
Totalionenstrom im MS-Scan von 100-2000 m/z verglichen (A-C). Die Akkumulationszeit betrug bei der
Messung von ACN und Wasser 1000 ms und bei der Messung von Isopropanol 250 ms, daher ist die
Kurvenglattung unterschiedlich. Bei Acetonitril waren im Gegensatz zu Isopropanol und Wasser deutliche
Unterschiede durch die FlieBmittelqualitat erkennbar. Im MS-Spektrum waren im Bereich von 100-500 m/z
bei dem LC-MS grade Acetonitril zusatzliche Signale erkennbar und die Signalintensitat war erhéht (D+E).
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Abbildung 55: Verschiedene Normalisierungsverfahren nach der Injektion von LPS/Zymosan in Mauspfoten.
Die Varianz innerhalb der Gruppen wird in den RLA-Graphen (A) und die Auswirkung der Normalisierung auf
die Interpretation der Daten wird in den Volcano Graphen (B) dargestellt. Die Normalisierung erfolgte mit dem
median peak ratio (MPR), mit dem Mittelwert mehrerer IS (MW IS), mit einem IS pro Lipidklasse, mit dem
Proteingehalt sowie mit einer Kombination aus dem Proteingehalt und den anderen Verfahren. (B) zeigt den
Unterschied zwischen den Pfoten mit Zymosan (r) und den anderen unbehandelten Pfoten (l). Fir eine
bessere Ubersichtlichkeit sind einige Lipidklassen hervorgehoben (gepaarter t-Test, n=8).
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Abbildung 56: Ubersicht verschiedener Lipidprofile Teil 1.

Abgebildet sind die Basispeak-Chromatogramme (BPC) verschiedener Matrices im positiven (A) und
negativen lonisationsmodus (B) (100—-1000 m/z, Toleranz 10 mDa). Bei dem BPC der Leber sind zudem die
Retentionszeiten der verschiedenen Lipidklassen eingezeichnet, die auch fiir die anderen Matrices gliltig sind.
M = Maus.
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Abbildung 57: Ubersicht verschiedener Lipidprofile Teil 2.

Abgebildet sind die Basispeak-Chromatogramme (BPC) verschiedener Matrices im positiven (A) und
negativen lonisationsmodus (B) (100-1000 m/z, Toleranz 10 mDa). Bei dem BPC des Ischiasnerven sind
zudem die Retentionszeiten der verschiedenen Lipidklassen eingezeichnet, die auch fur die anderen Matrices
gultig sind. M = Maus.
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A) B)
M. Lymphknoten

2 3,5 5 6,5 8 9,5 " 2 3:5 é 5'5 é 975 1'1

M. Pfote
2 35 5 6,5 8 95 1 2 3,5 5 6,5 8 9,5 1

FA
M. Cortex PC, PE, PI, SM S e—
L LPC, LPE, LPI
eramide, DG
PC, PE, PI, PS

Sterylester, TG
LPC,LPE, Sterole e

VA 5 LY . L&LA_M%

35 5 6,5 8 95 11 2 35 5 6,5 8 9,5 11

M. Hippocampus

Intensitat [cps]
N

T T A A, T T T 1 —
2 35 5 6,5 8 9,5 " 2 35 5 6,5 8 95 il
M. Thrombozyten
T T T T T T 4 T T 1
2 3,5 5 6,5 8 9,5 11 2 3,5 5 6,5 8 9.5 11
MCF-7-Zellen
At o n
2 35 5 6,5 8 9,5 1 2 3,5 5 8,5 8 95 11

Retentionszeit [min]

Abbildung 58: Ubersicht verschiedener Lipidprofile Teil 3.

Abgebildet sind die Basispeak-Chromatogramme (BPC) verschiedener Matrices im positiven (A) und
negativen lonisationsmodus (B) (100-1000 m/z, Toleranz 10 mDa). Bei dem BPC des Cortex sind zudem die
Retentionszeiten der verschiedenen Lipidklassen eingezeichnet, die auch fiir die anderen Matrices giiltig sind.
M = Maus.
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Abbildung 59: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der Plasmalipide in mit Zymosan-, LPS- oder unbehandelten
Mausen (n=7 bis 8).

8.2 R Skripte

Nachfolgend ist der Quellcode der verwendeten Skripte fir die Software R aufgefiihrt. Dieser kann
in ein R Skript kopiert und ausgefuhrt werden. Dabei miissen einige Werte wie der Dateiname auf
die jeweilige Auswertung angepasst werden. Mit . #“ gekennzeichnete Zeilen sind Kommentare und
werden nicht ausgefihrt. Die ,libraries® missen vor der ersten Anwendung in R installiert werden

(z.B. install.packages(,dplyr®)).

8.2.1 Ersetzen von fehlenden Werten

library(dplyr)

library(Amelia)

library(DMwR) # fur kNN
library(caret) # fur Korrelationen
library(reshape?)
library(gridExtra)

library(xIsx)

grrRrrkkrkkxkkxkkxrxkx Ersetzen von fehlenden Werten bei linkszensierten Daten ****#xxkkkkokrkdrrdrx
# mit dem folgenden Skript kdnnen Datensétze auf fehlende Daten Uberprift

# und ggf. mit verschiedenen Methoden ersetzt werden

# dabei wird davon ausgegangen, dass die Daten linkszensiert sind,

# d.h. dass alle fehlenden Werte kleiner sind als die vorhandenen Werte

# fehlende Werte sind z.B. kleiner als das lowest-limit of quantification oder kleiner als das Signal in einer extrahierten
Leerprobe

# das folgende Skript ist nicht geeignet um zufallig fehlende Werte zu ersetzen (Ausnahme Median und kNN)
# fur KNN sollten die Daten skaliert werden

# flr amelia durfen die Variablen bzw. Analyten nicht korreliert sein

# flr amelia sollten nicht mehr als 20 Analyten gleichzeitig ersetzt werden, u.U. noch weniger

# der Datensatz darf nicht-numerische Spalten, wie z.B. Gruppenbezeichnungen enthalten
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# bei allen Spalten, die Zahlen enthalten, werden fehlende Werte ersetzt -> sollten nur Analyten sein
# Die Proben sollten in den Zeilen und die Analyten in den Spalten stehen
# Die Gruppeneinteilung sollte in einer Spalte "Group™ stehen

# Fkkkdkokkkkk Daten einlesen *xxxkkokkkokok *

# Beispieldaten 1 Lipid Quantifizierung in humanem Plasma

dg = read.csv("Test LLOQ1 quant Semra.csv",sep=",",header = T)

Studie = "Testsatz 1"

dg= dg[-95,] # letzte Zeile sind die echten LLOQ Werte

dg[,1:8] = lapply(dg[,1:8],factor) # alle nicht Analytspalten als Faktor

dg= dg[,c(1:29)] # es dirfen nur wenige Variablen und keine starken Korrelationen in den Daten vorkommen

# Beispieldaten 2 Peakflache zu IS Verhéltnis einiger Lipide in Mauspfoten
dg = read.csv("Test LLOQ?2 arealS LPS paw.csv",sep=",",header = T)
Studie = "Testsatz 2"

# Beispieldaten 3 Peakflache einiger Lipide in Mauspfoten
dg = read.csv("Test LLOQ3 Area Zellen.csv",sep=",",header = T)
Studie = "Testsatz 3"

#******************** Daten bearbelten *hhkhkhkkhkkhkhkhkkhkkhkkikhhkhkhkixkhx

Datum <- gsub("-"," ",as.character(Sys.Date()))
# nicht-numerische Spalten

non.num= colnames(Filter(is.factor,dg))

# numerischen Spalten (werden weiterverwendet)
dg.num = dg[,setdiff(colnames(dg),non.num)]
erklv = ¢(1:ncol(dg.num))

dg.lim = dg.num

lim=""

fhrrrrrkkkkkkxxkkkex (herpriifen auf fehlende Werte * s sxssrrrkokkokkxrx

# Uberprifen auf fehlende Werte

anyNA(dg)

cat("\ Der Datensatz hat ', length(colSums(is.na(dg))[(colSums(is.na(dg)) >0) == TRUE]),
" Spalten mit fehlenden Werten.", sep =""

names(colSums(is.na(dg))[(colSums(is.na(dg)) >0) == TRUE])

#uberprifen auf > 20% fehlende Werte

cat("\ Der Datensatz hat ", length(colSums(is.na(dg))[(colSums(is.na(dg)) >(0.2*nrow(dg))) == TRUE]),
" Spalte(n) mit > 20% fehlenden Werten.", sep ="")

names(colSums(is.na(dg))[(colSums(is.na(dg)) >(0.2*nrow(dg))) == TRUE])

#*************-k****** Testdaten generieren *hkhkhkkkhkhkhkhkhkhkhkihhhhhkx

# zum Testen der verschiedenen Methoden werden nur Analyten analysiert, bei denen alle Werte vorhanden sind
# diese werden dann durch einen héheres lowest limit of quantification kunstlich linkszensiert
# die ersetzten Daten werden anschlieBend mit den echten Werten verglichen

# Spalten mit "echten” fehlenden Werten entfernen
dg.num = dg.num[,colSums(is.na(dg.num)) == 0]
# neue Spaltennummern

erklv = ¢(1:ncol(dg.num))

#*************-k******** K0rr6|aﬂ0nen *hhhhkkhkkhkkhkkhhkhkhkhkhkkhhiikiik

# --> bei Amelia dirfen die Analyten nicht zu stark miteinander korrelieren

# betrachtet die Absolutwerte der Korrelationen bei paarweisen Vergleichen

# bei zwei Variablen mit hoher Korrelation wird der Mittelwert der absoluten Korrelation betrachtet jeder Variable be-
trachtet

# die Variable mit der grofiten mittleren Korrelation wird entfernt
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CorrCut = 0.9 # Korrelationswert, ab dem Analyten entfernt werden

set.seed(1000)

korrelationen = cor (dg.num)

# problematisch mit fehlenden Werten

hc=findCorrelation(korrelationen,cutoff=CorrCut, verbose=FALSE,names=FALSE,exact=TRUE)
length(hc)

findCorrelation(korrelationen,cutoff=CorrCut, verbose=FALSE,names=TRUE,exact=TRUE)
hc = sort(hc)

hc = hc+1

dg.num <- dg.num[,-c(hc)]

erklv = ¢(1:ncol(dg.num))

# gof. Korrelationsdaten abspeichern
#write.csv(korrelationen,paste(c(Studie,”_korr_

, Datum,".csv"),collapse = "))

# Beispieldaten 2 immer noch zu viele Analyten
#dg.num = dg.num[,1:10]
#erklv = c¢(1:ncol(dg.num))

# FxxAxxExRE Werte < Limit entfernen - nur bei Testdaten ausfiihren ***x**x*x
# Variablen < Quantil entfernen (neue LLOQ)

# alternativ kdnnen die echten LLOQ Werte als Vektor eingesetzt werden

# z.B. wenn fehlende Werte zwischen LLOQ und LOD eingetragen wurden
lim=0.2

LLOQ = sapply(dg.num,quantile,probs = lim,names=F)

dg.lim = dg.num

ks=1
for(i in erklv){
m.ind = as.data.frame(dg.num[,i] < LLOQIi])
dg.lim[,i] <- replace(dg.lim[,i],as.numeric(rownames(m.ind)[m.ind == TRUE]), NA)
#Normalverteilung tberprifen
if (shapiro.test(dg.num[,i])$p.value < 0.05)
#Variablen, die durch Transformation normalverteilt werden, kénnen mit ameli-Algorithmus transformiert werden
{if (shapiro.test(log10(dg.numl,i]))$p.value > 0.05)

{ks =c(ks, i)}
}

}

ks = ks[-1]

# kkhkhkkhkkhkhhkkhhkhkkhhkkhhkhhhkkhkhhihkkhhhkihkikk Werte ersetzen *hkhkkhhkkhkhhkkhhkhkhhkkhhkkhihkkhhhihkkihhiikikk

f# FAxxxkkrxx fehlende Werte bestimmen *xxxsorxxx
m.ind = as.data.frame(is.na(dg.lim))
row.names(m.ind) = c(1:nrow(m.ind)) # Zeilennamen mussen Zahlen sein

f#f Fkkxddekkxk Werte kleiner Limit mit O ersetzen **xskxxx
dg.null=dg.lim
for(i in erklv){
dg.null[,i] <- replace(dg.null[,i],as.numeric(rownames(m.ind)[m.ind[,i] == TRUE]), 0)

# FxFxExExER \Werte kleiner Limit mit Kleinsten Wert ersetzen ******x*x
dg.min=dg.lim
for(i in erklv){
dg.min[,i] <- replace(dg.min[,i],as.numeric(rownames(m.ind)[m.ind[,i] == TRUE]), min(dg.min[,i],na.rm = T))
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# FxxExxAxRxE Werte kleiner Limit mit Median ersetzen *****x**x*
# cave sollte nicht bei linkszensierten Daten verwendet werden
dg.med=dg.lim
for(i in erklv){
dg.med[,i] <- replace(dg.med[,i],as.numeric(rownames(m.ind)[m.ind[,i] == TRUE]), median(dg.med[,i],na.rm = T))

# FxrxARxExRR \Werte kleiner Limit mit LLOQ/2 ersetzen ****x#x**xx
# bei bekanntem LLOQ
dg.half=dg.lim
for(i in erklv){
dg.half[,i] <- replace(dg.halff,i],as.numeric(rownames(m.ind)[m.ind[,i] == TRUE]), LLOQIi]/2)

}
# Halfte des Minimums, bei unbekannten LLOQ
dg.half=dg.lim
for(i in erklv){
dg.half[,i] <- replace(dg.half[,i],as.numeric(rownames(m.ind)[m.ind[,i] == TRUE]), min(dg.half[,i],na.rm = T)/2)
}

# xxxxAxkxxx \Werte kleiner Limit mit k-Nearest Neighbor (KNN) vorhersagen ***x**xx*x*

# Werte werden anhand des n&hesten Wertes gemafR euclidischer Distanz vorhergesagt

# der komplette Datensatz kann direkt eingegeben werden, aber es sollten keine Werte bei den Gruppenzuordnungen
etc. fehlen

# der Vorteil der KNN Imputation im Gegensatz zu mean/ median/ mode etc. ist, dass die Werte nicht unbedingt zuféllig
fehlen mussen

# k gibt die Anzahl verwendeter Nachbarn an, sollte kleiner sein als Proben pro Gruppe

# falls Fehler:"not sufficient complete cases for computing neighbors™ angezeigt wird fiir k = ... verwenden

# -> nrow(dg.lim[setdiff(1:nrow(dg.lim),which(Icomplete.cases(dg.lim))).])

# knn benétigt Gruppeneinteilung

dg.knn=knnlmputation(data.frame(dg.lim,dummy = dg$Group), k = sqrt(nrow(dg)/length(levels(dg$Group))), meth =
‘weighAvg")

dg.knn = dg.knn[,-ncol(dg.knn)] # dummy Spalte entfernen

f FxxExxAIAE \Werte ersetzen mit Amelia fit *F*xxsxxdkrx

# erzeugt m Datenséatze bei denen die fehlenden Werte ersetzt wurden,

# wobei die Unterschiede zwischen den Imputationen eines Wertes

# (zwischen den Datensétzen) die Unsicherheit der fehlenden Daten wiederspiegeln

# es werden z.B. 5 Datensatze erstellt,

# theoretisch missten diese dann alle ausgewertet werden und die Ergebnisse dann zusammengefasst werden
# die Daten mussen multivariat normalverteilt sein und es darf keine Singularitét vorliegen

# der Fehler: "error: inv_sympd(): matrix appears to be singular" bedeutet entweder:

# dass Variablen linear abhéngig bzw. hoch-korreliert sind

# oder dass es mehr Variablen (Analyten) als vorhandene Werte gibt

# cave bei Auftreten dieses Fehlers dauert es u.U. sehr lange bis man weiterarbeiten kann (ca. 1000 Iterationen)

# Grenzen fur Imputationen setzen (von 0 bis kleinsten vorhandenen Wert)

m.bound = as.matrix(data.frame(column=erklv,lower=c(0),upper=sapply(dg.lim,min, na.rm = T)))
#library(matrixcalc) # Daten fir Amelia fit dirfen nicht singuldr sein -> Test
#is.singular.matrix(as.matrix(dg.lim[c(1:ncol(dg.lim)),]),tol=1e-08)

# Werte ersetzen

# Anzahl verwendeter Prozessorkerne 4

amelia_fit <- amelia(dg.lim, m=5, parallel = "multicore", bounds=m.bound, ncpus = 4, incheck = T)

# mit log-Transformation fur nicht normalverteilte Variablen
#amelia_fit <- amelia(dg.lim, m=5, logs = ks, parallel = "multicore", bounds=m.bound, ncpus = 4)
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# *hkkkkkhhkkkhhkkhhkhirhkkihkhkkhhkhhkhkihkikhhiikkik Resultate Verg|eIChen khkkhkkhhkhkhhkkhkkhhkkhhkkhkhhkkihkhkhhkihkhkhhihkiik

# Vergleich der ersetzten Werte mit den urspriinglichen Werten (eingabe ist Vektor -> Spaltenweise)
# mae = mean absolute error

# mse = mean squared error

# rmse = root mean squared error

# mape = mean absolute percentage error --> relative error

# regr.eval("original data"[,i],"predicted data"[,i])

# mape fur alle Analyten mit den verschiedenen Imputationen
#sum(abs(dg.num[,1]-dg.min[,1])/dg.num[,1])/nrow(dg.num) # Beispielrechnung fir mape
result = setNames(data.frame(matrix(ncol = 6,nrow = ncol(dg.num)),
row.names = colnames(dg.num),stringsAsFactors = F),
c("min”,"median”,"min/2","kNN","amelia","null"))
for(i in c(L:nrow(result))){
result[i,1] = regr.eval(dg.numl,i],dg.min[,i])[4]
result[i,2] = regr.eval(dg.numl,i],dg.med[,i])[4]
result[i,3] = regr.eval(dg.numl,i],dg.half[,i])[4]
result[i,4] = regr.eval(dg.num[,i],dg.knn[,i])[4]
result[i,5] = regr.eval(dg.num[,i],amelia_fitSimputations[[1]][,i])[4]
result[i,6] = regr.eval(dg.num[,i],dg.null[,i])[4]
}

data.frame(Min = mean(result[,1]),Median = mean(result[,2]),min_2 = mean(result[,3]),
kNN = mean(result[,4]),amelia = mean(result[,5]),
Null = mean(result[,6]), row.names = c("'mean relative error'))
Ergebnis = data.frame(Min = mean(result[,1]),Median = mean(result[,2]),LLOQ_2 = mean(result[,3]),
kNN = mean(result[,4]),amelia = mean(result[,5]),
Null = mean(result[,6]), row.names = c("'mean relative error"))
write.csv(Ergebnis,paste(c(Studie,”_",1im*100,"%_","Ergebnis LLOQ.csv"),collapse=""))

# Fhkkkkhkhkkhkhhkkhhkkhkhhkhrhkhhhkkihkkhirhkkihhiikik GraphISCher Verg|eICh Fhkkkkkhkkhkkhhhkkhhhkihhkkhhkhhhkkhkhhkikikhikik

# Hohe, Breite und Name der PDF

Breite = 5.7

Hoehe = 3.6

PDF = paste(c(Studie,"_",1im*100," Imputationen_",Datum, ".PDF"),collapse ="")

my_theme = theme(panel.grid.major = element_blank(), panel.grid.minor = element_blank(),
panel.border = element_blank(), panel.background = element_blank(),
axis.ticks.y = element_line(color="black’, size = 0.25),
axis.line = element_line(color="black’, size = 0.25), axis.text = element_text(color = "black"),
axis.text.x=element_blank(), axis.ticks.x=element_blank(),
legend.position="right", legend.title = element_blank())

# erstellt PDF mit einer Seite pro Analyt

# Boxplots zum Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Imputationsverfahren

# Wenn es sich nicht um Testdaten handelt, sind die "Echten Werte" und die "fehlenden Werte" gleich
# Wenn nicht alle Imputationsverfahren ausgefthrt wurden,

# missen diese bei d.table und colnames(d.table) entfernt werden

pdf(file=PDF, width = Breite, height = Hoehe, onefile = T)
for(i in colnames(dg.num)){

# Grenzen der Y-Achse

ymin = min(dg.num[,i]) * 0.5

ymax = max(dg.num[,i]) * 1.5

#Werte der verschiedenen Verfahren fur den jeweiligen Analyten zusammenfassen

d.table = data.frame(dg.num[i],dg.lim[i], dg.null[i], dg.min[i], dg.half[i], dg.med[i], dg.knn[i],
amelia_fitSimputations[[1]][,i],amelia_fit$imputations[[2]][.i], rep(1,nrow(dg.num)))

colnames(d.table)=c("Echte_Werte","fehlende_Werte","mit_0_ersetzt","Minimum","Minimum_2","Median","kNN",

"amelial”,"amelia2","Group")
dm.table = melt(d.table, id.var="Group")
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#" " in den Namen ersetzen
dm.table$variable = as.factor(gsub("_"," ",dm.table$variable))
# Imputationsverfahren nach der vorherigen Reihenfolge sortieren

dm.table$variable = factor(dm.table$variable, levels = unique(dm.table$variable))

pl <- ggplot(na.omit(dm.table), aes(x=variable, y=value)) + geom_boxplot(aes(fill=variable)) +
my_theme + xlab("") + ylab("™") + ggtitle(i) +
coord_cartesian(ylim = c(ymin, ymax))

grid.arrange(pl,nrow = 1)

}
dev.off()

# *hkkhkkkhhkkhkkhhkhhkkhhhkkihkhhkhkkihkhihkkihkiiikik Daten SpEIChem *hkkkkkhkhkhkhkhkkihkhkkihkkihkhihkkhhkhkihkihkhkiikikx

# erganzt wieder Gruppenbezeichnungen etc.

# Bezeichnung des jeweiligen Datensatzes dndern, je nachdem welche Imputation am erfolgreichsten war
dg.result = data.frame(dg[,non.num],dg.half)

write.csv(dg.result,file = paste(c(Studie,”_imput_","LLOQ2",".csv"), collapse =""), row.names = T)

# Amelie fit
write.amelia(amelia_fit, separate=F, file.stem = paste(c(Studie,"imput”,"LLOQ2"),collapse =" ™),
extension=".csv", format = "csv", impvar="imp",orig.data=T)

# Speichert alle Datensétze in eine Excel-Datei

# gof. einzelne Datensétze streichen, falls sie nicht ausgefihrt wurden

wbName = paste(c(Studie,”_missing value_", Datum,".xlsx"),collapse ="")
#files = c¢("dg.num"”, "dg.lim", "dg.null", "dg.min", "dg.half", "dg.med", "dg.knn")
files = list(dg.num, dg.lim, dg.null, dg.min, dg.half, dg.med, dg.knn)

names(files) = c¢("dg.num", "dg.lim", "dg.null”, "dg.min", "dg.half", "dg.med", "dg.knn")
for(i in c(L1:length(names(files)))){

write.xIsx(files[i], file = wbName, sheetName= names(files)[i],row.names=F,append=T,showNA=F)

}
write.xIsx(amelia_fitSimputations[[1]], file = wbName, sheetName= "amelial",row.names=F,append=T,showNA=F)
write.xIsx(amelia_fitSimputations[[2]], file = wbName, sheetName= "amelia2",row.names=F,append=T,showNA=F)

gc()

# B S S R S S S R S RSESSIOn Ieeren khkhhhkhkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhhhhhkhkhkhihhhhhhixiikx

# l6scht alles in "Global Environment"
setwd(Dateipfad_alt)
rm(list=Is(all = TRUE))
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8.2.2 Univariate Auswertung

library(dplyr)

library(tidyr)

library(car)

library(openxlsx) # kann grof3e Dateien lesen, aber nicht schreiben
# library(xIsx) # kann groBe Dateien schreiben, aber nicht lesen
Dateipfad_alt <- getwd()

grrdkrdkkkkkkkkkkrkkx mit diesem Skript kdnnen verschiedene Univariate Auswertungen vorgenommen werden

E R S S R S S S T S S e e e

# unter Daten anpassen, die gewtnschten Grenzen und Dateipfad/-name auswéhlen

# Ergebnisse werden als .xIsx Datei in den gleichen Ordner geschrieben

# ganz am Ende vom Skript werden erstellte Variablen und Datensétze in R geléscht und der Dateipfad zuriickgesetzt

# cave: beim Einlesen der Daten darf je Spalte nur in der 1. Zeile Text stehen,
# sonst werden Zahlen in darauffolgenden Zeilen dieser Spalte als Text bzw. Faktor erkannt

# untargeted Auswertung (untargeted = T):

# Die Daten sollten folgendes Format haben (.xIsx Datei):

# aus Markerview die Tabelle kopieren und in Zelle "B1" einfiigen
# 1. Spalte "Analyte" (z.B. als mz_RT_Index zusammengefasst)

# Spalte "Group" enthélt die Isotopen

# die Spalten "Index", "m/z", "Ret. Time" und "Use" sind optional, sie werden nicht verwendet
# in den darauffolgenden Spalten kommen die Proben

# (semi-) Quantitative Auswertung (untargeted = F):

# Die Daten sollten folgendes Format haben (.xIsx Datei):

# 1. Spalte "Analyte” (Namen werden dann formatiert)

# in den darauffolgenden Spalten kommen die Proben mit den Werten

# in beiden Féllen weiteres Arbeitsblatt in dieser Mappe mit den Gruppenbezeichnungen:

# 1. Spalte Analyte

# 2. Spatle "Group" (Gruppenbezeichnung), fir QC-Proben "QC", fur Blank "Blank" und fiir Doppel-Blank "Double-
Blank"

# die 1. Gruppe in alphabetischer Reihenfolge wird als Kontroll-Gruppe verwendet

# (ggf. "0_" vor den Gruppennamen der Kontrollgruppe schreiben)

# 3. Spalte ggf. "Subset", falls die Daten in Einzelauswertungen aufgeteilt werden soll

# 4. Spalte "Individuen" bei abhangigen Stichproben (damit die Paarvergleiche zugeordnet werden kénnen)

#******************************************************************
#******************** folgende Daten anpassen- *hkkhkhkkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhhkik

#*************-k-k**************-k************************************

#Rohdaten Pfad und Name Excel Arbeitsmappe
Dateipfad_neu <- "C:/Users/lisa.hahnefeld/Desktop™
Datei_Name <- "Test univariat R Skript_2019 08 06.xIsx"
Studie <- "Test" #Bestimmt Namen der Ausgabedatei

# sind die Proben abhdngig (TRUE) oder unabhangig (FALSE)

Paarung=T

# gof. log10 -transformation der Peakflachen/Konzentrationen

# FALSE-> niemals transformieren,

# TRUE -> transformieren, wenn signifikante Ergebnisse shapiro test bei untransformiert gegeniiber log10 > Faktor 1.5
sind

logT=T

# Analyten mit fehlenden Werten werden geldscht (T = TRUE, F = FALSE)

# Wenn die fehlenden Werte nicht geldscht werden,

# werden alle Analyten mit > 20 % fehlenden Werten trotzdem geldscht (Subsetweise)
rem.missing =T
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# flr ersetzen der < LLOQ Werte mit verschieden Verfahren siehe Extra-Skript

# Wenn rem.missing = F, kénnen die restlichen fehlenden Werte ggf. mit der Halfte des minimalen Wertes ersetzt wer-
den,

# bei FALSE werden die Werte nicht beachtet

rep.missing =T

# untargeted Auswertung, bei quantitativen oder semi-quant. Daten auf F (FALSE) setzen, bei untargeted = T (TRUE)
untargeted =T

# Tabellennummer (Reihenfolge innerhalb der Excel-Datei)
SheetNr <- 1
SheetGruppen <- 2 #Arbeitsblatt mit Gruppenbezeichnungen

# nur bei untargeted Daten

QCcut =20 # max. RSD [%] der QCs, die die Analyten haben dirfen, auf 0 setzten um zu Uberspringen

BlankCut =5 # Mittelwert od. Quantil der Proben muss > x Blank- Mittelwert sein, auf 0 setzen um zu berspringen
Quantil = 0.2 # Quantil fur Blank-Vergleich verwenden (Bsp. 0.2 -> 80% der Werte mussen uber Grenze liegen),

# Quantil = 0 setzen um zu Mittelwert zu verwenden

# *k*k*k*k * k% *k*% * * k% *kkikkkkhkkhkhkhkk *k*% *k*% * *k*%

fraxkdkdkkkkkkkrkxkrx Beginn der Datenanalyse **x*x#xkkkkkkokddkrkx

# *kk*k*k * k% *k*% * * k% *kkikkkkkkkkhkk *k*% *k*% * * k%

options(java.parameters = "-Xmx6000m") # legt zur Verfugung stehenden Arbeitsspeicher in MB fest

#******************** Daten elnlesen *hkkkhkkkhkhkkhkhkkhkhkkkhkhkkihkikk
start_time = Sys.time()

#Daten einlesen

library(openxlsx)

setwd(Dateipfad_neu)

Daten <- read.xIsx(Datei_Name, SheetNr, colNames=T,rowNames=T)
data_time = Sys.time()

Datum <- gsub("-"," ",as.character(Sys.Date()))

#******************** untargeted Daten ana|y5|eren (TRUE) *hkkkhkkkhkhkhkhkkkhkkkhkhkkhkhkhkkik
if(untargeted){
Gruppen <- read.xIsx(Datei_Name, SheetGruppen, colNames=T,rowNames=T)

¢l = which(names(Daten)=="Row")

c2 = which(names(Daten)=="Index")

¢3 = which(names(Daten)=="m/z")

c4 = which(names(Daten)=="Ret..Time")
¢5 = which(names(Daten)=="Group")

c6 = which(names(Daten)=="Use")

c7 = which(hames(Daten)=="Peak.Name")

gAnalyten = nrow(Daten)

# Isotope entfernen

Daten$Group <- ifelse(is.na(Daten$Group), "unknown", Daten$Group)
Daten <- droplevels(subset(Daten, Group != "(Isotope)™))

olsotope = nrow(Daten)

# Uberflussige Spalten entfernen

Daten= Datenl[,-(as.numeric(c(c1,c2,c3,c4,c5,c6,c7)))]

gProben = ncol(Daten)

# transponieren

Daten=as.data.frame(t(Daten))

# Mess-Polaritat aus Probennamen entfernen
rownames(Daten) = gsub("neg_","",rownames(Daten))

rownames(Daten) = gsub("pos_","",rownames(Daten))
Daten = Daten[order(row.names(Daten)),]
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# Probengruppen und Subset ergénzen

Gruppen = Gruppen[order(row.names(Gruppen)),]
Daten = chind(Daten, Gruppen)

# Ende untargeted Datenumformung

Yelse{

# FxkkkkkxE* (semi-) targeted Daten analysieren **xxxsxkarxorx
Gruppen <- read.xIsx(Datei_Name, SheetGruppen, colNames=T,rowNames=T)

gProben = ncol(Daten)
gAnalyten = nrow(Daten)

# Analytnamen anpassen

rownames(Daten) = gsub("\\(",""",rownames(Daten))
rownames(Daten) = gsub(")","",rownames(Daten))
rownames(Daten) = gsub(" ","_",rownames(Daten))
rownames(Daten) = gsub("/","_",rownames(Daten))

rownames(Daten) = gsub(™:",".",rownames(Daten))
rownames(Daten) = gsub("-","",rownames(Daten))

# transponieren
Daten=as.data.frame(t(Daten))
Daten = Daten[order(row.names(Daten)),]

# Probengruppen und Subset ergénzen
Gruppen = Gruppen[order(row.names(Gruppen)),]
Daten = chind(Daten, Gruppen)

} # Ende (untargeted)semi-) targeted Datenumformung

# Spaltenpositionen der Analyten (abhéngig von Group und Subset oder &hnlichem)
cGroup = which(names(Daten)=="Group")

cSubset = which(names(Daten)=="Subset")

clndv = which(names(Daten)=="Individuen")

nonA = c(cGroup,cSubset,cindv)

#********************** Double Blank Werte entfernen**********************

# wichtig bei IS normalisierten (untargeted) Daten, da sonst Blankgrenze viel zu hoch wére
if(BlankCut > 0){

Daten = droplevels(subset(Daten,Group != "DoubleBlank™))
}

#********************** Umgang mlt fehlenden Werten Tell 1 *hkhkkhkhkkkhkhkkhkhkkkhkhkhhhhhiiik
# 0 Werte mit NA ersetzen
Daten[Daten == 0] = NA

# Pruefung auf fehlende Werte

anyNA(Daten)

#colSums(is.na(Daten)) >0

cat("\ Der Datensatz hat ", length(colSums(is.na(Daten))[(colSums(is.na(Daten)) >0) == TRUE]),
" Spalten mit fehlenden Werten.", sep ="")

names(colSums(is.na(Daten))[(colSums(is.na(Daten)) >0) == TRUE])

colnames(Daten[,colSums(is.na(Daten)) > 0])

#uberprufen auf > 20% fehlende Werte

cat("\ Der Datensatz hat ", length(colSums(is.na(Daten))[(colSums(is.na(Daten)) >(0.2*nrow(Daten))) == TRUE]),

" Spalte(n) mit > 20% fehlenden Werten.", sep =)
names(colSums(is.na(Daten))[(colSums(is.na(Daten)) >(0.2*nrow(Daten))) == TRUE])

#********************** Subset/ Subgroups festlegen *hhkhkhkkhhhhkhkhhhhkhhkhhhikx

if(length(cSubset)){
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Teile <- levels(as.factor(droplevels(subset(Daten, Subset != "Blank" & Subset != "QC" & Subset != "zero-
Blank™))[,cSubset]))
Jelse{

Teile=1

Subgroup = 1}

DatenAlt = Daten
FehlerPaarung = "ungleiche Probenanzahl gepaarter Gruppen bei:"
Studie.alt = Studie

# * k% * %% ** * %% * * k% * %% ** * %% * * * k% * %%
*hkkkhkkhk

grxdrrdkkkkkkkkkkrxkx Diesen Teil ggf. mit verschiedenen Subgroups etc. wiederholen ***#*x*skkkdkkhkrdrr*
#***********************************************************************************************
*hkkkhkkhk

# um SubGroups einzeln zu analysieren einfach Skript nach Beginn der for-Schleife starten und Subgroup manuell fest-
legen
for (Subgroup in Teile){

Daten = DatenAlt

Studie = Studie.alt

cGroup = which(hames(Daten)=="Group")
cSubset = which(hames(Daten)=="Subset")
clndv = which(names(Daten)=="Individuen")
nonA = c(cGroup,cSubset,clindv)

if(length(cSubset) > 0){

Daten <- droplevels(subset(Daten, Subset == Subgroup | Subset == "Blank"| Subset == "QC"))
Daten <- Daten[,-cSubset]

cGroup = which(names(Daten)=="Group")

clndv = which(names(Daten)=="Individuen")

nonA = c(cGroup,cindv)

}

if(Paarung){
Zw1 = droplevels(subset(Daten, Group != "Blank" & Group !="QC"))
Zw?2 = length(rownames(Zw1))/length(levels(as.factor(Zw1$Group)))
if(all.equal(Zw2, as.integer(Zw2))==T){
rm(Zwl,Zw2)
Yelse{
rm(Zwl,Zw2)
# skip to next for if unequal sample number for paired tests
FehlerPaarung = paste(FehlerPaarung,Subgroup,collapse=""
}
}

#********************** Umgang mlt fehlenden Werten T6I| 2 *hkkkhkhkkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhhkhkihkik
# Entfernen aller Variablen mit fehlenden Werten
if(rem.missing){

AnalytenNA = length(colSums(is.na(Daten))[(colSums(is.na(Daten)) >0) == TRUE])

Jelse{
AnalytenNA = length(colSums(is.na(Daten))[(colSums(is.na(Daten)) >(0.2*nrow(Daten))) == TRUE])

); next

nNA = sum(is.na(Daten))

if(rem.missing){
Daten = Daten[,colSums(is.na(Daten)) == 0]
# Spaltenpositionen der Analyten (abhéngig von Group und Subset oder ahnlichem)
cGroup = which(names(Daten)=="Group")
cIndv = which(names(Daten)=="Individuen")
nonA = ¢(cGroup,cindv)

Yelse{
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#loschen der Daten mit > 20% fehlender Werte
Daten = Daten[,colSums(is.na(Daten)) <= (0.2*nrow(Daten))]
# Spaltenpositionen der Analyten (abhéngig von Group und Subset oder dahnlichem)
cGroup = which(names(Daten)=="Group")
clndv = which(names(Daten)=="Individuen")
nonA = ¢(cGroup,cindv)
f# Fkkxdkx \Werte kleiner Limit mit Halfte des Minimums ersetzen sk
# fehlende Werte bestimmen
if(rep.missing){
m.ind = as.data.frame(is.na(Daten))
row.names(m.ind) = c(1:nrow(m.ind)) # Zeilennamen missen Zahlen sein
# Werte ersetzen
for(i in c(1:ncol(Daten))[-nonA]){
if(sum(is.na(Datenl,i]))> 0){
Daten[,i] <- replace(Daten[,i],as.numeric(rownames(m.ind)[m.ind[,i] == TRUE]), min(Datenl[,i],na.rm = T)/2)
}
3}
}

fraxkdkdkkkkkrkrkrkrx Analyten mit < 2x Blank entfernen **xx*xx*x ialaiakabalale
if(untargeted & BlankCut > 0){
Blanks <- droplevels(subset(Daten, Group == "Blank"))
if(Quantil >0){
# Vergleich Quantil der Proben mit Mittelwert der Blanks
Blanks = rbind(Blanks[,-nonA],apply(Blanks[,-nonA],2,mean,na.rm=T),
apply(droplevels(subset(Daten, Group != "Blank™)[,-nonA]),2,quantile, probs= c¢(Quantil), na.rm=T))
Yelse{

# Vergleich Mittelwert der Proben mit Mittelwert der Blanks
Blanks = rbind(Blanks[,-nonA],apply(Blanks[,-nonA],2,mean,na.rm=T),
apply(droplevels(subset(Daten, Group != "Blank")[,-nonA]),2,mean,na.rm=T))
}

# Variablen entfernen
a=t(Blanks[nrow(Blanks),]/Blanks[(nrow(Blanks) -1),] < BlankCut)
BlankOut = rownames(a)[a==TRUE & is.na(a) == F]

rownames(a) <- c(1:nrow(a))

BlanklInd= as.vector(rownames(a)[a==TRUE & is.na(a) == F])
BlanklInd= as.numeric(BlankInd)

nBlank = sum((Daten$Group == "Blank") == TRUE)

nBlankFail = length(Blankind)

Daten <- Daten[,-c(Blankind)]

Daten <- droplevels(subset(Daten, Group != "Blank™))

cGroup = which(names(Daten)=="Group")
clndv = which(names(Daten)=="Individuen")
nonA = c(cGroup,clndv)

HEnde Blank-Vergleich

#*************-k****** Analyten mlt QC RSD > X entfernen *hkkkhkhkkkhkkkhkhkkhkhkkhkhkhkhhkik
if(QCcut > 0){

#RSD der QCs berechnen
CV <- function(x){
(sd(x,na.rm=TRUE)/mean(x,na.rm=TRUE))*100

}

QCs <- droplevels(subset(Daten, Group == "QC"))
QCs = rbind(QCs[,-nonA],apply(QCs[,-nonA],2,CV))
a=t((QCs[nrow(QCs),] > QCcut))

#Falls Mittelwert der QCs vorher schon berechnet werden soll

#a=t((Daten[232,] > QCcut))
#a = as.matrix(a[-nonA,])
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# Ausreiller bestimmen

QCout = rownames(a)[a==TRUE]
rownames(a) <- c(1:nrow(a))

QCind= as.vector(rownames(a)[a==TRUE])
QCind=as.numeric(QCind)

nQC = sum((Daten$Group == "QC") == TRUE)
nQCfail = length(QCind)
# Variablen entfernen
if(length(QCind) > 0){
Daten <- Daten[,-(QCind)]

}
Daten <- droplevels(subset(Daten, Group = "QC"))

cGroup = which(names(Daten)=="Group")
clndv = which(names(Daten)=="Individuen")
nonA = c(cGroup,clndv)

}

grERRRkkkkkkkk kxR * Gruppenvergleiche festlegen ***x**xxkx ikalaiakaiels
#Gruppennamen auslesen

GruppenNamen <- levels(as.factor(Daten$Group))

nGroups = as.data.frame(table(Daten$Group))

nGroups$Freq = as.factor(nGroups$Freq)

AnzahlTests <- nlevels(as.factor(Daten$Group)) - 1

#neue Dimensionen bestimmen
Analyten <- (ncol(Daten) - 1)
Probenanzahl <- nrow(Daten)

fraxkdkdkdkkkrkrkrkrx Normalverteilung & Homoskedastizitdt Gberpriifen ***xkxkkakkskddrdkrix

# Shapiro-Wilk Test fur alle Gruppen und Variablen -> wenn signifikant, nicht normalverteilt

# Test fur untransformierte Werte sowie 1og10 und sgrt Transformation (sgrt nur bei unabhangigen Proben)
# Levene Test fiir Gleichheit der Varianzen (Homoskedastizitét)

# bei t-test mit unabhangigen Stichproben missen alle Gruppen normalverteilt und Gleichheit der Varianzen gegeben
sein
# bei t-test mit abhéngigen Stichproben mussen die Differenzen der Zeitpunkte/Gruppen normalverteilt sein

if(Paarung){
#r**** abhéngige Stichproben
# Daten mussen sortiert werden, flr richtige Paarzuordnung
Daten = Daten[order(Daten[,cIndv],Daten[,cGroup]),]
# Datensatz durch Gruppen/Zeitpunkt Differenzen ersetzen
data.diff = Daten
for(i in levels(as.factor(Daten[,cindv]))){
# Zeilen des jeweiligen Indiviuums
row.s = which(data.diff[,cIndv] == i)
# Zeilennummer und Zeile der Referenzprobe
ref = which(data.diff[,cIndv] == i & data.diff[,cGroup] == GruppenNamen[1])
ref.vector = as.numeric(data.diff[ref,-nonA])
# berechne Differenzen
data.diff[row.s,-nonA] = t(t(data.diff[row.s,-nonA]) - ref.vector)

}
# Differenzen nach log10 Transformation
diff.120 = Daten

diff.110[,-nonA] = log10(Daten[,-nonA])
for(i in levels(as.factor(Daten[,cIndv]))){
# Zeilen des jeweiligen Indiviuums
row.s = which(diff.110 [,cIndv] == i)
# Zeilennummer und Zeile der Referenzprobe
ref = which(diff.110[,cIndv] == i & diff.I110[,cGroup] == GruppenNamen[1])
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ref.vector = as.numeric(diff.110[ref,-nonA])
# berechne Differenzen
diff.I110[row.s,-nonA] = t(t(diff.I10[row.s,-nonA]) - ref.vector)

# Kontrollgruppe entfernen
data.diff = droplevels(subset(data.diff,data.diff[,cGroup] != GruppenNamen[1]))
diff.110 = droplevels(subset(diff.110,diff.110[,cGroup] '= GruppenNamen[1]))
# leeres Dataframe erzeugen
norm = setNames(data.frame(matrix(ncol = AnzahlTests, nrow = 1)), paste("norm",GruppenNamen[-1],sep="_"))
log10 = setNames(data.frame(matrix(ncol = AnzahlTests, nrow = 1)), paste("log10",GruppenNamen[-1],sep="_"))
# Signifikanzniveau Werte einfiigen
for(i in c(1:ncol(Daten))[-nonA]){
norm = rbind(norm,tapply(data.diff[,i],data.diff[,cGroup],function(x) shapiro.test(x)$p.value))
log10 = rhind(log10,tapply(diff.110[,i],diff.110[,cGroup],function(x) shapiro.test(x)$p.value))
}
norm_dis= cbind(norm,log10)
norm_dis=norm_dis[-1,]
rownames(norm_dis) = colnames(Daten[-nonA])
norm_dis= norm_dis[order(rownames(norm_dis)),]

# sapply Funktion bendtigt mindestens zwei Spalten, schlégt fehl bei nur zwei Gruppen
if(AnzahlTests <= 1){

norm = chind(Zw = c(1:nrow(normy)), norm)

log10 = cbind(Zw = ¢(1:nrow(log10)), log10)

norm_dis = chind(Zw = c(1:nrow(norm_dis)), norm_dis)
}
# nicht-parametrische Auswertung nétig (norm oder levene_pval signifikant -> TRUE)
norm_dis = cbind(norm_dis, non_param = rowSums(sapply(norm[-1,],’<", e2 = 0.05)) > 0)

# zahlt signifikante Ergebnisse bei mindestens einem Vergleich
nnorm = nrow(norm[rowSums(sapply(norm[-1,],’<", e2 = 0.05)) > 0,])
nlog10 = nrow(log10[rowSums(sapply(log10[-1,],’<", €2 = 0.05)) > 0,])
if(AnzahlTests <= 1){

norm = norm[,-1]

log10 = log10[,-1]

norm_dis = norm_dis[,-1]

}
Yelse{

#***** ynabhdngige Stichproben

# leeres Dataframe erzeugen

norm = setNames(data.frame(matrix(ncol = AnzahlTests + 1, nrow = 1)), paste("norm",GruppenNamen,sep="_"))
log10 = setNames(data.frame(matrix(ncol = AnzahlTests + 1, nrow = 1)), paste("log10",GruppenNamen,sep="_"))

levene_pval = c(1)

# Signifikanzniveau Werte einfugen

for(i in c(1:ncol(Daten))[-nonA]){
norm = rbind(norm,tapply(Daten[,i],Daten[,cGroup],function(x) shapiro.test(x)$p.value))
log10 = rbind(log10,tapply(log10(Daten[,i]),Daten[,cGroup],function(x) shapiro.test(x)$p.value))
root = rbind(root,tapply(sqrt(Daten[,i]),Daten[,cGroup],function(x) shapiro.test(x)$p.value))
levene_pval = rbind(levene_pval,leveneTest (Datenl,i],as.factor(Daten[,cGroup]))$Pr[1])

}

norm_dis= cbind(norm,log10,root,levene_pval)

norm_dis=norm_dis[-1,]

rownames(norm_dis) = colnames(Daten[-nonA])

norm_dis= norm_dis[order(rownames(norm_dis)),]

# nicht-parametrische Auswertung nétig (norm oder levene_pval signifikant -> TRUE)
norm_dis = chind(norm_dis, non_param = rowSums(sapply(cbind(norm[-1,],levene_pval[-1]), <", €2 = 0.05)) > 0)

# z&hlt signifikante Ergebnisse bei mindestens einer Gruppe
nnorm = nrow(norm[rowSums(sapply(norm[-1,],’<", €2 = 0.05)) > 0,])
nlog10 = nrow(log10[rowSums(sapply(log10[-1,],’<", e2 = 0.05)) > 0,])

183



Anhang

nroot = nrow(root[rowSums(sapply(root[-1,],’<", e2 = 0.05)) > 0,])
lev = length(rownames(norm_dis[norm_dis$levene_pval < 0.05,]))
}
#******************** Iog Transformatlon R S S S S S S e e S e e T
if(logT) {
if(nnorm > 0){
if(nlog10/nnorm < 0.66){
Daten[,-nonA]<-log10(Daten[,-nonA])
# Analyten fur nicht-parametrische Auswertung anpassen
if(Paarung){
norm_dis$non_param = rowSums(sapply(log10[-1,],’<", €2 = 0.05)) > 0

Yelse{
norm_dis$non_param = rowSums(sapply(chind(log10[-1,],levene_pval[-1]),’<", e2 =0.05)) > 0

}
if(grepl("log",Studie)<1){
Studie = paste(c(Studie,"log"),collapse =" ")}
3}
}

grERRRkkk Rk kR kxR Ak k* Daten umformen flr weitere Tests *xxxskxxsx alskaieiehaiaiale
#Tabellen Uberschrift generieren

a <- c("Control", paste("Test",1:AnzahlTests,sep=""))

a <- as.vector(arrange(as.data.frame(cbind(GruppenNamen,a)),GruppenNamen)$a)
ZwischenName <- c("variable", a)

# nicht numerische Spalten, auler der Spalte "Group" missen entfernt werden
Tabelle = Daten[,c(colnames(Filter(is.numeric,Daten))," Group™)]

#Tabelle umformen

Tabelle<- gather(Tabelle, key=variable, value=value,-Group)
Tabelle<- group_by(Tabelle, Group, variable)

Tabelle<- summarise(Tabelle, value=list(value))

Tabelle<- spread(Tabelle,Group,value)

Tabelle<- group_by(Tabelle,variable)

colNamesAlt <- colnames(Tabelle)

colnames(Tabelle)<- ZwischenName

Tests <- ZwischenName[-1]
k=1
meanTests = paste("mean”,Tests,sep="_")
sdTests = paste(*'sd", Tests,sep="_")
for (i in Tests) {
Tabelle <-
Tabelle %>%
mutate(!!as.name(meanTests[K]) := mean(as.numeric(unlist(!!as.name(i))),na.rm = TRUE)) %>%
mutate(!'as.name(sdTests[K]) := sd(as.numeric(unlist(!'as.name(i))),na.rm = TRUE))
k=k+1
}

# Zeilen mit NA entfernen

which(is.na(Tabelle), arr.ind=TRUE)[,1]

AnalytenNA = AnalytenNA + length(which(is.na(Tabelle), arr.ind=TRUE)[,1])
Tabelle <- Tabelle[rowSums(is.na(Tabelle)) ==0,]

Tabelle<- group_by(Tabelle,variable)

Analyten = nrow(Tabelle)

# Spaltenbezeichnungen festlegen

p_value = paste("p",c(1:AnzahlTests),sep="")

t value = paste("t",c(1:AnzahlTests),sep="")
p_bonf = paste("p_bonf",c(1:AnzahlTests),sep="")
p_fdr = paste("p_fdr",c(1:AnzahlTests),sep="")
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#************************** abhanglge Od unabhanglge Proben’ pal’ametl’ISCh KAhAAkAAAAAAAAAAAAkAkAkAAhhkikikk

# Tabelle umformen fur Vergleich von zwei Gruppen (Gruppennamen ersetzen)

# student's T-Test (setzt Normalverteiung und Gleichheit der Varianzen voraus (Shapiro und Levene Test je nicht signi-
fikant))

# in der Standardfunktion geht geht R von ungleichen Varianzen aus, d.h. unten berechnete Werte gehéren zum Welch-
Test

# wenn die Varianzgleichheit sicher besteht, kann in der t.test Funktion "var.equal = T" gesetzt werden

# in den meisten Fallen liefern der Welch und t-Test die gleichen Ergebnisse

# Signifikanzniveau nach Bonferroni und Benjamini-Hochberg (False-Discovery Rate, FDR) angepasst

MyData.ts <-chind(Tabelle, non_param = norm_dis$non_param)
k=1
for (i in Tests[-1]) {
MyData.ts <-
MyData.ts %>%
mutate(!!as.name(t_value[K]) :=t.test(unlist(Control),
unlist(!!as.name(i)),paired=Paarung,na.rm = T,var.equal = F)$statistic) %>%
mutate(!'as.name(p_value[K]) :=t.test(unlist(Control),
unlist(!'as.name(i)),paired=Paarung,na.rm = T,var.equal = F)$p.value)
n = which(names(MyData.ts) == p_value[K])
x =data.frame(p.adjust(as.matrix(MyData.ts[,n]),"bonferroni"))
colnames(x) = p_bonf[k]
y =data.frame(p.adjust(as.matrix(MyData.ts[,n]),"fdr"))
colnames(y) = p_fdr[K]
MyData.ts= bind_cols(MyData.ts,X,y)
rm(x,y)
k=k+1

}
MyData.ts <- MyData.ts[,- (2:(AnzahlTests+2))]

frERRRARR ARk kxR Rk %* abhdngige od. unabhdngige Proben, nicht-parametrisch
*hkhkhkhkhkhkhkhhhiihkhkhkhkhkhhhikiiik

#Mann-Whitney-Wilcoxon-Test (nicht-parametrisch) & Bonferroni Korrektur

#default fur alternative = "two.sided" (Alternativhypothese)

#p-adjust nach Bonferroni und Benjamini-Hochberg (False-Discovery Rate,FDR)

MyData.mw <-Tabelle
k=1
for (i in Tests[-1]) {
MyData.mw <-
MyData.mw %>%
mutate(!'as.name(t_value[K]) :=wilcox.test(unlist(Control),
unlist(!'as.name(i)),paired=Paarung,na.rm = T)$statistic) %>%
mutate(!'as.name(p_value[k]) :=wilcox.test(unlist(Control),unlist(!'as.name(i)),paired=Paarung,na.rm = T)$p.value)
n = which(names(MyData.mw) == p_value[K])
x =data.frame(p.adjust(as.matrix(MyData.mw[,n]), "bonferroni"))
colnames(x) = p_bonf[K]
y =data.frame(p.adjust(as.matrix(MyData.mw[,n]),"fdr"))
colnames(y) = p_fdr[k]
MyData.mw= bind_cols(MyData.mw,X,y)
rm(x,y)
k=k+1

}
MyData.mw <- MyData.mw([,- (2:(AnzahlTests+2))]

grrRkrkkkkkkkkk Rk Rk k kR F* abhdngige od. unabhdngige Proben mit mehreren Gruppen
KAKAAKRAAAAAAAAAAAAAAAAh )%k

# es wird getestet, ob es Unterschiede zwischen den Gruppen geht,

# aber nicht weiter aufgeldst, welche Gruppen sich genau unterscheiden

# flir Unterschied zwischen Einzelgruppen dann t.test bzw. wilcoxon test Ergebnisse anschauen
# cave: bei t und wilcoxon Test Signifikanzniveau nur fiir die Anzahl der Analyten,

# nicht fir die Anzahl der Gruppen/Tests korrigiert
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if(length(Tests)>2){ # mehr als zwei Gruppen

if(Paarung){ # ********xxrik mit Messwiederholungen ****xxkkrkrsk
# leere Tabelle vorlegen
MyData.aov <- data.frame(Analyte = colnames(Daten)[-c(cIndv,cGroup)], non_param = norm_dis$non_param,
aov.fstat = 1,aov.pv = 1, friedm.chi2 = 1, friedm.pv = 1)
# Tabelle analytweise fillen
k=1
for(i in colnames(Daten)[-c(cIndv,cGroup)]){
#ANOVA mit Messwiederholungen (abhangige Proben, parametrisch)
ac = summary(aov(Datenl[,i] ~ as.factor(Daten[,cGroup])+ Error(Daten[,cIndv]/as.factor(Daten[,cGroup]))))
#Friedman-Test (abhéngige Proben, nicht-parametrisch)
fm = friedman.test(Daten[,i],Daten[,cGroup],Daten[,cIndv])
MyData.aov[k,3] = ac[[2]1[[1]1[1,4]
MyData.aov[k,4] = ac[[2]1[[1]1[1,5]
MyData.aov[k,5] = fm$statistic
MyData.aov[k,6] = fm$p.value
k=k+1
}
# Signifanzniveaus angleichen nach bonferroni und FDR
MyData.aov = data.frame(MyData.aov,aov.pBonf = p.adjust(MyData.aov[,4],"bonferroni*),
aov.pFDR = p.adjust(MyData.aov[,4],"fdr"),
fm.pBonf = p.adjust(MyData.aov[,6],"bonferroni"),
fm.pFDR = p.adjust(MyData.aov[,6],"fdr"))

}else{ # *hkkkhkkkhkhkkhkhkkkihkk Ohne MESSWIEdEI’hO|UI’Igen *hkkkhkhkkkhkhkkhkhkkkhkkhkhkk
# leere Tabelle vorlegen
MyData.aov <- data.frame(Analyte = colnames(Daten)[-c(cIndv,cGroup)], non_param = norm_dis$non_param,
aov.fstat = 1,aov.pv = 1, kw.chi2 = 1, kw.pv = 1)
# Tabelle analytweise fillen
k=1
for(i in colnames(Daten)[-cGroup]){
#ANOVA (unabhangige Proben, parametrisch)
ac = summary(aov(Daten[,i] ~ as.factor(Daten[,cGroup])))
#Kruskal-Wallis Test (unabhangige Proben, nicht-parametrisch)
kw = kruskal.test(Daten[,i] ~ as.factor(Daten[,cGroup]))
MyData.aov[k,3] = ac[[1]][1,4]
MyData.aov[k,4] = ac[[1]][1,5]
MyData.aov[k,5] = kw$statistic
MyData.aov[k,6] = kw$p.value
k=k+1
}
# Signifanzniveaus angleichen nach bonferroni und FDR
MyData.aov = data.frame(MyData.aov,aov.pBonf = p.adjust(MyData.aov[,4],"bonferroni*),
aov.pFDR = p.adjust(MyData.aov[,4],"fdr"),
kw.pBonf = p.adjust(MyData.aov[,6],"bonferroni"),
kw.pFDR = p.adjust(MyData.aov[,6],"fdr"))

} #Ende multi-Gruppen Vergleich

#*************-k************ Anzahl Slgnlflkanter EI'QEanSSE *hkkkhkkhkkkkhkkhkhkhkhkkikkhkkhkkikkikkkhkkhkikkkik
# z&hlt signifikante Ergebnisse, bei denen der (t-) Test angewendet werden darf

sig <- data.frame(unkorrigiert = ¢c(sum(MyData.ts$pl < 0.05 & MyData.ts$non_param == F), sum(MyData.mw$p1 <
0.05)))

sig <- chind(sig, bonferroni = c(sum(MyData.ts$p_bonfl < 0.05 & MyData.ts$non_param == F),
sum(MyData.mw$p_bonfl < 0.05)),
fdr = c(sum(MyData.ts$p_fdrl < 0.05 & MyData.ts$non_param == F), sum(MyData.mw$p_fdrl < 0.05)))
k=2
for (i in Tests[-(1:2)]) {
cl<-
MyData.ts %>%

filter('as.name(p_value[K]) < 0.05 & non_param == F)
c2<-
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MyData.ts %>%
filter(!las.name(p_bonf[k]) < 0.05 & non_param == F)
€3 <-
MyData.ts %>%
filter(!las.name(p_fdr[k]) < 0.05 & non_param == F)
c4 <-
MyData.mw %>%
filter(1'as.name(p_value[Kk]) < 0.05)
c5 <-
MyData.mw %>%
filter(!'as.name(p_bonf[k]) < 0.05)
6 <-
MyData.mw %>%
filter(!las.name(p_fdr[k]) < 0.05)
sig = rbind(sig, c(nrow(c1),nrow(c2),nrow(c3)), c(nrow(c4),nrow(c5),nrow(c6)))
rm(cl,c2,c3,c4,c5,c6)
k=k+1
}

sig <- sig[1:(2*AnzahlTests),]

sig <- chind.data.frame(Gruppe = as.character(outer(c("",""),GruppenNamen|[-1],paste, sep="")),
Test=as.character(outer(c("student-ttest”,"Mann-Whitney™),1: Anzahl Tests,paste,sep="")),sig, stringsAsFac-

tors=F)

sig <- rbind.data.frame(sig, c("Kontrollgruppe",GruppenNamen[1],NA,NA,NA), stringsAsFactors = F)

if(length(Tests)>2){
if(Paarung){
sig <- rbind.data.frame(sig, c(NA,"rmANOVA",sum(MyData.aov[,4] < 0.05),
nrow(filter(MyData.aov,MyData.aov[,2] == F & MyData.aov[,7] < 0.05)), # ANOVA bonferroni
nrow(filter(MyData.aov,MyData.aov[,2] == F & MyData.aov[,8] < 0.05))), # ANOVA fdr
c(NA,"friedman",sum(MyData.aov[,6] < 0.05), nrow(filter(MyData.aov,MyData.aov[,9] < 0.05)),
nrow(filter(MyData.aov,MyData.aov[,10] < 0.05))), stringsAsFactors = F)
Yelse{
sig <- rbind.data.frame(sig, c(NA,"ANOVA",sum(MyData.aov[,4] < 0.05),
nrow(filter(MyData.aov,MyData.aov[,2] == F & MyData.aov[,7] < 0.05)), # ANOVA bonferroni
nrow(filter(MyData.aov,MyData.aov[,2] == F & MyData.aov[,8] < 0.05))), # ANOVA fdr
c(NA,"Kruskal-Wallis",sum(MyData.aov[,6] < 0.05), nrow(filter(MyData.aov,MyData.aov[,9] < 0.05)),
nrow(filter(MyData.aov,MyData.aov[,10] < 0.05))), stringsAsFactors = F)
}
}

#************************** Zurodnung Test - Gruppennamen uberprufen *hkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhikhkkhkhkhkhkhkhhhikiiik
colNameAlt.ts <-colnames(MyData.ts)

X <- as.vector(outer(c("mean","SD"),paste(GruppenNamen[1],"(Kontrolle)",sep=""),paste, sep=""))

y <- as.vector(outer(c("mean","SD"),GruppenNamen[-1],paste, sep=""))

z <- as.vector(outer(c("t_value","p_value","p_bonferroni","p_fdr"),GruppenNamen[-1],paste, sep=""))
colName.ts <- c("Analyte",x,y,"non_parametric",z)

colNameAlt.mw <-colnames(MyData.mw)

colName.mw <- c("Analyte",x,y,z)

colnames(MyData.ts) <- colName.ts
colnames(MyData.mw) <- colName.mw

#************************** Ubers'cht erste“en *hkkhkkkhkkhkkhkhhkkhkhkkhhkkhkhkkihkikkik

nam.Variablen = c("Datum","Dateipfad_neu","Datei_Name","untargeted","Paarung","gProben","Probenanzahl”,
"gAnalyten",
"olsotope”,"AnalytenNA","nNA","rem.missing","rep.missing","nBlank","BlankCut","Quantil","nBlank-
Fail",
"nQC","QCcut","nQCfail"," Analyten","nnorm","nlog10","nroot","lev","logT"," AnzahlTests")
gText= c("Datum","Dateipfad”,"Rohdaten","untargeted","abhéngige Proben","Proben gesamt","Proben ausgewertet",
"Analyten gesamt"”," Analyten ohne Isotope”,"Analyten mit NA","fehlende Werte gesamt",
"Analyten mit fehlenden Werten geldscht","Werte mit min/2 ersetzt"," Anzahl Blank-Proben”,
"> x Blank","Quantil","Analyten < Blank",
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"Anzahl QCs","QC Grenze","Analyten RSD zu groR","Analyten ausgewertet",
""shapiro-test sig","shapiro-test sig log10","shapiro-test sig sqrt”,"levene-test sig","log Transformation",
"Anzahl Testgruppen")
k=0
Text = Variablen = ¢()
for(i in nam.Variablen){
k=k+1
if(exists(i) == T){
Variablen= as.data.frame(c(Variablen,as.name(i)))
Text = c(Text,gText[K])

}

Variablen = t(Variablen)

overview = data.frame(Varl=Text,Freq=Variablen)
overview= rbind(overview,nGroups)
rownames(overview)=c(1:nrow(overview))

overview = chind(c(1:nrow(overview)),overview)
colnames(overview)=c("Index","Eigenschaft”,"Wert")
sig = cbind(c(1:nrow(sig)),sig)
colnames(sig)=c(*"Index",colnames(sig[,-1]))

overview = merge(overview,sig,all =T,sort=T)

#Ubersicht anzeigen

chind(c("alt","neu","Reihenfolge™),rbind(colNamesAlt[-1],as.vector(arrange(as.data.frame(
cbind(GruppenNamen,a)),GruppenNamen)$GruppenNamen),ZwischenName[-1]))

print(as.matrix(overview),na.print="",quote=F)

fraxkdkdkkkkkkkkkkkkkkxkxkx gpeichern der Ergebnisse als XIsx ***x*xdxkkksrsk ihaiahaiaiaiale
detach(package:openxIsx)

library ("xIsx™) # schreiben von groRen Dateien

gc()# Zwischenspeicher leeren

#if(Subgroup == "NaF+citrate_Plasma_IW"){

# Studie = "Prdanalytik_untargeted neg+pos_NaF"

#}

wbName = paste(c(Studie,”_univariat_",Subgroup, "_", Datum,".xIsx"),collapse = ")
write.xIsx(overview, file = wbName, sheetName= "Ubersicht",row.names=F,append=T,showNA=F)
gc()

write.xIsx(norm_dis, file = wbName, sheetName= "Normalverteilung",row.names=T,append=T,showNA=F)
gc()

if(length(Tests)>2){

write.xlIsx(as.data.frame(MyData.aov), file = wbName, sheetName= "anova",append=T,showNA=F)
9c()

}

write.xlIsx(as.data.frame(MyData.ts), file = wbName, sheetName= "stud_t-test" ,append=T,showNA=F)
gc()

write.xIsx(as.data.frame(MyData.mw), file = wbName, sheetName= "mann-whitney",append=T,showNA=F)
gc()

detach(package:xIsx)

library(openxlsx)

#************************** ZW'SChendaten Ieeren *hkhkkhkhhkkhhkhkkhhkkhhkhihkkikhhihkkikik

rm(MyData.ts)

rm(MyData.mw)

rm(MyData.aov)

rm(AnzahlTests)

rm(a,ZwischenName,GruppenNamen,x,y,z)
rm(colName.ts,colName.mw,colNamesAlt,colNameAlt.ts,colNameAlt. mw)
rm(sig,overview)

rm(m.ind)

} #Ende der Subgroup for-Schleife
end_time = Sys.time()
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data_time - start_time
end_time - start_time
FehlerPaarung

frkskkddokokokokdokokokeok ** RSession leeren ** Rk
setwd(Dateipfad_alt)

rm(list=Is(all = TRUE ))

Dateipfad_alt <- getwd()
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8.2.3 Graphische Priufung der Normalverteilung

library(rcompanion)

library(ggplot2)

library(car)

library(dplyr)

library(tidyr)

library(openxlsx) # kann grof3e Dateien lesen, aber nicht schreiben

gPrrHRRkkokk kR Graphen zur Ubersicht der Normalverteilung der Daten *xkskkxkskokokkkokkx
# mit diesem Skript werden die Verteilungen der Proben insgesamt und der Einzelgruppen graphisch aufgetragen
# Histogramme und Q-Q plots, sowie shapiro-wilk und levene-test

# Proben in Zeilen und Analyten in Spalten

# die 1. Gruppe in alphabetischer Reihenfolge wird als Kontroll-Gruppe verwendet
# (ggf. "0_" vor den Gruppennamen der Kontrollgruppe schreiben)

# Analyt-/ Probennamen sollten wie folgt bearbeitet werden:

#" " ersetzen durch "_" oder
#"/" durch"_"

#"(" durch ™

#'")" durch ™

#"-" durch "™
#'":"durch"."

# cave: es darf nur in der 1. Zeile Text stehen,

# sonst werden Zahlen in darauffolgenden Zeilen als Text bzw. Faktor erkannt (innerhalb dieser Spalte)
# gof. Spalte "Subset", falls die Daten in Einzelauswertungen aufgeteilt werden soll

# der Name der Spalte mit den Gruppen kann unten festgelegt werden

# Spalten, die weder Gruppen, Subsets noch Analyten enthalten 16schen (werden sonst mit geplottet)

#*** Testdatensatz ***
Daten = read.csv("Test Verteilung.csv",sep=",",header = T, row.names = 1)

#******************************************************************
#******************** folgende Daten anpassen- *hkhkhhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkkhkhhkik

#******************************************************************

#Rohdaten Pfad und Name Excel Arbeitsmappe
Dateipfad_neu <-
Datei_Name <-

SheetNr <- #Rohdaten Arbeitsblatt (Reihenfolge innerhalb der Excel Arbeitsmappe)

#Datensatz ggf. in mehrere Teilauswertungen aufspalten und jeweils nur eine Teilgruppe verwenden
# Teilauswertungen in Spalte "Subset" schreiben

Subgroup <- "Test1"

Studie <- "Test" #Bestimmt Namen der Ausgabedatei

# Spaltenname mit Gruppeneinteilung
Y ="Group"

# abhéngige (TRUE) oder unabhéngige (FALSE) Proben

# bei abhdngigen Proben werden die Differenzen zur Kontrollgruppe (alph. 1. Gruppe) gebildet
Paarung = F

# bei gepaarten Proben Spalte mit Individuen (fur Paarzuordnung)

cindv = "Individuen"

#*************-k-k**************-k************************************
#******************** Beginn der Datenanalyse *hkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkkhkhihkikikkx

#******************************************************************

#******************** Daten elnlesen *hkkhhkkhkkkhhkhkkhhkkikhkihkkikkx
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#Daten einlesen

Dateipfad_alt <- getwd()

setwd(Dateipfad_neu)

Daten <- read.xIsx(Datei_Name, SheetNr, colNames=T,rowNames=T)

Datum <- gsub("-"," ",as.character(Sys.Date()))

#ggf. nur Teil der Daten auswahlen und die Spalte dann I6schen
if(length(which(names(Daten)=="Subset"))){
Daten = droplevels(subset(Daten, Subset == Subgroup))
Daten = Daten[,-c(which(names(Daten)=="Subset"))]

}

# QC + Blank Proben ggf. entfernen
Daten = droplevels(subset(Daten, Group != "QC" & Group !="Blank" & Group != "DoubleBlank™"))

# Gruppen missen faktoriell sein
Daten[,Y]=factor(Daten[,Y])
Gruppen = levels(Daten[,Y1])

#l6schen der Daten mit > 20% fehlender Werte
Daten = Daten[,colSums(is.na(Daten)) <= (0.2*nrow(Daten))]

if(Paarung){
# nicht numerische Spalten, auler der Spalte Y und cIndv sollten entfernt werden
Daten[,cIndv] = as.factor(Daten[,cIndv])
Daten = Daten[,c(Y,cIndv,colnames(Filter(is.numeric,Daten)))]
erklv = setdiff(colnames(Daten),c(Y,cIndv))
Yelse{
# nicht numerische Spalten, aulRer der Spalte Y sollten entfernt werden
Daten = Datenl[,c(Y,colnames(Filter(is.numeric,Daten)))]
erklv = setdiff(colnames(Daten),Y)

}

#******************** Datenlntegl’ltat prufen bel abhanglgen Proben *hkkhkhkkkhkhkkhhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhikk
if(Paarung){

test = length(rownames(Daten))/length(levels(as.factor(Daten[,Y1])))

if(all.equal(test, as.integer(test))!=T){

require(tcltk)

tkmessageBox(title = "Error!", message = "Die Abhédngigen Stichproben sind nicht gleich grof3!",

icon = "info", type = "ok")
}

rm(test)

}

#*************-k****** Ioglo Transformation *hkkhkhkhkhkhkkhkkhhkhhkhhkhiik

110.data = Daten
110.data[,erklv] = log10(Daten[,erkiv])

#**************-k***-k* Berechnung der leferenzen bel abhanglgen Proben *khkkkkkhkkkkhkkhkkhkhkkhkkhkkikhkhkkikikk
# Es wird jeweils nur die Differenz der Gruppe zur Kontrollgruppe gebildet
if(Paarung){
for(i in levels(as.factor(Daten[,cIndv]))){

# Zeilen des jeweiligen Indiviuums

row.s = which(Daten[,cIndv] == i)

# Zeilennummer und Zeile der Referenzprobe

ref = which(Daten[,cIndv] == i & Daten[,Y] == Gruppen[1])

ref.vector = as.numeric(Daten[ref,erkiv])

# berechne Differenzen

Daten[row.s,erklv] = t(t(Daten[row.s,erklv]) - ref.vector)

# flr log10 transformierte Daten

ref.vector = as.numeric(110.data[ref,erklv])

[10.data[row.s,erklv] = t(t(110.data[row.s,erklv]) - ref.vector)
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}

# Kontrollgruppe entfernen
Kontrolle = paste(c("Diff zu ",Gruppen[1],"_"),collapse ="")
Daten=droplevels(subset(Daten,Daten[,Y] != Gruppen[1]))
110.data=droplevels(subset(110.data,110.data[, Y] '= Gruppen[1]))
Gruppen = levels(Daten[,Y])

Telse{

Kontrolle =

}

# * Format fiir Graphen **#*** ks
# Zeilen und Spalten (insgesamt)
g.row = 4 # pro Transformation je einmal Histogramm + Q-Q Plot
g.col = length(Gruppen) + 1 #eine Spalte pro Gruppe + eine Gesamt
PDFDis = paste(c(Studie,”_Normalverteilung_",Kontrolle,Datum, ".PDF"),collapse = ")
if(length(Subgroup)>0){
PDFDis = paste(c(Studie,”_",Subgroup,”_Normalverteilung_",Kontrolle,Datum, ".PDF"),collapse = ")
}

fraxkdkdkkkkkkkrkrkrk Graphen erstellen **x*xxkrddkkrdrdrtrx
pdf(file=PDFDis)
par(mfrow=c(g.row,g.col),
oma =¢(1.5,1.5,1,0)+ 0.1, # Rénder um alles Plots zusammen (unten, links oben, rechts)
mar = ¢(2,1.5,2,1)+ 0.1, # R&nder um jeden Plot (unten, links oben, rechts)
mgp = c(2, 1,0), # Achsenbeschriftung 2 Zeilen und Ticks 1 Zeile Abstand
xpd = NA) # Inhalt darf &uReren Rand Uberschreiten
for(i in erklv){ # eine Seite pro Analyt
# *kkkkkikkk Hlstogramm *hkkkhkkkhkkk
#Ubersicht (alle Gruppen zusammen)
plotNormalHistogram(Daten[,i], main= paste(c(i,"Gesamt"),collapse =" "), xlab="", ylab = "H&ufigkeit")
# Einzelgruppen
for(g in Gruppen){
plotNormalHistogram(Daten[Daten[,Y]==g,i], main = g, xlab="", ylab = "")
}

# *hkkkkkhkhk Q_Q Plot *hkkkkkkikk

#Ubersicht (alle Gruppen zusammen)
Titel = paste(c(""shapiro ", round(shapiro.test(Daten[,i])$p.value,4),"\n","levene ",
round(leveneTest (Daten[,i],Daten[,Y])$Pr[1],4)),collapse = ")
ggnorm(Daten[,i], main = Titel, cex.main = 0.9, xlab="", ylab="Proben Quantile™)
qgline(Datenl,i], col="red", xpd = F)
# Einzelgruppen
for(g in Gruppen){
# Q-Q Plot
ggnorm(Daten[Daten[,Y]==g,i], main = paste("'Shapiro ",round(shapiro.test(Daten[Daten[,Y]==g,i])$p.value,4),"\n",
"n =" length(which(Daten[Daten[,Y]==g,i]>0) ==T)," von ",
length(which(Daten[,Y]==g) == T),collapse =""),
cex.main = 0.9, xlab="", ylab = ")
qgline(Daten[Daten[,Y]==g,i], col="red", xpd = F)

ff FrxAAARRRxR* |0g10 transformierte Daten *xxxxssdokkx

# *kkkkkhkkk Hlstogramm *khkkkkkikkk

#Ubersicht (alle Gruppen zusammen)

plotNormalHistogram(110.data[,i], main="log10 Transformation", xlab="", ylab = "Haufigkeit")

for(g in Gruppen){

#Histogramm

plotNormalHistogram(l10.data[110.data[, Y]==g,i], main = g, xlab="", ylab ="")
}

# *kkkkkhkkk Q_Q Plot *hkkhkkkikkx

#Ubersicht (alle Gruppen zusammen)

Titel = paste(c("shapiro ",round(shapiro.test(110.data[,i])$p.value,4),"\n","levene ",
round(leveneTest (110.datal,i],110.data[, Y])$Pr[1],4)),collapse = ")

qgnorm(110.data[,i], main = Titel, cex.main = 0.9, xlab="", ylab = "Proben Quantile™)
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qqline(110.datal,i], col="red", xpd = F)
for(g in Gruppen){
# Q-Q Plot
ggnorm(110.data[l10.data[,Y]==g,i],
main = paste("'Shapiro ",round(shapiro.test(110.data[110.data[, Y]==g,i])$p.value,4),collapse = "),
cex.main = 0.9, xlab="", ylab="")
qqgline(110.data[l110.data[,Y]==g,i], col="red", xpd = F)

title(xlab = paste(c("(log10) Konzentration",i),collapse =" "),
# ylab = "Frequency / Sample Quantiles",
outer = TRUE, line = 0)
}
dev.off

#************** RSESSIOH Ieeren *hkkhkkkkkkhhkhkkikkik

setwd(Dateipfad_alt)
rm(list=Is(all = TRUE))
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8.3 Tabellen

Tabelle 31: Semi-quantitativ ausgewertete Analyten in Humanplasma.

Semi-quantitativ ausgewertete Analyten

Monoisotopische RT
Analyt Formel Masse [Da] Addukt  m/z [Da] [min]
Thyroxin C15H1114NO4 776,6867 -H 775,6794 2,7
Sterole

ST 19:2_OH3_S C19H2806S 384,16066 -H 383,1534 1,9
ST 19:2_OH2_S C19H2805S 368,16575 -H 367,1585 2,5
ST 27:1_OH C27H460 386,3549 -OH 369,3516 5,8
ST 27:1_ OH_S C27H4604S 466,3117 -H 465,3044 5

Sterylester
SE 27:1/14:1 C41H7002 594,5376 +NH4 612,5714 9,5
SE 27:1/16:1 C43H7402 622,5689 +NH4 640,6027 9,9
SE 27:1/17:1 C44H7602 636,5845 +NH4 654,6184 10,1
SE 27:1/18:1 C45H7802 650,6002 +NH4 668,634 10,2
SE 27:1/18:2 C45H7602 648,5845 +NH4 666,6184 9,9
SE 27:1/20:3 C47H7802 674,6002 +NH4 692,634 10
SE 27:1/20:4 C47H7602 672,5845 +NH4 690,6184 9,7
SE 27:1/20:5 C47H7402 670,5689 +NH4 688,6027 9,4
SE 27:1/22:4 C49H8002 700,6158 +NH4 718,6497 10
SE 27:1/22:6 C49H7602 696,5845 +NH4 714,6184 9,5
SE 27:1/24:1 C51H9002 734,6941 +NH4 752,7279 11,1

Ceramide
Cer d18:1/16:0 C34H67NO3 537,5121 +H 538,5194 6,7
Cer d18:1/22:0 C40H79NO3 621,606 +H 622,6133 8,2
Cer d18:1/23:0 C41H81NO3 635,6217 +H 636,6289 8,4
Cer d18:1/24:0 C42H83NO3 649,6373 +H 650,6446 8,6
Cer d18:0/22:0 C40H81NO3 623,6217 +H 624,6289 8,3
Cer d18:0/24:0 C42H85NO3 651,653 +H 652,6602 8,8
Cer d18:2/22:0 C40H77NO3 619,5904 +H 620,5976 7,8

Glycosylceramide

HexCer d18:1/16:0 C40H77NO8 699,5649 +H 700,5722 6,3
HexCer d18:1/24:0 C48H93NO8 811,6901 +H 812,6974 8,1
Hex2Cer d18:1/16:0 C46H87NO13 861,6177 +H 862,625 6,1
Hex2Cer d18:1/24:1 C54H101NO13 971,7273 +H 972,7346 7,4

Diglyceride
DG 32:1 C35H6605 566,491 +NH4 584,5249 7,1
DG 34:1 C37H7005 594,5223 +NH4 612,5562 7,5
DG 34:2 C37H6805 592,5067 +NH4 610,5405 7,1
DG 36:1 C39H7405 622,5536 +NH4 640,5875 8
DG 36:2 C39H7205 620,538 +NHa4 638,5718 7,6
DG 36:3 C39H7005 618,5223 +NH4 636,5562 7,2
DG 36:4 C39H6805 616,5067 +NH4 634,5405 6,9
DG 38:5 C41H7005 642,5223 +NH4 660,5562 7,2
DG 38:6 C41H6805 640,5067 +NH4 658,5405 6,8

freie Fettsauren

FA 14:0 C14H2802 228,2089 -H 227,2017 45
FA 15:0 C15H3002 242,2246 -H 241,2173 4,7
FA 16:0 C16H3202 256,2402 -H 255,233 4,8
FA 16:1 C16H3002 254,2246 -H 253,2173 4,6
FA 17:0 C17H3402 270,2559 -H 269,2486 5
FA17:1 C17H3202 268,2402 -H 267,233 4,8
FA 18:0 C18H3602 284,2715 -H 283,2643 5,2
FA 18:1 C18H3402 282,2559 -H 281,2486 4,9
FA 18:2 C18H3202 280,2402 -H 279,233 4,7
FA 18:3 C18H3002 278,2246 -H 277,2173 4,5
FA 18:4 C18H2802 276,2089 -H 275,2017 4,3
FA 20:1 C20H3802 310,2872 -H 309,2799 53
FA 20:2 C20H3602 308,2715 -H 307,2643 5
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Semi-quantitativ ausgewertete Analyten

Monoisotopische RT
Analyt Formel Masse [Da] Addukt  m/z [Da] [min]
FA 20:4 C20H3202 304,2402 -H 303,233 4,7
FA 20:5 C20H3002 302,2246 -H 301,2173 4,5
FA 22:4 C22H3602 332,2715 -H 331,2643 4,9
FA 22:6 C22H3202 328,2402 -H 327,233 4,6
FA 24:0 C24H4802 368,3654 -H 367,3582 6,6
FA 24:1 C24H4602 366,3498 -H 365,3425 6,1

Lysophosphatidylcholine
LPC 14:0 C22H46NO7P 467,3012 +H 468,3085 3,9
LPC 15:0 C23H48NO7P 481,3168 +H 482,3241 4,1
LPC 16:0 C24H50NO7P 495,3325 +H 496,3398 4,2
LPC 16:1 C24H48NO7P 493,3168 +H 494,3241 4
LPC 17:0 C25H52NO7P 509,3481 +H 510,3554 4,4
LPC 18:0 C26H54NO7P 523,3638 +H 524,3711 4,5
LPC 18:1 C26H52NO7P 521,3481 +H 522,3554 4,3
LPC 18:2 C26H50NO7P 519,3325 +H 520,3398 4,1
LPC 18:3 C26H48NO7P 517,3168 +H 518,3241 3,9
LPC 20:0 C28H58NO7P 551,3951 +H 552,4024 4,7
LPC 20:1 C28H56NO7P 549,3794 +H 550,3867 4,6
LPC 20:2 C28H54NO7P 547,3638 +H 548,3711 4.4
LPC 20:3 C28H52NO7P 545,3481 +H 546,3554 4,2
LPC 20:4 C28H50NO7P 543,3325 +H 544,3398 4,1
LPC 20:5 C28H48NO7P 541,3168 +H 542,3241 3,9
LPC 22:0 C30H62NO7P 579,4264 +H 580,4337 51
LPC 22:4 C30H54NO7P 571,3638 +H 572,3711 4,3
LPC 22:5 C30H52NO7P 569,3481 +H 570,3554 4,1
LPC 22:6 C30H50NO7P 567,3325 +H 568,3398 4
LPC 24:0 C32HB66NO7P 607,4577 +H 608,465 55
LPC 0-16:0 C24H52NO6P 481,3532 +HCO2  526,3503 4,3
LPC 0O-16:1 C24H50NO6P 479,3376 +HCO2  524,3347 4,3
LPC O-18:0 C26H56NO6P 509,3845 +HCO2  554,3816 4,6
LPC O-18:1 C26H54NO6P 507,3689 +HCO: 552,366 44
Lysophosphatidylethanolamine
LPE 16:0 C21H44NO7P 453,2855 -H 452,2783 4,2
LPE 18:0 C23H48NO7P 481,3168 -H 480,3096 45
LPE 18:1 C23H46NO7P 479,3012 -H 478,2939 4,3
LPE 18:2 C23H44NO7P 477,2855 -H 476,2783 4,1
LPE 20:3 C25H46NO7P 503,3012 -H 502,2939 4,2
LPE 20:4 C25H44NO7P 501,2855 -H 500,2783 4,1
LPE 22:6 C27H44NO7P 525,2855 -H 524,2783 4
LPE O-16:1 C21H44NO6P 437,2906 -H 436,2834 4,4
LPE 0-18:1 C23H48NO6P 465,3219 -H 464,3147 4,7
Lysophosphatidylinositole
LPI 18:0 C27H53012P 600,3275 -H 599,3202 45
LPI 18:2 C27H49012P 596,2962 -H 595,2889 4
LPI 20:3 C29H51012P 622,3118 -H 621,3045 4,2
LPI 20:4 C29H49012P 620,2962 -H 619,2889 4
Alkyl- & Alkenyl-phosphatidylcholine

PC 0-16:0_16:0 C40H82NO7P 719,5829 +HCO:2 764,58 6,7
PC 0-16:0_18:2 C42H82NO7P 743,5829 +HCO:2 788,58 6.4
PC 0-16:0_20:4 C44H82NO7P 767,5829 +HCO:2 812,58 6.4
PC O-16:1_16:0 C40HBONO7P 717,5672 +HCO2  762,5644 6,7
PC O-16:1_18:1 C42H82NO7P 743,5829 +HCO:2 788,58 6,8
PC O-16:1_18:2 C42HBONO7P 741,5672 +HCO.  786,5644 6,4
PC O-16:1_20:4 C44HBONO7P 765,5672 +HCO2  810,5644 6,3
PC 0-18:0_20:4 C46H86NO7P 795,6142 +HCO.  840,6113 6,9
PC O-18:1_20:4 C46H84NO7P 793,5985 +HCO2  838,5957 6,4
PC 0-34:1 C42H84NO7P 745,5985 +HCO2  790,5957 6,8
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Semi-quantitativ ausgewertete Analyten

Monoisotopische RT

Analyt Formel Masse [Da] Addukt  m/z [Da] [min]
Phosphatidylcholine
PC 30:0 C38H76NO8P 705,5309 +H 706,5381 6
PC 30:1 C38H74NO8P 703,5152 +H 704,5225 5,8
PC 30:2 C38H72NO8P 701,4996 +H 702,5068 54
PC 32:0 C40HB0ONOS8P 733,5622 +H 734,5694 6,4
PC 32:1 C40H78NO8P 731,5465 +H 732,5538 6,1
PC 32:2 C40H76NO8P 729,5309 +H 730,5381 5,8
PC 33:2 C41H78NO8P 743,5465 +H 744,5538 6
PC 34:0 C42H84NO8P 761,5935 +H 762,6007 6,9
PC 34:1 C42H82NO8P 759,5778 +H 760,5851 6,5
PC 34:2 C42H80ONO8P 757,5622 +H 758,5694 6,2
PC 34:3 C42H78NO8P 755,5465 +H 756,5538 59
PC 34:4 C42H76NO8P 753,5309 +H 754,5381 5,8
PC 34:5 C42H74NO8P 751,5152 +H 752,5225 55
PC 36:1 C44HB86NO8P 787,6091 +H 788,6164 7
PC 36:2 C44HB84NO8P 785,5935 +H 786,6007 6,6
PC 36:3 C44H82NO8P 783,5778 +H 784,5851 6,3
PC 36:4 C44H8ONO8P 781,5622 +H 782,5694 6,1
PC 36:5 C44H78NO8P 779,5465 +H 780,5538 5,8
PC 38:2 C46H88NO8P 813,6248 +H 814,632 7
PC 38:3 C46HB86NO8P 811,6091 +H 812,6164 6,7
PC 38:4 C46H84NO8P 809,5935 +H 810,6007 6,6
PC 38:6 C46HB0ONOS8P 805,5622 +H 806,5694 6
PC 40:4 C48H88NO8P 837,6248 +H 838,632 6,9
PC 40:6 C48H84NO8P 833,5935 +H 834,6007 6,4
PC 40:7 C48H82NO8P 831,5778 +H 832,5851 6,1
Phosphatidylethanolamine
PE 32:1 C37H72NO8P 689,4996 -H 688,4923 6,2
PE 34:1 C39H76NO8P 717,5309 -H 716,5236 6,7
PE 34:2 C39H74NO8P 715,5152 -H 714,5079 6,3
PE 34:3 C39H72NO8P 713,4996 -H 712,4923 6
PE 36:1 C41HBONOS8P 745,5622 -H 744,5549 7,1
PE 36:2 C41H78NO8P 743,5465 -H 742,5392 6,8
PE 36:3 C41H76NO8P 741,5309 -H 740,5236 6,4
PE 36:4 C41H74NO8P 739,5152 -H 738,5079 6,3
PE 36:5 C41H72NO8P 737,4996 -H 736,4923 6
PE 38:4 C43H78NO8P 767,5465 -H 766,5392 6,7
PE 38:5 C43H76NO8P 765,5309 -H 764,5236 6,3
PE 38:6 C43H74NO8P 763,5152 -H 762,5079 6,1
PE 40:6 C45H78NO8P 791,5465 -H 790,5392 6,5
PE 40:7 C45H76NO8P 789,5309 -H 788,5236 6,2
PE O-16:1_18:2 C39H74NO7P 699,5203 -H 698,513 6,6
PE O-16:1_20:4 C43H78NO7P 751,5516 -H 750,5443 6,5
PE O-18:1_18:1 C41HBONO7P 729,5672 -H 728,56 7.4
PE O-18:1_18:2 C41H78NO7P 727,5516 -H 726,5443 7
PE O-18:1_20:4 C43H78NO7P 751,5516 -H 750,5443 7
PE O-18:2 20:4 C43H78NO7P 751,5516 -H 750,5443 6,6
Phosphatidylinositole

PI 32:1 C41H77013P 808,5102 -H 807,5029 6,4
Pl 34:1 C43H81013P 836,5415 -H 835,5342 6,9
Pl 34:2 C43H79013P 834,5258 -H 833,5186 6,5
Pl 36:1 C45H85013P 864,5728 -H 863,5655 7,5
Pl 36:2 C45H83013P 862,5571 -H 861,5499 7
Pl 36:3 C45H81013P 860,5415 -H 859,5342 6,7
Pl 36:4 C45H79013P 858,5258 -H 857,5186 6,5
PI 38:3 C47H85013P 888,5728 -H 887,5655 7,2
Pl 38:4 C47H83013P 886,5571 -H 885,5499 6,9
Pl 38:6 C47H79013P 882,5258 -H 881,5186 6,3
Pl 40:5 C49H85013P 912,5728 -H 911,5655 6,9
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Semi-quantitativ ausgewertete Analyten

Monoisotopische RT
Analyt Formel Masse [Da] Addukt m/z [Da] [min]
Pl 40:6 C35H71N206P 646,505 -H 645,4977 6,8

Phosphatidylserine
PS 36:1 C42H80ONO10P 789,552 -H 788,5447 7,3
Sphingomyeline
SM 30:1 C35H71N206P 646,505 +H 647,5123 54
SM 32:1 C37H75N206P 674,5363 +H 675,5436 5,7
SM 32:2 C37H73N206P 672,5206 +H 673,5279 54
SM 33:1 C38H77N206P 688,5519 +H 689,5592 5,9
SM 33:2 C38H75N206P 686,5363 +H 687,5436 5,6
SM 34:0 C39H81N206P 704,5832 +H 705,5905 6,3
SM 34:1 C39H79N206P 702,5676 +H 703,5749 6,1
SM 34:2 C39H77N206P 700,5519 +H 701,5592 5,8
SM 35:1 C40HB81N206P 716,5832 +H 717,5905 6,3
SM 36:0 C41H85N206P 732,6145 +H 733,6218 6,7
SM 36:1 C41H83N206P 730,5989 +H 731,6062 6,5
SM 36:2 C41HB81N206P 728,5832 +H 729,5905 6,2
SM 36:3 C41H79N206P 726,5676 +H 727,5749 5,9
SM 37:1 C42H85N206P 744,6145 +H 745,6218 6,8
SM 38:1 C43H87N206P 758,6302 +H 759,6375 7,1
SM 38:2 C43H85N206P 756,6145 +H 757,6218 6,6
SM 39:1 C44H89N206P 772,6458 +H 773,6531 7,3
SM 40:1 C45H91N206P 786,6615 +H 787,6688 7,5
SM 40:2 C45H89N206P 784,6458 +H 785,6531 7,1
SM 40:3 C45H87N206P 782,6302 +H 783,6375 6,7
SM 41:1 C46H93N206P 800,6771 +H 801,6844 7,7
SM 41:2 C46H91N206P 798,6615 +H 799,6688 7.4
SM 42:1 C47H95N206P 814,6928 +H 815,7001 8
SM 42:2 C47H93N206P 812,6771 +H 813,6844 7,5
SM 42:3 C47H91N206P 810,6615 +H 811,6688 7,1
SM 43:1 C48H97N206P 828,7084 +H 829,7157 8,2
SM 43:2 C48H95N206P 826,6928 +H 827,7001 7,7
Triglyceride

TG 42:1 C45H8406 720,6268 +NHa4 738,6606 9,1
TG 42:2 C45H8206 718,6111 +NHa4 736,645 8,7
TG 44:0 C47H9006 750,6737 +NHa4 768,7076 9,7
TG 44:1 C47HB8806 748,6581 +NH34 766,6919 9,4
TG 44:2 C47H8606 746,6424 +NH34 764,6763 9,1
TG 46:1 C49H9206 776,6894 +NH34 794,7232 9,7
TG 46:2 C49H9006 774,6737 +NH34 792,7076 9,4
TG 46:3 C49H8806 772,6581 +NH34 790,6919 9,1
TG 48:1 C51H9606 804,7207 +NHa4 822,7545 10
TG 48:2 C51H9406 802,705 +NHa4 820,7389 9,7
TG 48:3 C51H9206 800,6894 +NHg4 818,7232 9,5
TG 48:4 C51H9006 798,6737 +NHg4 816,7076 9,2
TG 50:1 C53H10006 832,752 +NHg4 850,7858 10,3
TG 50:2 C53H9806 830,7363 +NHa4 848,7702 10
TG 50:3 C53H9606 828,7207 +NH34 846,7545 9,8
TG 50:4 C53H9406 826,705 +NH34 844,7389 9,5
TG 52:1 C55H10406 860,7833 +NH34 878,8171 10,5
TG 52:2 C55H10407 876,7782 +NH34 894,812 10,3
TG 52:3 C55H10006 856,752 +NH34 874,7858 10,1
TG 52:4 C55H9806 854,7363 +NH34 872,7702 9,8
TG 52:5 C55H9606 852,7207 +NHa4 870,7545 9,5
TG 54:1 C57H10806 888,8146 +NHg4 906,8484 10,8
TG 54:2 C57H10606 886,7989 +NH4 904,8328 10,6
TG 54:3 C57H10406 884,7833 +NH4 902,8171 10,3
TG 54:4 C57H10206 882,7676 +NH4 900,8015 10,1
TG 54:5 C57H10006 880,752 +NH4 898,7858 9,8
TG 54:6 C57H9806 878,7363 +NH4 896,7702 9,7
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Semi-quantitativ ausgewertete Analyten

Monoisotopische RT
Analyt Formel Masse [Da] Addukt m/z [Da] [min]
TG 56:1 C59H11206 916,8459 +NH34 934,8797 11
TG 56:2 C59H11006 914,8302 +NH34 932,8641 10,8
TG 56:3 C59H10806 912,8146 +NH34 930,8484 10,6
TG 56:4 C59H10606 910,7989 +NH34 928,8328 10,4
TG 56:5 C59H10406 908,7833 +NHa4 926,8171 10,2
TG 56:6 C59H10206 906,7676 +NH34 924,8015 10
TG 58:1 C61H11606 944,8772 +NHas 962,911 11,2
TG 58:2 C61H11406 942,8615 +NHas 960,8954 11
TG 58:3 C61H11206 940,8459 +NHas 958,8797 10,8
TG 58:4 C61H11006 938,8302 +NHas 956,8641 10,6
TG 58:6 C61H10606 934,7989 +NH4 952,8328 10,2
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Tabelle 32: Liste der 440 in Humanplasma identifizierten Lipide.
Die Identifizierung erfolgte mittels exakter Masse (x 5 ppm), der Isotopenverteilung und den MS/MS-Spektren.
(n) = Messung im negativen lonisationsmodus, # = Anzahl identifizierter Lipide pro Lipidklasse.

Identifizierte Lipide in Humanplasma

Analyt Formel m/z RT Analyt Formel m/z RT
Acylcarnitine Addukt +H* # 4
Acyl-CN 16:0 C23H45N0O4 400,3421 4,07 |Acyl-CN 18:1 C25H47NO4 426,3578 4,14
Acyl-CN 18:0 C25H49N0O4 428,3734 4,34 | Acyl-CN 18:2 C25H45N04 424,3421 3,95
Ceramide Addukt +H* # 16
Cer d18:0/16:0 C34H69NO3 540,5350 6,90 |Cer d18:1/22:0 C40H79NO3 622,6133 8,21
Cer d18:0/22:0 C40H81NO3 624,6289 8,32 | Cerd18:1/23:0 C41H81NO3 636,6289 8,44
Cer d18:0/24:0 C42H85N0O3 652,6602 8,77 | Cerd18:1/24:0 C42H83NO3 650,6446 8,66
Cer d18:0/24:1 C42H83NO3 650,6446 8,50 |Cerd18:1/24:1 C42H81NO3 648,6289 8,20
Cer d18:1/16:0 C34H67NO3 538,5194 6,76 | Cer d18:1/26:0 C44H87NO3 678,6759 9,08
Cer d18:1/18:0 C36H71NO3 566,5507 7,24 | Cer d18:2/22:0 C40H77NO3 620,5976 7,82
Cer d18:1/20:0 C38H75N03 594,5820 7,76 | Cer d18:2/23:0 C41H79NO3 634,6133 8,06
Cer d18:1/21:0 C39H77NO3 608,5976 8,01 |Cerd18:2/24:1 C42H79NO3 646,6133 7,83
Diglyceride Addukt +NH4* # 27
DG 30:1 C33H6205 556,4936 6,67 |DG 36:0 C39H7605 642,6031 8,39
DG 31:0 C34H6605 572,5249 7,23 | DG 36:1 C39H7405 640,5875 8,02
DG 31:1 C34H6405 570,5092 6,91 |DG 36:2 C39H7205 638,5718 7,65
DG 32:0 C35H6805 586,5405 7,48 |DG 36:3 C39H7005 636,5562 7,27
DG 32:1 C35H6605 584,5249 7,11 |DG 36:4 C39H6805 634,5405 6,90
DG 32:2 C35H6405 582,5092 6,74 |DG 36:5 C39H6605 632,5249 6,71
DG 33:0 C36H7005 600,5562 7,70 |DG 38:1 C41H7805 668,6188 8,28
DG 33:1 C36H6805 598,5405 7,33 | DG 38:2 C41H7605 666,6031 7,65
DG 34:.0 C37H7205 614,5718 7,94 | DG 38:3 C41H7405 664,5875 7,27
DG 34:1 C37H7005 612,5562 7,57 | DG 38:5 C41H7005 660,5562 7,17
DG 34:2 C37H6805 610,5405 7,19 | DG 38:6 C41H6805 658,5405 6,81
DG 34:3 C37H6605 608,5249 6,86 | DG 40:6 C43H7205 686,5718 7,17
DG 35:1 C38H7205 626,5718 7,77 | DG 40:7 C43H7005 684,5562 7,00
DG 35:2 C38H7005 624,5562 7,42

Fetts&uren Addukt -H* # 19
FA 14:0 C14H2802 227,2017 4,54 |FA 184 C18H2802 275,2017 4,34
FA 15:0 C15H3002 241,2173 4,69 |FA20:1 C20H3802 309,2799 5,25
FA 16:0 C16H3202 255,2330 4,84 |FA20:2 C20H3602 307,2643 4,97
FA 16:1 C16H3002 253,2173 4,61 |FA20:4 C20H3202 303,2330 4,65
FA 17:0 C17H3402 269,2486 5,01 |FA 20:5 C20H3002 301,2173 4,47
FA17:1 C17H3202 267,2330 4,77 |FA22:4 C22H3602 331,2643 4,86
FA 18:0 C18H3602 283,2643 5,20 |FA22:6 C22H3202 327,2330 4,59
FA 18:1 C18H3402 281,2486 4,91 |FA 24.0 C24H4802 367,3582 6,63
FA 18:2 C18H3202 279,2330 4,69 |FA24:1 C24H4602 365,3425 6,12
FA 18:3 C18H3002 277,2173 4,49

Glycosylceramide Addukt +H* # 6
Hex1Cer d18:1/24:0 C48H93NOS8 812,6974 8,17 |Hex2Cer d18:1/16:0 C46H87NO13 862,6250 6,11
Hex1Cer d18:1/24:1 C48H91NO8 810,6818 7,70 |Hex2Cerd18:1/24:0 C54H103NO13 974,7502 7,92
Hex1Cer d18:2/24:0 C48H91NOS8 810,6818 7,70 |Hex2Cer d18:1/24:1 C54H101NO13 972,7346 7,45

199



Anhang

Identifizierte Lipide in Humanplasma

Analyt Formel m/z RT  Analyt Formel m/z RT
Lysophosphatidylcholine Addukt +H*, +HCOy # 31
LPC 14:0 C22H46NO7P  468,3085 3,92 |LPC 20:1 C28H56NO7P  550,3867 4,58
LPC 15:0 C23H48NO7P  482,3241 4,08 |LPC 20:2 C28H54NO7P  548,3711 4,37
LPC 16:0 C24H50NO7P  496,3398 4,23 |LPC 20:3 C28H52NO7P  546,3554 4,21
LPC 16:1 C24H48NO7P  494,3241 4,02 |LPC 20:4 C28H50NO7P  544,3398 4,09
LPC 17:0 C25H52NO7P  510,3554 4,37 |LPC 20:5 C28H48NO7P  542,3241 3,90
LPC 18:0 C26H54NO7P  524,3711 4,53 |LPC 22:0 C30H62NO7P  580,4337 5,11
LPC 18:1 C26H52NO7P  522,3554 4,32 |LPC 22:4 C30H54NO7P  572,3711 4,30
LPC 18:2 C26H50NO7P  520,3398 4,11 |LPC 2255 C30H52NO7P  570,3554 4,13
LPC 18:3 C26H48NO7P  518,3241 3,93 |LPC 22:6 C30H50NO7P  568,3398 4,04
LPC 19:0 (n) C27H56NO7P  582,3766 4,61 |LPC 24:0 C32H66NO7P  608,4650 5,50
LPC 19:1 (n) C27H54NO7P  580,3609 4,40 |LPC24:1 C32H64NO7P  606,4493 5,13
LPC 20:0 C28H58NO7P  552,4024 4,81

LPC 0O-16:0 (n) C24H52NO6P  526,3503 4,32 |LPC 0-18:1 (n) C26H54NO6P  552,3660 4,39
LPC 0O-16:1 (n) C24H50NO6P  524,3347 4,32 |LPC 0-18:2 C26H52NO6P  506,3605 4,45
LPC O-17:1 (n) C25H52NO6P  538,3503 4,43 |LPC 0-20:0 (n) C28H58NO6P  580,3973 4,65
LPC 0-18:0 (n) C26H56NO6P  554,3816 4,61 |LPC O-5:0 (n) C13H30NO6P  372,1782 2,77
Lysophosphatidylethanolamine Addukt -H* # 22
LPE 16:0 C21H44NO7P  452,2783 4,24 |LPE 20:2 C25H48NO7P  504,3096 4,37
LPE 16:1 C21H42NO7P  450,2626 4,01 |LPE 20:3 C25H46NO7P  502,2939 4,21
LPE 17:0 C22H46NO7P  466,2939 4,37 |LPE 20:4 C25H44NO7P  500,2783 4,09
LPE 17:2 C22H42NO7P  462,2626 4,27 |LPE 20:5 C25H42NO7P  498,2626 3,90
LPE 18:0 C23H48NO7P  480,3096 4,53 |LPE 22:0 C27H56NO7P  536,3722 5,14
LPE 18:1 C23H46NO7P  478,2939 4,32 |LPE 22:4 C27H48NO7P  528,3096 4,29
LPE 18:2 C23H44NO7P  476,2783 4,11 |LPE 22:5 C27H46NO7P  526,2939 4,11
LPE 18:3 C23H42NO7P  474,2626 3,92 |LPE 22:6 C27H44NO7P  524,2783 4,04
LPE 20:0 C25H52NO7P  508,3409 4,48 |LPE 24:0 C29H60NO7P  564,4035 5,54
LPE 20:1 C25H50NO7P  506,3252 4,58

LPE O-16:1 C21H44NO6P  436,2834 4,38 |LPE O-20:1 C25H52NO6P  492,3460 4,97
LPE O-18:1 C23H48NO6P  464,3147 4,67

Lysophosphatidylglycerole Addukt -H+ # 4
LPG 16:0 C22H4509P 483,2729 4,30 |LPG 18:1 C24H4709P 509,2885 4,39
LPG 18:0 C24H4909P 511,3042 4,65 |LPG 18:2 C24H4509P 507,2729 4,15
Lysophosphatidylinositole Addukt -H+ # 7
LPI 16:0 C25H49012P 571,2889 4,21 |LPI18:2 C27H49012P 595,2889 4,07
LPI17:1 C26H49012P 583,2889 4,13 |LPI20:3 C29H51012P 621,3045 4,19
LPI 18:0 C27H53012P 599,3202 4,56 |LPI20:4 C29H49012P 619,2889 4,05
LPI118:1 C27H51012P 597,3045 4,31

Phosphatidylcholine Addukt +H*, +HCO»> # 92
PC 28:0 C36H72NO8P  678,5068 5,69 |PC 36:4 C44HBONO8SP  782,5694 6,17
PC 28:1 C36H70NO8P  676,4912 5,41 |PC 36:4_OH C44HB80ONO9P  798,5644 5,77
PC 29:0 C37H74NO8P  692,5225 5,85 |PC 36:5 C44H78NO8P  780,5538 5,89
PC 30:0 C38H76NO8P  706,5381 6,07 |PC 36:6 C44H76NO8P  778,5381 5,66
PC 30:1 C38H74NO8P  704,5225 5,78 |PC37:2 C45H86NO8P  800,6164 6,89
PC 30:2 C38H72NO8P  702,5068 5,48 |PC37:3 C45H84NO8P  798,6007 6,53
PC 31:0 C39H78NO8P  720,5538 6,26 |PC37:4 C45H82NO8P  796,5851 6,38
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Identifizierte Lipide in Humanplasma

Analyt Formel m/z RT  Analyt Formel m/z RT
PC 31:1 C39H76NO8P  718,5381 5,96 |PC 37:6 C45H78NO8P  792,5538 5,85
PC 31:2 C39H74NO8P  716,5225 6,37 |PC38:1 C46HOONOSP  816,6477 7,46
PC 32:0 C40H8ONO8P  734,5694 6,47 |PC 38:2 C46H88NO8P  814,6320 7,07
PC 32:1 C40H78NO8P  732,5538 6,15 |PC 38:3 C46H86NO8SP  812,6164 6,78
PC 32:2 C40H76NO8P  730,5381 5,84 |PC 38:4 C46H84NO8P  810,6007 6,61
PC 33:0 C41H82NO8P  748,5851 6,65 |PC 385 C46H82NO8P  808,5851 6,29
PC 33:1 C41H8ONO8P  746,5694 6,36 |PC 38:6 C46H80ONO8P  806,5694 6,04
PC 33:2 C41H78NO8P  744,5538 6,03 |PC 38:7 C46H78NO8P  804,5538 5,76
PC 33:3 C41H76NO8P  742,5381 6,44 |PC 39:3 C47H88NO8P  826,6320 7,00
PC 34:0 C42H84NO8P  762,6007 6,92 |PC 394 C47HB86NO8SP  824,6164 6,82
PC 34:1 C42H82NO8P  760,5851 6,56 |PC 39:5 C47H84NO8P  822,6007 6,37
PC 34:2 C42HBONO8P  758,5694 6,23 | PC 39:6 C47H82NO8P  820,5851 6,22
PC 34:3 C42H78NO8P  756,5538 5,93 |PC40:1 C48H94NO8P  844,6790 7,95
PC 34:4 C42H76NO8P  754,5381 5,80 |PC 40:2 C48H92NO8P  842,6633 7,60
PC 34:5 C42H74NO8P  752,5225 5,51 |PC 40:4 C48H88NO8P  838,6320 6,90
PC 35:0 C43H86NO8P  776,6164 7,11 |PC 40:6 C48H84NO8P  834,6007 6,45
PC 35:1 C43H84NO8P  774,6007 6,78 |PC 40:7 C48H82NO8P  832,5851 6,11
PC 35:2 C43H82NO8P  772,5851 6,44 |PC 42:4 C50H92NO8P  866,6633 7,53
PC 35:3 C43H80ONO8P  770,5694 6,13 |PC 42:5 C50H90NO8P  864,6477 6,92
PC 35:4 C43H78NO8P  768,5538 5,98 |PC 42:6 C50H88NO8P  862,6320 6,71
PC 36:1 C44H86NO8P  788,6164 7,02 |PC 42:7 C50H86NO8P  860,6164 6,49
PC 36:2 C44H84NO8P  786,6007 6,66 |PC 42:8 C50H84NO8P  858,6007 6,15
PC 36:3 C44H82NO8P  784,5851 6,34 | PC42:9 C50H82NO8P  856,5851 5,86
PC O-16:0_16:0 (n) C40H82NO7P  764,5800 6,74 |PC 0O-34:0 C42H86NO7P  748,6215 7,27
PC O-16:0_18:2 (n) C42H82NO7P  788,5800 6,46 |PC O-34:1 C42H84NO7P  746,6058 6,88
PC O-16:0_20:4 (n) C44H82NO7P  812,5800 6,42 |PC 0O-36:1(n) C44H88NO7P  818,6270 7,65
PC O-16:1_16:0 (n) = C40H8ONO7P  762,5644 6,69 |PC O-36:6 (n) C44H78NO7P  808,5487 6,04
PC O-16:1_18:1(n) C42H82NO7P  788,5800 6,46 |PC O-38:6 C46H82NO7P  792,5902 6,41
PC O-16:1_18:2 (n) C42H80ONO7P  786,5644 6,43 |PC O-38:7 C46H80NO7P  790,5745 6,25
PC O-16:1_20:4 (n) C44H80ONO7P  810,5644 6,35 |PC 0-39:1 C47H94NO7P  816,6841 7,52
PC O-18:0_20:4 (n) C46H86NO7P  840,6113 6,87 |PC 0O-40:5 (n) C48H88NO7P  866,6270 6,90
PC O-18:1_18:1(n) C44H86NO7P  816,6113 6,92 |PC 0O-40:6 C48H86NO7P  820,6215 6,75
PC O-18:1_18:2 C44HB84NO7P  770,6058 6,61 |PC 0-40:7 (n) C48H84NO7P  862,5957 6,33
PC O-18:1_20:4 (n) C46H84NO7P  838,5957 6,47 |PC 0-42:3 C50H96NO7P  854,6997 7,93
PC 0O-30:0 C38H78NO7P  692,5589 6,37 |PC0O-42:4 C50H94NO7P  852,6841 7,87
PC 0-30:1 (n) C38H76NO7P  734,5331 6,26 |PC 0-42:5 C50H92NO7P  850,6684 7,39
PC O-31:0 C39H80ONO7P  706,5745 6,12 |PC O-42:6 C50H90NO7P  848,6528 7,00
PC O-31:1 C39H78NO7P  704,5589 5,80 |PC 0O-42:7 C50H88NO7P  846,6371 6,79
PC 0O-33:0 C41H84NO7P  734,6058 6,51 |PC 0O-44:5 C52H96NO7P  878,6997 7,85
Phosphatidylethanolamine Addukt -H* # 36
PE 32:0 C37H74NO8P  690,5079 6,03 |PE 37:4 C42H76NO8P  752,5236 6,47
PE 32:1 C37H72NO8P  688,4923 6,24 |PE 38:2 C43H82NO8P  770,5705 7,17
PE 34:1 C39H76NO8P  716,5236 6,66 |PE 38:4 C43H78NO8P  766,5392 6,70
PE 34:2 C39H74NO8P  714,5079 6,32 | PE 38:5 C43H72NO8P  760,4923 5,77
PE 34:3 C39H72NO8P  712,4923 6,00 |PE 38:5 C43H76NO8P  764,5236 6,36
PE 35:2 C40H76NO8P  728,5236 6,53 | PE 38:6 C43H74NO8P  762,5079 6,12
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Identifizierte Lipide in Humanplasma

Analyt Formel m/z RT  Analyt Formel m/z RT
PE 36:1 C41HBONOSP  744,5549 7,12 |PE 40:3 C45H84NO8P  796,5862 6,73
PE 36:2 C41H78NO8P  742,5392 6,75 | PE 40:5 C45H80NO8P  792,5549 6,66
PE 36:3 C41H76NO8P  740,5236 6,40 |PE 40:6 C45H78NO8P  790,5392 6,54
PE 36:4 C41H74NO8P  738,5079 6,26 | PE 40:7 C45H76NO8P  788,5236 6,19
PE 36:5 C41H72NO8P  736,4923 5,96 |PE41:1 C46H90NOSP  814,6331 7,46
PE O-16:1_18:2 C39H74NO7P  698,5130 6,59 |PE O-18:2_20:4 C43H76NO7P  748,5287 6,60
PE O-16:1_20:4 C41H74NO7P  722,5130 6,51 |PE O-35:3 C40H76NO7P  712,5287 6,80
PE O-18:1_16:0 C39H78NO7P  702,5443 7,33 | PE O-36:6 C41H72NO7P  720,4974 6,20
PE O-18:1_18:1 C41HBONO7P  728,5600 7,42 |PE O-38:3 C43H82NO7P  754,5756 7,51
PE O-18:1_18:2 C41H78NO7P  726,5443 7,03 | PE O-38:4 C43H80NO7P  752,5600 7,00
PE O-18:1_20:4 C43H78NO7P  750,5443 6,97 | PE O-40:5 C45H82NO7P  778,5756 7,43
PE O-18:2_18:2 C41H76NO7P  724,5287 6,66 | PE O-42:5 C47H86NO7P  806,6069 7,90
Phosphatidylglycerole Addukt -H* # 3
PG 34:1 C40H77010P 7475182 7,21 |PG 36:4 C42H75010P 769,5025 6,75
PG 36:1 C42H81010P 775,5495 7,78

Phosphatidylinositole Addukt -H* # 19
PI 32:0 C41H79013P  809,5186 6,95 |PI 36:3 C45H81013P  859,5342 6,77
P132:1 C41H77013P 807,5029 6,57 |PI36:4 C45H79013P 857,5186 6,59
PI33:1 C42H79013P  821,5186 6,81 |PI36:5 C45H77013P  855,5029 6,23
P134:0 C43H83013P 837,5499 7,49 |PI37:4 C46H81013P 871,5342 6,85
Pl 34:1 C43H81013P  835,5342 7,04 |PI38:4 C47H83013P  885,5499 7,06
Pl 34:2 C43H79013P 833,5186 6,66 |PI38:5 C47H81013P 883,5342 6,70
P135:1 C44H83013P 849,5499 7,34 |PI38:6 C47H79013P 881,5186 6,42
Pl 35:2 C44H81013P 847,5342 6,91 |Pl140:5 C49H85013P 911,5655 7,04
PI 36:1 C45H85013P  863,5655 7,59 |PIl40:6 C49H83013P  909,5499 6,91
Pl 36:2 C45H83013P 861,5499 7,15

Phosphatidylserine Addukt -H* # 2
PS 36:1 C42H80ONO10P 788,5447 7,45 |PS 36:2 C42H78NO10P 786,5291 7,03
Sphingomyeline Addukt -H* # 32
SM 30:0 C35H73N206P 649,5279 554 |SM37:1 C42H85N206P 745,6218 6,83
SM 30:1 C35H71N206P 647,5123 5,37 |SM 38:1 C43H87N206P 759,6375 7,11
SM 32:.0 C37H77N206P 677,5592 5,90 |SM 38:2 C43H85N206P 757,6218 6,67
SM 32:1 C37H75N206P 675,5436 5,76 |SM 39:1 C44H89N206P 773,6531 7,35
SM 32:2 C37H73N206P 673,5279 5,43 |SM40:1 C45H91N206P 787,6688 7,53
SM 33:1 C38H77N206P 689,5592 5,94 |SM 40:2 C45H89N206P 785,6531 7,15
SM 33:2 C38H75N206P 687,5436 5,61 |SM 40:3 C45H87N206P 783,6375 6,71
SM 34:0 C39H81N206P 705,5905 6,31 |SM41:1 C46H93N206P 801,6844 7,78
SM 34:1 C39H79N206P 703,5749 6,13 |SM41:2 C46H91N206P 799,6688 7,39
SM 34:2 C39H77N206P 701,5592 5,81 |SM42:1 C47H95N206P 815,7001 8,02
SM 35:0 C40H83N206P 719,6062 6,74 |SM42:2 C47HO93N206P 813,6844 7,52
SM 35:1 C40H81N206P 717,5905 6,35 |SM42:3 C47H91N20O6P 811,6688 7,15
SM 36:0 C41H85N206P 733,6218 6,75 |SM43:1 C48H97N206P 829,7157 8,21
SM 36:1 C41H83N206P 731,6062 6,57 |SM 43:2 C48H95N206P 827,7001 7,71
SM 36:2 C41H81IN206P 729,5905 6,22 |SM44:1 C49H99N206P 843,7314 8,51
SM 36:3 C41H79N206P 727,5749 5,92 | SM 44:2 C49H97N206P 841,7157 7,99
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Identifizierte Lipide in Humanplasma

Analyt Formel m/z RT  Analyt Formel m/z RT
Sterole Addukt -H*, OH" # 4

ST 19:2_ OH2_S C19H2805S 367,1585 2,50 |ST27:1_OH C27H460 369,3516 5,80
ST 19:2 OH3_S C19H2806S 383,1534 190 |ST27:1 OH_S C27H4604S 465,3044 5,00
Sterylester Addukt +NH4* # 17
SE 27:1/14:0 C41H7202 614,5871 9,89 |SE 27:1/20:2 C47H8002 694,6497 10,25
SE 27:1/15:0 C42H7402 628,6027 10,08 | SE 27:1/20:3 C47H7802 692,6340 10,02
SE 27:1/16:2 C43H7202 638,5871 9,59 |SE 27:1/20:4 C47H7602 690,6184 9,75
SE 27:1/17:0 C44H7802 656,6340 10,41 | SE 27:1/20:5 C47H7402 688,6027 9,42
SE 27:1/17:1 C44H7602 654,6184 10,13 | SE 27:1/22:4 C49H8002 718,6497 10,05
SE 27:1/18:1 C45H7802 668,6340 10,29 | SE 27:1/22:5 C49H7802 716,6340 9,74
SE 27:1/18:2 C45H7602 666,6184 9,96 |SE 27:1/22:6 C49H7602 714,6184 9,53
SE 27:1/18:3 C45H7402 664,6027 9,65 |SE 27:1/24:6 C51H8002 742,6497 9,82
SE 27:1/20:1 C47H8202 696,6653 10,57

Triglyceride Addukt +NH4* # 97
TG 34:0 C37H7006 628,5511 7,80 |TG53:2 C56H10406 890,8171 10,47
TG 36:1 C39H7206 654,5667 7,88 | TG 53:3 C56H10206 888,8015 10,23
TG 42:0 C45H8606 740,6763 9,37 | TG 53:4 C56H10006 886,7858 9,99
TG 42:1 C45H8406 738,6606 9,09 |TG 535 C56H9806 884,7702 9,76
TG 42:2 C45H8206 736,6450 8,76 | TG 54:0 C57H11006 908,8641 11,05
TG 43:0 C46H8806 754,6919 9,54 |TG54:1 C57H10806 906,8484 10,82
TG 44:0 C47H9006 768,7076 9,70 | TG 54:2 C57H10606 904,8328 10,61
TG 44:1 C47H8806 766,6919 9,43 | TG 54:3 C57H10406 902,8171 10,38
TG 44:2 C47H8606 764,6763 9,12 | TG 54:4 C57H10206 900,8015 10,14
TG 45:0 C48H9206 782,7232 9,85 | TG 54:5 C57H10006 898,7858 9,87
TG 45:1 C48H9006 780,7076 9,59 | TG 54:6 C57H9806 896,7702 9,59
TG 46:0 C49H9406 796,7389 10,01 | TG 54:7 C57H9606 894,7545 9,47
TG 46:1 C49H9206 794,7232 9,74 | TG 55:0 C58H11206 922,8797 11,17
TG 46:2 C49H9006 792,7076 9,46 | TG55:1 C58H11006 920,8641 10,96
TG 46:3 C49H8806 790,6919 9,16 | TG 55:2 C58H10806 918,8484 10,72
TG 47:0 C50H9606 810,7545 10,16 | TG 55:3 C58H10606 916,8328 10,49
TG 47:1 C50H9406 808,7389 9,89 |TG55:4 C58H10406 914,8171 10,26
TG 47:2 C50H9206 806,7232 9,62 | TG 55:5 C58H10206 912,8015 10,10
TG 48:0 C51H9806 824,7702 10,29 | TG 55:6 C58H10006 910,7858 9,86
TG 48:1 C51H9606 822,7545 10,04 | TG 56:0 C59H11406 936,8954 11,27
TG 48:2 C51H9406 820,7389 9,77 |TG56:1 C59H11206 934,8797 11,07
TG 48:3 C51H9206 818,7232 9,49 | TG 56:2 C59H11006 932,8641 10,84
TG 48:4 C51H9006 816,7076 9,21 |TG56:3 C59H10806 930,8484 10,62
TG 49:0 C52H10006 838,7858 10,43 | TG 56:4 C59H10606 928,8328 10,41
TG 49:1 C52H9806 836,7702 10,19 | TG 56:5 C59H10406 926,8171 10,21
TG 49:2 C52H9606 834,7545 991 | TG 56:6 C59H10206 924,8015 10,02
TG 49:3 C52H9406 832,7389 9,65 |TG56:7 C59H10006 922,7858 9,79
TG 49:4 C52H9206 830,7232 9,41 | TG 56:8 C59H9806 920,7702 9,55
TG 50:0 C53H10206 852,8015 10,56 | TG 56:9 C59H9606 918,7545 9,29
TG 50:1 C53H10006 850,7858 10,32 | TG57:1 C60H11406 948,8954 11,19
TG 50:2 C53H9806 848,7702 10,07 | TG 57:2 C60H11206 946,8797 10,59
TG 50:3 C53H9606 846,7545 9,80 | TG58:1 C61H11606 962,9110 11,29
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Identifizierte Lipide in Humanplasma

Analyt Formel m/z RT  Analyt Formel m/z RT
TG 50:4 C53H9406 844,7389 9,54 | TG 58:10 C61H9806 944,7702 9,37
TG 50:5 C53H9206 842,7232 9,34 | TG58:11 C61H9606 942,7545 9,11
TG 51:0 C54H10406 866,8171 10,67 | TG 58:2 C61H11406 960,8954 11,07
TG 51:1 C54H10206 864,8015 10,45 | TG 58:3 C61H11206 958,8797 10,86
TG 51:2 C54H10006 862,7858 10,21 | TG 58:4 C61H11006 956,8641 10,64
TG 51:3 C54H9806 860,7702 9,95 |TG58:5 C61H10806 954,8484 10,44
TG 51:4 C54H9606 858,7545 9,68 | TG 58:6 C61H10606 952,8328 10,22
TG 52:0 C55H10606 880,8328 10,80 | TG 58:7 C61H10406 950,8171 10,00
TG 52:1 C55H10406 878,8171 10,58 | TG 58:8 C61H10206 948,8015 9,86
TG 52:2 C55H10206 876,8015 10,35| TG 58:9 C61H10006 946,7858 9,61
TG 52:3 C55H10006 874,7858 10,10 | TG 59:3 C62H11406 972,8954 10,97
TG 52:4 C55H9806 872,7702 9,83 | TG 60:10 C63H10206 972,8015 9,65
TG 52:5 C55H9606 870,7545 9,58 | TG 60:12 C63H9806 968,7702 9,22
TG 52:6 C55H9406 868,7389 9,37 | TG 60:2 C63H11806 988,9267 11,30
TG 52:7 C55H9206 866,7232 9,14 | TG 60:3 C63H11606 986,9110 10,61
TG 53:0 C56H10806 894,8484 10,70 | TG 60:4 C63H11406 984,8954 10,87
TG 53:1 C56H10606 892,8328 10,70

Sonstige Addukt +NH4*, -H* # 2
Ubiquinone-10 C59H9004 863,6912 9,39 | Thyroxin C15H11I14NO4  775,6794 2,70
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Tabelle 33: Einfluss des Materials des Extraktionsgefal3es bei der Plasma-Extraktion.

Die Extraktion und das Abdampfen in 1,5 mL Polypropylen-Reaktionsgeféae wurden mit der Extraktion in PP
und Abdampfen in Glasvials verglichen. Zur Kontrolle wurde in Glasvials extrahiert und abgedampft (n=10).
Werte > 15% sind fett markiert. PP = Polypropylen-Reaktionsgefal3.

Einfluss des Materials des ExtraktionsgefaRes

Glasvial PP + Glasvial PP
Analyt RSD [%] RE [%] RSD [%] RE [%] RSD [%]

Cer d18:1/16:0 9,29 10,76 8,86 7,51 3,46
Cer d18:0/22:0 5,99 7,09 6,75 7,62 7,11
Cer d18:0/24:0 13,93 14,52 11,04 12,7 17,78
Cer d18:1/22:0 5,43 9,88 6,3 8,19 8,74
Cer d18:1/23:0 5,94 11,36 5,05 6,29 6,66
Cer d18:1/24:0 5,28 10,43 3,59 9,97 9,22
Cer d18:2/22:0 7,41 11,8 5,97 6,98 4,42
DG 32:1 6,65 13,16 6,4 13,09 6,49
DG 34:1 4,18 5,77 3,57 1,54 7,07
DG 34:2 5,51 8,99 5,18 3,28 7,16
DG 36:1 5,65 4,66 4,1 1,71 6,03
DG 36:2 5,13 8,12 4,7 1,77 7,25
DG 36:3 7,29 8,94 511 -0,42 8,82
DG 36:4 4,79 10,86 3,81 -2,69 8,77
DG 38:5 8,56 573 9,55 -11 51

DG 38:6 8,81 7,06 8,64 -2,41 4,47
FA 14:0 12,21 15,68 17 23,14 9,32
FA 15:0 16,24 27,12 21,85 54,78 13,28
FA 16:0 10,52 48,94 20,19 75,18 20,21
FA 16:1 14,86 9,7 9,02 9,35 8,81
FA 17:0 16,62 15,53 10,4 36,51 9,54
FA 17:1 8,22 13,45 12,92 34,58 13,27
FA 18:0 54 76,89 19,9 129,2 27,85
FA 18:1 7,24 7,58 10,47 9,19 13,05
FA 18:2 10,43 13,74 21,21 7,45 19,56
FA 18:3 2,83 1,43 6,64 -5,73 14,12
FA 18:4 14,54 20,53 14,53 76,65 13,72
FA 20:1 7,89 18,17 7,94 24,34 11,01
FA 20:2 10,19 15,32 8,28 10,87 7,19
FA 20:4 2,19 11,28 6,16 -0,36 9,13
FA 20:5 6,53 0,94 7,73 -2,43 15,67
FA 22:4 9,08 17,52 9,52 6,92 14,87
FA 22:6 49 7,95 3,51 -5,41 10,3
FA 24:1 10,36 17,9 7,19 16,89 8,6

Hex2Cer d18:1/16:0 7,44 6,27 5,61 23,75 8,63
Hex2Cer d18:1/24:1 7,95 8,71 5,49 -0,5 7,93
HexCer d18:1/16:0 9,21 4,18 7,07 0,98 6,54
HexCer d18:1/24:0 7,21 8,83 6,16 6,74 7,39
LPC 14:0 9,6 0,43 3,14 3,77 6,8

LPC 15:0 8,44 3,69 2,78 3,45 6,11
LPC 16:0 6,89 5,12 2,1 5,87 7,03
LPC 16:1 8,09 4,25 3,67 2 6,23
LPC 17:0 8,83 6,25 3,39 5,57 7,35
LPC 18:0 5,92 6,24 2,81 6,92 7,55
LPC 18:1 7,27 5,93 3,26 2,08 7,15
LPC 18:2 7,33 4,31 2,99 1,31 7,34
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Einfluss des Materials des ExtraktionsgefaRes

Glasvial PP + Glasvial PP
Analyt RSD [%] RE [%] RSD [%] RE [%] RSD [%]

LPC 18:3 8,49 5,75 4,2 1,62 6,63
LPC 20:0 7,91 10,28 5,44 5,46 11,3
LPC 20:1 6,79 7,26 7,56 4,92 6,35
LPC 20:2 7,72 6,42 2,91 1,79 8,94
LPC 20:3 6,89 7,65 4,09 2,43 11,47
LPC 20:4 7 4,37 3,13 1,57 7,22
LPC 20:5 7,96 3,04 3,85 -1,57 5,48
LPC 22:0 11,34 13,02 54 4,18 7,48
LPC 22:4 4,18 7,69 5,88 8,2 7,31
LPC 22:5 6,04 7,39 5,69 -4,91 7,63
LPC 22:6 6,4 5,97 4,15 -2,02 6,1

LPC 24:0 11,28 5,48 8,9 7,52 11,75
LPC 0O-16:0 2,89 6,32 2,6 -1,29 8,2

LPC O-16:1 2,32 7,37 2,2 -24,96 11,17
LPC 0-18:0 3,19 8,25 3,82 3,03 6,34
LPC O-18:1 3,68 5,91 3,72 -6,03 10,14
LPE 16:0 3,95 4,59 2,75 -6,02 10,86
LPE 18:0 2,88 6,96 2,77 -6,52 12,06
LPE 18:1 3,43 6,23 2,72 -8,35 11,29
LPE 18:2 3,47 5,03 3,41 -7,96 10,2
LPE 20:3 10,29 2,53 8,94 -4,72 13,75
LPE 20:4 3,92 1,08 6,04 -1,8 11,97
LPE 22:6 2,54 2,37 3,66 -6,27 10,94
LPE O-16:1 4,59 5,65 3,3 -28,63 12,9
LPE O-18:1 3,01 5,54 2,6 -26,1 12,02
LPI 18:0 6,8 2,84 521 0,7 12,17
LPI 18:2 13,13 -8,53 5,47 0,78 12,33
LPI 20:3 10,45 -2,36 5,47 -18,77 13,36
LPI 20:4 9,27 -6,29 3,7 -15,9 8,66
PC 30:0 6,75 7,1 4,36 9,79 5,54
PC 30:1 6,96 9,1 4,12 0,67 6,04
PC 30:2 11,76 17,97 7,66 3,71 6,28
PC 32:0 6,25 6,03 3,29 10,37 5,85
PC 32:1 4,57 5,49 3,58 4,33 3,94
PC 32:2 6,45 7,03 3,03 -2,53 5,58
PC 33:2 6,85 8,46 3,81 411 6,08
PC 34:0 6 8,35 3,91 8,93 6,09
PC 34:1 4,26 4,69 2,57 3,71 3,78
PC 34:2 4,33 4,45 2,32 3,24 3,88
PC 34:3 55 6,15 2,71 -0,47 6,17
PC 34:4 6,09 9,05 3,45 -6,79 6,08
PC 34:5 6,5 6,32 4,56 -7,39 6,81
PC 36:1 4,78 6,12 2,98 3,39 5,43
PC 36:2 4,51 4.8 2,67 1,85 4,47
PC 36:3 4,92 6,37 3,01 0,49 4,85
PC 36:4 3,94 4,34 2,78 0,01 3,59
PC 36:5 4,1 7,49 3,97 -3,93 6,49
PC 38:2 5,61 6,19 3,55 -0,27 5,32
PC 38:3 6,51 4,49 6,35 -0,35 4,55
PC 38:4 4,01 4,32 3,33 -2,66 3,28
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Einfluss des Materials des ExtraktionsgefaRes

Glasvial PP + Glasvial PP
Analyt RSD [%] RE [%] RSD [%] RE [%] RSD [%]

PC 38:6 4,08 7,3 3,63 -3,27 6,01
PC 40:4 10,26 14,16 6,45 2,06 7,87
PC 40:6 5,38 7,5 3,63 -4,44 6,32
PC 40:7 45 6,75 5,02 -7,1 3,29
PC 0-16:0_16:0 5,03 5,29 4,72 9,44 6,53
PC 0O-16:0_18:2 6,56 2,54 1,74 -2,68 6,15
PC 0-16:0_20:4 4,49 -1,12 2,87 -8,38 8,14
PC O-16:1_16:0 8,21 6,95 2,82 -19,3 5,93
PC O-16:1_18:1 7,82 0,44 4,43 -18,27 10,08
PC O-16:1_18:2 4,52 2,26 2,12 -22,65 12,11
PC O-16:1_20:4 3,97 1,71 4 -21,48 7,65
PC 0-18:0_20:4 8,23 -0,17 5,29 -4,9 7,85
PC 0-18:1_20:4 3,81 0,66 3,72 -9,87 7,63
PC 0-34:1 52 2,63 4,49 1,93 5,06
PE 32:1 7,09 2,77 7,67 -11,19 17,49
PE 34:1 3,3 1,89 3,14 -7,36 9,65
PE 34:2 1,1 1,75 1,81 -9,25 10,34
PE 34:3 7,36 6,79 4,22 -6,76 16,43
PE 36:1 1,67 3,96 2,24 -10,39 9,32
PE 36:2 2,5 4,72 2,68 -6,45 7,85
PE 36:3 4,25 4,74 2,36 -10,68 11,08
PE 36:4 3,34 7,07 3,51 -10,37 11,32
PE 36:5 5,64 3,14 6,57 -14,48 8,97
PE 38:4 5,39 4,61 3,35 -11,74 9,46
PE 38:5 3,06 0,94 2,29 -15,51 6,83
PE 38:6 4,01 10,57 3,53 -11,65 15,53
PE 40:6 3,82 8,75 3,72 -11,99 15,67
PE 40:7 2,49 13,09 5,82 -11,29 14,13
PE O-16:1_18:2 3,44 11 3,82 -22,16 15,36
PE O-16:1_20:4 4,45 11,36 2,98 -21,81 15,04
PE O-18:1_18:1 3,78 8,31 4,54 -27,14 9,82
PE O-18:1_18:2 2,16 5,73 0,96 -25,02 9,56
PE O-18:1_20:4 1,73 5,96 2,86 -26,15 9,46
PE 0-18:2_20:4 2,41 12,17 1,64 -21,93 14,42
P132:1 3,57 4,59 3,94 1,94 7,15
Pl 34:1 2,26 5,61 3,84 2,41 6,45
Pl 34:2 3,97 6,65 2,33 4,96 9,56
P136:1 3,34 8,9 6,53 -1,2 6,98
Pl 36:2 5,87 10,8 53 4,39 6,09
Pl 36:3 3,85 1,76 5,45 -1,17 7,96
Pl 36:4 4,05 8,18 3,64 -1,21 8,48
P138:3 3,09 6,05 3,99 -2,76 5,91
Pl 38:4 31 10,24 3,97 -3,18 8,67
Pl 38:6 3,69 9,79 9,33 0,82 10,51
Pl 40:5 5,77 7,85 4,52 -9,43 9,67
Pl 40:6 8,46 5,55 3,29 -4,64 8,26
PS 36:1 6,91 0,45 5,82 -11,56 5,6

SE 27:1/14:1 16,27 9,89 4,84 5,38 10,47
SE 27:1/16:1 10,17 5,17 6,12 4,43 3,64
SE 27:1/17:1 12,34 7,24 7,69 4,86 5,61
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Einfluss des Materials des ExtraktionsgefaRes

Glasvial PP + Glasvial PP
Analyt RSD [%] RE [%] RSD [%] RE [%] RSD [%]

SE 27:1/18:1 10,51 3,09 3,66 3,86 7,48
SE 27:1/18:2 10,12 4,41 3,34 6,11 5,03
SE 27:1/20:3 9,25 5,57 4,34 2,45 6,96
SE 27:1/20:4 9,14 5,77 3,77 6,07 5,68
SE 27:1/20:5 11,22 11,57 3,44 9,45 7,28
SE 27:1/22:4 5,32 2,32 7,25 -0,31 9,1

SE 27:1/22:6 10,34 10,61 3,64 8,23 6,93
SE 27:1/24:1 13,88 17,8 12,51 14,8 2,42
SM 30:1 6,14 9,12 4,93 7,71 7,02
SM 32:1 5,58 10,21 3,2 3,05 6,95
SM 32:2 5,96 7,05 4,26 3,02 6,56
SM 33:1 7,32 7,9 4,2 8,5 5,68
SM 33:2 7,53 6,96 5,97 2,12 8,33
SM 34:0 7,77 6,17 5,39 4,52 6,36
SM 34:1 4,88 5,85 2,32 8,29 4,42
SM 34:2 4,81 8,58 2,03 -4,05 6,72
SM 35:1 6,83 8,27 3,97 9,78 4,1

SM 36:0 6,83 6,88 4,38 7,88 6,95
SM 36:1 5,16 5,16 3,55 6,6 4,61
SM 36:2 4,22 5,57 5,22 2,48 4,06
SM 36:3 9,32 8,43 5,42 -7,92 6,82
SM 37:1 5,68 6,89 5,88 2,23 6,81
SM 38:1 5,6 6,54 3,46 7,85 6,26
SM 38:2 6,27 5,52 5,25 3,2 5,63
SM 39:1 5,74 6,48 3,31 8,02 7,38
SM 40:1 5,25 6,06 4,09 7,41 7,69
SM 40:2 5,17 7,12 3,36 4,1 6,74
SM 40:3 6,27 5,79 4,35 0,15 6,72
SM 41:1 6,38 7,88 3,29 9 7,97
SM 41:2 5,95 7,39 4,08 2,43 6,29
SM 42:1 5,65 6,5 3,08 9,25 7,48
SM 42:2 5,12 6,21 3,71 3,89 7,71
SM 42:3 4,92 7,54 3,88 1,29 6,26
SM 43:1 6,33 7,09 3,93 8,33 7,73
SM 43:2 6,19 6,82 4,36 2,91 7,65
ST 19:2 OH2_S 10,64 -4,89 3,61 -4,44 6,27
ST 19:2 OH3_S 25,74 -22,38 5,95 -20,97 8,49
ST 27:1_OH 3,82 6,19 1,54 -6,48 6,57
ST 27:1 OH_S 3,71 10,33 3,74 11,4 8,02
TG 42:1 7,57 13,31 7,55 14,24 9,51
TG 42:2 7,27 11,01 5,61 10,41 8,96
TG 44:0 14,21 15,22 4,94 14,21 6,16
TG 44:1 7,63 12,26 4,2 12,26 7,7

TG 44:2 7,87 15,34 6,14 14,91 8,81
TG 46:1 7,86 9,49 4,3 8,76 7,24
TG 46:2 8,01 13,67 4,69 11,98 7,9

TG 46:3 7,75 15,19 5,89 13,11 10,02
TG 48:1 10,27 5,48 1,66 9,59 5,47
TG 48:2 9,11 7,85 3,45 7,27 6,85
TG 48:3 7,88 10,98 4,99 10,36 8,5
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Einfluss des Materials des ExtraktionsgefaRes

Glasvial PP + Glasvial PP
Analyt RSD [%] RE [%] RSD [%] RE [%] RSD [%]
TG 48:4 8,28 11,58 6,08 10,35 8,51
TG 50:1 12,84 7,85 3,66 6,82 5,45
TG 50:2 8,17 4,82 1,98 6,93 5,16
TG 50:3 8,76 6,58 2,49 6,75 7,12
TG 50:4 7,61 10,05 4,61 8,14 7,91
TG 52:1 18,16 11,07 4,13 11,85 5,75
TG 52:2 7,2 5,29 2,33 6,56 5,49
TG 52:3 6,83 4,27 1,82 5,96 5,46
TG 52:4 8,44 6,93 2,23 7,04 7,09
TG 52:5 8,11 9,11 4,15 5,94 8,42
TG 54:1 25,72 14,07 7,32 13,94 8,92
TG 54:2 9,65 6,88 3,04 10,13 7,92
TG 54:3 7,71 5,96 3,31 5,22 5,99
TG 54:4 7,66 6,09 2,57 4,56 6,48
TG 54:5 8,81 6,71 2,57 7,37 8,22
TG 54:6 7,74 8,76 3,35 4,92 7,69
TG 56:1 25,98 18,69 12,35 18,75 10,98
TG 56:2 14,4 10,83 6,75 14,06 7,33
TG 56:3 9,8 12,63 511 15,18 7,31
TG 56:4 12,16 7,13 5,15 6,03 7,82
TG 56:5 7,12 7,38 3,45 4,56 8,35
TG 56:6 9,38 5,43 3,17 1,65 6,29
TG 58:1 26,59 17,38 17,21 15,51 15,95
TG 58:2 16,64 17,57 9,09 19,92 7,65
TG 58:3 13,84 9,69 8,47 11,02 8,64
TG 58:4 14,7 8,43 11,58 11,6 7,36
TG 58:6 13,03 7,99 6,6 5,14 11,63
Thyroxin 3,36 4,56 3,45 -10,71 5,97
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Tabelle 34: Einfluss der Inkubationszeit wahrend der Plasmaextraktion.

Vergleich der Inkubation von einer Minute Vortexen (Kontrolle), 10 oder 30 Minuten in Eiswasser und 30
Minuten bei 6 °C. Die Inkubationszeiten wurden jeweils nach Zugabe von MTBE, nach Zugabe der wassrigen
Phase und wahrend der Reextraktion angewendet. Angabe der Ergebnisse als relative Standardabweichung
und relativer Fehler der chromatographischen Peakflachen (n=6). Werte > 15% sind fett markiert.

Einfluss der Inkubationszeit auf die Lipidextraktion

1 min 10 min auf Eis 30 min auf Eis 30 min bei 6 °C
RSD [%] RE [%] RSD [%] RE [%] RSD [%] RE [%] RSD [%]

Cer d18:1/16:0 5,29 -0,13 4,81 -2,09 7,75 -11,13 12,09
Cer d18:0/22:0 6,63 -2,98 9,88 -0,57 9,96 -10,75 11,47
Cer d18:0/24:0 12,01 4,22 4,58 5,85 16,5 2,33 18,67
Cer d18:1/22:0 2,92 2,79 6,01 0,27 11,01 -1,77 12,82
Cer d18:1/23:0 3,22 0,05 7,9 0,93 9,33 -8,16 13,33
Cer d18:1/24:0 4,81 0,95 7,84 1,28 10,14 -9,51 12,38
Cer d18:2/22:0 12,57 -1,76 9,3 -5,54 10,87 -14,22 14,86
DG 32:1 4,53 -0,7 5,82 -1,33 4,06 -5,74 9,53
DG 34:1 411 -0,26 4,66 -0,4 6,46 -7,36 9,53
DG 34:2 4,68 -0,33 4,79 -1,56 8,17 -8,98 10,67
DG 36:1 6,35 0,46 4,43 1,94 9,13 -7,6 10,39
DG 36:2 3,27 1,51 5,82 2,13 10,01 -7,4 9,04
DG 36:3 4,76 -0,05 5,66 -1,26 8,82 -10,48 12,15
DG 36:4 6,32 0,36 6,2 -2,39 7,47 -9,55 12,18
DG 38:5 3,81 -0,76 4,71 -1,81 6,71 -10,15 11,61
DG 38:6 9,46 3,02 4,29 -7,07 9,57 -8,72 14,47
FA 14:0 2,29 -8,62 59 -12,42 5,32 -13,51 6,39
FA 15:0 17,17 -18,69 5,42 -9,35 7,65 -2,52 14,53
FA 16:0 3,85 -4,21 6,96 -3,88 4,96 -3,75 4,82
FA 16:1 3,66 -6,86 6,27 -9,23 6,67 -10,08 2,27
FA 17:0 16,87 -18,48 5,02 -14,37 8,79 -14,62 9,56
FA 17:1 20,32 -14,69 8,79 -13,47 10,05 -17,48 7,43
FA 18:0 5,04 -1,96 8,17 -0,31 6,83 -4,87 8,34
FA 18:1 2,57 -4,83 3,63 -5,85 3,48 -5,83 5,35
FA 18:2 3,54 -5,83 6,76 -6,55 5,31 -7,45 5,75
FA 18:3 4,98 -5,32 4,89 -7,77 6,12 -11,05 3,96
FA 18:4 3,16 -4,9 5,05 -10,66 9,84 -12,39 4,1
FA 20:1 6,27 -5,61 4,43 -4,04 9,51 -12 4,16
FA 20:2 7,43 -8,32 3,2 -8,34 5,79 -10,88 4.4
FA 20:4 1,99 7,77 47 -7,62 55 -9,96 4,96
FA 20:5 4,17 -5,58 4,43 -5,98 6,16 -8,34 5,28
FA 22:4 3,36 -6,91 3,92 -8,64 5,92 -12,6 5,81
FA 22:6 2,24 -5,76 4,35 -7,07 5,24 -9,85 4,51
FA 24:0 22,44 -34,79 7,66 -17,02 26,25 -3,52 32,59
FA 24:1 9,86 -6,3 7,47 2,1 6,79 -5,08 8,91
Hex2Cer d18:1/16:0 6,53 1,98 2,56 2,96 6,89 -5,24 8,46
Hex2Cer d18:1/24:1 10,03 8,04 12,88 1,29 15,95 -3,36 20,98
HexCer d18:1/16:0 8,43 7,57 2,86 10,4 12,23 1,81 5,52
HexCer d18:1/24:0 4,43 2,14 3,8 0,11 8,4 -8,32 11,42
LPC 14:0 6,94 9,75 5,96 4,6 7,05 -7,07 17,06
LPC 15:0 4,29 5,94 5,08 -1,42 9,49 -12,24 14,85
LPC 16:0 3,25 3,53 4,13 -0,44 7,83 -8,9 12,03
LPC 16:1 4,34 6,12 7,17 0,47 9,16 -10,5 15,72
LPC 17:0 3,64 3,5 6,48 -2,26 9,71 -11,94 15,12
LPC 18:0 3,28 1,95 4,08 -2,07 7,18 -9,74 12,66
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Einfluss der Inkubationszeit auf die Lipidextraktion

1 min 10 min auf Eis 30 min auf Eis 30 min bei 6 °C
RSD [%] RE [%] RSD [%] RE [%] RSD [%] RE [%] RSD [%]

LPC 18:1 3,48 2,99 4,26 -1,68 7,52 -10,05 12,59
LPC 18:2 3,1 3,37 5,25 -0,77 7,13 -9,29 13,71
LPC 18:3 8,77 6,71 7,2 0,7 8,83 -8,34 18,87
LPC 20:0 6,26 0,86 6,99 -0,25 8,67 -10,21 14,49
LPC 20:1 4,02 0,08 5,46 -3,08 7,92 -11,96 12,92
LPC 20:2 5,16 4,39 4,03 -1,39 13,39 -13,32 14,99
LPC 20:3 3,64 2,5 4,92 0,75 8,73 -6,5 14,9
LPC 20:4 3,78 3,38 4,54 0,24 8,6 -8,51 12,93
LPC 20:5 4,37 2,79 5,79 2 8,32 -5,71 15,73
LPC 22:0 8,72 -0,92 6,21 -1,9 8,64 -16,18 7,41
LPC 22:4 4,46 6,34 7,97 4,87 12,05 -4,6 12,51
LPC 22:5 8,93 -1,62 8,91 -2,75 8,18 -7,68 13,75
LPC 22:6 3,09 3,17 6,21 -1,09 9,15 -10,17 14,81
LPC 24:0 5 -2,36 4,02 -4,71 10,54 -11,24 13,36
LPC 0O-16:0 4,73 -2,54 4,49 -7,89 6,06 -11,94 4,53
LPC O-16:1 3,31 -6,32 3,99 -15,56 7,45 -15,4 6,58
LPC 0O-18:0 5,86 -4,61 6,36 -2,9 4,29 -1,85 8,82
LPC O-18:1 3,85 -3,1 4,98 -9,16 5,6 -11,63 4,62
LPE 16:0 4,96 -2,21 2,38 -8,5 5,81 -10,44 6,31
LPE 18:0 3,05 -5,35 4,24 -10,57 6,2 -12,62 5,78
LPE 18:1 4,52 -4,26 4,86 -10,28 6,74 -12,11 5,28
LPE 18:2 3,9 -3,1 3,8 -10,14 6,24 -12,23 4,9
LPE 20:3 7,56 -4,68 8,66 -4,39 5,77 -9,08 9,7
LPE 20:4 4,57 -1,75 3,3 1,14 7,14 -2,84 8,07
LPE 22:6 5,01 -6,52 6,83 -9 8,79 -11 8,22
LPE O-16:1 6,79 -5,02 7 -16,97 6,62 -17,02 6,27
LPE O-18:1 4,64 -6,33 7,43 -15,75 6,93 -13,74 6,22
LPI 18:0 6,29 4,73 2,83 -0,73 9,69 -8,56 6,97
LPI 18:2 9,3 15,25 8,68 2,94 12,91 -6,14 4,15
LPI 20:3 12,13 13,79 8,44 2,52 16,49 -3,4 13,89
LPI 20:4 5,39 14,37 9,11 3,47 13,24 -8,25 12,36
PC 30:0 3,06 1,67 3,08 -1,44 55 -4,43 8,68
PC 30:1 2,86 -1,5 3,56 -3,09 6,17 -7,67 8,99
PC 30:2 2,46 1,04 6,71 0,11 11,75 -8,63 13,73
PC 32:0 4,04 1,02 4 -0,1 4,72 -5,05 7,85
PC 32:1 2,74 0,53 3,12 -1,44 5,6 -4,46 6,25
PC 32:2 2,55 -1,23 3,51 -2,39 5,8 -7,93 7,84
PC 33:2 2,62 2,24 3,57 -1,95 6,36 -5,25 7,91
PC 34:0 2,75 0,64 4,53 -0,96 7,27 -7,84 8,97
PC 34:1 1,45 -0,07 2,55 -0,25 4,18 -5,13 6,07
PC 34:2 2,43 -0,08 2,48 -0,66 3,79 -4,48 5,75
PC 34:3 3,27 1,22 3,02 -1,12 6 -9,12 10,01
PC 34:4 3,16 -1,42 3,63 -3,27 5,53 -8,19 8,41
PC 34:5 3,42 -0,92 5,8 -2,33 10,11 -13,42 13,29
PC 36:1 2,24 0,43 3,09 -1,39 6,17 -7,32 9,03
PC 36:2 2,27 0,31 2,57 0,1 4,44 -5,5 6,21
PC 36:3 2,17 0,37 2,91 -0,8 4,18 -5,54 6,52
PC 36:4 2,25 -1,18 1,56 -1,67 4,52 -5,19 5,72
PC 36:5 2,84 0,1 3,88 -1,82 5,68 -7,26 8,97
PC 38:2 2,26 -0,73 3,56 -2,61 6,23 -8,45 8,78
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Einfluss der Inkubationszeit auf die Lipidextraktion

1 min 10 min auf Eis 30 min auf Eis 30 min bei 6 °C
RSD [%] RE [%] RSD [%] RE [%] RSD [%] RE [%] RSD [%]

PC 38:3 2,69 0,53 3,4 -1,04 6,07 -7,18 8,32
PC 38:4 2,19 0,96 2,72 0,33 3,76 -3,85 4,7
PC 38:6 2,23 0,22 3,46 -1,73 5,46 -6,54 7,89
PC 40:4 2,92 0,53 4,73 -1,94 7,07 -8,41 9,54
PC 40:6 4,61 0,1 3,67 -1,01 5,06 -6,72 8,53
PC 40:7 3,45 -0,83 3,37 -4,53 6,44 -7,16 9,67
PC 0-16:0_16:0 1,91 -4,09 4,66 -2,37 4,51 -3,06 1,87
PC 0O-16:0_18:2 2,59 -5,16 5,74 -6,13 2,85 -4,47 3,64
PC 0-16:0_20:4 3,34 -1,28 5,01 -1,94 4,56 -1,81 2,36
PC O-16:1_16:0 4,31 -2,82 6,35 -7,44 4,61 -3,91 3,5
PC O-16:1 18:1 5,33 -2,97 4,92 -5,17 2,88 -5,98 4
PC O-16:1 18:2 3,84 -3,44 3,64 -5,73 3,45 -6,64 2,08
PC O-16:1_20:4 4,84 -3,44 3,25 -6,15 3,26 -6 3,88
PC 0-18:0_20:4 512 -4,4 5,99 -1,97 5,21 -5,87 4,5
PC 0-18:1_20:4 3,09 -3,17 5,87 -2,98 4,19 -2,48 4.4
PC 0-34:1 4,71 -3,69 2,53 -1,77 2,97 -3,44 4,12
PE 32:1 3,72 -7,67 4,09 -12,07 7,49 -13,57 5,23
PE 34:1 2,07 -3,72 4,49 -7,95 3,63 -8,13 4,21
PE 34:2 4,66 -6,04 3,68 -10,75 7,3 -12,2 4,24
PE 34:3 10,22 -4,13 9,53 -12,2 6,48 -12,88 8,84
PE 36:1 5,06 -7,11 5,71 -10,8 6,47 -12,12 5,01
PE 36:2 3,91 -3,11 2,45 -4,83 3,91 -5,41 3,7
PE 36:3 4,14 -4,27 4,58 -11,06 6,84 -11,61 4,08
PE 36:4 5,39 -6,77 5,42 -11,83 10,07 -15,65 7,1
PE 36:5 3,83 -7,98 7,5 -14,47 7,06 -15,96 6,54
PE 38:4 3,87 -0,79 2,3 -3,66 3,33 -3,39 3,2
PE 38:5 4,99 -3,58 4,33 -10,92 7,02 -10,57 7,5
PE 38:6 6,57 -5,97 8,69 -10,05 11,17 -11,82 8,08
PE 40:6 4 -7,18 5,08 -10,56 9,56 -13,74 6,6
PE 40:7 5 -8,6 5,62 -15,02 9,05 -17,27 3,98
PE O-16:1_18:2 3,67 -11,63 5,42 -18,86 9 -20,27 8,17
PE O-16:1_20:4 57 -8,46 5,12 -13,67 10,32 -15,89 6,61
PE O-18:1_18:1 6,14 -8,66 6,28 -17,92 6,8 -13,5 7,53
PE O-18:1_18:2 4,45 -8,08 4,96 -15,39 9,19 -17,09 6,15
PE 0-18:1_20:4 5,72 -6,35 5,95 -14,02 7,45 -12,91 5,23
PE 0-18:2 20:4 3,78 -9,52 6,15 -17,59 9,16 -18,17 7,39
P132:1 4,54 -2,39 3,72 -3,9 6,6 -8,16 5,15
Pl 34:1 4,83 -2,36 2,37 -1,7 3,84 -4,56 3,03
Pl 34:2 3,03 -1,92 3,37 -3,39 5,75 -6,92 3,7
P136:1 5,47 -5,7 4,91 -4,09 9,64 -8,79 5,26
Pl 36:2 4,89 -4,2 3,25 -4,95 6,2 -7,87 4,69
Pl 36:3 4,26 -6,15 6,08 -4,43 5,51 -9,72 4,71
Pl 36:4 3,99 -1,8 4.8 -4,82 57 -8,31 5,37
P138:3 45 -4,06 3,65 -6,19 6,58 -8,88 4,65
Pl 38:4 6,09 -2,87 4,52 -2,19 6,01 -4,48 3,4
Pl 38:6 2,77 -7,03 6,11 -8,81 11,1 -14,53 5,86
Pl 40:5 517 -3,79 6,99 -7,61 8,29 -12,64 10,28
Pl 40:6 3,4 -3,38 5,66 -6,27 3,69 -7,34 3,82
PS 36:1 13,27 -2,48 8,51 -7,59 5,66 -6,83 7,19
SE 27:1/14:1 4,19 2,43 6,52 0,05 4,33 -1,6 6,59
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Einfluss der Inkubationszeit auf die Lipidextraktion

1 min 10 min auf Eis 30 min auf Eis 30 min bei 6 °C
RSD [%] RE [%] RSD [%] RE [%] RSD [%] RE [%] RSD [%]

SE 27:1/16:1 2,37 0,34 4,05 2,13 6,39 -2,02 4,63
SE 27:1/17:1 2,43 -1,66 4,73 -0,22 7,25 -5,51 51
SE 27:1/18:1 45 0,02 3,87 1,12 7,05 -3,39 577
SE 27:1/18:2 2,75 -0,61 2,51 -0,36 5,07 -4,57 6,18
SE 27:1/20:3 3,73 -0,87 2,64 -1,14 4,39 -4,89 6,42
SE 27:1/20:4 2,47 -0,44 2,22 0,57 5,51 -3,7 5,24
SE 27:1/20:5 1,96 0,56 4,43 0,35 7,77 -4,93 7,5
SE 27:1/22:4 3,03 -0,47 12,89 -1,55 8,77 -3,25 15,37
SE 27:1/22:6 1,98 -0,16 3,49 -0,53 6,62 -5,34 7,33
SE 27:1/24:1 8,01 3,1 7,36 7,4 15,91 3,79 9,8
SM 30:1 2,13 0,18 5,04 -4,31 7,44 -11,21 13,65
SM 32:1 2,93 -1,03 4,34 -3,31 6,69 -8,58 9,47
SM 32:2 3,26 -0,25 5,66 -1,61 8,48 -11,38 13,56
SM 33:1 3,01 0,87 5 -1,73 7,19 -6,64 8,51
SM 33:2 4,19 1,93 3,67 3,66 9,1 -11,22 11,86
SM 34:0 5,56 1,08 6,51 2,5 7,43 -4,26 10,68
SM 34:1 2,58 0,58 2,35 -0,6 4,69 -5,43 6,91
SM 34:2 3,02 -0,87 3,61 -2,78 4,66 -7,35 7,51
SM 35:1 1,61 0,55 5,42 -3,9 3,15 -8,27 8,74
SM 36:0 6,88 5,56 6,15 3,84 7,9 -5,79 14,19
SM 36:1 2,53 -0,26 2,7 -0,71 4,9 -5,64 7,65
SM 36:2 3,61 0,44 2,12 -1,67 6,05 -3,94 8,16
SM 36:3 7,63 2,86 7,36 -4,41 11,35 -5,77 11,61
SM 37:1 52 -1,76 8,16 -1,59 5,58 -9,66 12,24
SM 38:1 1,77 0,73 4,47 -1,25 6,8 -8,22 8,97
SM 38:2 2,33 -0,16 3,65 -0,4 5,37 -6,49 8,9
SM 39:1 2,54 -0,33 53 -0,75 7,29 -9,65 10,44
SM 40:1 2,83 0,09 5,17 0,12 7,77 -6,99 7,73
SM 40:2 2,06 0,52 4,72 -1,07 7,09 -8,23 9,83
SM 40:3 3,98 1,82 2,89 0,54 8,56 -5,71 9,95
SM 41:1 1,89 0,61 4.8 0,56 8,41 -8,24 9,31
SM 41:2 1,88 -0,02 5,53 -0,26 7,47 -8,41 9,35
SM 42:1 1,25 -0,6 4,18 0,18 8,21 -8,66 9,62
SM 42:2 2,48 0,17 4,39 -0,44 7,25 -7,53 8,16
SM 42:3 2,41 0,39 4,57 -1,26 7,09 -8,45 9,8
SM 43:1 6,8 2,33 8,79 2,32 11,45 -6,44 13,47
SM 43:2 4,42 2,51 6,62 3,49 11,18 -5,74 8,84
ST 19:2 OH2_S 5,45 18,38 4,13 7,73 10,21 0,23 10,14
ST 19:2 OH3_S 10,12 40,47 12,08 15,57 16,24 3,61 10,57
ST 27:1_OH 2,48 -4,79 3,42 -3,9 2,59 -8,7 6,7
ST 27:1_ OH_S 9,08 -7,56 4,09 -7,81 5,84 -8,3 3,14
TG 42:1 6,13 2,65 3,89 6,35 10,55 -2,26 10,95
TG 42:2 6,94 -4,52 4,24 0,31 9,86 -6,95 9,68
TG 44:0 3,32 -0,42 3,91 2,44 8,29 -3,564 6,04
TG 44:1 2,44 -1,51 4,76 -0,04 8,39 -6,47 9,91
TG 44:2 5,22 -0,29 4,62 4,99 11,81 -5,02 10,73
TG 46:1 2,54 1,36 2,79 2,4 8,82 -4,26 7,21
TG 46:2 2,03 -1,45 3,81 -0,08 7,43 -7,29 9,26
TG 46:3 2,84 1,94 3,07 4,45 10,51 -5,2 10,29
TG 48:1 2,53 -0,14 2,79 -0,49 5,6 -4,23 6,44
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Einfluss der Inkubationszeit auf die Lipidextraktion

1 min 10 min auf Eis 30 min auf Eis 30 min bei 6 °C
RSD [%] RE [%] RSD [%] RE [%] RSD [%] RE [%] RSD [%]

TG 48:2 2,55 0,9 1,87 1,67 7,58 -4,65 6,71
TG 48:3 2,89 -0,97 3,36 -0,06 7,42 -7,16 9,24
TG 48:4 2,91 2,6 4,08 3,87 10,85 -5,79 9,93
TG 50:1 2,52 0,55 1,47 0,15 8,52 -3,82 6,93
TG 50:2 2,07 1,22 2,58 0,32 6,15 -3,98 6,9
TG 50:3 2,73 1,09 2,23 0,7 6,64 -5,13 6,66
TG 50:4 3,19 0,22 3,41 0,46 8,01 -6,37 8,84
TG 52:1 2,68 2,06 3,72 1,49 9,52 -4,63 8,35
TG 52:2 1,86 0,82 1,72 0,28 7,15 -5,2 6,54
TG 52:3 2,09 0,92 2,76 0,24 6,27 -4,01 7,46
TG 52:4 2,57 0,47 3,11 -0,5 6,39 -5,83 7,21
TG 52:5 3,13 0,71 3,7 0,72 7,65 -5,87 8,35
TG 54:1 2,82 3,82 6,38 2,88 12,96 -5,26 11,93
TG 54:2 2,78 1,61 4,03 0,75 9,5 -5,26 8,67
TG 54:3 1,76 0,43 2,34 0,79 8,14 -4,56 6,97
TG 54:4 3,11 -0,01 41 -0,47 7,48 -3,99 7,03
TG 54:5 4,65 3,27 5,81 -0,57 6,59 -3,2 7,26
TG 54:6 7,58 3,6 4,31 5,47 6,8 -3,7 8,27
TG 56:1 52 -7,5 3,02 -2,12 11,22 -3,25 13,74
TG 56:2 4,26 3,71 6,73 2,27 11 -6,73 12,44
TG 56:3 2,77 1,99 5,25 0,92 11,16 -6,25 10,7
TG 56:4 4,41 3,88 7,74 2,72 6,31 0,1 7,71
TG 56:5 3,68 2,72 4,83 -2 7,7 -5,71 9,7
TG 56:6 4,72 -2,66 5,65 -0,96 2,75 -5,83 8,02
TG 58:1 7,49 -0,8 11,07 2,27 19,44 0,1 17,02
TG 58:2 3,72 -3,55 6,76 -1,44 11,42 -9,15 19,59
TG 58:3 4,74 6,18 2,87 -1,11 16,99 -7,66 13,54
TG 58:6 3,91 -1,19 5,97 -3,04 10,74 -12,75 12,13
Thyroxin 4,21 -4,53 41 -7,14 10,6 -10,85 4,66
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Tabelle 35: Verdinnungsintegritat (mit IS normalisiert).
Fur die Verdinnungsintegritdt wurde humanes Plasma mit Wasser so verdinnt, dass die relative
Konzentration zur unverdiinnten Probe 0,01; 0,04; 0,1; 0,2; 0,5 bzw. 1 (= unverdiinnt) betragt. Die Peakflachen
von drei verschiedenen Verdinnungen wurden jeweils relativ zur Peakflache in der unverdiinnten Probe
angegeben (in %). Die Ergebnisse der linearen Regression wurden gemittelt. Es wurden nur Analyten mit in
die Auswertung genommen, bei denen fir alle drei Geraden mind. 4 von 6 Werten vorhanden waren. Es
wurden je drei Verdiinnungen ausgewertet, bei denen der interne Standard vor bzw. nach der Extraktion
zugegeben wurde. Die Peakflachen wurden zur Peakflache des jeweiligen internen Standards normalisiert.
postExtr = nach Extraktion mit IS dotiert, praExtr = vor Extraktion mit IS dotiert, b = Y-Achsenabschnitt,
a = Steigung, R2= Korrelationsfaktor, Wichtung = 1/x.

Verdiinnungsintegritét IS postExtr IS praextr
mit IS normalisiert b a R2 b a R2

Cer d18:0/24:0 7,167 91,2 0,9577 6,244 82,0 0,9398
Cer d18:1/22:0 -2,010 93,4 0,9734 -2,662 93,2 0,9703
Cer d18:1/23:0 -1,275 93,1 0,9768 -0,542 87,4 0,961
Cer d18:1/24:0 -0,513 89,4 0,9704 -0,882 85,5 0,9447
Cer d18:1/24:1 -3,005 95,2 0,9766 -3,732 93,2 0,9622
DG 32:1 10,545 96,2 0,9528 12,119 93,3 0,9319
DG 32:2 13,994 98,6 0,9532 10,293 100,2 0,8934
DG 34:1 1,714 97,3 0,9954 2,232 94,8 0,9918
DG 34:2 -1,021 100,7 0,9969 -0,794 99,0 0,9961
DG 36:1 5,326 94,7 0,9922 5,717 91,4 0,9928
DG 36:2 -0,045 95,1 0,9915 0,549 92,2 0,9878
DG 36:3 -0,578 93,9 0,9866 -0,113 92,2 0,9867
DG 38:2 13,196 85,6 0,9895 24,792 66,8 0,9174
FA 16:1 8,470 98,7 0,9438 9,253 87,3 0,978
FA 17:1 10,933 98,1 0,9227 15,784 92,1 0,9392
FA 18:1 1,107 99,9 0,9938 1,808 98,2 0,9859
FA 18:2 -0,057 97,6 0,9904 0,331 95,3 0,9901
FA 18:3 -0,413 102,6 0,994 0,400 100,7 0,9965
FA 20:1 2,933 100,5 0,9838 3,880 100,4 0,9934
FA 20:2 2,722 98,4 0,9886 4,309 95,0 0,9744
FA 20:4 0,052 98,6 0,9954 0,346 96,1 0,996
FA 20:5 -0,454 103,2 0,995 0,031 102,4 0,9958
FA 22:4 -0,037 97,9 0,9886 0,593 98,2 0,9935
FA 22:6 -0,717 98,1 0,9944 -0,217 96,3 0,9954
FA 24:1 13,164 102,5 0,9252 14,549 104,0 0,9193
Hex2Cer d18:1/16:0 1,065 99,6 0,9931 2,499 99,8 0,99
LPC 14:0 -1,852 97,4 0,9935 -2,014 94,6 0,9843
LPC 15:0 1,903 92,8 0,9882 3,828 84,0 0,9118
LPC 16:0 -1,166 93,9 0,9837 -1,171 91,7 0,9771
LPC 16:1 -2,579 97,8 0,9905 -2,978 95,0 0,9822
LPC 17:0 -2,182 97,2 0,9905 -1,333 91,8 0,9792
LPC 18:0 -1,126 92,8 0,9764 -1,166 89,4 0,9656
LPC 18:1 -1,295 93,3 0,9776 -1,256 89,3 0,9637
LPC 18:2 -1,313 92,7 0,9775 -1,262 90,4 0,9692
LPC 18:3 -2,694 98,3 0,9918 -2,799 95,9 0,9869
LPC 20:3 -2,653 99,3 0,9944 -2,712 96,1 0,9882
LPC 20:4 -0,763 99,7 0,9922 -0,537 95,9 0,9913
LPC 20:5 -2,378 97,7 0,992 -3,187 97,6 0,9892
LPC 22:4 0,665 100,1 0,9863 0,964 99,0 0,9789
LPC 22:5 -1,395 99,3 0,9953 -1,798 97,2 0,9936
LPC 22:6 -1,865 96,5 0,9895 -0,727 92,6 0,9817
LPC O-16:0 -0,145 97,8 0,9945 -0,255 96,1 0,9935
LPC O-16:1 -3,915 102,3 0,9853 -2,697 95,6 0,982
LPC 0O-18:0 3,960 94,3 0,9897 2,756 96,7 0,9953
LPC 0O-18:1 -1,579 100,6 0,9951 -1,283 97,2 0,9941
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Verdiinnungsintegritat IS postExtr IS praextr
mit IS normalisiert b a R2 b a R2

LPE 16:0 -0,012 95,9 0,9899 0,310 96,4 0,9949
LPE 18:0 0,433 94,8 0,9859 0,867 94,5 0,9915
LPE 18:1 -0,052 95,8 0,9905 0,255 97,4 0,9971
LPE 18:2 -0,237 97,6 0,9934 -0,054 98,9 0,998
LPE 20:3 3,125 103,4 0,9744 2,882 107,5 0,9773
LPE 20:4 1,831 105,6 0,9766 2,037 111,9 0,9657
LPE 22:6 0,573 101,9 0,9895 0,808 106,0 0,9897
LPE O-16:1 9,999 84,1 0,9771 2,948 92,6 0,9906
LPE O-18:1 8,112 83,5 0,9378 3,138 91,6 0,9785
LP118:0 7,387 86,9 0,9843 6,111 102,2 0,9699
LPI120:4 -2,226 98,1 0,9882 -0,306 102,6 0,9948
PC 30:0 -0,937 88,1 0,9619 -0,937 86,7 0,9564
PC 30:1 -1,064 91,0 0,975 -1,856 87,3 0,9494
PC 32:0 -1,096 88,8 0,963 -1,094 87,6 0,9578
PC 32:1 -0,861 96,0 0,9904 -0,814 91,4 0,9814
PC 32:2 -1,455 88,4 0,955 -1,408 87,0 0,9487
PC 33:2 -1,140 88,0 0,9592 -1,159 86,8 0,955
PC 34:0 -1,086 86,3 0,9497 -1,120 84,8 0,9408
PC 34:1 -0,989 94,8 0,9891 -0,883 95,3 0,9922
PC 34:2 -0,875 96,8 0,9946 -0,753 94,6 0,992
PC 34:3 -1,077 86,4 0,9475 -1,061 85,0 0,9389
PC 34:4 -3,369 92,7 0,9637 -1,573 86,3 0,9395
PC 36:1 -1,413 87,6 0,9525 -1,398 86,2 0,9461
PC 36:2 -1,082 95,0 0,989 -1,045 93,1 0,9848
PC 36:3 -1,380 91,3 0,9711 -1,316 89,1 0,9633
PC 36:4 -1,168 95,9 0,9896 -1,036 94,3 0,9889
PC 36:5 -1,612 87,1 0,945 -1,578 84,9 0,9317
PC 38:2 -1,442 87,0 0,951 -1,332 85,5 0,9423
PC 38:3 -1,455 88,5 0,9573 -1,430 86,9 0,9499
PC 38:4 -1,159 95,3 0,9888 -1,044 95,0 0,989
PC 38:6 -1,587 86,9 0,9463 -1,529 85,3 0,9389
PC 38:7 -5,017 94,8 0,9615 -5,338 93,1 0,9519
PC 40:4 -3,256 89,4 0,9466 -3,310 89,2 0,9488
PC 40:6 -1,588 87,1 0,9452 -1,507 85,7 0,94
PC 40:7 -3,213 92,7 0,9671 -1,471 86,6 0,9464
PC 0-16:0_16:0 1,459 105,0 0,9871 8,942 99,1 0,9696
PC O-16:0_18:2 0,584 106,0 0,984 10,723 100,2 0,9593
PC O-16:0_20:4 -0,397 106,1 0,9838 8,587 101,9 0,9608
PC O-16:1_18:2 -0,767 104,1 0,99 3,984 102,2 0,987
PC O-16:1_20:4 -1,057 103,5 0,9907 4,722 100,2 0,9898
PC 0-18:1_20:4 2,794 104,1 0,9787 10,308 99,6 0,9454
PE 34:1 -1,741 100,8 0,9838 1,054 96,9 0,9973
PE 34:2 -2,953 100,2 0,9829 -0,936 99,5 0,9974
PE 36:2 -1,633 97,8 0,9741 -0,132 96,9 0,9933
PE 36:3 -3,162 101,2 0,9824 -0,595 98,7 0,9979
PE 36:4 -4,333 100,0 0,9803 -1,211 94,0 0,9852
PE 38:4 -1,609 97,4 0,976 -0,022 96,1 0,994
PE 38:5 -3,269 102,4 0,9811 -0,887 100,0 0,9961
PE 38:6 -4,469 92,1 0,9414 -2,453 86,6 0,9341
PE 40:6 -6,708 100,4 0,9747 -2,182 90,7 0,9646
PE O-16:1_18:2 -6,013 97,9 0,9624 -3,693 94,3 0,9691
PE O-16:1_20:4 -5,868 94,6 0,9492 -3,712 89,0 0,9404
PE O-18:1 18:2 -7,841 105,9 0,977 -4,331 99,6 0,9885
PE O-18:1 20:4 -6,371 103,1 0,975 -3,679 98,4 0,986
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Verdiinnungsintegritat IS postExtr IS praextr
mit IS normalisiert b a R2 b a R2

Pl 34:1 -2,414 97,9 0,9902 -1,309 93,6 0,9787
Pl 34.2 0,469 99,8 0,991 0,149 97,2 0,9934
Pl 36:2 -2,324 97,2 0,9886 -0,596 91,6 0,9778
Pl 36:4 1,510 98,5 0,9935 1,529 97,3 0,9952
Pl 38:4 -1,855 94,4 0,9795 -0,449 89,0 0,9667
SE 27:1/16:1 -0,168 100,5 0,9884 -0,307 95,8 0,9912
SE 27:1/17:1 0,202 102,3 0,9836 -2,470 96,4 0,9868
SE 27:1/18:1 -0,667 96,6 0,9929 -0,719 96,6 0,993
SE 27:1/18:2 -0,629 99,8 0,9936 -0,684 96,8 0,9924
SE 27:1/20:3 -0,868 98,8 0,9885 -0,821 97,1 0,9901
SE 27:1/20:4 -1,454 96,6 0,9696 -1,441 93,9 0,9771
SE 27:1/20:5 -1,746 85,9 0,9223 -1,742 81,4 0,8966
SE 27:1/22:6 -1,666 87,6 0,9347 -1,686 81,2 0,8981
SM 30:1 -3,175 93,8 0,9732 -3,008 93,8 0,9758
SM 32:1 -1,531 87,9 0,9486 -1,510 87,7 0,9487
SM 32:2 -3,362 93,7 0,9712 -3,343 93,9 0,9747
SM 33:1 -1,204 86,7 0,9494 -1,175 87,1 0,9529
SM 34:0 -0,766 92,8 0,9809 -0,833 93,0 0,9811
SM 34:1 -1,128 92,8 0,9791 -1,029 92,4 0,9812
SM 34:2 -1,591 88,8 0,9515 -1,587 90,1 0,958
SM 35:1 -0,884 90,8 0,9749 -0,880 91,3 0,9797
SM 36:1 -0,818 96,1 0,99 -0,731 95,3 0,9908
SM 36:2 -0,808 96,4 0,9899 -0,630 94,7 0,9926
SM 37:1 -2,857 96,0 0,9837 -3,107 94,9 0,9817
SM 38:1 -1,182 87,0 0,9531 -1,118 87,0 0,9542
SM 38:2 -1,048 92,9 0,981 -0,980 93,5 0,982
SM 39:1 -1,132 86,9 0,952 -1,043 87,1 0,9567
SM 40:1 -1,239 85,4 0,9413 -1,191 85,3 0,9428
SM 40:2 -1,412 85,3 0,9372 -1,347 86,0 0,9435
SM 40:3 -3,078 96,1 0,982 -3,006 96,6 0,9858
SM 41:1 -1,220 85,7 0,9441 -1,193 85,4 0,9435
SM 41:2 -1,306 86,4 0,948 -1,256 86,5 0,9512
SM 42:1 -1,336 84,1 0,9294 -1,330 84,3 0,9321
SM 42:2 -1,442 84,7 0,9313 -1,379 84,7 0,9351
SM 42:3 -1,487 85,3 0,9356 -1,434 85,5 0,9388
SM 43:2 -2,592 90,5 0,9603 -3,484 94,2 0,9748
ST 27:1_OH -0,466 102,9 0,9891 -0,501 99,9 0,9856
TG 42:1 -0,062 87,2 0,9545 2,064 85,3 0,9599
TG 42:2 -0,899 89,6 0,9591 0,944 89,5 0,9693
TG 43.0 15,041 81,8 0,9685 21,766 73,8 0,9598
TG 44:0 3,359 87,7 0,9718 6,025 85,5 0,9793
TG 44:1 -0,193 86,6 0,9499 1,235 85,3 0,9534
TG 44:2 -1,210 87,8 0,9504 0,735 87,6 0,9634
TG 46:0 8,265 95,3 0,9925 10,964 90,7 0,9921
TG 46:1 0,238 90,5 0,9722 1,106 89,3 0,9756
TG 46:2 -0,367 87,0 0,9478 0,477 84,5 0,9425
TG 46:3 -1,608 89,6 0,9562 0,068 88,6 0,9659
TG 48:1 0,058 94,9 0,9877 0,145 92,4 0,9837
TG 48:2 -0,440 91,8 0,9734 -0,408 91,6 0,9775
TG 48:3 -2,074 89,4 0,9512 -1,497 86,9 0,9451
TG 48:4 -4,194 95,0 0,9665 -3,047 93,6 0,9745
TG 50:1 -0,384 94,2 0,9896 -0,393 91,5 0,9825
TG 50:2 -0,854 94,7 0,9851 -0,880 95,3 0,9871
TG 50:3 -1,198 93,1 0,9714 -1,236 92,3 0,9752
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Verdiinnungsintegritat IS postExtr IS praextr
mit IS normalisiert b a R2 b a R2

TG 50:4 -2,419 90,0 0,9524 -2,092 87,6 0,9462
TG 52:1 -0,978 88,9 0,9639 -0,844 85,2 0,9427
TG 52:2 -0,962 96,4 0,9889 -0,935 95,4 0,989
TG 52:3 -1,136 96,1 0,9858 -1,135 95,9 0,9877
TG 52:4 -1,341 94,5 0,973 -1,349 91,3 0,9692
TG 52:5 -2,556 90,0 0,9522 -4,185 92,9 0,9624
TG 54:1 0,075 89,9 0,9737 1,767 85,7 0,9617
TG 54:2 -1,166 89,2 0,9579 -0,671 87,2 0,9551
TG 54:3 -1,023 95,2 0,9849 -0,678 94,6 0,9868
TG 54:4 -1,145 94,3 0,981 -0,917 93,9 0,9827
TG 54:5 -1,253 94,7 0,9758 -0,964 91,9 0,9759
TG 54:6 -2,358 91,5 0,9601 -1,010 88,7 0,9608
TG 56:2 -1,645 92,2 0,9692 0,739 87,3 0,9628
TG 56:3 -1,822 92,9 0,9691 -0,396 90,0 0,9717
TG 56:4 -2,281 97,9 0,9921 -2,480 98,4 0,9922
TG 56:6 -1,217 93,8 0,9808 -1,106 93,6 0,9808
Mittelwert 0,9734 0,9704
Median 0,9776 0,9773
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Tabelle 36: Verdinnungsintegritat (ohne Normalisierung).

Fur die Verdinnungsintegritdt wurde humanes Plasma mit Wasser so verdinnt, dass die relative
Konzentration zur unverdiinnten Probe 0,01; 0,04; 0,1; 0,2; 0,5 bzw. 1 (= unverdiinnt) betrégt. Die chromato-
graphischen Peakflachen von drei verschiedenen Verdiinnungen wurden jeweils relativ zur Peakflache in der
unverdinnten Probe angegeben (in %). Die Ergebnisse der linearen Regression wurden gemittelt. Es wurden
nur Analyten mit in die Auswertung genommen, bei denen fiir alle drei Geraden mind. 4 von 6 Werten
vorhanden waren. Es wurden je drei Verdinnungen ausgewertet, bei denen der interne Standard vor bzw.
nach der Extraktion zugegeben wurde. Die Peakflachen wurden nicht normalisiert. postExtr = nach Extraktion
mit IS dotiert, praExtr =vor Extraktion mit IS dotiert, b = Y-Achsenabschnitt, a = Steigung,
R2 = Korrelationsfaktor, Wichtung = 1/x.

Verdiinnungsintegritat Post-Extraktion Pra-Extraktion

ohne Normalisierung b a R2 b a R2
Cer d18:0/24:0 8,608 97,3 0,9682 8,096 88,3 0,9741
Cer d18:1/22:0 -1,177 97,0 0,9921 -1,945 99,0 0,9943
Cer d18:1/23:0 -0,721 97,7 0,9945 -0,317 94,2 0,991
Cer d18:1/24:0 -0,314 94,6 0,9905 -0,711 91,6 0,9822
Cer d18:1/24:1 -2,410 99,3 0,9932 -2,886 97,9 0,9922
DG 32:1 9,672 97,1 0,9686 9,088 96,5 0,9423
DG 32:2 13,060 99,5 0,9557 8,038 104,0 0,9009
DG 34:1 1,476 97,4 0,9965 1,681 95,1 0,9926
DG 34:2 -1,188 100,6 0,9978 -1,202 99,1 0,9968
DG 36:1 4,796 95,2 0,9937 4,456 93,2 0,9953
DG 36:2 -0,154 94,9 0,9911 0,214 92,2 0,9869
DG 36:3 -0,649 93,7 0,9858 -0,350 92,0 0,9853
DG 38:2 12,422 86,8 0,9922 | 21,137 73,7 0,9702
FA 16:1 6,852 97,5 0,9501 6,373 86,2 0,9746
FA17:1 9,121 96,8 0,9385 | 11,029 91,6 0,9782
FA 18:1 0,644 97,8 0,9895 0,836 93,6 0,9816
FA 18:2 -0,340 95,6 0,9829 -0,250 90,9 0,9761
FA 18:3 -0,760 100,1 0,992 -0,190 95,4 0,9919
FA 20:1 2,349 98,3 0,9836 2,368 96,0 0,9943
FA 20:2 1,813 96,9 0,9884 2,169 92,5 0,9805
FA 20:4 -0,228 96,2 0,9905 -0,226 91,5 0,9824
FA 20:5 -0,764 100,8 0,9939 -0,480 96,9 0,9939
FA 22:4 -0,498 96,0 0,9849 -0,442 94,2 0,9883
FA 22:6 -0,910 95,8 0,9889 -0,648 91,5 0,9818
FA 24:1 10,899 101,6 0,9559 9,786 102,1 0,9599
Hex2Cer d18:1/16:0 0,448 99,6 0,9977 0,203 98,8 0,9929
LPC 14:0 -1,425 99,7 0,9973 -1,751 97,3 0,9932
LPC 15:0 2,229 95,9 0,9946 3,747 88,1 0,9489
LPC 16:0 -1,077 96,9 0,9905 -1,129 94,9 0,9873
LPC 16:1 -2,085 99,7 0,995 -2,645 97,2 0,9921
LPC 17:0 -1,643 99,1 0,9954 -1,104 94,6 0,9889
LPC 18:0 -1,050 95,6 0,9843 -1,133 92,3 0,9785
LPC 18:1 -1,223 96,1 0,9851 -1,229 92,2 0,9766
LPC 18:2 -1,245 95,6 0,9856 -1,228 93,4 0,9809
LPC 18:3 -2,216 100,3 0,9954 -2,453 98,4 0,9948
LPC 20:3 -2,193 101,5 0,9973 -2,338 98,5 0,9957
LPC 20:4 -0,654 103,2 0,9934 -0,449 99,8 0,9928
LPC 20:5 -1,848 99,6 0,9961 -2,603 99,7 0,9957
LPC 22:4 1,959 101,1 0,9839 2,093 101,4 0,9657
LPC 22:5 -0,761 101,2 0,9972 -1,324 99,7 0,9973
LPC 22:6 -1,474 98,7 0,9946 -0,674 95,8 0,9912
LPC O-16:0 -0,052 99,6 0,9952 -0,241 96,9 0,995
LPC O-16:1 -3,621 103,6 0,9832 -2,646 96,2 0,9837
LPC O-18:0 4,228 96,1 0,99 2,781 97,6 0,9963
LPC O-18:1 -1,276 101,9 0,9947 -1,275 97,9 0,9955
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Verdlinnungsintegritat

Post-Extraktion

Pra-Extraktion

ohne Normalisierung b a R2 b a R2

LPE 16:0 0,002 96,2 0,9875 -0,137 92,2 0,9809
LPE 18:0 0,456 95,0 0,9833 0,301 90,7 0,9748
LPE 18:1 -0,032 96,0 0,9885 -0,178 93,1 0,9835
LPE 18:2 -0,211 97,8 0,9915 -0,423 94,4 0,9864
LPE 20:3 3,125 103,6 0,9724 1,637 102,7 0,9909
LPE 20:4 1,895 105,7 0,976 1,251 105,7 0,9819
LPE 22:6 0,609 102,0 0,9884 0,273 100,8 0,9907
LPE O-16:1 10,094 84,2 0,974 1,683 90,6 0,9657
LPE O-18:1 8,204 83,5 0,9349 2,069 89,1 0,9551
LP118:0 7,014 91,2 0,9939 3,655 96,6 0,9869
LPI120:4 -2,217 101,0 0,995 -1,738 98,4 0,9886
PC 30:0 -0,346 97,7 0,9951 -0,528 95,3 0,9933
PC 30:1 0,263 99,9 0,9951 -1,270 94,8 0,989
PC 32:0 -0,595 98,6 0,9942 -0,735 96,3 0,9922
PC 32:1 -0,216 108,5 0,9887 -0,326 101,6 0,9984
PC 32:2 -1,152 98,1 0,9877 -1,178 95,5 0,984
PC 33:2 -0,661 97,5 0,993 -0,839 95,3 0,9918
PC 34:0 -0,592 95,2 0,9902 -0,793 92,7 0,9846
PC 34:1 -0,414 107,1 0,9919 -0,399 106,7 0,9934
PC 34:2 -0,233 109,7 0,9878 -0,231 105,9 0,9942
PC 34:3 -0,572 95,4 0,9869 -0,680 92,7 0,9809
PC 34:4 -2,514 100,6 0,9897 -1,407 94,4 0,9775
PC 36:1 -1,088 97,0 0,9881 -1,167 94,4 0,9852
PC 36:2 -0,559 107,4 0,9917 -0,640 103,7 0,9971
PC 36:3 -1,034 102,0 0,9927 -1,040 98,2 0,9923
PC 36:4 -0,691 108,4 0,9894 -0,625 105,5 0,9945
PC 36:5 -1,404 96,2 0,9818 -1,423 92,5 0,973
PC 38:2 -1,141 96,3 0,9892 -1,077 93,5 0,9836
PC 38:3 -1,161 98,2 0,9894 -1,205 95,4 0,9859
PC 38:4 -0,680 107,8 0,9902 -0,641 106,3 0,9933
PC 38:6 -1,360 96,1 0,9848 -1,342 93,1 0,98

PC 38:7 -2,969 99,7 0,9881 -3,910 97,6 0,9857
PC 40:4 -2,365 96,2 0,9848 -2,548 95,5 0,9859
PC 40:6 -1,367 96,2 0,9823 -1,322 93,7 0,9798
PC 40:7 -2,291 100,6 0,9931 -1,269 94,9 0,9834
PC 0-16:0_16:0 5,211 112,4 0,9402 4,459 108,3 0,9636
PC 0-16:0_18:2 3,808 114,1 0,9288 5,573 110,9 0,9454
PC 0-16:0_20:4 2,349 114,7 0,932 3,609 112,8 0,9462
PC O0-16:1_18:2 4,651 106,7 0,9453 1,395 108,7 0,966
PC 0-16:1_20:4 4,650 104,9 0,9529 1,969 107,2 0,9659
PC O-18:1_20:4 7,933 109,2 0,9174 5,640 109,4 0,9385
PE 34:1 4,478 98,9 0,9777 3,696 96,4 0,9815
PE 34:2 -0,009 103,6 0,988 1,088 99,7 0,9866
PE 36:2 -0,260 104,9 0,9822 0,548 100,2 0,9888
PE 36:3 0,653 103,1 0,9762 1,507 98,9 0,983
PE 36:4 -1,291 102,1 0,9876 -0,176 95,7 0,9826
PE 38:4 -0,238 104,5 0,9802 0,671 99,6 0,987
PE 38:5 2,100 101,4 0,9775 1,210 100,2 0,9835
PE 38:6 -3,109 95,1 0,9688 -1,483 87,0 0,9414
PE 40:6 -2,191 98,5 0,9858 -0,697 90,8 0,9639
PE O-16:1_18:2 -2,641 98,1 0,9751 -2,181 94,4 0,9609
PE O-16:1_20:4 -3,919 96,5 0,9724 -2,806 89,5 0,9452
PE O-18:1 18:2 -3,970 105,5 0,9786 -2,935 100,4 0,9763
PE O-18:1 20:4 -3,150 104,3 0,98 -2,123 98,8 0,9701
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Verdiinnungsintegritat Post-Extraktion Pra-Extraktion

ohne Normalisierung b a R2 b a R2
P134:1 -0,141 102,2 0,9969 0,181 99,6 0,9939
P134:2 5,848 99,9 0,9812 3,081 102,0 0,9892
P136:2 -0,840 102,8 0,9969 -0,060 99,9 0,9948
P136:4 6,196 100,3 0,9798 4,901 102,1 0,9806
P138:4 -1,235 101,7 0,9938 -0,118 97,3 0,9889
SE 27:1/16:1 4,001 124,9 0,892 3,195 118,0 0,9274
SE 27:1/17:1 8,520 119,0 0,8424 4,401 107,3 0,9554
SE 27:1/18:1 2,333 120,5 0,9139 2,011 120,5 0,936
SE 27:1/18:2 2,529 125,5 0,8941 2,023 120,6 0,9258
SE 27:1/20:3 1,789 123,0 0,9252 1,656 120,9 0,9366
SE 27:1/20:4 -0,011 119,2 0,9555 -0,240 115,4 0,9706
SE 27:1/20:5 -1,065 99,8 0,9877 -1,219 93,9 0,9796
SE 27:1/22:6 -0,832 102,4 0,9912 -1,080 93,8 0,9833
SM 30:1 -1,573 99,2 0,9964 -1,976 96,9 0,9928
SM 32:1 -1,294 96,0 0,9809 -1,380 92,5 0,9735
SM 32:2 -1,859 99,2 0,9948 -2,413 97,1 0,9921
SM 33:1 -0,817 94,5 0,9869 -0,966 91,8 0,9792
SM 34:0 -0,167 102,4 0,9967 -0,512 98,8 0,9949
SM 34:1 -0,679 102,5 0,9953 -0,771 98,2 0,9964
SM 34:2 -1,397 97,0 0,9811 -1,458 95,2 0,9783
SM 35:1 -0,352 100,1 0,9968 -0,587 96,9 0,9964
SM 36:1 -0,209 107,0 0,9909 -0,400 101,8 0,9978
SM 36:2 -0,198 107,5 0,9903 -0,274 101,2 0,9985
SM 37:1 -1,094 102,1 0,9969 -2,095 98,3 0,9963
SM 38:1 -0,777 94,9 0,9892 -0,895 91,8 0,9808
SM 38:2 -0,582 102,7 0,9963 -0,701 99,4 0,9956
SM 39:1 -0,711 94,6 0,9888 -0,801 92,0 0,9831
SM 40:1 -0,870 92,9 0,9816 -0,987 89,8 0,9717
SM 40:2 -1,127 92,6 0,9774 -1,176 90,5 0,9715
SM 40:3 -1,400 102,3 0,9945 -1,975 100,2 0,997
SM 41:1 -0,840 93,4 0,9836 -0,993 89,9 0,9727
SM 41:2 -0,973 94,1 0,9858 -1,056 91,2 0,9785
SM 42:1 -1,018 91,1 0,9731 -1,167 88,4 0,9622
SM 42:2 -1,181 91,9 0,9729 -1,218 89,0 0,9649
SM 42:3 -1,250 92,6 0,9757 -1,289 89,8 0,967
SM 43:2 -1,322 96,4 0,9884 -2,594 97,5 0,992
ST 27:1_OH 3,979 111,8 0,9296 3,790 111,6 0,9364
TG 42:1 1,683 94,3 0,9935 5,000 88,3 0,9861
TG 42:2 1,207 95,8 0,9941 4,222 92,1 0,9941
TG 43:0 29,417 76,3 0,9631 | 38,284 59,6 0,912
TG 44:0 7,976 92,9 0,9942 | 11,695 86,1 0,9852
TG 44:1 1,449 93,6 0,9904 3,603 88,9 0,9824
TG 44:2 0,666 93,6 0,9911 3,186 90,9 0,9907
TG 46:0 17,100 101,3 0,9153 | 19,773 89,8 0,9421
TG 46:1 2,288 98,7 0,9942 3,407 94,2 0,9916
TG 46:2 1,121 94,0 0,9885 2,260 88,2 0,975
TG 46:3 -0,055 96,2 0,9929 2,002 92,8 0,9914
TG 48:1 1,951 105,2 0,9902 1,663 98,9 0,9958
TG 48:2 1,015 101,0 0,995 0,728 98,1 0,9946
TG 48:3 -0,877 96,1 0,9897 -0,496 91,6 0,9784
TG 48:4 -1,487 98,7 0,9928 -1,272 96,8 0,9938
TG 50:1 1,087 105,2 0,9875 0,667 98,3 0,9947
TG 50:2 0,230 105,6 0,9932 -0,139 103,0 0,996
TG 50:3 -0,398 103,1 0,993 -0,725 99,3 0,9941
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Verdlinnungsintegritat

Post-Extraktion

Pra-Extraktion

ohne Normalisierung b a R2 b a R2

TG 50:4 -1,523 97,2 0,9905 -1,547 92,8 0,9799
TG 52:1 -0,033 97,9 0,9954 -0,061 90,6 0,9732
TG 52:2 0,031 108,0 0,9897 -0,264 103,3 0,9969
TG 52:3 -0,283 107,6 0,9906 -0,586 103,9 0,9955
TG 52:4 -0,658 105,0 0,9898 -0,921 98,1 0,9907
TG 52:5 -1,781 97,3 0,9902 -3,070 96,6 0,9866
TG 54:1 1,950 98,4 0,9973 4,535 89,3 0,984
TG 54:2 -0,363 97,8 0,9939 0,265 92,6 0,9842
TG 54:3 -0,091 106,2 0,9942 0,161 102,0 0,9985
TG 54:4 -0,320 105,0 0,9956 -0,214 101,2 0,997
TG 54:5 -0,506 105,1 0,9931 -0,283 98,6 0,9959
TG 54:6 -1,405 99,1 0,9937 -0,346 94,7 0,9882
TG 56:2 -0,089 99,8 0,9962 3,303 90,7 0,987
TG 56:3 -0,440 100,9 0,9957 0,668 96,0 0,9938
TG 56:4 0,088 105,4 0,991 -0,204 102,2 0,9957
TG 56:6 -0,459 104,5 0,9965 -0,569 101,0 0,9972
Mittelwert 0,9818 0,9809
Median 0,9895 0,9857
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Tabelle 37: Verschleppung nach Injektion von Humanplasma.

Bestimmt wurde die Verschleppung in extrahierten Losungsmittelproben nach Injektion von Humanplasma im
Vergleich zur chromatographischen Peakflache in Humanplasma. Des Weiteren wurde das Signal von
extrahierten Losungsmitteln ohne vorherige Plasmainjektion mit den Peakflachen in Plasma verglichen
(Blanksignal). Bei einigen Analyten wie den Fettsauren konnte die Verschleppung aufgrund der grof3en
Blanksignale nicht ausgewertet werden. Das betrifft v.a. die gesattigten FA, zur besseren Ubersichtlichkeit
wurden auch die anderen FA dort mit aufgefiihrt. 0 = Verschleppung < Detektionslimit, - = kein Wert vorhanden,

(n=3).

Analyt

@ Verschleppung [%]

SD [%]

@ Blanksignal

SD Blank [%]

Cer d18:1/16:0

Cer d18:1/22:0

Cer d18:1/23:0

Cer d18:1/24:0

Cer d18:2/22:0

DG 32:1

DG 34:1

DG 34:2

DG 36:1

DG 36:2

DG 36:3

DG 36:4

DG 38:6

Hex2Cer d18:1/16:0
Hex2Cer d18:1/24:1
HexCer d18:1/16:0
HexCer d18:1/24:0
LPC 14:0
LPC 15:0
LPC 16:0
LPC 16:1
LPC 17:0
LPC 18:0
LPC 18:1
LPC 18:2
LPC 18:3
LPC 20:0
LPC 20:1
LPC 20:2
LPC 20:3
LPC 20:4
LPC 20:5
LPC 22:0
LPC 22:4
LPC 22:5
LPC 22:6
LPC 24:0
LPC O-16:
LPC O-16:
LPC O-18:
LPC O-18:
LPE 16:0
LPE 18:0
LPE 18:1
LPE 18:2
LPE 20:3
LPE 20:4
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Analyt @ Verschleppung [%] SD [%] | @ Blanksignal SD Blank [%)]
LPE 22:6 0,14 0,24 0 0
LPE O-16:1 0 0 0 0
LPE O-18:1 0,52 0,89 1,92 2,71
LPI 18:0 0 0 2,62 3,71
LPI 18:2 0 - 0 -
LPI 20:3 0 - 0 -
LPI 20:4 0 0 1,35 1,9
PC 30:0 0 0 0 0
PC 30:1 0 0 0 0
PC 30:2 0 - 0 -
PC 32:0 0,01 0,02 0 0
PC 32:1 0,02 0,04 0 0
PC 32:2 0 0 0 0
PC 33:2 0 0 0 0
PC 34:0 0 0 0 0
PC 34:1 0,02 0,02 0 0
PC 34:2 0,06 0,02 0 0
PC 34:3 0,02 0,01 0 0
PC 34:4 0 0 0 0
PC 34:5 0 0 0 0
PC 36:1 0,01 0,01 0 0
PC 36:2 0,03 0,01 0 0
PC 36:3 0,01 0,01 0 0
PC 36:4 0,03 0,01 0 0
PC 36:5 0,01 0,01 0 0
PC 38:2 0 0 0 0
PC 38:3 0,01 0,01 0 0
PC 38:4 0,03 0,01 0 0
PC 38:6 0,02 0,01 0 0
PC 40:4 0 0 0 0
PC 40:6 0,02 0,01 0 0
PC 40:7 0,03 0,06 0,16 0,01
PC 0-16:0_16:0 0 0 0 0
PC 0-16:0_18:2 0 0 0 0
PC O-16:0_20:4 0 0 0 0
PC O-16:1_16:0 0 0 0 0
PC O-16:1_18:1 0 0 0 0
PC O-16:1_18:2 0 0 0 0
PC O-16:1_20:4 0 0 0 0
PC 0-18:0_20:4 0 0 0 0
PC O-18:1_20:4 0 0 0 0
PC 0-34:1 0 0 0 0
PE 32:1 0 - 0 -
PE 34:1 0 0 9,02 12,75
PE 34:2 0 0 0 0
PE 36:2 0 0 1,73 2,44
PE 36:3 0 0 0 0
PE 36:4 0 0 0 0
PE 36:5 0 0 0 0
PE 38:4 0,24 0,41 0 0
PE 38:5 0 0 0 0
PE 38:6 0 0 0 0
PE 40:6 0 0 0 0
PE O-16:1_18:2 0 0 0 0
PE O-16:1_20:4 0,09 0,16 0 0
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Analyt @ Verschleppung [%] SD [%] | @ Blanksignal SD Blank [%)]
PE O-18:1_18:1 0 0 0 0
PE O-18:1_18:2 0 0 0 0
PE O-18:1_20:4 0,16 0,27 0 0
PE O-18:2_20:4 0 0 0 0
PI132:1 0 0 0 0
Pl 34:1 0 0 0 0
Pl 34:2 0 0 0 0
P1 36:1 0 0 0 0
P1 36:2 0 0 0 0
P1 36:3 0 0 0 0
Pl 36:4 0 0 0 0
PI38:3 0 - 0 -
Pl 38:4 0,19 0,2 0 0
Pl 38:6 0 - 0 -
P140:6 0 - 0 -
SE 27:1/14:1 0 0 0 0
SE 27:1/16:1 0 0 0 0
SE 27:1/17:1 0 0 0 0
SE 27:1/18:1 0 0 0 0
SE 27:1/18:2 0 0,01 0 0
SE 27:1/20:3 0 0 0,01 0,01
SE 27:1/20:4 0 0 0 0
SE 27:1/20:5 0 0 0 0
SE 27:1/22:4 0 0 0 0
SE 27:1/22:6 0 0 0,11 0,15
SE 27:1/24:1 0 - 0 -
SM 30:1 0 0 0 0
SM 32:1 0,01 0,01 0,02 0,02
SM 32:2 0 0 0,74 1,04
SM 33:1 0 0 0 0
SM 33:2 0 0 0 0
SM 34:0 0 0 0 0
SM 34:1 0,02 0,01 0,01 0,01
SM 34:2 0 0,01 0,03 0,04
SM 35:1 0 0 0 0
SM 36:1 0,01 0,02 0 0
SM 36:2 0 0 0 0
SM 36:3 0 0 0,48 0,67
SM 37:1 0 0 0 0
SM 38:1 0,01 0,02 0 0
SM 38:2 0 0 0 0
SM 39:1 0 0 0 0
SM 40:1 0,02 0,01 0 0
SM 40:2 0 0,01 0 0
SM 40:3 0 0 0,1 0,13
SM 41:1 0 0 0 0
SM 41:2 0 0 0 0
SM 42:1 0 0 0 0
SM 42:2 0,01 0,01 0 0
SM 42:3 0,01 0,01 0 0
SM 43:1 0 0 0 0
SM 43:2 0 0 0,13 0,18
ST 19:2_ OH2_S 0 0 0,19 0,27
ST 19:2_OH3_S 0 - 0 -
ST 27:1_OH 0 0 0 0
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Analyt @ Verschleppung [%] SD [%] | @ Blanksignal SD Blank [%)]
ST 27:1_OH_S 0,21 0,17 2,55 2,42
TG 42:1 0 0 1,78 2,52
TG 42:2 0 0 0 0
TG 44:1 0,2 0,34 0 0
TG 44:2 0 0 0 0
TG 46:1 0,29 0,5 1,95 2,65
TG 46:2 0,14 0,25 1,06 15
TG 46:3 0 0 0 0
TG 48:1 0,12 0,15 0,76 0,92
TG 48:2 0,05 0,08 0,44 0,52
TG 48:3 0 0 0,32 0,37
TG 48:4 0 0 1,01 1,42
TG 50:1 0,04 0,07 0,26 0,25
TG 50:2 0,01 0,02 0,19 0,02
TG 50:3 0 0 0,14 0,04
TG 50:4 0 0 0 0
TG 52:1 0 0 0,12 0,04
TG 52:2 0,01 0,01 0,06 0,01
TG 52:3 0,01 0,01 0,09 0,08
TG 52:4 0,01 0,02 0,1 0,11
TG 52:5 0 0 0,1 0,01
TG 54:1 0 0 0,74 1,04
TG 54:2 0 0 0,08 0,11
TG 54:3 0,04 0,04 0,15 0,06
TG 54:4 0,01 0,02 0,13 0,1
TG 54:5 0,02 0,03 0,03 0,01
TG 54:6 0 0 0 0
TG 56:1 0 0 0 0
TG 56:2 0 0 0 0
TG 56:3 0 0 0 0
TG 56:4 0 0 0 0
TG 56:5 0 0 0 0
TG 56:6 0 0 0 0
TG 58:1 0 - 0 -
TG 58:2 0 0 0 0
TG 58:3 0 0 0 0
TG 58:4 0 0 0 0
TG 58:6 0 - 0 -
Thyroxin 0 0 0 0
Mittelwert 0,020 0,031 0,180 0,259
Median 0 0 0 0
Werte > 1% 0 0 11 14
Maximaler Wert 0,52 0,89 9,02 12,75
Analyten bzw. Analytklassen mit hohen Blanksignalen
DG 38:5 2,16 3,75 2,22 3,13
FA 14:0 10,97 3,33 38,52 21,26
FA 15:0 8,78 15,21 76,23 21,95
FA 16:0 4,44 4,31 65,17 47,35
FA 16:1 34 5,89 26,41 4,82
FA 17:0 5,76 9,98 61,1 26,72
FA17:1 4,95 8,57 42,18 6,78
FA 18:0 6,09 5,01 87,69 44,92
FA 18:1 2,21 3,02 9,48 11,22
FA 18:2 0,31 0,34 1,05 0,96
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Analyt @ Verschleppung [%] SD [%] | @ Blanksignal SD Blank [%)]
FA 18:3 0 0 3,84 0,45
FA 18:4 0 0 0 -
FA 20:1 2,05 3,55 7,49 10,59
FA 20:2 0 - 0 -
FA 20:4 0,15 0,25 0,05 0,07
FA 20:5 0,23 0,4 5,62 7,94
FA 22:4 0 0 0 0
FA 22:6 0,04 0,08 0 0
FA 24:0 26,27 - 254,74 -
FA 24:1 0 - 0 -
TG 44:0 5,82 4,31 0,3 0,42
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Tabelle 38: Robustheit der Methode durch Vergleich der Peakflachen in den Kontrollproben (Kontrollkarte).
Uber einen Zeitraum von ca. 10 Monaten wurden Kontrollproben gemessen und ausgewertet (n=48). Die so
erhaltenen Peakflachen wurden entweder mit einem internen Standard pro Lipidklasse oder mit dem MPR
korrigiert. Angegeben wird die relative Standardabweichung, die Anzahl Ergebnisse flr diesen Analyten, sowie
die Anzahl der Warnungen (> 2*SD) und der Au3er-Kontroll-Situationen (> 3*SD). Es waren nicht alle Analyten
in allen Auswertungen enthalten und fiir manche Analyten gab es keinen IS. Die IS wurden erst spater fir die
Kontrollproben eingesetzt (n=36, ca. 6 Monate). Es werden nur Analyten mit = 20 Werten (MPR) angegeben.
Total = Anzahl Messwerte, Warn. = Anzahl Warnungen, AK = Anzahl Auer-Kontroll- Situationen.

Kontrollkarte

Korrektur mit 1S Korrektur mit median peak ratio
RSD [%] Total Warn. AK RSD [%] Total Warn. AK
Cer d18:0/22:0 13,08 34 1 0 15,97 46 4 0
Cer d18:0/24:0 27,86 34 0 0 34,12 46 0 0
Cer d18:0/24:1 13,97 36 1 0 12,44 36 1 0
Cer d18:1/16:0 11,19 36 0 0 19,12 48 2 1
Cer d18:1/18:0 18,53 36 1 1 20,57 48 2 1
Cer d18:1/22:0 11,76 36 1 0 19,54 48 4 0
Cer d18:1/22:1 14,85 34 1 0 18,35 38 2 0
Cer d18:1/23:0 10,83 36 1 0 18,87 48 4 0
Cer d18:1/24:0 13,75 36 0 0 24,11 48 4 0
Cer d18:1/24:1 12,72 36 1 0 29,68 48 3 1
Cer d18:2/22:0 14,29 34 1 0 17,44 44 2 0
DG 32:1 20,99 30 1 0 19,54 42 2 0
DG 32:2 27,08 24 0 0 25,38 30 2 1
DG 34:1 13,83 36 1 0 18,02 48 2 0
DG 34:2 10,43 36 1 0 18,94 48 2 0
DG 34:3 21,00 26 1 0 29,17 43 2 1
DG 36:1 13,13 36 1 0 19,58 48 2 0
DG 36:2 7,89 36 2 1 14,61 48 0 0
DG 36:3 9,66 36 3 0 15,82 48 0 0
DG 36:4 8,36 32 2 0 20,00 46 1 0
DG 38:5 19,23 32 1 0 26,78 46 2 2
DG 38:6 9,72 32 2 0 17,23 46 0 0
FA 14:0 17,79 18 1 0 41,21 34 1 0
FA 16:1 15,98 30 2 0 34,93 42 0 0
FA 17:0 28,51 11 0 0 50,51 22 1 0
FA 17:1 17,68 20 0 0 24,10 26 1 0
FA 18:1 13,33 36 2 0 25,45 48 2 0
FA 18:2 13,38 36 2 0 26,20 48 2 0
FA 18:3 10,58 36 1 0 23,39 48 2 0
FA 20:1 19,24 36 1 0 28,18 48 4 0
FA 20:2 18,69 34 1 0 24,64 46 3 0
FA 20:4 7,52 36 1 0 15,58 48 1 0
FA 20:5 12,05 34 1 0 18,73 45 3 0
FA 22:4 7,55 36 1 1 16,77 48 3 0
FA 22:6 6,96 36 2 0 14,99 48 3 0
FA 24:1 28,18 34 3 1 25,04 46 3 0
Hex2Cer d18:1/16:0 11,90 24 1 0 9,45 34 2 0
Hex2Cer d18:1/24:1 16,19 26 1 0 15,55 36 2 0
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Kontrollkarte
Korrektur mit IS

Korrektur mit median peak ratio

RSD [%] Total Warn. AK RSD [%] Total Warn. AK
HexCer d18:1/16:0 15,77 34 2 0 23,59 46 3 0
HexCer d18:1/24:0 13,84 36 0 0 26,22 48 4 3
HexCer d18:1/24:1 16,07 32 1 0 22,02 44 4 0
LPC 14:0 10,67 36 4 0 19,58 48 2 1
LPC 15:0 10,62 36 4 0 17,90 48 3 1
LPC 16:0 8,57 36 3 1 16,90 48 2 1
LPC 16:1 10,53 36 4 0 19,27 48 3 1
LPC 17:0 8,37 36 4 0 17,30 48 3 1
LPC 18:0 8,40 36 4 1 17,65 48 3 1
LPC 18:1 7,87 36 4 0 17,02 48 3 1
LPC 18:2 8,95 36 4 0 18,27 48 3 1
LPC 18:3 12,46 22 1 0 22,17 34 2 1
LPC 20:0 7,45 34 4 0 20,94 48 3 0
LPC 20:1 6,90 36 2 0 15,79 48 2 1
LPC 20:2 23,17 28 3 0 20,74 42 2 1
LPC 20:3 6,96 32 1 0 17,42 46 1 0
LPC 20:4 8,41 34 3 0 17,91 46 3 1
LPC 20:5 10,51 18 2 0 18,84 30 1 1
LPC 22:0 12,16 30 2 0 17,73 44 3 0
LPC 22:4 9,42 26 2 0 20,19 40 2 2
LPC 22:5 7,38 32 2 0 18,67 44 2 1
LPC 22:6 10,00 34 2 0 19,81 46 3 1
LPC 24:0 8,16 36 3 0 14,79 48 1 1
LPC 0-16:0 4,70 36 1 0 12,41 48 4 0
LPC O-16:1 8,62 36 2 0 14,39 48 2 1
LPC 0-18:0 9,78 36 0 0 18,05 48 2 0
LPC O-18:1 7,63 36 2 0 15,09 48 2 0
LPE 16:0 6,97 36 1 0 13,57 48 3 1
LPE 18:0 7,85 36 2 1 13,27 48 3 0
LPE 18:1 7,63 36 2 0 13,16 48 2 1
LPE 18:2 6,73 34 2 1 12,36 46 3 1
LPE 20:3 17,39 34 1 0 21,25 46 3 1
LPE 20:4 15,89 36 2 0 20,36 48 5 1
LPE 22:6 13,26 36 1 1 15,75 48 3 0
LPE O-16:1 9,64 36 1 0 15,59 48 2 1
LPE 0-18:1 9,26 36 2 0 14,49 48 3 1
LPG 16:0 13,07 28 1 0 33,49 32 2 0
LPG 18:1 14,78 34 2 0 13,89 38 3 0
LPG 18:2 13,93 32 3 0 17,74 36 1 1
LPI 16:0 22,94 36 1 0 23,74 40 3 0
LPI 18:0 25,00 36 1 0 16,64 48 2 1
LPI 18:2 19,79 30 1 0 13,97 42 3 0
LPI 20:3 34,17 26 1 0 28,42 38 2 0
LPI 20:4 22,96 36 0 0 13,73 48 5 1
PC 30:0 4,07 36 1 0 9,77 48 2 1
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Anhang

Kontrollkarte
Korrektur mit IS

Korrektur mit median peak ratio

RSD [%] Total Warn. AK RSD [%] Total Warn. AK
PC 30:1 6,25 36 2 0 14,88 48 3 2
PC 30:2 15,00 26 1 0 18,57 34 1 0
PC 32:0 4,08 36 2 0 9,42 48 3 1
PC 32:1 4,43 36 2 0 11,98 48 3 1
PC 32:2 6,55 36 2 0 11,45 48 3 1
PC 33:2 4,44 36 2 0 9,16 48 3 1
PC 34:0 8,47 36 4 0 8,76 48 3 0
PC 34:1 2,48 36 2 0 12,04 48 3 1
PC 34:2 4,22 36 2 0 12,77 48 3 1
PC 34:3 4,80 36 1 0 10,13 48 2 1
PC 34:4 5,31 36 2 0 14,28 48 3 1
PC 34:5 13,76 24 0 0 16,48 36 1 0
PC 36:1 7,66 36 2 0 8,39 48 4 0
PC 36:2 3,42 36 2 0 10,64 48 3 1
PC 36:3 3,25 34 1 1 11,03 46 3 1
PC 36:4 4,31 36 2 0 12,71 48 3 1
PC 36:5 5,57 36 1 0 10,15 48 1 1
PC 38:2 9,87 36 4 0 7,53 48 2 0
PC 38:3 8,15 34 2 0 10,12 44 3 1
PC 38:4 3,86 36 2 0 13,02 48 3 1
PC 38:6 3,74 36 1 0 14,94 48 2 1
PC 38:7 6,92 36 1 0 9,32 38 2 1
PC 40:4 10,43 32 2 0 9,79 44 1 0
PC 40:6 5,47 36 3 0 8,63 48 4 0
PC 40:7 3,87 36 1 0 10,52 48 3 1
PC 0-16:0_16:0 41,57 32 1 0 60,67 44 1 0
PC 0-16:0_18:2 37,28 32 1 0 67,34 44 1 0
PC 0-16:0_20:4 33,71 32 0 0 71,46 44 2 0
PC O-16:1_16:0 40,53 32 1 0 62,21 42 2 0
PC O-16:1_18:1 33,95 28 0 0 67,59 40 2 0
PC O-16:1_18:2 42,68 24 0 0 64,94 36 2 0
PC O-16:1_20:4 35,51 30 0 0 72,67 44 2 0
PC 0-18:0_20:4 21,56 26 0 0 85,41 40 2 0
PC 0-18:1 _20:4 30,09 32 0 0 77,52 44 1 0
PC 0-34:1 33,10 36 1 0 74,78 48 2 0
PE 32:1 33,06 35 2 1 35,77 46 1 1
PE 34:1 8,54 36 2 0 32,95 48 0 0
PE 34:2 6,87 36 1 1 32,18 48 0 0
PE 34:3 15,83 34 1 0 27,41 46 2 0
PE 36:1 14,91 36 2 0 40,61 48 2 0
PE 36:2 11,10 36 3 0 40,21 48 1 0
PE 36:3 7,46 36 2 0 34,30 48 0 0
PE 36:4 9,00 36 1 0 34,12 48 1 0
PE 36:5 7,52 36 3 0 33,70 48 0 0
PE 38:4 12,35 36 2 0 39,77 48 0 0
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Kontrollkarte
Korrektur mit IS

Korrektur mit median peak ratio

RSD [%] Total Warn. AK RSD [%] Total Warn. AK
PE 38:5 9,05 36 3 0 36,36 48 0 0
PE 38:6 10,54 36 1 0 34,27 48 2 0
PE 40:6 13,46 36 2 0 38,00 48 1 0
PE 40:7 13,08 36 1 0 37,02 48 2 0
PE O-16:1_18:2 8,95 36 1 0 31,57 48 0 0
PE O-16:1_20:4 9,35 36 0 0 34,28 48 2 0
PE O-18:1_18:1 38,63 36 2 2 55,11 48 2 1
PE O-18:1_18:2 24,05 36 2 1 42,94 48 1 0
PE O-18:1_20:4 19,54 34 1 0 42,66 46 1 0
PE O-18:2_20:4 13,73 32 1 0 34,07 44 2 0
PG 34:1 24,21 25 1 0 41,94 27 1 0
PI132:1 27,23 24 1 0 37,16 32 2 0
Pl 34:1 14,93 29 2 0 57,44 41 1 0
Pl 34:2 20,83 36 1 0 49,69 48 4 0
PI 36:1 43,97 34 2 0 85,13 46 3 0
Pl 36:2 25,76 36 2 2 72,95 48 4 0
P1 36:3 32,33 30 2 0 53,33 44 2 0
Pl 36:4 26,53 36 1 0 51,26 48 2 0
P138:3 28,87 22 0 0 90,10 34 1 0
PI 38:4 37,96 36 2 1 79,16 48 4 0
PI1 38:6 21,88 36 2 0 47,32 48 1 0
PI 40:6 55,81 34 0 0 72,37 46 0 0
SE 27:1/14:1 10,66 20 1 0 16,88 32 2 0
SE 27:1/16:1 13,39 32 1 0 18,93 42 2 0
SE 27:1/17:1 17,17 32 1 0 20,03 44 2 0
SE 27:1/18:1 4,72 36 3 1 16,07 44 2 0
SE 27:1/18:2 10,01 36 2 0 13,96 48 1 0
SE 27:1/20:3 14,65 36 0 0 12,11 48 1 0
SE 27:1/20:4 13,18 36 0 0 10,39 48 1 0
SE 27:1/20:5 26,84 22 0 0 26,36 36 2 0
SE 27:1/22:4 16,70 30 1 0 13,39 42 2 0
SE 27:1/22:6 17,93 36 0 0 17,57 48 2 0
SE 27:1/24:1 45,00 30 2 0 35,96 40 1 0
SM 30:1 7,37 26 1 0 10,50 38 2 0
SM 32:1 10,71 36 3 0 23,16 48 3 1
SM 32:2 7,39 26 0 0 10,15 40 2 0
SM 33:1 9,05 36 2 0 8,36 48 3 0
SM 33:2 18,31 18 2 0 18,21 28 1 0
SM 34:0 7,41 36 2 0 11,82 48 2 0
SM 34:1 6,18 36 3 1 8,26 48 3 1
SM 34:2 7,26 36 2 0 14,48 48 2 1
SM 35:1 5,04 32 2 1 9,56 44 2 1
SM 36:0 12,89 30 1 0 15,86 42 1 0
SM 36:1 5,41 36 2 1 9,16 48 2 1
SM 36:2 5,24 36 2 1 11,06 48 2 1
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Anhang

Kontrollkarte
Korrektur mit IS

Korrektur mit median peak ratio

RSD [%] Total Warn. AK RSD [%] Total Warn. AK
SM 36:3 35,75 22 2 0 27,04 32 2 2
SM 37:1 10,43 36 3 0 511 46 3 0
SM 38:1 12,59 36 4 0 8,22 48 2 0
SM 38:2 6,42 36 1 0 8,59 48 3 1
SM 39:1 10,61 34 2 0 6,89 46 1 1
SM 40:1 13,91 36 4 0 9,07 48 5 0
SM 40:2 13,33 36 4 0 8,56 48 3 0
SM 40:3 9,97 32 2 0 8,69 46 3 0
SM 41:1 14,89 36 3 0 9,40 48 4 1
SM 41:2 12,08 36 4 0 7,13 48 2 0
SM 42:1 15,21 36 3 0 10,43 48 3 0
SM 42:2 14,17 36 4 0 8,71 48 4 0
SM 42:3 14,05 36 4 0 8,85 48 3 0
SM 43:1 12,59 36 2 0 12,01 48 4 0
SM 43:2 16,86 36 2 0 16,20 48 1 0
ST 19:2 OH2_S - 0 0 0 13,24 36 2 0
ST 27:1_OH 4,74 36 0 0 33,48 48 1 0
ST 27:1 OH_S - 0 0 0 14,64 48 3 0
TG 42:1 83,88 26 3 0 54,20 34 2 1
TG 42:2 62,89 28 3 0 35,77 38 2 0
TG 44:1 72,38 26 3 0 41,15 35 3 0
TG 44:2 59,97 28 3 0 44,84 38 3 0
TG 46:1 33,50 30 3 0 18,43 39 3 0
TG 46:2 44,21 30 3 0 28,45 40 2 0
TG 46:3 44,16 28 3 0 37,05 38 1 0
TG 48:1 17,93 30 1 0 19,25 42 2 0
TG 48:2 13,59 30 0 0 15,88 42 1 0
TG 48:3 19,39 30 0 0 24,20 44 0 0
TG 48:4 23,62 26 0 0 32,41 40 2 0
TG 50:1 14,10 34 2 0 18,26 46 0 0
TG 50:2 13,26 34 1 1 15,80 46 1 0
TG 50:3 10,55 32 2 0 14,41 46 0 0
TG 50:4 13,56 32 1 0 19,07 46 0 0
TG 52:1 23,02 36 0 0 31,99 48 0 0
TG 52:2 12,84 36 2 1 17,10 48 1 0
TG 52:3 12,31 36 2 1 14,32 48 1 0
TG 52:4 9,17 34 2 0 14,09 48 0 0
TG 52:5 13,37 30 1 0 19,74 44 0 0
TG 54:1 26,00 34 0 0 33,90 46 0 0
TG 54:2 22,53 36 0 0 31,30 48 0 0
TG 54:3 13,53 36 2 1 19,62 48 1 0
TG 54:4 12,81 36 1 1 16,26 48 1 0
TG 54:5 9,19 34 2 0 15,74 48 1 0
TG 54:6 12,87 34 2 0 19,45 48 0 0
TG 56:1 30,62 32 1 0 39,87 44 0 0
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Kontrollkarte
Korrektur mit IS

Korrektur mit median peak ratio

RSD [%] Total Warn. AK RSD [%] Total Warn. AK
TG 56:2 25,48 34 0 0 34,90 46 0 0
TG 56:3 22,41 36 0 0 32,16 48 0 0
TG 56:4 14,54 34 2 0 23,12 48 2 0
TG 56:5 17,70 28 1 1 23,85 42 1 0
TG 56:6 14,85 32 0 0 22,96 46 1 0
TG 58:1 32,02 30 2 0 43,56 42 1 0
TG 58:2 29,23 32 0 0 39,70 44 0 0
TG 58:3 26,07 34 0 0 35,13 46 0 0
TG 58:4 20,97 32 0 0 30,74 46 0 0
TG 58:6 16,67 32 2 0 24,35 46 2 0
Thyroxin - 0 0 0 21,65 28 1 1
Mittelwert 16,45 24,98
Median 13,22 18,93
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Tabelle 39: Stabilitat extrahierter Plasmaproben auf dem Abdampfgerat.

Die Proben wurden in PP extrahiert und anschlielend entweder in Glasvials oder in PP bei 45 °C unter N2-
Strom abgedampft. Nach vollsténdiger Trocknung (5 min in Glasivials und 10 min in PP) wurden die Proben
fur die angegebene Zeit weiter auf dem Abdampfgerét belassen (n=6). Werte > 15% sind fett markiert.

Stabilitat auf dem Abdampfqgerat

Glasvials PP
Kontrolle 20 min Kontrolle 30 min
Analyt RSD[%] | RE[%] RSD[%] | RSD[%] | RE[%] RSD [%)]

Cer d18:1/16:0 11,25 -0,26 3,01 9,11 -3,23 7,27
Cer d18:0/22:0 4,29 1,35 8,42 10,16 -0,43 8,96
Cer d18:0/24:0 4,33 2,79 5,54 5,71 -0,68 7,68
Cer d18:1/22:0 5,97 1,14 2,43 2,95 -0,51 2,59
Cer d18:1/23:0 2,99 -1,15 3,74 4,51 2,19 4,98
Cer d18:1/24:0 5,44 -0,94 2,78 4,31 -0,65 2,67
Cer d18:2/22:0 6,15 0,54 7,37 5,73 -1,28 9,84
DG 32:0 11,95 -1,61 5,72 6,18 5,65 1,94
DG 32:1 4,39 -0,21 5,77 3,94 0,88 3,67
DG 34:1 5,16 -1,05 3,75 1,95 0,77 2,11
DG 34:2 6,49 -0,97 4,57 57 1,83 3,43
DG 36:1 1,77 -0,03 3,78 3,15 -1,04 2,91
DG 36:2 3,88 -0,01 2,86 2,11 -2,05 1,76
DG 36:3 2,99 1,58 2,93 2,78 -0,36 2,65
DG 36:4 7,88 -0,22 3,59 5,95 -1,2 4,37
DG 38:5 5,51 10,57 31,37 8,31 -7,01 10,93
DG 38:6 13,24 -11,85 18,31 4,58 7,97 19,5
FA 15:0 15,31 -0,6 7,62 9,16 -5,4 18,92
FA 16:0 17,06 10,42 11,39 16,69 2,1 11,83
FA 16:1 10,64 9,25 9,75 15,19 -0,61 16,07
FA 17:0 7,25 1,05 10,43 12,48 -3,78 8,68
FA 17:1 10,72 1,23 11,25 17,01 -3,37 11,81
FA 18:0 8,56 2,83 7,06 17,07 -6,54 16,47
FA 18:1 7,45 -1,42 6,01 10,31 0,9 7,63
FA 18:2 13,7 7,36 11,7 6,9 -6,09 11,92
FA 18:3 6,49 2,3 9,34 7,34 5,68 10,14
FA 18:4 8,96 7,15 12,06 16,97 -8,78 7,31
FA 20:1 6,93 -1,15 9,9 10,19 -4,39 10,03
FA 20:2 4,49 4,31 7,49 7,18 -0,15 8,05
FA 20:4 5,42 2,16 8,1 4,01 1,48 6,86
FA 20:5 5,01 5,04 9,11 7,63 -2,66 10,88
FA 22:4 7,25 0,82 9,36 8,49 3,06 6,95
FA 22:6 6,88 3,77 6,9 2,35 -0,29 3,99
FA 24:0 12,1 1,72 6,1 8,89 -9,59 16,38
FA 24:1 12,92 -7,94 23,18 23,97 -6,12 26,08
Hex2Cer d18:1/16:0 8,02 -1,34 4,13 8,26 5,83 6,77
Hex2Cer d18:1/24:1 14,75 2,79 5,13 10,92 -0,71 7,6

HexCer d18:1/16:0 12,61 -6,36 5,76 8,28 -0,84 5,84
HexCer d18:1/24:0 3,21 -2,89 4,57 3,74 -15 4,38
LPC 14:0 3,94 1,4 3,14 2,65 0,5 2,98
LPC 15:0 3,87 -1,51 3,78 3,04 1,06 3,05
LPC 16:0 2,9 0,7 1,46 2,41 0,22 2,51
LPC 16:1 2,57 -1 4,15 2,42 0,58 3,09
LPC 17:0 4,93 0,79 3,38 3,18 0,15 2,23
LPC 18:0 2,69 0,52 3,16 2,87 0,91 2,71
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Stabilitat auf dem Abdampfgeréat

Glasvials PP
Kontrolle 20 min Kontrolle 30 min
Analyt RSD [%] | RE[%] RSD[%] | RSD[%] | RE[%] RSD [%]

LPC 18:1 3 1,22 3 1,89 -0,94 2,04
LPC 18:2 3,99 -0,08 2,57 2,31 0,31 2,05
LPC 18:3 3,36 0,55 4,31 2,34 -0,73 2,95
LPC 20:0 3,26 -0,46 7,92 4,17 0,83 7,56
LPC 20:1 4,24 -1,39 7,4 4,91 -0,49 6,53
LPC 20:2 8,88 1,6 4,86 3,76 0,89 4,09
LPC 20:3 4,03 -0,2 2,89 2,52 -1,92 3,8
LPC 20:4 3,3 0,72 2,93 2,59 0,93 2,57
LPC 20:5 3,21 -0,13 4,39 1,7 -3,57 2,39
LPC 22:0 11,06 1,04 11,96 13,38 -9,69 10,78
LPC 22:4 4 -0,48 8,65 4,12 3,91 6,25
LPC 22:5 6,02 -2,82 3,8 8,69 3,77 4,03
LPC 22:6 2,9 0,51 7,44 3,25 -0,51 3,26
LPC 24:0 4,97 1,49 8,83 9,31 0,44 8,53
LPC 0O-16:0 3,8 1,59 4,13 4,69 1,34 2,41
LPC O-16:1 3,45 2,26 4,28 2,21 0,66 2,82
LPC O-18:0 5,59 2,09 6,4 3,42 2,87 5,37
LPC O-18:1 7,43 3,28 7,05 3,37 -0,77 4,11
LPE 16:0 6,92 -1,83 51 3,81 2,88 2,9
LPE 18:0 3,46 -0,38 4,68 2,28 1,82 2,73
LPE 18:1 5,01 -0,39 4,73 3,68 0,85 3,36
LPE 18:2 6,37 -1,11 5,82 3,99 3,07 4,69
LPE 20:3 4,23 0,68 5,47 6,82 1,61 5,72
LPE 20:4 5,02 -0,19 5,19 3,58 2,58 4,15
LPE 22:6 6,17 0,37 6,75 3,9 1,6 4,4
LPE O-16:1 5,51 1,64 7,38 3,28 1,23 3,4
LPE O-18:1 4,84 0,14 4,18 3,96 0,99 3,43
LPI 18:0 7,82 0,39 7,86 4,33 3,13 3,92
LPI 18:2 8,43 4,59 7,18 6,21 -0,42 4,45
LPI 20:3 20,79 -0,14 10,46 13,61 15,22 22,37
LPI 20:4 5,41 3,86 7,03 4,74 2,87 2,25
PC 30:0 3,98 -0,21 2,54 3,45 2,26 2,87
PC 30:1 5,23 -2,1 1,64 3,85 -1,05 2,34
PC 30:2 7,39 0,52 9,8 12,41 -5,03 5,82
PC 32:0 3,69 -0,26 1,94 2,62 1,29 2,84
PC 32:1 2,94 -1,33 2,03 2,21 -0,09 3,61
PC 32:2 3,27 -0,22 2,78 3,39 -2,7 2
PC 33:2 4,67 -2,14 2,88 4.4 -0,19 2,87
PC 34.0 1,79 0,57 3,15 3,48 -1,17 3,59
PC 34:1 4,04 -1,6 1,72 2,83 0,03 1,94
PC 34:2 3,73 -1,41 2,08 2,61 -0,85 1,32
PC 34:3 3,47 -0,8 2,52 2,94 -1,34 1,47
PC 34:4 4,97 -2,82 0,97 3,47 -3,3 1,96
PC 34:5 1,24 -3,12 6,11 3,65 -1,38 4,73
PC 36:1 2,09 0,05 1,93 2,27 -1,25 2,51
PC 36:2 3,51 -1,11 1,45 2,51 -0,98 1,77
PC 36:3 3,67 -0,77 1,97 2,27 -1,02 1,62
PC 36:4 3,38 -2,28 2,31 1,7 -2,13 1,73
PC 36:5 2,02 -1,54 2,79 2,57 -3,01 1,61
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Stabilitat auf dem Abdampfgeréat

Glasvials PP
Kontrolle 20 min Kontrolle 30 min
Analyt RSD [%] | RE[%] RSD[%] | RSD[%] | RE[%] RSD [%]

PC 38:2 2,67 -0,53 2,63 1,89 -1,31 1,97
PC 38:3 3,89 -1,47 1,19 0,59 -4,5 3,71
PC 38:4 3,87 -1,52 1,38 2,85 -1,49 1,65
PC 38:6 3,43 -2,33 2,29 2,25 -2,59 1,29
PC 40:4 2,76 -0,83 2,45 3,13 -2,72 1,77
PC 40:6 3,9 -1,84 1,63 2,68 -3,05 1,14
PC 40:7 4,93 -1,65 2,51 4,11 -4,03 2,66
PC 0-16:0_16:0 2,63 -2,26 5,26 5,82 6,36 4,83
PC 0O-16:0_18:2 7,1 -5,12 51 6,71 0,73 6,85
PC 0-16:0_20:4 4,03 1,75 3,43 4,15 -1,2 5,66
PC O-16:1_16:0 5,02 -9,81 7,23 3,22 6,28 4,25
PC O-16:1_18:1 3,68 8,28 9,65 3,4 4,49 11,4
PC O-16:1 18:2 4,31 -0,28 1,99 3,32 2,19 2,88
PC O-16:1_20:4 3,08 0,7 3,79 3,6 0,51 541
PC 0-18:0_20:4 3,28 5,73 6,59 10,18 1,85 6,4

PC 0-18:1_20:4 8,46 -3,49 10,1 3,13 0,39 8,42
PC 0-34:1 4,67 0,89 3,56 6,28 4,94 10,29
PE 32:1 4,19 -3,74 6,09 4,33 -2,88 4,59
PE 34:1 4,04 1,92 5,81 4,06 4,61 2,37
PE 34:2 3,66 -4,86 3,23 2,52 -0,42 3,28
PE 34:3 6,31 1,78 13,37 5,4 0,54 11,48
PE 36:1 5,63 3,53 1,6 7,08 3,31 5,59
PE 36:2 3,46 -4,1 3,99 2,39 4,11 4,59
PE 36:3 5,32 -1,51 4,6 4,29 2,44 5,42
PE 36:4 2,34 -1,73 4,61 3,19 0,22 4,78
PE 36:5 7,53 -0,9 6,23 4,94 4,7 7,53
PE 38:4 3,21 -2,94 1,04 4,29 2,43 4,77
PE 38:5 6,23 -6,86 10,28 5,32 -2,95 5,35
PE 38:6 5,81 -3,76 2,52 3,24 3,51 6,85
PE 40:6 2,17 -3,21 3,31 3,53 2,84 3,59
PE 40:7 4,63 -0,09 7,15 1,43 1,04 5,43
PE O-16:1_18:2 3,06 -6,3 5,05 5,42 -0,16 1,71
PE O-16:1_20:4 4,07 -2,86 2,59 2,65 3,29 3,84
PE O-18:1_18:1 5,8 -0,09 3,4 6,95 -1,62 7,3

PE O-18:1_18:2 7,08 1,47 6,57 6,65 4,41 5,4

PE O-18:1_20:4 3,79 -4,12 3,26 5,83 -1,13 3,04
PE 0-18:2 20:4 3,24 -3,79 5,37 2,02 0,48 5,34
P132:1 20,22 10,56 10,62 10,18 4,65 9,4

Pl 34:1 2,38 0,95 4,24 5,26 2,31 4,77
Pl 34:2 2,05 -1,98 2,95 3,66 3,11 5,37
Pl 36:1 5,29 1,04 6,21 6,36 2,25 4,71
Pl 36:2 5,26 2,44 3,02 6,09 2,28 5,87
P136:3 7,63 1,21 8,76 6,68 -1,14 12,27
Pl 36:4 4,37 3,13 5,79 2,86 1,76 3,75
Pl 38:3 3,46 2,32 3,58 6,62 4.4 7,64
Pl 38:4 7,65 0,3 7,41 9,44 6,24 8,82
Pl 38:6 7,83 -1,32 5,77 3,73 -2,24 5,69
P140:6 5,87 1,39 2,6 5,74 7,92 7,11
PS 36:1 9,43 0,46 6,8 6,1 -1,69 4,19
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Stabilitat auf dem Abdampfgeréat

Glasvials PP
Kontrolle 20 min Kontrolle 30 min
Analyt RSD [%] | RE[%] RSD[%] | RSD[%] | RE[%] RSD [%]
SE 27:1/14:1 8,84 2,14 7,6 1,74 1,43 8,68
SE 27:1/16:1 3,88 -4,8 4,27 3,62 2,43 6,15
SE 27:1/17:1 3,97 -1,35 5,56 5,09 0,62 7,41
SE 27:1/18:1 3,89 -4,98 3,57 6,48 0,41 4,87
SE 27:1/18:2 4,12 -1,82 2,1 3,16 0,3 2,78
SE 27:1/20:3 55 1,45 3,91 4,66 -2,34 5,05
SE 27:1/20:4 3,42 0,06 0,88 1,31 0,21 3,54
SE 27:1/20:5 2,45 1,76 1,65 2,28 -1,07 3,23
SE 27:1/22:4 4,23 -2,88 6,53 7,35 -5,12 7,99
SE 27:1/22:6 2,33 2,98 1,4 1,93 -2,6 2,98
SM 30:1 3,52 -0,83 3,63 3,47 0,18 3,51
SM 32:1 5,79 -1,49 0,91 3,28 -0,4 1,87
SM 32:2 4,9 -0,49 3,55 2,3 -0,62 3,44
SM 33:1 4,7 -0,79 2,72 4,5 -0,19 2,69
SM 33:2 7,35 4,18 2,74 5,62 -2,26 8,13
SM 34:0 4,85 0,62 1,88 3,38 1,64 4,19
SM 34:1 3,34 -0,9 1,7 2,65 0,12 2,98
SM 34:2 6,64 -1,23 1,39 2,87 -2,43 1,98
SM 35:1 4,86 -1,24 3,95 3,61 0,2 5,01
SM 36:0 9,38 1,54 2,9 4,83 -0,99 4,27
SM 36:1 4,44 -0,75 2,49 3,41 1,95 2,49
SM 36:2 3,33 -0,26 3,04 3,21 -1,46 3,34
SM 36:3 3,58 0,9 3,1 5,75 -2,4 3,16
SM 37:1 4,76 -0,43 4,78 1,06 1,09 3,75
SM 38:1 2,19 0,25 2,63 2,73 -0,26 2,57
SM 38:2 3,74 -1,74 2,7 3,28 -0,35 2,78
SM 39:1 3,64 0,28 1,83 3,7 -1,17 1,57
SM 40:1 2,13 0,35 2,4 3,11 0,22 2,58
SM 40:2 2,51 -0,14 2,05 2,3 -1,15 2,13
SM 40:3 4,22 -0,19 7,62 2,61 -6,37 5,73
SM 41:1 2,49 -0,04 2,37 3,43 0,03 2,9
SM 41:2 4,04 -1,13 2,47 2,57 -1,11 2,49
SM 42:1 2,43 0,38 2,61 3,13 0,42 2,89
SM 42:2 1,59 -3,29 10,18 2,95 -0,99 1,88
SM 42:3 2,06 -0,33 2,32 2,16 -2,05 2,18
SM 43:1 3,04 -0,71 4,11 3,29 0,36 4,29
SM 43:2 3,23 -1,45 2,22 3,62 -0,11 2,54
ST 19:2 OH2_S 6,43 0,82 7,07 4,05 0,68 5,85
ST 19:2 OH3_S 5,84 2,97 5,32 2,07 0,66 2,35
ST 27:1_ OH 9,79 0,08 3,61 3,54 -1,66 3,66
ST27:1 OH_S 4,24 1,7 4,13 3,35 0,79 6,27
TG 42:1 25,34 -11,54 4,97 4,77 1,61 5,36
TG 42:2 23,46 -5,58 7,92 2,39 2,34 5,75
TG 44:0 12,52 -6,75 3,2 2,11 0,48 2,15
TG 44:1 16,97 -7,57 3,43 4,18 2,85 2,35
TG 44:2 13,1 -3,98 3,96 59 2,53 4,27
TG 46:1 8,41 -2,09 3,27 3,24 1,17 1,39
TG 46:2 10,27 -2,69 2,5 3,7 2,12 2,56
TG 46:3 10,02 -1,07 2,77 1,39 1,38 3,74
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Stabilitat auf dem Abdampfgeréat

Glasvials PP
Kontrolle 20 min Kontrolle 30 min
Analyt RSD [%] | RE[%] RSD[%] | RSD[%] | RE[%] RSD [%]

TG 48:1 4,84 0,79 2,14 1,92 -0,18 2,42
TG 48:2 4,55 0,45 3,99 2,74 -0,44 3,49
TG 48:3 6,28 0,84 2,41 3,94 0,14 2,65
TG 48:4 2,82 1,55 3,19 31 0,7 4,53
TG 50:1 4,22 -1,26 3,01 2,2 0,15 3,84
TG 50:2 3,11 -0,16 2,04 1,7 -0,85 2,1

TG 50:3 3,29 -0,17 3,84 2,19 -2,35 3,64
TG 50:4 3,69 1,68 2,4 3,2 -1,55 3,43
TG 52:1 5,25 1,03 3,03 5,06 -2,02 4,12
TG 52:2 3,28 -0,32 2,64 2,51 -0,35 3,3

TG 52:3 2,92 -1,04 2,14 1,58 0,14 2,21
TG 52:4 2,47 0,52 2,43 2,69 -1,78 2,64
TG 52:5 3,78 0,99 2,11 2,93 -2,37 3,38
TG 54:1 6,07 0,06 3,96 5,16 1,18 5,38
TG 54:2 4,9 0,61 3,42 5,25 -2,06 4,37
TG 54:3 3,57 -0,85 3,74 4,82 -0,93 3,05
TG 54:4 4,2 -1,9 3,19 3,6 -1,51 2,86
TG 54:5 3,09 0,6 3,35 3,79 -2,94 3,44
TG 54:6 3,04 1,1 5,64 3,06 1,82 3,85
TG 56:1 10,99 -12 9,11 8,26 3,26 7,62
TG 56:2 7,17 3,65 4,61 8,81 2,25 4,47
TG 56:3 9,53 1,73 8,13 6,72 -0,92 5,17
TG 56:4 4,23 1,86 1,81 6,83 -3,65 7,71
TG 56:5 4,49 -1,35 3,27 4,34 -2,56 3,29
TG 56:6 5,17 1,07 2,09 3,44 -0,9 3,97
TG 58:4 14,59 8,65 10,97 23,1 17,45 24,99
TG 58:6 7,03 -0,9 7,01 5,8 4,84 5,77
Thyroxin 9 -2,21 6,14 5,29 6,62 5,08
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Tabelle 40: Stabilitat von rekonstituierten Lipidextrakten bei Raumtemperatur.
Die Proben wurden extrahiert und nach der Rekonstitution mit 120 uL Methanol fur 4 h bei Raumtemperatur
gelagert (n=5). Werte > 15% sind fett markiert.

Stabilitat von Lipid-Extrakten bei Raumtemperatur

Kontrolle 4h
Analyt RSD [%] | RE[%] RSD [%]

Cer d18:1/16:0 0,96 -0,27 6,39
Cer d18:0/22:0 6,18 -1,64 13,18
Cer d18:0/24:0 6,51 -1,44 7,95
Cer d18:1/22:0 1,08 -2,58 2,54
Cer d18:1/23:0 2,56 -1,1 1,63
Cer d18:1/24:0 2,12 -1,86 2,78
Cer d18:2/22:0 3,65 3,25 3,3

DG 32:1 9,91 -4,45 4,42
DG 34:1 4,45 -5,27 2,67
DG 34:2 4,69 -4,78 2,61
DG 36:1 3,66 -4,67 1,86
DG 36:2 3,62 -1,64 1,63
DG 36:3 3,77 -1,93 1,74
DG 36:4 3,46 -4,17 1,37
DG 38:5 3,99 -3,8 4,3

DG 38:6 6,16 -4,68 4,62
FA 14:0 10,9 24,26 22,05
FA 15:0 22,48 33,99 45

FA 16:0 21,1 10,21 8,19
FA 16:1 17,39 40,44 69,25
FA 17:0 18,38 24,67 22,73
FA 17:1 13,55 40,3 50,96
FA 18:0 21,34 9,63 6,58
FA 18:1 7,5 -4,57 6,86
FA 18:2 9,8 -4,57 10,83
FA 18:3 4,07 8,86 6,78
FA 18:4 4,62 7,44 6,99
FA 20:1 1,08 9,24 6,13
FA 20:2 10,24 9,7 18,78
FA 20:4 2,05 3,9 8,48
FA 20:5 55 0,07 6,42
FA 22:4 4,09 5,38 5,16
FA 22:6 4,61 4,19 3,55
FA 24:0 13,55 44,62 24,27
FA 24:1 8,04 11,71 7,01
Hex2Cer d18:1/16:0 8,22 -0,63 3,26
Hex2Cer d18:1/24:1 10,92 5,43 7,12
HexCer d18:1/16:0 3,01 -7,34 9,84
HexCer d18:1/24:0 2,63 -3,52 2,3

LPC 14:0 3,47 -2,12 2,43
LPC 15:0 3,7 -3,3 1,23
LPC 16:0 3,36 -0,39 0,86
LPC 16:1 3,67 -2,31 2,38
LPC 17:0 4,16 -2,21 1,7

LPC 18:0 3,74 -1,32 0,8

LPC 18:1 3,47 -1,36 0,44
LPC 18:2 3,13 -1,8 1,76
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Stabilitdt von Lipid-Extrakten bei Raumtemperatur

Kontrolle 4 h
Analyt RSD [%] | RE[%] RSD [%]

LPC 18:3 4,22 -2,62 1,46
LPC 20:0 3,93 1,46 1,78
LPC 20:1 3,21 -1,39 1,96
LPC 20:2 4,58 -5,57 2,4

LPC 20:3 9,64 -6,21 1,89
LPC 20:4 4,33 -2,71 1,66
LPC 20:5 3,7 -0,67 1,53
LPC 22:0 7,47 -4,32 4,55
LPC 22:4 6,89 -6,14 5,87
LPC 22:5 3,12 -3,23 2,79
LPC 22:6 4 -2,47 1,96
LPC 24:0 3 1,8 0,75
LPC O-16:0 1 2,33 1,79
LPC O-16:1 3,11 3,04 4,09
LPC 0O-18:0 4,76 3,86 5,05
LPC O-18:1 2,49 0,23 2,96
LPE 16:0 5,27 0,44 3,91
LPE 18:0 3,87 2,55 2,18
LPE 18:1 2,55 -0,06 2,96
LPE 18:2 2,08 0,13 1,54
LPE 20:3 511 1,06 3,33
LPE 20:4 3,51 1,48 2,48
LPE 22:6 6,25 0,81 4,27
LPE O-16:1 6,56 9 7,14
LPE O-18:1 4,15 7,11 2,84
LPI 18:0 4,53 13,79 4,47
LPI 18:2 8,8 -2,66 5,37
LPI 20:3 2,86 1,1 12,19
LPI 20:4 6,67 4,53 6,7

PC 30:0 3,17 -1,63 1,56
PC 30:1 2,54 -1,91 3,21
PC 30:2 2,22 4,11 3,92
PC 32:0 2,24 -2,34 2,39
PC 32:1 3,11 -1,88 2,09
PC 32:2 2,79 -2,03 1,57
PC 33:2 1,89 -1,2 1,81
PC 34.0 2,24 -1,09 1,31
PC 34:1 2,16 -2,49 2,06
PC 34:2 1,76 -1,04 1,81
PC 34:3 1,84 -1,94 1,38
PC 34:4 2,74 -3,06 4,15
PC 34:5 1,49 -1,73 3,98
PC 36:1 2,41 -1,35 1,41
PC 36:2 2,31 -0,67 2,26
PC 36:3 2,45 -2,21 2,22
PC 36:4 2,16 -0,43 1,68
PC 36:5 2,15 -2,2 2,1

PC 38:2 1,93 -1,73 1,46
PC 38:3 1,88 -0,46 1,09
PC 38:4 1,87 -2,26 2,04
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Stabilitdt von Lipid-Extrakten bei Raumtemperatur

Kontrolle 4 h
Analyt RSD [%] | RE[%] RSD [%]

PC 38:6 1,87 -2,33 0,83
PC 40:4 2,95 -3 1,44
PC 40:6 2,45 -2,65 2,59
PC 40:7 3,36 -2,68 1,94
PC 0-16:0_16:0 2,57 -0,67 8,07
PC 0-16:0_18:2 4,19 -1,95 4,31
PC 0-16:0_20:4 4,11 -0,36 1,09
PC O-16:1_16:0 7,57 4,16 5,76
PC O-16:1_18:1 4,44 53 2,07
PC O-16:1_18:2 5,05 0,34 3,07
PC O-16:1_20:4 3,49 0,77 4,81
PC 0-18:0_20:4 6,63 1,03 11,31
PC 0O-18:1_20:4 6,42 2,87 4,94
PC 0-34:1 4,33 2,37 3,55
PE 32:1 4,39 7,18 5,63
PE 34:1 6,78 -2,93 5,08
PE 34:2 3,6 -1,46 5,58
PE 34:3 4,42 -7,22 8,1
PE 36:1 4,21 -0,99 4,85
PE 36:2 4,12 1,4 4,9
PE 36:3 6,28 -3,41 4,88
PE 36:4 5,92 3,68 4,38
PE 36:5 6,12 -4,1 3,33
PE 38:4 4,3 -1,15 7,11
PE 38:5 4,79 -0,72 7,11
PE 38:6 6,49 -2,07 5
PE 40:6 3,71 1,86 3,01
PE 40:7 7,2 1,86 5,85
PE O-16:1_18:2 5,8 -0,43 4,07
PE O-16:1_20:4 5,36 4,29 6,57
PE O-18:1_18:1 54 0,5 4,72
PE O-18:1_18:2 9,04 3,33 7,68
PE O-18:1_20:4 4,99 -2,84 6,48
PE 0-18:2_20:4 4,22 -0,19 3,54
P132:1 7,22 -8,36 2,78
Pl 34:1 5,18 -2,35 8,93
Pl 34:2 6,29 4,11 3,87
Pl 36:1 6,2 2,02 2,85
Pl 36:2 3,95 -0,7 4,69
P136:3 10,22 3,63 5,79
Pl 36:4 7,89 -0,95 2,67
Pl 38:3 5,96 -0,41 6,74
Pl 38:4 4,2 -1,46 5,25
Pl 38:6 12,4 7,23 15,03
Pl 40:5 7,4 -0,3 10,59
Pl 40:6 6,78 -0,76 4,36
PS 36:1 14,53 3,71 17,8
SE 27:1/14:1 3,89 5,93 15,09
SE 27:1/16:1 3,86 -2,42 1,07
SE 27:1/17:1 6,48 -2,72 4,58
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Stabilitdt von Lipid-Extrakten bei Raumtemperatur

Kontrolle 4 h
Analyt RSD [%] | RE[%] RSD [%]

SE 27:1/18:1 5,19 -1,57 1,64
SE 27:1/18:2 4,91 -1,69 3

SE 27:1/20:3 5,14 0,47 5,36
SE 27:1/20:4 3,27 -2,36 1,19
SE 27:1/20:5 3,22 -0,41 1,78
SE 27:1/22:4 6,03 -8,36 511
SE 27:1/22:6 3,03 -1,02 1,84
SE 27:1/24:1 6,53 3,11 5,21
SM 30:1 2,87 2 2,88
SM 32:1 2,81 -0,5 2,78
SM 32:2 2,4 0 1,18
SM 33:1 1,99 -1,57 1,98
SM 33:2 6,42 -5,58 6,71
SM 34:0 6,23 0,22 3,61
SM 34:1 1,88 -2,17 2,2

SM 34:2 4,23 -3,35 2,87
SM 35:1 2,38 -0,36 4,68
SM 36:0 11,66 -8,15 6,45
SM 36:1 2,97 -1,82 2,6

SM 36:2 3,89 -0,9 4,42
SM 36:3 3,12 -1,18 5,44
SM 37:1 2,89 -3,19 1,46
SM 38:1 2,19 -2 1,97
SM 38:2 2,96 -3,75 4,83
SM 39:1 2,43 -1,67 2,33
SM 40:1 3,07 -1,55 2,41
SM 40:2 2,51 -1,91 2,02
SM 40:3 4,74 -0,71 5,83
SM 41:1 3,29 -0,49 1,63
SM 41:2 2,44 -1,76 1,03
SM 42:1 2,79 -1,3 3,04
SM 42:2 2,52 -1,07 1,92
SM 42:3 2,52 -2,1 2,27
SM 43:1 1,18 -1,05 25

SM 43:2 3,63 -1,72 2,71
ST 19:2 OH2_S 5,82 -0,69 5,42
ST 19:2 OH3_S 7,11 -5,93 8,82
ST 27:1 OH 4,68 -4,48 494
ST 27:1 OH_S 4,35 14,84 18,27
TG 42:1 2,67 -1,79 1,52
TG 42:2 1,92 -2,1 1,87
TG 44:0 3,97 -1,47 3,33
TG 44:1 2,14 -0,62 1,1

TG 44:2 1,96 -1,31 1,2

TG 46:1 2,95 -2,89 1,62
TG 46:2 1,47 -1,44 1,41
TG 46:3 2,92 -1,76 1,09
TG 48:1 3,6 0,82 5,75
TG 48:2 3,23 -2,36 1,52
TG 48:3 2,12 0,05 1,97
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Stabilitdt von Lipid-Extrakten bei Raumtemperatur

Kontrolle 4 h
Analyt RSD [%] | RE[%] RSD [%]
TG 48:4 2,27 -1,45 1,75
TG 50:1 2,4 -1,03 3,15
TG 50:2 2,78 -1,69 2,69
TG 50:3 1,89 -1,22 2,06
TG 50:4 2,01 -0,91 1,65
TG 52:1 6,51 -1,18 4,73
TG 52:2 3,78 -0,8 4,26
TG 52:3 2,65 -2,07 1,64
TG 52:4 2,52 -1,53 1,78
TG 52:5 2,48 -0,92 2,02
TG 54:1 4,1 -1,81 4,04
TG 54:2 4,97 -1 3,07
TG 54:3 4,24 -2,51 2,11
TG 54:4 3,11 -1,63 2,56
TG 54:5 2,69 -1,31 1,98
TG 54:6 10,01 -0,09 8,15
TG 56:1 7,74 -0,74 511
TG 56:2 3,26 -2,83 2,91
TG 56:3 4,5 -0,76 3,11
TG 56:4 6,8 -3,89 2,56
TG 56:5 3,22 -1,58 1,37
TG 56:6 4,29 0,61 4,02
TG 58:1 9,42 -0,23 7,02
TG 58:2 2,23 -2,98 3,22
TG 58:3 2,26 -2,9 3,24
TG 58:4 6,03 -0,36 3,68
TG 58:6 15,16 -4,59 13,54
Thyroxin 3,07 -5,3 4,21
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Tabelle 41: Frier-Tau-Stabilitdt von Humanplasma.
Die Proben wurden bei -80 °C gelagert und unterliefen die angegebene Anzahl Frier-Tau-Zyklen (n=5).
Werte > 15% sind fett markiert. Kontrol. = Kontrolle (1 Frier-Tau Zyklus)

Frier-Tau-Stabilitdt von Humanplasma

Kontrol. 1 Zyklus 2 Zyklen 3 Zyklen
RSD[%] | RE[%] RSD[%] | RE[%] RSD[%] | RE[%] RSD [%]

Cer d18:1/16:0 8,53 0,72 9,52 4,21 8,96 1,36 5,02
Cer d18:0/22:0 11,42 8,57 4,62 3,95 5,83 4,04 7,98
Cer d18:0/24:0 3,34 10,06 10,58 10,15 4,41 3,28 7,05
Cer d18:1/16:0 8,53 0,72 9,52 4,21 8,96 1,36 5,02
Cer d18:1/22:0 3,35 2,26 2,63 2,58 2,95 2,13 2,73
Cer d18:1/23:0 4,67 3,59 4,08 1,7 3,76 1,62 3,09
Cer d18:1/24:0 2,71 5,47 3,36 3,29 2,33 4,08 3,19
Cer d18:2/22:0 3,29 0,46 4,17 2,83 4,02 -1,24 7,77
DG 32:1 6,59 6,97 2,55 9,31 4,51 9,88 6,58
DG 34:1 2,87 4,89 2,9 5,16 2,71 3,51 4,38
DG 34:2 4,14 4,63 2,49 3,42 1,49 5,84 1,8

DG 36:1 4,76 1,29 3,64 2,96 2,47 3,48 3,24
DG 36:2 2,51 4,53 1,75 3,02 2,22 3,85 1,91
DG 36:3 3,37 4,47 2,12 2,46 1,32 3,18 1,83
DG 36:4 3,41 4.4 2 25 2,42 4,23 1,92
DG 38:5 1,73 57 3,56 1,27 1,66 3,12 1,65
DG 38:6 6,48 1,86 5,33 2,28 5,87 0,8 3,87
FA 14:0 14,06 8,46 5,61 38,12 29,6 16,89 16,51
FA 15:0 6,73 7,59 7,24 46,1 35,55 39,28 18,9
FA 16:0 12,45 27,61 17,94 23,97 15,49 29,92 16,08
FA 16:1 13,84 16,71 11,18 50,83 35,8 41 8,72
FA 17:0 17,53 1,41 5,75 35,1 26,35 27,2 14,86
FA 17:1 13,86 18,23 18,83 31,22 48,03 35,87 15,55
FA 18:0 4,41 25,23 14,83 30,22 12,45 21,05 17,49
FA 18:1 7,56 1,78 15,36 14,44 6,3 -2,61 9,34
FA 18:2 6,71 0,84 4,61 -1,69 7,7 2,25 9,62
FA 18:3 8,23 5,05 12,96 7,65 12,27 6,49 7,39
FA 18:4 16,01 -1,77 6,33 -0,97 4,83 0,01 10,4
FA 20:1 16,41 1,14 15,21 0,53 9,73 10,65 10,39
FA 20:2 12,83 -0,04 9,96 15,49 18,7 7,68 7,27
FA 20:4 6,09 4.8 5,8 9,21 6,81 451 4,21
FA 20:5 5,92 6,37 1,34 7,08 3,33 5,14 4,01
FA 22:4 12,48 6,71 8,91 9,95 6,52 6,98 2,52
FA 22:6 10,97 3,94 4,62 49 3,32 3,25 4,57
FA 24:0 20,32 28,14 14,79 33,68 27,31 30,49 17,53
FA 24:1 6,93 1,94 4,38 2,35 7,25 7,5 4,76
Hex2Cer d18:1/16:0 2,99 4,21 4,01 3,76 2,66 6,32 3,28
Hex2Cer d18:1/24:1 6,32 3,09 2,01 0,66 8,27 4,03 7,01
HexCer d18:1/16:0 7,08 10,74 7,38 3,09 5,18 0,05 4,3

HexCer d18:1/24:0 3,02 5,85 2,58 5,15 451 5,72 1,85
LPC 14:0 2,38 1,93 3,16 1,38 3,65 3,17 2,13
LPC 15:0 3,63 1,92 1,42 -0,47 4 0,71 1,07
LPC 16:0 1,35 3,56 2,65 2,23 1,89 2,8 1,39
LPC 16:1 1,44 0,64 3 -0,71 2,65 0,71 1,11
LPC 17:0 2,13 4,22 2,94 3,55 1,93 3,5 2,68
LPC 18:0 2,28 3,28 3,25 4,03 2,04 3,26 1,45
LPC 18:1 1,18 3,08 2,78 0,96 1,55 2,66 1,31
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Frier-Tau-Stabilitdt von Humanplasma

Kontrol. 1 Zyklus 2 Zyklen 3 Zyklen
RSD[%] | RE[%] RSD[%] | RE[%] RSD[%] | RE[%] RSD [%]

LPC 18:2 2,2 2,82 2,27 -0,87 2,57 2,63 0,82
LPC 18:3 3,02 1,39 2,9 0,96 2,79 2,4 0,7
LPC 20:0 2,81 51 4,67 1,28 4,56 2,93 3,45
LPC 20:1 1,96 5,95 2,89 4,84 3,61 3,6 1,88
LPC 20:2 2,33 3,03 5,08 2,19 5,72 3,9 6,4
LPC 20:3 2,14 2,76 3,29 0,48 3,91 1,68 1,94
LPC 20:4 1,52 2,15 1,38 -0,2 2,77 2,05 1,74
LPC 20:5 2,46 2,91 3,88 1,01 3,67 2,63 1,16
LPC 22:0 9,17 3,53 8,08 9,51 4,79 -5,67 9,24
LPC 22:4 3,26 1,82 5,82 -0,16 6,11 -1,4 5,16
LPC 22:5 4,08 4,49 3,39 1,61 2,41 3,88 3,51
LPC 22:6 2,09 1,51 3,1 0,7 1,95 1,86 2,55
LPC 24:0 6,89 6,78 3,83 2,3 2,77 4,69 3,9
LPC O-16:0 5,72 2,47 3,07 6,61 5,02 4,3 2,48
LPC O-16:1 6,85 3,99 5,99 6,88 6,72 4,62 2,15
LPC 0-18:0 5,08 4,54 4,22 5 3,18 1,69 5,56
LPC O-18:1 8,73 3,08 4,04 10,29 8,29 2,74 2,09
LPE 16:0 7,36 4,49 5,32 4,74 4,76 0,15 1,66
LPE 18:0 7,2 2,22 4,39 4,51 3,44 151 3

LPE 18:1 7,58 1,66 57 3,67 4,55 1,17 1,81
LPE 18:2 6,63 2,91 5,41 2,8 4,46 1,59 2,61
LPE 20:3 8,59 0,27 9,67 -0,28 7,43 -3,21 2,55
LPE 20:4 6,79 1,53 5,92 3,76 3,44 1,41 1,62
LPE 22:6 7,21 2,14 7,86 1,52 4,71 -1,99 2

LPE O-16:1 6,64 8,64 4,59 10,59 4,5 0,39 3,59
LPE O-18:1 5,12 5,16 5,96 9,77 2,85 -1,28 2,32
LPI 18:0 5,24 0,14 3,21 1,2 3,64 2,74 2,01
LPI 18:2 2,93 -2,64 4,92 -0,58 4,76 1,27 2,98
LPI 20:3 7 1,82 4,44 -2,37 9,14 7,44 591
LPI 20:4 1,12 -0,81 5,85 -0,94 6,85 0,58 4,61
PC 30:0 3,09 4,36 3,78 0,88 1,67 3,13 1,19
PC 30:1 35 6,8 5,6 4,26 31 4,39 2,17
PC 30:2 8,47 -1,95 6,74 14,25 13,78 -4,65 3,89
PC 32:0 2,34 3,77 25 1,24 1,75 2,51 1,05
PC 32:1 1,13 3,75 3 1,24 1,42 21 1,42
PC 32:2 2,41 4,55 2,78 1,6 2,52 2,91 3,17
PC 33:2 4,83 1,54 3,04 -1,76 2,57 2 2,21
PC 34:0 4,1 3,39 1,93 0,76 3,57 2,76 1,47
PC 34:1 2,14 3,19 2,28 -0,26 15 0,75 1,08
PC 34:2 1,32 0,93 3,02 -0,82 1,11 0,74 0,77
PC 34:3 1,63 3,85 4,17 1,13 1,62 3,11 2,43
PC 34:4 3,47 4,99 3,57 3,36 2,95 4,06 2,88
PC 34:5 5,11 6 7,43 2,82 2,6 2,49 2,53
PC 36:1 2,49 3,65 3,46 1,25 2,16 1,76 0,95
PC 36:2 1,96 2,66 3,13 0,17 1,66 0,7 0,89
PC 36:3 2,22 1,93 2,8 0,05 1,78 1,18 14
PC 36:4 1,59 23 2,49 0,27 1,88 0,51 1,32
PC 36:5 2,18 2,84 2,98 0,68 1,68 2,71 0,7
PC 38:2 2,23 4,38 3,23 1,45 1,73 3,55 0,94
PC 38:3 4,44 2,33 3,15 1,02 2,57 1,91 1,78
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Frier-Tau-Stabilitdt von Humanplasma

Kontrol. 1 Zyklus 2 Zyklen 3 Zyklen
RSD[%] | RE[%] RSD[%] | RE[%] RSD[%] | RE[%] RSD [%]

PC 38:4 2,03 4,18 2,75 0,8 1,37 2,18 0,99
PC 38:6 2,91 2,53 4,34 0,48 2,73 2,31 1,63
PC 40:4 3,67 4,51 3,48 1,13 2,14 3,05 2,78
PC 40:6 2,78 4,76 2,69 2,03 2,56 2,21 0,9

PC 40:7 2,23 1,99 3,59 1,02 2,68 0,24 1,04
PC 0-16:0_16:0 4,47 1,08 2,25 3,27 7,16 1,68 54

PC O-16:0_18:2 7,37 2,31 6,19 -2,21 4,5 -2,22 5,12
PC O-16:0_20:4 3,6 2,21 14 0,27 511 0,1 6,1

PC O-16:1_16:0 9,47 5,88 4,38 4,84 5,93 7,88 5,13
PC O-16:1_18:1 8,44 -0,07 4,92 4,8 4,83 3,21 2,85
PC O-16:1_18:2 4,93 4,6 3,59 0,54 4,21 2 6,19
PC O-16:1_20:4 6,6 1,15 54 2,09 3,14 3,55 4,72
PC 0-18:0_20:4 6,82 3,01 4,92 6,8 3,05 3,63 4,84
PC O-18:1_20:4 9,08 4,99 8,18 2,14 3,27 -2,74 571
PC 0-34:1 6,97 0,65 3,87 0,99 3,3 3,2 1,23
PE 32:1 6,74 1,06 6,1 -0,62 8,89 -4,37 8,27
PE 34:1 6,13 1,15 2,95 1,67 4,35 -0,58 4,37
PE 34:2 8,88 -0,74 2,72 1,35 5,42 2,32 5,39
PE 34:3 10,17 -3,65 6,47 3,62 12,93 -1,44 4,49
PE 36:1 5,68 1,06 4,02 2,72 571 0,72 4,21
PE 36:2 5,94 4,87 4,39 3,21 6,6 2,91 2,29
PE 36:3 7,95 6,17 2,6 6,93 5,82 4,09 5,61
PE 36:4 7,89 4,53 5,6 4,87 6,01 2,5 3,12
PE 36:5 7,94 5,92 2,51 4,49 5,08 4,6 2,68
PE 38:4 6,66 4,47 5,35 3,46 4,56 0,98 2,92
PE 38:5 7,21 -3,13 5,22 -1,59 5,67 0,73 5,65
PE 38:6 7,3 5,01 5,24 1,43 7,42 3,06 5,45
PE 40:6 7,74 23 2,15 3,74 4,89 1,35 5,08
PE 40:7 9,63 3,6 6,91 3,562 6,53 0,1 3,27
PE O-16:1_18:2 9,72 0,91 2,6 3,39 4,29 0,63 1,28
PE O-16:1_20:4 7,47 2,82 3,29 2,94 4,73 2,03 5,62
PE O-18:1_18:1 10,18 5,76 5,96 6,51 7,59 2,61 2,25
PE O-18:1_18:2 5,51 3,99 6,23 2,67 5,74 -0,51 6,06
PE O-18:1_20:4 8,49 4,63 4,2 2,37 3,44 0,22 4,3

PE O-18:2_20:4 9,86 0,55 6,75 4,47 4,24 0,72 2,89
PI32:1 17,82 9,12 6,76 5,06 12,62 4,94 10,63
Pl 34:1 5,81 7,62 7,01 8,14 5,81 5,92 2,67
Pl 34:2 9,63 -1,39 5,67 -2,49 3,25 -3,59 5,18
PI136:1 8,89 55 3,37 4,38 4,24 4,22 4,24
P136:2 5,79 2,06 3,99 31 5,72 -0,51 3,38
Pl 36:3 10,77 -2,81 521 -5,43 8,28 -4,24 6,07
Pl 36:4 8,81 4,56 4,53 2,37 5,36 -0,31 2,75
P138:3 4,45 1,65 6,49 3,53 6,88 2,63 4,49
PI 38:4 7,01 5,562 4,56 8,9 4,65 4,13 3,88
PI 38:6 10,91 -2,55 5,6 -0,95 9,61 -5,89 3,4

Pl 40:5 9,64 11,2 8,8 15,3 7,86 11,62 8,18
P140:6 4,58 6,6 4,25 3,92 9,02 4,96 5,21
PS 36:1 19,09 3,71 15,04 -14,03 28,41 -1,13 11,41
SE 27:1/14:1 5,33 4,61 6,44 3,42 5,55 -2,86 7,68
SE 27:1/16:1 4,94 2,41 7,87 -0,58 3,78 0,83 4,64
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Frier-Tau-Stabilitdt von Humanplasma

Kontrol. 1 Zyklus 2 Zyklen 3 Zyklen
RSD[%] | RE[%] RSD[%] | RE[%] RSD[%] | RE[%] RSD [%]

SE 27:1/17:1 6,48 1,41 6,68 -0,12 4,71 1,77 4,49
SE 27:1/18:1 4,66 -0,52 3,2 0,57 2,87 -0,93 3.4
SE 27:1/18:2 4,48 -1,44 5,05 -2,1 2,55 -1,12 2,84
SE 27:1/20:3 4,78 -0,69 5,09 -3,82 1,3 -2,86 2,44
SE 27:1/20:4 3,03 1,42 4,98 0,19 1,31 0,73 4,09
SE 27:1/20:5 1,26 3,35 3,94 3,28 2,1 1,48 3,34
SE 27:1/22:4 3,92 -0,08 4,04 0,63 8,81 -5,58 4,8
SE 27:1/22:6 1,46 2,62 4,6 3,78 2,92 1,2 3,5
SE 27:1/24:1 9,69 -2,84 9,5 6,08 3,9 0,65 12,77
SM 30:1 4,3 6,05 2,99 4.4 1,34 4,25 3,01
SM 32:1 4,26 3,15 2,59 1,39 2,75 2,73 1,76
SM 32:2 3,02 5,37 4,1 2,13 1,72 2,93 3,05
SM 33:1 3,01 3,75 4,76 2,23 2,18 3,8 1,69
SM 33:2 4,19 1,09 4,35 1,4 9,05 0,36 7,59
SM 34:0 3,42 3,35 3,47 3,62 2,13 2,42 2,56
SM 34:1 1,67 2,28 2,76 -0,32 1,44 1,53 0,73
SM 34:2 4,71 4,29 3,05 2,8 1,81 3,44 3,49
SM 35:1 1,77 4,8 4,61 1,37 3,9 4,26 2,87
SM 36:0 7,09 1,52 7,86 -2,8 7,62 -2,9 4,34
SM 36:1 2,11 4,17 3,36 1,08 3,07 2,61 1,7
SM 36:2 2,71 4,4 3,65 1,46 2,25 2,05 2,13
SM 36:3 4,99 2,99 4,48 6,06 6,85 2,76 6,29
SM 37:1 3,32 3,77 4,26 -0,45 2,45 1,19 3,36
SM 38:1 3,03 5,57 3,09 2,57 1,74 4,28 1,53
SM 38:2 3,42 6,16 2,84 1,7 2,52 2,09 2
SM 39:1 2,71 3,15 2,96 1,04 2,35 0,98 2,12
SM 40:1 2,19 6,1 2,59 3,24 1,47 4,26 0,84
SM 40:2 3,23 5,6 2,96 2,79 1,01 3,97 1,11
SM 40:3 1,82 7,65 5,72 5,92 6,37 8,19 3,79
SM 41:1 3,33 4,15 2,96 2,29 1,85 4,19 1,91
SM 41:2 3,76 3,28 3,92 2,01 1,4 2 1,19
SM 42:1 4,23 4,91 3,38 4,37 2,8 3,96 0,69
SM 42:2 1,82 5,03 2,7 2,53 1,29 3,77 0,91
SM 42:3 31 5,81 3,23 2,94 1,17 4,37 1,17
SM 43:1 4,07 3,64 3,97 2,65 2,71 2,95 3,53
SM 43:2 3,13 3,21 3,02 1,39 1,18 2,78 2,13
ST 19:2_0OH2_S 2,7 -1,68 521 -2,51 3,22 2,37 4,42
ST 19:2_0OH3_S 5,45 -2,72 6,18 -5,29 6,08 0,65 6,41
ST 27:1_OH 5,46 6,44 5,14 3,62 3,14 2,61 5,7
ST 27:1_OH_S 5,29 4,63 7,29 15,05 16,18 10,73 13,85
TG 42:1 3,16 3,48 3,46 2,32 2,1 2,3 1,82
TG 42:2 2,71 2,41 3,86 1,22 2,61 1,82 1,27
TG 44:0 1,83 1,14 6,13 0,93 1,26 -2,03 5,25
TG 44:1 2,77 3,54 3,65 2,85 2,44 1,97 2,23
TG 44:2 2,54 2,34 3,96 1,64 2,86 1,06 1,62
TG 46:1 0,87 2,02 3,33 1,67 2,23 1,3 2,15
TG 46:2 2,31 4,05 3,53 2,85 2,8 2,7 1,44
TG 46:3 2,97 2,64 3,85 1,82 2,5 0,84 11
TG 48:1 4,37 -1,67 4,11 -1,1 2,15 -1,7 3,97
TG 48:2 1,01 1,44 3,59 1,24 1,93 0,83 2,44
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Kontrol. 1 Zyklus 2 Zyklen 3 Zyklen
RSD[%] | RE[%] RSD[%] | RE[%] RSD[%] | RE[%] RSD [%]
TG 48:3 2,67 3,47 4,04 2,88 3,29 1,46 1,34
TG 48:4 2,46 3,21 3,03 2,97 2,57 11 1,54
TG 50:1 35 1,78 4,34 1,03 1,02 -1,71 7,38
TG 50:2 2,73 -1,18 3,59 -0,59 0,38 -2,07 2,45
TG 50:3 2,05 1,35 4,88 -0,27 2,05 -0,54 3,43
TG 50:4 2,89 2,79 3,88 2,61 2,36 1,38 2,36
TG 52:1 4,59 2,73 4,91 -0,2 2,09 -1,61 13,32
TG 52:2 4,1 1,46 6,44 -0,3 1,79 -1,56 3,56
TG 52:3 2,72 -1,91 4,11 -1,15 1,82 -2,36 3,07
TG 52:4 1,82 1,25 4,4 -0,33 2,17 -0,56 2,92
TG 52:5 2,24 2,76 3,31 2,32 2,37 1,48 2,12
TG 54:1 3,98 -3,08 7,56 -0,77 3,6 -6,43 17,24
TG 54:2 4,32 2,98 3,42 0,83 3,6 0,33 6,68
TG 54:3 3,06 -1 6,54 -2,09 2,71 -3,31 4,39
TG 54:4 3 -0,28 4,21 -0,63 2,14 -3,25 2,81
TG 54:5 1,44 1,58 4,31 -0,61 2,02 -2,56 1,79
TG 54:6 4,47 0,93 6,81 -2,67 8,69 2,16 8,24
TG 56:1 5,6 0,83 7,19 3,73 4,16 -5,41 18,19
TG 56:2 2,88 -1,71 7,13 0,32 3,81 -1,92 7,96
TG 56:3 3,81 2,43 3,55 1,04 4,44 -0,57 5,68
TG 56:4 3,56 -1,42 8,15 -4,04 4,18 -4,96 6,59
TG 56:5 1,65 -0,1 4,04 0,79 1,71 -2,77 3,41
TG 56:6 3,18 1,14 7,9 -1,15 2,01 -1,76 2,15
TG 58:1 5,65 4,15 7,85 5,99 6,35 -1,92 18,49
TG 58:2 1,92 0,43 5,89 3,18 3,93 -2,92 9,78
TG 58:3 2,88 -3,15 7,28 -0,85 3,42 -2,56 8,67
TG 58:4 3,07 -0,2 4,67 1,83 4,95 -1,63 3,94
TG 58:6 11,37 -1,25 15,94 5,17 2,25 -8,57 12,21
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Tabelle 42; Stabilitat von extrahiertem Humanplasma bei 6 °C auf dem Autosampler.
Die Proben wurden an verschiedenen Tagen vorbereitet und vor der Messung fiir die angegebene Zeit auf
dem Autosampler gelagert (maximal 72 h). Werte > 15% sind fett markiert (n=5).

Autosampler-Stabilitat

0 std. 24 h 48 h 72 h

RSD RE RSD RE RSD RE RSD
Analyt [%] [%] [%] [%] (%] (%] (%]
Cer d18:1/16:0 3,76 -3,5 3,4 -3,38 1,84 0,87 6,8
Cer d18:0/22:0 5,43 -0,47 10,26 -6,32 10,13 0,61 7,74
Cer d18:0/24:0 3,12 5,95 10,22 1,39 4,23 1,01 1,93
Cer d18:1/16:0 3,76 -3,5 3.4 -3,38 1,84 0,87 6,8
Cer d18:1/22:0 2,83 4,61 6,96 -2,54 1,65 -0,29 3,27
Cer d18:1/23:0 3,02 -3,14 7,16 -7,34 2,99 -6,02 3,09
Cer d18:1/24:0 2,27 5,03 7,4 0,73 2,47 3,66 0,93
Cer d18:2/22:0 4,66 8,65 7,8 6,12 5,8 1,74 4
DG 32:1 3,07 18,23 19,18 6,43 55 7,72 2,23
DG 34:1 1,48 9,06 5,03 6,65 2,79 11,48 2,33
DG 34:2 3,19 4,94 6,12 1,98 3,21 9,07 2,74
DG 36:1 2,16 9,14 8,52 2,89 4,25 11,23 5,04
DG 36:2 1,6 5,95 3,39 29 2,96 9,42 1,88
DG 36:3 3,95 5,33 2,77 3,92 3,56 9,46 1,63
DG 36:4 2,71 4,2 5,16 9,13 15,3 8,68 524
DG 38:5 7,91 1,75 4,58 -0,52 5,12 2,02 1,36
DG 38:6 2 1,59 4,59 0,23 4,48 5,98 4,11
FA 14:0 2,19 -0,76 3,28 -2,56 5,26 -1,78 6,27
FA 15:0 8,11 1,09 8,36 -6,74 7,29 8,31 14,12
FA 16:0 8,03 3,77 6,06 -7,29 12,31 -0,64 4,65
FA 16:1 4,08 -0,63 4,55 0,87 3,91 0,94 6,89
FA 17:0 3,42 2,48 5,04 -6,38 6,58 2,85 5,45
FA17:1 3,92 5,01 6,31 0,81 7,65 7,16 12,08
FA 18:0 8,66 7,01 13,63 -11 20,6 -3,66 9,27
FA 18:1 1,74 -0,54 3,6 -0,71 4,48 -0,92 3,37
FA 18:2 3,34 0,11 2,99 2,18 3,06 1,04 4,05
FA 18:3 2,43 -0,12 2,81 1,58 3,59 0,44 3,16
FA 18:4 4,27 -1,77 3,6 1,35 4,74 -1,69 3,73
FA 20:1 2,81 1,15 4,05 -0,07 4,04 2,22 3,75
FA 20:2 2 2,32 2,47 1,01 4,17 3,23 6,09
FA 20:4 3,44 -1,43 2,15 1,24 3,14 0,92 2,84
FA 20:5 5,58 -1,21 2,45 0,82 3,22 2,97 5,83
FA 22:4 5,62 -0,25 4,16 0,71 4,36 -0,88 2,08
FA 22:6 3,2 -0,89 2,55 0,43 3,64 -0,03 1,91
FA 24:0 18,94 -5,05 7,15 1,09 4,62 7,45 14,71
FA 24:1 7,49 0,62 8,61 0,33 7,81 2,49 5,69
Hex2Cer d18:1/16:0 2,17 4,03 2,93 -2,66 3,33 -0,5 1,97
Hex2Cer d18:1/24:1 2,57 -1,97 7,02 -2,06 7,81 -3,5 2,3
HexCer d18:1/16:0 3,35 -1,96 3,79 -1,06 7,12 -0,97 8,41
HexCer d18:1/24:0 2,2 8,63 6,92 1,77 1,78 7,09 2,71
LPC 14:0 1,46 2,12 3,12 0,3 3,97 1 2,93
LPC 15:0 1 1,47 3,06 -0,67 2,7 2,93 1,83
LPC 16:0 2,3 3,3 2,25 1,42 2,32 3,67 0,96
LPC 16:1 2,6 3,06 3,39 1,93 3,31 4,3 2,31
LPC 17:0 1,81 0,8 2,66 0,33 2,73 1,37 2,59
LPC 18:0 1,47 0,5 2,29 0,13 2,15 3,43 1,43
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Autosampler-Stabilitat

0 Std. 24 h 48 h 72 h

RSD RE RSD RE RSD RE RSD
Analyt [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
LPC 18:1 1,99 1,24 3,06 0,74 2,39 3,5 13
LPC 18:2 2,54 18 1,38 1,66 2,24 3,12 14
LPC 18:3 2,55 2,14 2,81 -2,89 9,01 4,4 3,14
LPC 20:0 3,64 8,02 9,65 4,43 3,3 3,58 3,56
LPC 20:1 2,46 0,62 2,95 0,81 4,67 3,31 1,91
LPC 20:2 3,26 -1,15 6,23 -4,8 4,96 4,89 11,68
LPC 20:3 2,05 4,27 1.8 2,83 2,33 51 0,77
LPC 20:4 2,5 4,94 1,97 3,67 2,29 7,05 2,21
LPC 20:5 1,31 1,63 1,85 1,87 4,38 3,65 2,92
LPC 22:0 5,41 2,45 5,68 13,61 6,31 11,8 55
LPC 22:4 3,76 11,13 4,39 4,86 3,2 11,2 4,35
LPC 22:5 3,03 -0,71 1,59 3,84 2,27 6,17 3,48
LPC 22:6 1,93 3,17 2,53 2,59 1,98 6,41 2,76
LPC 24:0 3,71 4,43 2,44 -6,13 3,28 -0,85 4,44
LPC O-16:0 3,46 0,16 2,75 2,43 3,44 -0,22 3,61
LPC O-16:1 2,66 -0,86 2,67 0,24 3,03 -0,66 4,19
LPC O-18:0 3,6 -0,9 2,84 1,74 4,95 0,61 1,54
LPC O-18:1 4,11 1,16 5,24 3,01 2,95 0,82 3,16
LPE 16:0 1,76 -0,2 3,21 3,12 3,45 0,35 2,99
LPE 18:0 2,96 -0,52 3,56 1,47 3,73 0,43 3,48
LPE 18:1 3,24 0,87 2,28 4,43 3,5 3,87 1,38
LPE 18:2 3,91 3,31 3,76 6,63 5,33 3,07 4,32
LPE 20:3 5,15 10,81 4,03 32,63 8,39 37,37 6,97
LPE 20:4 4,21 9,24 12,94 | 23,43 13,01 | 12,82 17,51
LPE 22:6 2,35 13,47 3,34 26,79 6,47 26,57 5,62
LPE O-16:1 2,78 1,01 6,91 8,27 2,85 7,73 6,49
LPE O-18:1 6,76 2,68 6,38 8,02 2,83 10,7 3,88
LPI 18:0 3,53 3,68 4,11 9,2 3,99 13,86 4,77
LPI 18:2 4,97 1,09 4,66 9,53 9,18 3,41 3,44
LPI 20:3 6,97 -10,79 14,46 -8,52 14,09 11 11,24
LPI 20:4 2,01 0,49 4,64 2,43 1,86 -1,91 574
PC 30:0 1,93 2,47 5,53 0,06 2,48 1,2 1,61
PC 30:1 1,81 3 7,47 0,14 2,3 2,58 1,59
PC 30:2 4,42 0,02 577 -3,82 3,98 -0,79 4,89
PC 32:0 2,39 3,09 4,27 0,45 2,08 3,18 3,6
PC 32:1 1,97 6,52 6,94 1,58 291 0,25 2,84
PC 32:2 1,79 3,27 7,06 -0,04 1,69 3,07 2,62
PC 33:2 2,15 0,9 3,74 -0,7 14 0,11 1,14
PC 34:0 1,64 1,57 2,55 0,09 3,59 3,92 2,34
PC 34:1 1,98 2,14 6,24 -0,05 1,99 2,4 2,81
PC 34:2 2,19 5,44 7,91 1,33 0,87 1,02 3,13
PC 34:3 1,39 3,48 5,55 0,83 1,33 2,92 2,02
PC 34:4 1,45 1,44 7,59 0,22 1,32 3,07 2,77
PC 34:5 2,32 -0,18 6,57 -1,05 3,88 1,21 1,84
PC 36:1 2,36 1,61 2,21 -0,64 0,65 3,11 1,24
PC 36:2 3,19 2,87 5,43 0,83 2,48 2,03 2,99
PC 36:3 151 3,44 5,7 1,09 1,56 3,81 2,34
PC 36:4 1,81 6,15 9,66 0,61 2,04 0,03 2,79
PC 36:5 0,44 1,44 4,02 0,69 1,82 2,93 2,01
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Autosampler-Stabilitat

0 Std. 24 h 48 h 72 h

RSD RE RSD RE RSD RE RSD
Analyt [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
PC 38:2 2,66 1,02 3,04 -0,46 2,04 2,05 0,94
PC 38:3 6,05 -0,38 6,22 -1,74 7,06 6,2 6,92
PC 38:4 1,39 4,11 10,89 -0,52 1,87 0,49 2,74
PC 38:6 1,23 0,84 5,94 0,5 0,58 1,52 2,29
PC 40:4 0,95 0,9 1,74 0,14 1,84 3,67 3,26
PC 40:6 3,25 0,95 5,4 0,62 2,35 3,55 3,4
PC 40:7 1,35 1,18 9,62 -0,69 2,49 0,2 2,16
PC 0-16:0_16:0 3,43 -1,24 3,56 2,63 3,82 0,39 1,66
PC O-16:0_18:2 4,13 0,48 3,71 1,42 1,93 1,44 2,14
PC O-16:0_20:4 4,32 -0,48 5,25 -0,58 2,54 -0,56 3,56
PC O-16:1_16:0 6,33 0,06 5,7 0,48 3,26 -1,86 4,49
PC O-16:1_18:1 55 -3,14 5,84 -0,47 4,86 -1,47 3,27
PC O-16:1_18:2 4,91 -1,03 5,66 -1,67 3,5 -0,34 4,96
PC O-16:1_20:4 6,79 -0,08 6,87 -0,5 3,07 -0,38 6,55
PC 0-18:0_20:4 7,61 -0,8 7,59 -0,93 2,64 1,77 4,02
PC O-18:1_20:4 4,73 -1,15 5,16 1,12 2,79 -0,65 3,86
PC 0-34:1 5,13 -0,18 6,05 -1,26 4,62 -0,38 4,9
PE 32:1 5,46 -1,19 5,57 -1,19 2,55 0,49 7,2
PE 34:1 3,14 0,08 2,55 -0,95 3,72 -0,8 3,64
PE 34:2 29 -1,22 1,64 -0,38 1,99 -0,49 2,79
PE 34:3 8,75 -6,42 6,82 -3,7 8,84 -3,86 4,2
PE 36:1 2,56 0,56 3,89 -0,18 2,84 -2,08 2,73
PE 36:2 5,35 -2,13 3,47 0,44 4,29 -1,65 3,17
PE 36:3 2,28 0,51 4,29 -0,63 1,7 -0,19 4,04
PE 36:4 2,94 -1,23 4,89 1.3 2,57 0,17 4,7
PE 36:5 4,83 -1,94 5,25 6,34 4,35 -2,58 3,18
PE 38:4 511 0,97 5,12 2,02 3,92 0,75 3,6
PE 38:5 3,59 -0,12 2,8 0,18 3,06 -1,2 2,14
PE 38:6 5,61 0,26 4,17 0,47 2,81 0,24 4,43
PE 40:6 4,51 -2,35 5,66 -0,81 4,13 -0,32 3,61
PE 40:7 7 4,03 2,74 0,6 8,03 2,34 6,29
PE O-16:1_18:2 3,88 -1,16 5,31 2,6 2,12 -0,58 4,92
PE O-16:1_20:4 4.8 -2,35 6,03 0,48 3,87 1,42 5,19
PE O-18:1_18:1 2,95 4,43 2,08 1,64 0,9 0,87 6,2
PE O-18:1_18:2 2,89 0,56 2,49 0,67 2,23 1,06 3,93
PE O-18:1_20:4 4,25 -0,34 2,44 1,47 0,72 2,93 5,79
PE O-18:2_20:4 4,15 -0,75 2,68 3,48 4,74 0,28 5,15
PI32:1 5,51 -2,91 4,2 0,77 3,14 1,11 7,27
Pl 34:1 6,68 1,78 6,13 1,46 4,03 2,12 4,35
Pl 34:2 2,59 -0,59 3,34 1,72 4,16 4,2 577
Pl 36:1 4,03 4,58 2,89 0,95 3,89 2,89 2,7
Pl 36:2 6,72 -0,52 4,13 -1,11 3,21 -1,37 2,71
PI 36:3 10,33 -4,66 5,03 -2,81 7,74 -6,95 5,76
Pl 36:4 8,18 19 10,81 5,67 8,24 7,03 7,34
PI 38:3 5,77 1,63 2,66 0,88 5,13 0,62 2,4
Pl 38:4 8,8 -0,7 9,41 -0,25 4,89 0,71 9,47
PI 38:6 4,47 1,45 5,96 -1,55 6,22 -3,22 6,29
PI 40:5 4,41 -1,27 5,65 14 4 1,75 2,01
Pl 40:6 4,11 -3,65 4,27 -0,65 4,38 -2,74 2,02
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Autosampler-Stabilitat

0 Std. 24 h 48 h 72 h

RSD RE RSD RE RSD RE RSD
Analyt [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
PS 36:1 8,94 14,97 20,1 -3,6 14,58 10,9 21,35
SE 27:1/14:1 2,53 11 2,86 -3,02 4,9 -2,66 15
SE 27:1/16:1 8,36 -7,06 6,17 -5,52 6,97 -7,44 6,52
SE 27:1/17:1 1,24 -2,53 7,21 -6,99 7,68 -10,75 4,38
SE 27:1/18:1 5,73 5,29 6,33 5,81 7,27 0,18 4,1
SE 27:1/18:2 7,97 -2,15 7,61 -6,43 8,37 -7,3 10,02
SE 27:1/20:3 5,59 -7,96 6,52 -5,48 6,02 -6,5 8,46
SE 27:1/20:4 5,22 -2,38 541 -3,38 4,68 -6,58 4,65
SE 27:1/20:5 2,25 -0,3 2,62 -2,92 3,07 -3,69 2,76
SE 27:1/22:4 10,35 -8,84 9,05 -1 3,4 -6,09 4,02
SE 27:1/22:6 1,74 -2,23 3,18 -1,37 2,15 -3,57 1,96
SE 27:1/24:1 7,38 -5,27 10,52 -9,26 8,69 -16,27 7,61
SM 30:1 1,81 2,74 5,46 -1,06 2,42 2,81 151
SM 32:1 2,17 2,09 6,75 0,15 1,14 2,8 1,65
SM 32:2 2,6 3,33 5,72 1,13 1,12 4,27 1,56
SM 33:1 1,69 1,86 4,94 -0,9 1,99 3,14 1,82
SM 33:2 9,4 1,66 7,26 2,05 4,24 3,03 3,05
SM 34:0 1,74 1,48 7,83 -1,46 3,24 0,23 4,68
SM 34:1 1,45 7,06 7,38 111 1,23 2,69 2,78
SM 34:2 1,16 2,48 9,33 -0,08 2,23 2,2 3,37
SM 35:1 2,2 1,76 5,32 -0,9 3,59 1,28 3,56
SM 36:0 5,49 9,79 515 6,32 2,98 0,74 5,99
SM 36:1 1,71 2,52 5,02 -0,34 2,3 0,86 191
SM 36:2 1,19 3,94 3,73 0,62 3,24 1,37 4,92
SM 36:3 4,06 0,21 7,52 1,85 5,14 -15 6
SM 37:1 3,55 1,76 1,71 -1,43 1,81 4,52 1,52
SM 38:1 1,63 1,17 2,23 -0,68 1,35 3,18 0,96
SM 38:2 1,65 0,76 2,35 -2,72 3,31 0 1,8
SM 39:1 1,05 3,29 3 1,45 1,68 5,34 0,87
SM 40:1 2,24 3 2,44 1,01 2,53 4,17 0,79
SM 40:2 3,18 1,03 2,9 0,1 2,42 3,38 0,52
SM 40:3 2,76 13 3,11 -1,96 5,33 2,65 2,75
SM 41:1 3,18 4,45 3,24 0,86 2,31 4,67 0,54
SM 41:2 1,33 1,23 2,16 0,76 1,84 3,93 1,03
SM 42:1 1,77 3,71 4,02 0,43 3,25 54 1,66
SM 42:2 2,02 2,36 2,29 0,72 2,71 4,37 0,66
SM 42:3 3,67 0,29 2,94 0,27 2,6 3,56 0,52
SM 43:1 3,96 4,36 6,56 2,77 2,12 3,74 2,55
SM 43:2 3,43 2,48 3,69 0,91 2,8 4,12 2,76
ST 19:2_0H2_S 1,97 2,21 0,67 3,66 2,71 -0,8 3,98
ST 19:2_0OH3_S 2,93 1,21 4,24 1,18 5,81 -5 11,05
ST 27:1_OH 1,46 4,79 13,36 -0,76 2,67 1,43 4,93
ST 27:1_OH_S 3,28 -0,69 2,49 -0,59 3,7 0,43 3,73
TG 42:1 3,09 3,79 7,23 -1,27 1,55 1,65 3,3
TG 42:2 4,48 4,29 12,85 0,27 5,46 3,19 3,27
TG 44:0 3,01 1,16 6,55 -5,88 3,34 -4,84 2,04
TG 44:1 2,27 5,01 591 0,06 3,19 1,61 1,13
TG 44:2 2,15 3,78 9,27 -0,44 5,88 11 2,46
TG 46:1 1,88 3,48 5,05 -0,94 1,84 0,05 1,83
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Autosampler-Stabilitat

0 Std. 24 h 48 h 72 h

RSD RE RSD RE RSD RE RSD
Analyt [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
TG 46:2 1,81 591 7,21 1,32 4,11 2,42 1,19
TG 46:3 2,03 7,11 11,8 -0.8 1,7 2,41 1,81
TG 48:1 3,07 -3,73 5,97 -1,37 1,27 -2,08 3,35
TG 48:2 1,15 -0,59 4,05 -1,72 2,01 -11 1,57
TG 48:3 1,96 2,68 4,14 -0,51 1,95 0,69 1,55
TG 48:4 2,26 3,68 6,79 -0,01 1,35 2,3 0,65
TG 50:1 4,34 -3,55 4,15 -3,87 3,4 -7,16 3,99
TG 50:2 2,16 -1,38 4,53 0,43 1,92 -1,51 3,11
TG 50:3 1,63 -2,2 3,07 -1,07 1,81 -0,14 1,61
TG 50:4 15 1,21 2,03 0 0,37 1,39 15
TG 52:1 1,43 -4,75 2,72 -5,56 2,77 -7,56 1,22
TG 52:2 2,44 -2,8 3,6 1,42 1,22 -4,29 2,4
TG 52:3 1,87 -1,37 2,7 0,03 2,29 -1,91 3,29
TG 52:4 2,25 -1,89 1,79 -0,39 1,68 -1,46 4,79
TG 52:5 0,89 0,69 2,59 -0,04 0,22 1,13 1,17
TG 54:1 1,62 -12,02 4,94 -12,53 3,37 -14,51 2,03
TG 54:2 2,56 -1,99 1,69 3,38 2,72 2,34 1,77
TG 54:3 1,73 -4,01 3,72 0,34 0,95 -4,41 1,66
TG 54:4 0,75 -1,53 2,72 1,85 1,43 -0,41 2,44
TG 54:5 3,7 -1,59 2,07 -0,49 2,81 1,81 3,19
TG 54:6 1,96 0,51 4,41 -1,57 1 0,94 2,27
TG 56:1 5,34 -4,38 14,41 -9,1 51 -13,94 2,72
TG 56:2 2,71 -7,6 6,3 -1,39 3,6 -3,67 2
TG 56:3 2,4 -3,1 2,87 1,39 2,85 -0,34 1,45
TG 56:4 3,39 -5,95 4,86 1,77 1,19 -3,08 2,37
TG 56:5 1,55 3,75 7,01 5,59 3,58 4,72 1,43
TG 56:6 5,89 3,21 11,8 -0,08 3,64 0,29 4,65
TG 58:1 4,84 -5,92 18,65 | -13,75 4,77 -18,91 5,67
TG 58:2 4,29 -4,82 11,87 -1,19 2,66 -6,15 2,47
TG 58:3 3,98 -6,36 7,91 -0,17 2,05 -1,82 2,57
TG 58:4 2,82 -7,47 4,68 -2,84 8,98 -2,96 2,88
TG 58:6 9,32 -2,53 10,33 4,99 6,21 2,49 6,07
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Tabelle 43: Stabilitat der trockenen Lipid-Extrakte bei -40 bzw. -80 °C.

Die Proben wurden an verschiedenen Tagen extrahiert, nach dem Abdampfen weggefroren und fir die
angegebene Zeit gelagert. Die Lagerzeiten entsprechen jeweils der maximalen untersuchten Zeit. Werte > 15%
sind fett markiert (n=5).

Stabilitat trockener Lipidextrakte

-40°C -80°C

0 Std. 144 std. 0 std. 166 Std.

RSD RE RSD RE RE RSD
Analyt [%] [%] [%] [%] [%] [%]
Cer d18:1/16:0 4,84 -3,72 4,73 3,24 1,16 7,7
Cer d18:0/22:0 14,81 -7,81 5,53 4,17 -4,98 4,82
Cer d18:0/24:0 6,11 -1,3 1,41 7,98 -1,68 4,61
Cer d18:1/16:0 4,84 -3,72 4,73 3,24 1,16 7,7
Cer d18:1/22:0 3,61 -2,53 1,35 2,72 -1,15 1,68
Cer d18:1/23:0 10,13 -6,3 1,55 2,63 -8,21 2,92
Cer d18:1/24:0 5,28 -2,71 1,24 11 0,17 1,92
Cer d18:2/22:0 5,35 -3,5 4,81 4,94 1,13 4,65
DG 32:1 5,71 -4,57 1,82 0,85 0,03 2,8
DG 34:1 0,67 -2,89 1,18 0,95 -0,43 1,69
DG 34:2 3,23 -0,14 2,94 1,95 -2,2 3,54
DG 36:1 6,33 -2,5 1,87 2,65 -1,45 2,59
DG 36:2 1,33 -3,84 1,86 2,59 0,1 2,5
DG 36:3 4,3 1,07 2,85 511 -1,99 2,75
DG 36:4 4,95 9,84 16,18 3,61 1,21 3,66
DG 38:5 2,62 2,17 6,24 5,53 0,08 2,71
DG 38:6 3,05 -7,17 5,26 10,25 3,29 3,14
FA 14:0 12,17 -0,68 3,7 5,02 -0,78 3,82
FA 15:0 19,68 | -10,23 7,6 13,99 -6,15 7,91
FA 16:0 10,38 | -10,32 3,89 2,54 -3,09 3,24
FA 16:1 8,7 0,01 3,48 6,26 0,34 3,46
FA 17:0 10,33 -6,46 3,38 8,5 -3,11 2,26
FA17:1 10,6 -5,88 5,31 12 -5,89 4,54
FA 18:0 14,45 | -16,18 3,14 5,73 -6,73 8,8
FA 18:1 4,91 -2,27 2,99 2,18 1,98 3,93
FA 18:2 7,29 -2,06 3,09 3,69 3,64 2,93
FA 18:3 7,56 -1,5 3,66 2,6 0,8 2,1
FA 18:4 9,05 -1,49 6,08 4,35 2,13 8,88
FA 20:1 52 -1,7 5,03 3,86 -2,28 2,72
FA 20:2 5,05 -0,52 5,62 3,48 1,43 1,62
FA 20:4 6,46 0,08 1,75 2,74 1,81 4,35
FA 20:5 5,16 0,39 2,24 2,57 1,27 5,26
FA 22:4 7,63 -2,35 3,95 2,52 3,19 3,26
FA 22:6 7,06 -1,54 2,16 1,89 -0,35 2,89
FA 24:0 14,3 -11,7 12,18 | 22,93 | -10,08 6
FA 24:1 7,54 -0,95 10,82 | 10,64 2,15 6,8
Hex2Cer d18:1/16:0 2,46 -2,86 15 3,99 -1,13 4,14
Hex2Cer d18:1/24:1 2,41 3,31 1,02 4,8 -2,25 1,99
HexCer d18:1/16:0 6,19 -1,96 6,97 3,25 3,63 6,17
HexCer d18:1/24:0 3,97 -3,89 2,38 191 -2,76 4,23
LPC 14:0 3,64 0,02 4,33 2,28 2,86 291
LPC 15:0 2,98 -1,94 3,01 2,51 0,69 2,04
LPC 16:0 3,03 -0,83 2 2,02 1,81 0,87
LPC 16:1 4,4 0,03 4,04 2,1 2,14 1,87
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Stabilitat trockener Lipidextrakte

-40°C -80°C

0 Std. 144 Std. 0 Std. 166 Std.

RSD RE RSD RE RE RSD
Analyt [%] [%] [%] [%] [%] [%]
LPC 17:0 3,41 -2,44 1,95 2,52 0,56 3,27
LPC 18:0 3,27 -1,72 191 1,66 0,81 1,25
LPC 18:1 3,21 -0,63 1,48 0,94 1,56 1,13
LPC 18:2 2,94 -0,76 1,74 2,72 0,97 1,34
LPC 18:3 4,08 -0,95 8,1 511 3,49 3,38
LPC 20:0 4,12 -1,24 3,11 7,79 521 5,23
LPC 20:1 3,07 -2,33 4,15 2,34 0,38 2,76
LPC 20:2 5,34 -2,06 3,39 3,57 -0,51 5,39
LPC 20:3 3,05 1,78 1,55 2,36 1,31 1,57
LPC 20:4 2,96 -0,66 1,95 2,2 0,46 1,74
LPC 20:5 3,77 0,44 3,32 3,04 2,58 3,02
LPC 22:0 0,79 -6,51 9,26 13,29 -5,1 7,5
LPC 22:4 2,48 -2,37 6,1 7,38 3,17 6,44
LPC 22:5 3,41 1,48 1,79 3,18 -0,88 3,94
LPC 22:6 3,93 0,74 1,94 2,86 0,92 2,16
LPC 24:0 4,88 -1,98 5,52 3,19 -0,11 6,86
LPC O-16:0 7,45 0,02 4,11 1,87 1,62 2,14
LPC O-16:1 6,75 0,67 4,94 4,05 2,04 3,21
LPC O-18:0 6,76 -0,19 3,98 4,16 -3,18 4,07
LPC O-18:1 8,06 -2,03 5,75 29 -0,41 1,39
LPE 16:0 521 2,57 3,3 3,64 2,33 4,17
LPE 18:0 6,47 0,51 3,36 2,78 1,96 2,4
LPE 18:1 5,92 4,02 4,53 2,91 3,19 2,86
LPE 18:2 6,44 1,99 5,57 3,73 1,78 3,71
LPE 20:3 21,76 -6,99 18,06 2,85 1,42 8,36
LPE 20:4 5,29 1,71 2,17 3,44 -2,85 3,62
LPE 22:6 59 3,52 3,43 3,34 -0,94 3,76
LPE O-16:1 6,58 -0,3 3,36 6,56 3,18 4,11
LPE O-18:1 5,32 4,33 4,81 5,28 3,86 1,64
LPI 18:0 8,73 -3,56 8,3 6,38 -2,49 4,31
LPI 18:2 15,03 2,69 11,21 | 10,02 1,06 5,47
LPI 20:3 8,51 -3,03 1,48 6,85 2,18 11,38
LPI 20:4 3,61 -2,43 4,25 4,52 2,74 2,64
PC 30:0 1,21 -0,99 0,83 3,17 -1,17 1,21
PC 30:1 1,15 0,4 1,24 2,27 2,05 3,06
PC 30:2 6,09 -4,23 2,73 7,35 -1,92 6,86
PC 32:0 0,79 -3,42 1,54 151 0,7 1,66
PC 32:1 2,81 -0,93 1,8 1,53 1,47 1,31
PC 32:2 2,29 1,08 2,12 14 2,08 1,78
PC 33:2 1,87 0,3 2,73 1,59 -1,03 4,34
PC 34:0 2,84 -2,3 19 1,53 1,67 3,25
PC 34:1 1,19 -3,21 1,25 1,73 2,03 2,15
PC 34:2 1,96 -0,84 1,18 2,89 1,95 1,78
PC 34:3 1,63 0,27 0,76 2,16 0,63 0,93
PC 34:4 1,75 2,18 1,15 1,08 3,01 1,45
PC 34:5 3,81 -0,23 1,43 2,74 1,99 2,96
PC 36:1 1,23 -2,22 1,17 0,76 1,13 1,9
PC 36:2 1,69 -2,22 1,78 1,84 1,24 2,58
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Stabilitat trockener Lipidextrakte

-40°C -80°C

0 Std. 144 Std. 0 Std. 166 Std.

RSD RE RSD RE RE RSD
Analyt [%] [%] [%] [%] [%] [%]
PC 36:3 1,14 -0,86 1,73 1,68 1,06 1,58
PC 36:4 2,94 -1,03 1,92 1,66 1,33 2,27
PC 36:5 1,66 1,99 1,64 1,48 1,73 13
PC 38:2 2,58 -2,07 1,36 1,88 1,05 2,77
PC 38:3 4,89 -1,32 6,79 6,03 -1,36 517
PC 38:4 1,71 -1,71 13 1,96 2,14 1,71
PC 38:6 0,44 1,73 1,03 1,65 -0,53 1,47
PC 40:4 2,82 -0,36 2,45 1,24 0,93 3,59
PC 40:6 15 1,59 1,64 1,86 1,65 0,69
PC 40:7 1,41 0,15 3,11 3,17 1,67 1,61
PC 0-16:0_16:0 4,91 -3,16 3,39 29 -4,12 3,47
PC O-16:0_18:2 3,82 -2,4 3,17 3,61 -1,4 2,61
PC O-16:0_20:4 7,2 -5,69 4,32 6,76 -3,36 5,63
PC O-16:1_16:0 6,33 -1,08 291 4,09 -4,48 2,09
PC O-16:1_18:1 4,66 -2,38 3,01 6,48 -1,64 4,16
PC O-16:1_18:2 5,84 -5,3 4,23 6,84 -1,69 6,74
PC O-16:1_20:4 5,34 -2,48 4,07 5,13 -2,68 5,55
PC 0-18:0_20:4 4,92 -4,18 5,38 11,41 -3,47 8,69
PC O-18:1_20:4 3,45 -2,79 2,35 5,37 -0,82 3,56
PC O-34:1 5,51 -2,55 3,63 4,93 -3,94 6,56
PE 32:1 7,01 9,37 7,01 6,49 6,43 7,67
PE 34:1 3,47 -0,69 3,68 4,72 1,13 4,55
PE 34:2 2,07 1,54 3,33 5,43 1,86 4,49
PE 34:3 5,16 4,62 10,67 5,78 0,37 7,24
PE 36:1 3,37 3,45 1,81 4,69 2,31 2,6
PE 36:2 3,63 -0,95 3,89 3,32 0,43 1,54
PE 36:3 4,19 0,31 1,58 2,55 -0,53 1,67
PE 36:4 3,78 2,18 0,83 4,35 1,63 2,65
PE 36:5 4,5 -2,26 4,7 4,43 -3,48 6,09
PE 38:4 5,49 1,66 2,73 3,8 -0,33 3,36
PE 38:5 4,48 1,64 3,79 4,38 -0,35 2,96
PE 38:6 2,43 5,48 1,82 3,02 4,27 5,62
PE 40:6 1,8 -0,07 2,48 4,46 5,09 2,74
PE 40:7 3,7 7,9 4,77 3,87 1,71 7,86
PE O-16:1_18:2 3,16 0,75 5,42 5,81 3,88 2,92
PE O-16:1_20:4 1,71 2,55 4,01 4,38 4,23 2,72
PE O-18:1_18:1 5,42 4,17 2,12 5,6 -1,37 7,6
PE O-18:1_18:2 6,39 1,02 3,82 8,36 2,66 1,49
PE O-18:1_20:4 8,19 0,43 5,04 8,57 2,59 3,24
PE O-18:2_20:4 2,58 -0,23 2,41 7,41 2,68 2,91
P132:1 15,58 1,36 11,85 4,67 2,95 4,13
P134:1 10,02 -3,14 9,19 2,64 0,8 3,79
Pl 34:2 9,2 -6,73 8,12 8,56 3 7,51
Pl 36:1 11,11 -1 4,6 10,3 2,42 6,75
Pl 36:2 6,46 -6,04 4,2 3,38 -2,9 4,98
P136:3 19,62 -7,03 12,5 11,7 -5,52 8,42
Pl 36:4 17,46 2,94 15,92 | 13,42 3,95 7,38
PI 38:3 5,24 -1,78 3,25 9,32 -1,85 10,07
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Stabilitat trockener Lipidextrakte

-40°C -80°C

0 Std. 144 Std. 0 Std. 166 Std.

RSD RE RSD RE RE RSD
Analyt [%] [%] [%] [%] [%] [%]
P138:4 11,58 -7,3 6,89 6,83 -1,85 5,55
Pl 38:6 9,82 -2,14 8,3 6,51 -3,21 10,25
Pl 40:5 13,97 1,61 9,73 4,76 -1,79 4,62
PI 40:6 5,6 -0,96 1,62 7,79 -1,57 4,12
PS 36:1 15,67 -3,84 7,28 20,32 | -11,85 4,13
SE 27:1/14:1 4,32 0,05 2,38 1,35 -6,13 4,56
SE 27:1/16:1 7,19 -3,19 291 2,87 0,48 1,33
SE 27:1/17:1 3,61 -2,94 3,74 2,78 -5,49 4,86
SE 27:1/18:1 5,41 0,86 3,51 6,27 -1,37 3,24
SE 27:1/18:2 8,82 0,23 6,1 5,61 -4,15 2,43
SE 27:1/20:3 8,87 -1,07 3,27 4,25 -1,53 1,86
SE 27:1/20:4 4,62 -1,99 4,66 2,47 -2,23 1,71
SE 27:1/20:5 2,54 -1,93 1,74 2,12 -4,52 2,47
SE 27:1/22:4 5,65 0,72 8,37 4,7 1,77 7,56
SE 27:1/22:6 1,28 1,29 1,94 1,28 -3,11 0,84
SE 27:1/24:1 14,98 2,86 3,18 11,36 -4,65 6,34
SM 30:1 3,19 -0,94 3,04 2,63 -0,98 2,22
SM 32:1 0,12 0,84 15 1,52 2,47 2,96
SM 32:2 2,11 -1,73 1,46 1,33 0,65 2,78
SM 33:1 3,46 -0,52 1,12 2,72 -0,1 1,86
SM 33:2 5,06 1,64 521 5,54 0,97 2,26
SM 34:0 4,02 0,28 1,54 3,72 1,96 4,39
SM 34:1 2,01 -1,68 2,05 1,75 1,91 2,22
SM 34:2 2,64 1,62 2,85 2,12 3,3 1,32
SM 35:1 3,22 -3,35 2,66 3,32 0,51 1,8
SM 36:0 9,37 -1,72 6,75 7,6 -4,38 9,37
SM 36:1 1,46 -1,89 1,21 2,47 0,36 2,61
SM 36:2 2,11 0,44 2,65 2,21 0,63 2,07
SM 36:3 4,5 1,39 4,3 3,66 4,23 10,29
SM 37:1 3,72 0,05 1,73 1,56 -3,27 5,92
SM 38:1 1,79 -2,14 1,12 1,54 0,83 2,05
SM 38:2 1,62 -1,75 2,48 2,74 19 3,4
SM 39:1 2,99 -2,35 1,79 1,67 -0,85 1,73
SM 40:1 2,63 -3,74 2,2 2,52 1,15 2,38
SM 40:2 1,98 -1,63 1,54 1,68 0,08 3,53
SM 40:3 4,23 0,1 4,05 2,57 2,78 3,88
SM 41:1 3,64 -4,1 2,34 2,61 -0,37 2,24
SM 41:2 2,17 -1,71 1,56 0,88 -0,08 1,24
SM 42:1 4,62 -4,28 1,74 2,53 -0,27 1,81
SM 42:2 2,74 -3,13 1,68 1,98 1,2 1,83
SM 42:3 2,27 -1,89 1,37 1,44 0,16 3,69
SM 43:1 6,67 -7,64 3,5 3,4 1,12 2,55
SM 43:2 3,15 -2,68 2,32 1,78 -0,81 2,31
ST 19:2_0H2_S 6,86 -2,57 3,13 4,92 -0,24 3,32
ST 19:2_0OH3_S 8,69 -7,34 3,51 9,07 6,49 541
ST 27:1_OH 2,88 1,34 2,86 1,24 2,58 1,27
ST 27:1_OH_S 6,12 0,23 5,47 4,07 0,26 2,58
TG 42:1 9,65 -4,86 1,6 1,95 -0,68 3,54
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Stabilitat trockener Lipidextrakte

-40°C -80°C

0 Std. 144 Std. 0 Std. 166 Std.

RSD RE RSD RE RE RSD
Analyt [%] [%] [%] [%] [%] [%]
TG 42:2 10,58 -5,5 15 3,05 -1,33 2
TG 44:0 8,37 -6,12 1,45 3,71 0,27 1,86
TG 44:1 8,69 -4,25 1,36 2,73 -0,83 1,47
TG 44:2 12,5 -3,91 1,58 4,76 -2,92 5,05
TG 46:1 5,99 -3,7 1,33 1,92 11 2,67
TG 46:2 9,26 -4,97 0,51 2,11 -2,14 1,58
TG 46:3 9,79 -4,39 1,39 1,46 -1,95 3,2
TG 48:1 5,36 -1,1 11 3,89 1,74 2,1
TG 48:2 4,63 -2,35 1,96 2,93 0,68 2,51
TG 48:3 3,96 -3,15 3,05 1,22 -1,47 1.8
TG 48:4 6,92 -6,47 3,42 1,63 -1,11 1,36
TG 50:1 4,09 0,63 191 3,76 1,67 2,43
TG 50:2 3,5 -0,84 1,21 3,15 1,88 1,85
TG 50:3 29 -1,77 1,95 2,62 0,56 2,37
TG 50:4 3,02 -0,3 1,22 1,18 -0,88 15
TG 52:1 3,76 0,99 3,66 2,32 2,07 3,16
TG 52:2 3,24 -0,14 2,27 2,83 1,82 3,22
TG 52:3 3,7 -0,59 1,84 3,01 2,78 2,5
TG 52:4 1,74 0,17 2,58 3,1 0,04 2,11
TG 52:5 2,46 -0,47 0,86 2,29 -1,73 1,62
TG 54:1 2,07 5,75 2,8 4,28 1,27 3,78
TG 54:2 3,73 2,78 3,55 1,95 1,02 2,8
TG 54:3 3,88 0,03 1,55 2,14 0,98 1,61
TG 54:4 3,4 -1,1 1,64 2,11 1,54 2,01
TG 54:5 2,12 -0,2 3,66 3,61 -0,64 2,78
TG 54:6 1,63 -2,06 0,8 1,84 -0,72 1,77
TG 56:1 15,18 0,35 3,62 3,53 -1,93 2,79
TG 56:2 3,03 4,74 2,23 4 0,9 1,8
TG 56:3 2,23 2,43 3,62 2,22 0,45 1,21
TG 56:4 3,35 0,65 1,66 1,95 1,99 241
TG 56:5 3,52 2,01 2,17 1,88 1 2,02
TG 56:6 4,23 -0,81 3,75 4,82 0,72 1,93
TG 58:1 20,86 -2,34 3,92 6,18 -0,49 3,25
TG 58:2 8,18 4,83 2,44 3,75 1,06 2,89
TG 58:3 6,33 6,25 2,24 5,52 2,74 1,83
TG 58:4 3,96 7,47 3,28 4,26 -3,56 1,98
TG 58:6 12,94 6,55 10 5,76 0,94 9,8
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Tabelle 44: Kurzzeitstabilitdt von humanem KsEDTA-Vollblut bei RTp und in Eiswasser.

Dargestellt sind die 89 Lipide, die nach 24 h Lagerung bei RTp verandert waren (p < 0,1, n=10).

Stabilitat von KsEDTA-Vollblut (RE + SD [%])

Analyten 4 h Eis 24 h Eis 4h RTp 24 h RTp
Acyl-CN 16:0 11,74 £ 8,94 11,42 £ 14,81 28,62 + 20,54 117,34 + 37,95
Acyl-CN 18:1 16,29 + 9,20 30,95 £ 18,20 94,75+ 43,08 290,66 + 118,18
Cer d18:1/24:0 5,51+ 24,12 -0,13£13,23 -4,94 £ 22,34 -0,88 + 19,73
DG 32:1 2,75+ 14,23 0,87 £ 12,56 20,75+ 12,88 68,32 £ 27,77
DG 34:1 -1,55 £ 8,74 3,24 + 9,08 44,60 + 22,89 184,66 + 52,91
DG 36:1 -3,21 + 8,63 -1,57+7,52 20,53 £ 13,49 90,66 + 26,47
DG 36:2 -2,09 £7,59 -0,40 £ 6,38 9,34 +9,71 40,38 + 14,79
DG 36:3 -1,66 + 8,21 0,03 £5,99 9,86 + 10,56 37,90 + 14,37
DG 36:4 -2,27 £ 8,78 -2,15+7,58 8,08 + 10,95 29,24 £ 13,90
DG 38:6 2,62 + 8,90 1,03 + 8,67 5,64 +11,80 23,36 + 15,57
FA 18:2 13,02 £ 25,62 10,47 £ 33,11 18,25 + 21,94 29,81 + 38,06
FA 18:3 17,21 + 25,54 11,13 + 36,47 15,41 + 24,30 18,14 + 40,80
FA 18:4 10,10 £ 27,96 7,85 + 35,29 17,39 £ 29,46 37,67 £ 47,68
FA 20:4 20,21 £ 21,36 26,58 + 32,37 -11,35 + 20,04 -23,60 + 23,51
FA 20:5 20,25 + 22,92 25,11 £ 32,04 -11,10 + 20,64 -23,14 + 24,80
FA 22:4 18,73 £ 19,95 29,43 + 31,32 5,86 + 22,50 -28,84 + 16,86
FA 22:6 24,64 + 17,28 28,79 + 17,65 20,88 + 15,81 16,28 + 19,27
LPC 14:0 0,45+ 7,46 3,28 + 8,36 39,22 + 20,62 148,99 + 52,67
LPC 15:0 0,71+ 7,08 4,33 +6,63 41,26 + 20,56 158,18 + 61,54
LPC 16:0 2,94 +6,81 4,71 +7,97 45,36 + 24,33 158,30 + 72,28
LPC 16:1 2,01 +£7,07 4,08 +7,54 44,27 + 22,90 157,65 + 60,28
LPC 17:0 2,49 + 5,86 5,88 + 6,13 48,66 + 25,21 198,20 + 85,65
LPC 18:0 0,47 £ 8,13 5,03 £ 8,39 51,62 + 27,36 203,02 £ 94,52
LPC 18:1 3,52+7,49 5,38 + 6,80 28,62 + 17,39 102,88 + 49,70
LPC 18:2 0,23+7,94 1,77 £ 6,02 8,88 £ 10,49 30,27 £ 21,37
LPC 18:3 -0,14 £ 8,41 -1,59 + 8,56 9,80+ 12,42 55,16 + 28,46
LPC 20:0 2,47 £ 9,96 7,73 £ 10,26 28,93 + 19,58 100,63 + 43,39
LPC 20:1 3,34+7,19 9,98 + 10,37 50,38 + 24,83 191,55 + 84,44
LPC 20:2 -3,72 + 10,69 5,57 +£7,93 33,19+ 22,54 134,37 + 60,98
LPC 20:3 0,37 + 8,58 2,91+7,82 14,40 £ 12,74 47,89 + 30,64
LPC 20:4 0,37 £ 11,47 3,15+£9,95 24,11 + 18,33 92,02 + 47,82
LPC 20:5 -2,09 £ 8,97 0,38+ 8,19 19,59 + 14,87 79,96 + 40,61
LPC 22:0 6,26 + 13,41 8,13+ 13,21 9,90 + 9,30 40,40 + 15,83
LPC 22:5 -0,17 £13,23 6,96 + 14,10 20,20 + 17,30 68,68 + 40,08
LPC 22:6 0,32 +£ 10,71 4,32 +10,54 21,57 £ 16,68 79,11 £ 41,50
LPC 0-16:0 2,30 + 8,34 11,37 £11,20 53,80 * 24,03 238,33 + 80,03
LPC O-16:1 1,28+ 9,84 9,71+ 11,56 45,79 + 20,03 167,54 + 66,82
LPC 0-18:0 -2,35+9,75 5,23 + 10,03 36,74 + 21,28 193,48 + 68,65
LPC O-18:1 4,13+7,97 15,26 + 8,63 82,52 £33,41 344,84 +129,76
LPE 16:0 4,38 + 9,99 8,35+ 7,46 11,67 £ 15,27 34,64 + 30,03
LPE 17:0 2,22 +9,07 4,72 +7,97 9,16 + 18,11 42,91 £ 29,71
LPE 18:0 0,83 + 10,01 6,07 + 6,42 22,00 + 16,73 75,53 £ 42,97
LPE 18:1 5,08 + 6,83 9,26 + 7,59 3,66 + 10,07 12,83 + 14,69
LPE 18:2 4,97 £10,48 8,67 + 9,66 -1,42 + 8,05 -13,19 + 8,90
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Stabilitat von KsEDTA-Vollblut (RE = SD [%])

Analyten 4 h Eis 24 h Eis 4 h RTp 24 h RTp
LPE O-16:1 2,50+ 7,28 18,46 + 9,06 49,42 + 10,93 185,10 + 43,10
LPG 18:1 3,47 + 8,89 3,92 + 13,16 -1,11 £ 11,45 5,40 £ 15,92
LPG 18:2 5,53 £ 13,56 0,35+ 14,01 7,11 + 14,39 12,20 + 21,84
LP118:0 -0,72 £ 10,52 7,05+ 19,19 6,16 + 9,87 27,10 £ 14,07
LPI 20:3 -1,90 + 15,72 3,18 £ 12,93 -0,74 11,49 6,29 £ 16,48
LPI 20:4 0,56 + 9,91 8,03 + 13,47 4,29 + 9,05 12,11 + 16,66
PC 30:0 0,78 £ 9,00 4,25+ 5,48 -7,17 + 5,56 -20,13 + 2,52
PC 30:1 1,12 £ 9,43 3,32 + 8,66 -9,71 £ 9,03 -30,89 = 6,06
PC 30:2 -0,15 + 16,44 -0,86 + 7,84 -6,33 £ 10,90 -27,88 + 28,07
PC 32:0 1,30 £ 8,61 3,03 + 8,96 -3,89+7,94 -10,53 £ 5,41
PC 32:1 -0,25 + 8,04 2,41 £ 4,97 -9,61+7,25 -27,67 + 3,14
PC 32:2 0,92 + 8,80 2,87 + 6,39 -5,69 + 7,60 -20,36 = 4,08
PC 33:2 1,47 + 8,35 4,98 + 5,05 -2,82 +8,30 -14,92 + 4,27
PC 34:1 1,41 +6,72 2,70 + 6,38 -1,33 £ 5,58 -8,01 + 3,76
PC 34:2 1,28 + 6,92 3,41 +£552 -0,98 £5,94 -9,72 £ 3,69
PC 34:3 0,10 + 8,78 3,07 + 5,66 -5,50 + 8,66 -17,96 = 5,95
PC 34:4 -0,13+9,16 3,37 £6,95 -1,90 + 8,67 -9,70 £5,16
PC 34:5 -3,09 £ 11,51 1,37+7,62 -5,00 £ 10,41 -11,99 + 6,62
PC 36:1 1,12+ 9,13 2,85+ 7,66 0,09 + 8,23 -7,06 £ 6,39
PC 36:2 1,82 £ 6,97 3,37+7,22 0,00 = 6,25 -8,26 + 5,37
PC 36:5 1,93+9,11 4,09 + 6,22 -1,02 + 8,91 -8,43£6,18
PC 40:4 2,56 + 7,50 6,52 + 8,83 3,79 8,75 2,32+£7,03
PC 42:6 0,82+ 7,64 12,73 + 18,00 8,22 £ 19,09 1,97 £ 15,15
PC O-16:1_16:0 13,67 £ 24,00 21,70 + 28,77 24,79 + 38,29 22,61 £ 29,13
PC O-16:1_18:2 9,02 + 23,07 18,84 + 28,59 22,06 £41,12 20,22 + 26,76
PC O-16:1_20:4 10,32 £ 20,74 18,49 £ 25,62 21,91 + 38,66 25,48 + 30,94
PC O-18:1_18:1 11,95+ 11,83 17,02 + 22,26 13,88 + 20,88 17,01 + 22,15
PC O-18:1_18:2 14,58 £ 12,32 18,65 £ 24,35 18,71 + 24,58 15,62 + 19,82
PC O-18:1_20:4 8,31 + 26,64 12,90 + 30,55 17,89 £ 43,43 25,80 = 28,16
PE 32:1 0,60 + 8,80 13,03 £10,01 -10,50 = 10,51 -15,48 = 8,53
PE 34:2 3,72+8,72 6,37 £ 7,87 -3,40 £ 8,33 -9,09 £5,79
PE 36:1 2,94 + 16,81 5,35+ 14,66 -5,83 + 14,62 -4,67 + 14,96
PE 36:2 7,52 + 16,26 9,97 £ 11,55 -3,08 £ 10,67 -3,81+£12,90
PE 40:6 -2,04 £ 11,50 2,87 + 10,05 -2,33+8,77 -2,24 + 10,08
P1 38:5 1,42 + 15,19 7,27 £ 14,28 3,18 £ 12,05 -1,64 + 13,84
SE 27:1/20:5 2,97 + 11,52 8,95+ 11,59 6,46 + 11,57 15,63 + 12,23
SM 33:1 -0,19+ 7,75 0,61 £ 6,15 -1,26 + 9,46 -0,59 £5,78
SM 34:2 -0,79 £ 8,99 -1,06 + 8,27 -1,66 + 10,05 -5,77 £ 7,53
SM 39:1 0,26 £+ 10,27 -0,57+9,74 1,89+ 11,96 -1,04 £ 8,26
ST 27:1_OH 4,56 + 5,29 5,84 + 9,03 -2,39+8,34 -10,62 = 5,59
TG 44:1 -1,47 + 14,65 -0,02 + 14,91 -3,34 + 15,33 0,82 + 18,25
TG 46:1 -1,86 £ 11,85 1,68+ 11,14 -2,53+12,24 -2,06 + 14,88
TG 46:3 -1,28 £ 11,17 0,14 + 9,45 -2,48 £ 10,95 -1,33 + 15,04
TG 48:2 -0,50 £ 8,77 3,45 + 10,65 -0,84 £ 10,16 -2,37 £11,07
TG 48:4 -1,01 £ 10,74 1,57 + 10,45 -1,74+11,41 -1,80 + 12,84
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Tabelle 45: Kurzzeitstabilitat von humanem NaF/Citrat-Vollblut bei RTp und in Eiswasser.

Dargestellt sind die 89 Lipide, die nach 24 h Lagerung bei RTp verandert waren (p < 0,1, n=10).

Stabilitat von NaF/Citrat-Vollblut (RE = SD [%])

Analyten 4 h Eis 24 h Eis 4hRTp 24 h RTp
Acyl-CN 16:0 3,52+7,75 7,88 + 14,66 122,13 + 53,47 136,40 + 64,43
Acyl-CN 18:1 7,59+7,75 18,98 + 8,29 129,64 + 41,77 134,07 + 65,88
Cer d18:1/24:0 -21,66 + 19,74 -19,13 + 18,45 8,563 + 22,58 0,36 + 25,35
DG 32:1 -9,99 + 38,52 3,12 £ 22,29 23,60 + 43,46 43,22 £51,91
DG 34:1 -17,33 + 17,26 -13,95 + 16,30 16,18 + 20,59 39,02 + 23,81
DG 36:1 -18,61 + 11,97 -9,75 + 16,34 9,97 £ 17,28 17,16 £ 18,93
DG 36:2 -18,40 + 15,15 -15,29 + 14,54 10,06 + 16,04 11,11 + 17,06
DG 36:3 -18,86 + 16,35 -16,43 £ 15,51 11,22 +17,85 14,99 + 19,93
DG 36:4 -18,65 + 15,81 -14,01 + 16,28 13,66 + 17,67 20,53 £ 21,77
DG 38:6 -13,95 + 15,39 -14,22 + 19,25 15,78 £ 22,83 20,46 £ 21,20
FA 18:2 14,85 £ 30,11 6,37 + 30,58 16,74 + 25,34 3,45 + 23,37
FA 18:3 12,33 + 36,64 3,25 + 35,40 15,88 + 28,70 -0,65 + 22,36
FA 18:4 17,61 £ 36,94 13,61 £ 34,70 23,37 £ 29,76 7,31 + 23,85
FA 20:4 12,55 + 21,32 20,86 + 26,10 77,67 £32,21 118,91 + 86,55
FA 20:5 17,07 £ 26,76 12,72 £ 25,26 45,02 £ 24,73 40,15 + 26,28
FA 22:4 13,84 + 27,09 11,29 + 26,67 27,05 £ 26,35 38,21 £43,12
FA 22:6 16,08 + 15,99 16,92 £ 18,62 21,63 +11,45 20,98 £ 21,41
LPC 14:0 0,37 £ 6,23 1,59 + 8,62 3,23+7,08 20,28 + 7,61
LPC 15:0 -0,95 + 6,89 1,05+9,72 4,33+ 8,51 21,86 +7,69
LPC 16:0 -1,23 £ 7,47 1,22 +9,70 4,99 + 8,12 26,75+9,73
LPC 16:1 -1,10 + 6,04 1,05+ 8,79 2,39 +7,87 18,03 £ 8,01
LPC 17:0 -2,89£5,72 -1,12 £9,73 6,83 + 9,37 31,37 £12,92
LPC 18:0 -8,35 + 6,92 -5,83 + 10,85 7,89 +11,07 35,82 + 13,40
LPC 18:1 -0,14 £ 6,03 1,88 £9,02 2,46 + 8,44 16,56 + 9,22
LPC 18:2 -0,03 + 4,79 1,04 + 8,97 1,03+ 7,74 5,31+ 6,80
LPC 18:3 1,08 £ 5,28 -2,18 £11,43 -2,36 £ 13,07 9,17 £ 10,45
LPC 20:0 -8,21 + 8,81 -8,65+ 9,21 7,09 + 8,49 18,64 + 9,63
LPC 20:1 0,61 + 6,84 1,19+ 12,81 4,64 + 10,94 30,45 £ 19,41
LPC 20:2 0,94 + 14,39 3,36 £ 13,93 3,70+ 14,40 23,97 + 15,50
LPC 20:3 -0,81 £ 6,63 1,84 +9,57 1,10+ 8,74 8,36 £ 8,13
LPC 20:4 -0,89 + 8,85 2,96 + 10,26 4,09+11,84 16,35+ 10,99
LPC 20:5 -1,23+£6,19 0,93 + 9,69 2,34 +10,10 13,41 +9,51
LPC 22:0 -11,08 + 15,40 -8,62 + 16,19 2,48 + 14,45 8,71+ 11,33
LPC 22:5 1,66 + 7,67 7,02 +10,34 6,79 + 14,20 20,83 £ 11,28
LPC 22:6 -0,97 + 5,98 2,81+ 10,19 3,75+9,13 14,46 + 9,07
LPC 0-16:0 -3,86 £ 7,24 -0,76 £ 10,83 8,21+9,91 32,78 £ 12,62
LPC O-16:1 -0,63 +12,12 -0,02 + 13,67 5,17 £ 13,34 20,70 £ 15,48
LPC 0-18:0 -10,27 + 10,83 -8,26 £ 11,15 10,25 + 15,46 26,82 + 14,41
LPC O-18:1 -0,84 + 9,18 2,78 £ 14,48 10,35+ 13,58 43,30 £ 19,45
LPE 16:0 -1,43 £ 8,09 -0,20 £ 10,55 3,45+ 9,38 13,11 + 13,66
LPE 17:0 -6,42 £ 14,31 -5,31+11,54 1,77 £ 19,01 14,38 + 19,94
LPE 18:0 -12,93 £ 9,90 -11,73 + 10,83 7,24 +11,52 19,92 + 15,38
LPE 18:1 -0,14 £ 6,80 -0,82 £ 8,65 1,78 £ 10,98 7,65+ 9,39
LPE 18:2 0,61 + 6,64 0,12 + 10,56 -1,83+11,21 0,02 + 8,06
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Stabilitéat von NaF/Citrat-Vollblut (RE = SD [%])

Analyten 4 h Eis 24 h Eis 4h RTp 24 h RTp
LPE O-16:1 0,13+ 14,99 0,76 £ 16,28 30,88 £ 22,26 166,71 + 61,20
LPG 18:1 4,96 + 11,50 -0,22 £ 8,15 3,19 + 8,61 -4,27 + 12,53
LPG 18:2 19,24 + 51,53 14,42 + 48,69 16,83 £ 47,64 16,55 £ 58,79
LP118:0 -6,24 £ 7,61 -7,77 £11,07 16,07 £ 12,34 45,23 £17,75
LPI 20:3 -9,78 £ 11,50 -7,30+12,43 -8,85 + 8,89 -7,79 £15,51
LPI 20:4 -1,71£7,91 -2,93+£9,91 4,64 + 8,31 18,18 £ 9,95
PC 30:0 -11,51 £ 11,17 -13,49 £ 11,92 1,33+12,28 -4,87 +12,81
PC 30:1 -8,87 £ 11,02 -9,46 £ 13,78 -0,47 £13,31 -7,01 +12,54
PC 30:2 -8,37 £ 7,02 -9,75+ 9,29 -1,00 + 5,38 -2,88£12,12
PC 32:0 -14,20 + 10,91 -13,31 + 10,69 0,47 £12,62 -3,40 + 15,01
PC 32:1 -7,70 £ 9,98 -9,79 + 9,59 1,08 £ 10,84 -4,20 £ 10,34
PC 32:2 -6,40 £ 9,33 -8,81+£11,73 2,95+ 13,11 -2,60 + 10,54
PC 33:2 -8,43 £ 8,92 -10,71 £ 10,30 1,69 £ 10,73 -1,93 £10,37
PC 34:1 -9,94 + 8,57 -9,01 £ 8,76 1,46 = 10,25 -1,57 + 8,63
PC 34:2 -8,57 + 8,45 -10,13 + 7,97 0,32+9,17 -2,09 £ 7,66
PC 34:3 -9,99 £ 8,62 -10,46 + 10,59 0,99 £ 12,32 -3,20 £ 10,23
PC 34:4 -7,24 + 7,98 -9,13 + 12,57 1,92+12,73 -0,99 * 8,69
PC 34:5 -6,56 £ 11,64 -8,94 £ 12,85 1,53 13,73 -2,05 10,25
PC 36:1 -13,54 + 9,77 -10,30 £ 11,61 1,83+12,21 -2,14 + 10,01
PC 36:2 -9,68 £ 8,44 -8,07 £8,73 1,80+9,71 -2,41 +7,88
PC 36:5 -9,72+ 9,10 -11,35 + 11,47 0,69 = 12,69 -1,91+10,43
PC 40:4 -10,69 + 10,64 -8,87 £ 11,68 1,53+ 11,70 0,11 £9,83
PC 42:6 -4,84 + 25,12 -2,76 + 19,30 8,41 + 15,36 5,39+ 19,21
PC O-16:1_16:0  -17,14 + 14,56 -19,67 + 15,02 0,84 = 28,54 -4,98 + 26,51
PC O-16:1_18:2  -13,95+ 13,49 -15,91 + 16,10 -5,90 £ 21,49 -6,08 * 24,33
PC O-16:1_20:4 -9,75+ 15,11 -13,11 + 16,50 -3,23+£22,92 -1,90 + 23,74
PC O-18:1_18:1  -12,10+ 17,87 -14,48 + 13,60 4,26 + 24,33 -4,05 + 23,11
PC O-18:1_18:2  -14,04 £ 14,32 -15,23 + 16,85 -1,76 £ 24,75 -1,60 + 16,61
PC O-18:1_20:4  -12,15+ 17,65 -12,71 + 16,25 -8,72 + 22,80 -4,62 * 25,65
PE 32:1 -3,98 £ 29,46 -10,82 + 17,41 15,57 £ 24,41 7,61 % 25,31
PE 34:2 -7,28 11,40 -8,74 + 10,92 7,14 £ 15,39 7,59+12,.83
PE 36:1 -8,65 £ 12,55 -7,53+£12,45 10,04 = 14,01 6,73 £ 15,67
PE 36:2 -8,48 + 8,57 -8,59 + 9,40 3,97 +£11,28 4,62 + 13,37
PE 40:6 -7,15+9,18 -7,12 £10,77 5,58 £ 12,99 5,25+ 14,13
P1 38:5 -8,62 + 9,87 -12,98 + 17,07 -3,05 + 13,66 -2,63 £ 8,29
SE 27:1/20:5 -19,49 + 12,96 -20,98 + 13,56 5,48 £ 21,25 5,02 £ 21,07
SM 33:1 -17,66 + 13,85 -16,13 £ 16,77 3,87 £ 20,23 -1,76 £ 19,49
SM 34:2 -14,01 + 10,36 -14,56 + 17,29 2,47 £ 17,29 -2,14 + 12,86
SM 39:1 -19,99 + 15,23 -12,79 £ 21,31 4,53 + 18,74 -0,38 + 17,44
ST 27:1_OH -14,96 + 12,58 -14,12 + 14,31 4,79 = 14,07 0,18 £ 16,02
TG 44:1 -23,93 + 22,06 -24,73 £ 16,43 9,06 + 31,17 0,71 £ 20,51
TG 46:1 -20,77 + 17,97 -24,13 + 12,83 9,30 £ 26,40 2,92 £ 25,74
TG 46:3 -22,35 + 18,50 -27,25 + 13,10 6,64 £ 25,42 -1,69 + 16,69
TG 48:2 -19,78 + 19,09 -25,45 + 12,86 6,24 + 21,48 1,93 + 20,02
TG 48:4 -20,59 + 19,99 -28,33 + 14,37 5,90 + 23,48 2,47 £ 19,64
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Anhang

Tabelle 46: Kurzzeitstabilitdt von humanem KsEDTA-Plasma bei RTp und in Eiswasser.
Dargestellt sind die 89 Lipide, die nach 24 h Lagerung bei RTp veréndert waren (p < 0,1, n=10).

Stabilitéat von KsEDTA-Plasma (RE = SD [%])

Analyten 4 h Eis 24 h Eis 2hRTp 4h RTp 24 h RTp
Acyl-CN 16:0 0,45 + 15,89 -1,91+11,47 -1,91 + 11,47 -0,04 £ 9,68 4,70 + 8,92
Acyl-CN 18:1 2,21+17,19 -2,11 +7,98 -2,11 +7,98 -1,63+5,11 -0,79+ 6,51
Cer d18:1/24:0 0,91+ 12,50 0,93 +9,25 0,93 +9,25 -2,84 £ 8,72 -7,06 £ 11,43
DG 32:1 2,63 + 14,48 8,49 + 10,14 8,49 + 10,14 2585+12,02 111,33+32,42
DG 34:1 2,29 +7,38 5,53 + 6,66 5,53 + 6,66 36,74 +12,57 191,16 + 56,73
DG 36:1 0,72+ 7,30 1,87 +5,38 1,87 +5,38 15,08 + 9,22 77,71 £ 25,99
DG 36:2 -0,65 + 2,52 -1,27 + 5,39 -1,27 + 5,39 6,43 +5,11 35,10 + 16,01
DG 36:3 -1,49+2,51 -1,66 £ 5,14 -1,66 £ 5,14 7,28 + 5,95 37,43+ 17,04
DG 36:4 -0,44 + 3,63 -1,84 + 4,13 -1,84 +4,13 8,59 + 5,70 40,48 £ 16,55
DG 38:6 1,39 +5,32 1,78+ 6,32 1,78+ 6,32 7,48 + 7,97 28,43+ 12,55
FA 18:2 0,59 + 7,97 1,28 + 8,68 1,28 + 8,68 9,60 + 10,18 29,54 + 28,27
FA 18:3 -2,83+7,16 -0,31+6,61 -0,31+6,61 1,99+8,91 14,89 + 29,28
FA 18:4 -1,19+ 12,05 -1,82+8,91 -1,82+8,91 3,53+11,63 36,90 + 42,45
FA 20:4 -0,13+5,13 14,86 + 13,70 14,86 + 13,70 14,77 + 12,00 87,09 + 61,74
FA 20:5 -1,09+ 4,76 13,65+ 12,42 13,65+ 12,42 13,63 +12,24 66,76 + 53,21
FA 22:4 -2,56 £ 7,61 1,60+9,14 1,60+9,14 -0,99 + 5,84 9,34 + 14,88
FA 22:6 -3,65+5,45 0,02 £5,42 0,02 £5,42 4,08 +5,18 23,44 + 13,47
LPC 14:0 -0,68 + 4,86 0,26 + 5,08 0,26 + 5,08 27,30 +10,45 122,51 + 43,06
LPC 15:0 -0,97 £ 3,71 0,77+ 4,34 0,77+ 4,34 30,22 £13,99 136,07 +52,69
LPC 16:0 -1,02 + 4,46 -0,09 + 5,15 -0,09 +5,15 32,64 +16,65 138,34 + 66,24
LPC 16:1 -0,45+4,21 -0,43 + 3,64 -0,43 + 3,64 28,96 £ 11,09 132,28 + 47,96
LPC 17:0 -1,78 £ 2,99 0,08 + 4,76 0,08 + 4,76 36,50 +15,62 175,15+72,10
LPC 18:0 -0,48 + 3,10 0,22 + 4,05 0,22 + 4,05 40,87 +17,45 187,96 + 81,81
LPC 18:1 -1,41 + 3,05 -0,47 + 3,69 -0,47 + 3,69 19,96 £ 9,41 86,95 + 38,71
LPC 18:2 -1,95+ 2,39 -2,67 £ 3,78 -2,67 £ 3,78 5,26 + 5,71 26,28 + 16,94
LPC 18:3 3,61+6,19 4,34 + 8,80 4,34 + 8,80 15,75 + 8,68 52,97 + 20,44
LPC 20:0 -1,50 + 6,24 -1,78 £ 7,81 -1,78 £ 7,81 17,73 + 11,58 78,15 + 23,58
LPC 20:1 1,57 + 4,42 2,60 £ 5,59 2,60 + 5,59 38,60+ 20,28 165,43 + 66,57
LPC 20:2 -2,34+ 8,94 -0,55 + 6,62 -0,55 + 6,62 26,46 £ 16,39 124,24 + 58,68
LPC 20:3 -1,36 +4,19 -0,49 + 5,53 -0,49 + 5,53 7,77 + 6,99 41,26 + 25,81
LPC 20:4 -2,00 + 3,90 -0,05+4,19 -0,05+4,19 14,13 + 8,38 73,87 £ 34,45
LPC 20:5 -1,71 + 4,04 -2,91+5,50 -2,91+5,50 12,70 £ 5,52 66,09 + 27,79
LPC 22:0 1,35+8,70 1,05+ 8,53 1,05+ 8,53 13,69 + 9,29 33,65 + 14,78
LPC 22:5 -0,40 + 3,13 1,21 +5,84 1,21 +5,84 11,25 +5,20 62,98 + 25,18
LPC 22:6 0,10 + 3,90 2,48 +4,94 2,48 +4,94 14,66 + 6,98 70,98 + 26,45
LPC O-16:0 -1,47 + 2,33 2,97 + 4,96 2,97 + 4,96 41,68 £15,23 193,91 + 63,10
LPC O-16:1 0,04 + 12,04 -1,98 + 10,04 -1,98 + 10,04 34,04 +11,74 147,13+ 47,04
LPC O-18:0 -0,11 + 6,30 3,32 +5,79 3,32 +5,79 34,94 +1254 147,72 + 45,93
LPC 0-18:1 0,50 + 4,02 4,04 +£5,40 4,04 +£5,40 57,61 +17,47 269,30+ 89,61
LPE 16:0 -5,50 + 4,58 -2,15+ 4,82 -2,15+ 4,82 5,17 + 8,69 30,24 + 25,58
LPE 17:0 -6,63 + 10,09 -6,19 + 12,66 -6,19 + 12,66 4,83+ 19,31 41,22 + 36,28
LPE 18:0 -4,01 + 3,17 -0,07 + 6,52 -0,07 + 6,52 12,49 + 9,53 65,62 + 36,91
LPE 18:1 -4,72 + 4,86 -2,69+ 6,01 -2,69+ 6,01 0,31+6,54 11,63 £ 12,95
LPE 18:2 -5,65 + 4,64 -3,45 + 3,89 -3,45 + 3,89 -4,98 + 6,32 -11,35 + 5,47
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Anhang

Stabilitat von KsEDTA-Plasma (RE £ SD [%])

Analyten 4 h Eis 24 h Eis 2h RTp 4 h RTp 24 h RTp
LPE O-16:1 -0,18 + 9,60 -0,65+ 7,31 -0,65+ 7,31 29,54 + 15,42 135,41 + 40,98
LPG 18:1 -0,94 £ 6,82 -4,10£ 7,23 -4,10£7,23 -1,80 + 8,69 -2,13 +10,03
LPG 18:2 -1,61+12,93 -0,73 +13,78 -0,73 +£13,78 0,46 + 13,58 -0,16 £ 12,03
LP118:0 -1,47 £9,78 -3,40£7,29 -3,40£7,29 3,34 £9,22 31,88 £ 15,14
LPI 20:3 -1,08 £ 15,19 -5,04 + 16,29 -5,04 + 16,29 10,34 + 18,40 9,74 + 10,16
LP120:4 -0,50 £ 9,34 -5,11+£7,17 -5,11+£7,17 545+9,54 10,62 £ 5,31
PC 30:0 -1,40 + 5,65 -1,62 + 4,97 -1,62 + 4,97 -4,53 +5,25 -20,67 £ 7,41
PC 30:1 0,29 + 6,54 -3,84 £ 4,58 -3,84 £ 4,58 -7,50+7,10 -31,52 £ 8,12
PC 30:2 -16,16 £ 33,43  -6,90 + 10,76 -6,90 + 10,76 -8,72+11,84  -28,19 + 27,74
PC 32:0 -2,22+£4,80 -2,28 £5,25 -2,28 £5,25 -4,92 + 5,29 -13,90 £ 5,81
PC 32:1 -1,57 + 6,57 -3,32 + 3,66 -3,32 £ 3,66 -8,08 + 3,29 -28,45 + 6,00
PC 32:2 -0,83+£5,16 -3,38 £ 5,03 -3,38 £ 5,03 -4,87 + 5,63 -21,27 £ 6,65
PC 33:2 -1,82 +5,37 -3,09 + 3,66 -3,09 + 3,66 -4,25 + 4,26 -17,72 + 5,55
PC 34:1 -1,45 £ 3,50 -2,04 £ 4,56 -2,04 £ 4,56 -3,75 £ 4,97 -10,50 * 5,27
PC 34:2 -2,03 +4,77 -2,52 + 4,60 -2,52+ 4,60 -3,58 + 3,62 -13,565 + 5,32
PC 34:3 -1,29 £ 4,97 -3,87£5,41 -3,87£5/41 -5,31+4,21 -19,67 = 6,67
PC 34:4 0,04 £ 5,86 -4,95 + 3,31 -4,95 + 3,31 -3,27 £ 4,34 -11,34 + 6,03
PC 34:5 -3,09 £ 6,37 -4,13 £ 6,00 -4,13 £ 6,00 -8,42 + 8,15 -14,96 = 7,32
PC 36:1 -2,85+ 2,42 -2,95+5,12 -2,95+ 5,12 -3,87 £ 5,00 -10,87 + 5,53
PC 36:2 -1,75+£2,24 -1,58 £5,14 -1,58 £5,14 -3,04 4,71 -10,79 = 5,05
PC 36:5 -1,17 + 4,87 -4,62 + 5,96 -4,62 + 5,96 -2,35+5,20 -12,03 + 5,68
PC 40:4 -2,69 £ 3,09 -2,96 £5,15 -2,96 £5,15 -1,19 + 6,06 -4,25 +5,31
PC 42:6 8,73+ 21,56 9,73 £ 28,02 9,73 + 28,02 12,69 + 31,39 11,05 + 35,98
PC O-16:1_16:0 2,45 + 13,46 4,03 + 16,05 4,03 + 16,05 12,92 £ 21,25 0,20 * 25,06
PC O-16:1_18:2 2,76 £ 12,71 4,67 + 20,53 4,67 + 20,53 12,95 + 18,11 5,22 + 16,50
PC O-16:1_20:4  -2,10 + 10,69 2,00 + 17,07 2,00 + 17,07 11,71 + 16,47 0,33 21,77
PC O-18:1_18:1 1,22 + 14,74 8,73+ 14,68 8,73+ 14,68 1,56 + 19,09 -5,28 £ 21,76
PC O-18:1_18:2 1,14 + 14,45 2,32 +14,25 2,32 +14,25 3,65 24,31 -5,27 + 19,02
PC O-18:1_20:4 -1,36 + 9,46 2,42 £ 18,52 2,42 £ 18,52 8,68 + 13,23 7,64+ 1254
PE 32:1 -5,83£10,59 -5,58 £ 7,43 -5,58 £ 7,43 -5,10 £ 9,09 -16,51 = 8,18
PE 34:2 -2,77 £4,81 -2,87+5,81 -2,87 +5,81 -1,75 + 4,39 -13,44 + 6,57
PE 36:1 -3,96 £ 4,74 -2,18 £ 9,05 -2,18 £ 9,05 -4,96 + 4,44 -11,41 + 8,34
PE 36:2 -2,70 + 6,35 -2,71+ 6,18 -2,71 + 6,18 -4,39 + 6,03 -15,44 + 6,33
PE 40:6 -3,79+5,73 -5,36 £ 6,18 -5,36 £ 6,18 -2,14 + 3,16 -9,54 + 6,05
P1 38:5 10,32+ 7,98 -0,48 + 8,96 -0,48 £ 8,96 5,16 + 18,50 2,26 +12,36
SE 27:1/20:5 0,53 +4,24 1,64 +9,92 1,64 +9,92 7,63 £ 6,09 13,60 + 12,61
SM 33:1 -1,35+6,84 -2,93+7,79 -2,93+7,79 -1,41+7,75 -3,29 + 10,40
SM 34:2 0,18 + 6,69 -2,64 £ 6,46 -2,64 £ 6,46 -1,00 + 6,03 -4,62 + 9,10
SM 39:1 -3,03 +5,48 -3,09£9,15 -3,09£9,15 -1,86 + 8,77 -5,35+ 9,86
ST 27:1_OH -2,02+4,51 -0,36 £ 4,61 -0,36 £ 4,61 -2,25+5,71 -13,68 £ 7,94
TG 44:1 26,07 £+ 66,36 1,44 + 8,06 1,44 + 8,06 8,81 +8,13 0,65 + 8,96
TG 46:1 11,39 £ 27,60 1,02 + 6,62 1,02 + 6,62 6,86 + 8,31 0,96 + 10,01
TG 46:3 3,08 +9,23 -1,78 £ 8,94 -1,78 £ 8,94 510+7,26 0,09 £ 8,09
TG 48:2 1,93+ 4,64 0,28 + 7,35 0,28 + 7,35 5,34 + 7,88 -1,26 £ 9,49
TG 48:4 0,61 + 4,23 0,83 + 8,24 0,83 + 8,24 7,00 + 7,84 0,18 + 8,68
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Anhang

Tabelle 47: Kurzzeitstabilitat von humanem NaF/Citrat-Plasma bei RTp und in Eiswasser.
Dargestellt sind die 89 Lipide, die nach 24 h Lagerung bei RTp veréndert waren (p < 0,1, n=10).

Stabilitat von NaF/Citrat-Plasma (RE + SD [%])

Analyten 4 h Eis 24 h Eis 2h RTp 4h RTp 24 h RTp
Acyl-CN 16:0 1,69+ 11,01 6,17 £ 15,84 6,17 £ 15,84 0,67 + 8,68 9,07 £ 12,22
Acyl-CN 18:1 1,15+ 7,83 3,16 + 8,09 3,16 + 8,09 2,38 +9,41 10,02 + 16,37
Cer d18:1/24:0 -0,23 + 8,08 2,19+£21,72 2,19+£21,72 7,65+ 17,55 13,39+ 7,91
DG 32:1 1,55 + 23,52 1,28 +17,16 1,28+17,16 12,85+31,25 54,71 +43,48
DG 34:1 -0,12 + 9,97 1,43 + 14,00 1,43+14,00 10,97+16,51 60,13+ 16,80
DG 36:1 -5,88+12,25 -1,52+11,82 -1,52+11,82 5,00 + 6,99 23,96 £ 12,42
DG 36:2 -1,23+8,48 0,44 + 15,66 0,44 + 15,66 4,55 £ 13,40 15,74 £ 8,82
DG 36:3 -0,27 £ 9,67 2,03+ 16,74 2,03+ 16,74 6,80+ 15,33 17,90+ 10,91
DG 36:4 -1,16 + 9,48 -0,12+15,81 -0,12+15,81 6,30+15,37 17,60+11,35
DG 38:6 -2,27+15,32 -2,44+2128 -244+21,28 2,60+16,72 13,06+ 15,45
FA 18:2 0,89+ 11,64 -2,83+8,20 -2,83+8,20 3,81+11,27 5,58 + 11,53
FA 18:3 1,53 +11,13 0,78 £ 10,38 0,78 + 10,38 1,11 +6,81 2,15+12,38
FA 18:4 -1,87 + 6,85 3,58 + 10,98 3,58 + 10,98 -1,53 £ 8,47 2,41 +12,37
FA 20:4 1,24+ 7,54 0,06 + 6,12 0,06 + 6,12 2,87 + 5,46 16,87 + 11,43
FA 20:5 -0,92 + 7,55 -2,86 + 8,33 -2,86 + 8,33 1,22 + 4,89 11,98 £ 9,58
FA 22:4 -0,69+7,41 -1,14+ 10,75 -1,14+10,75 2,72+5,21 3,39+6,13
FA 22:6 0,60 + 8,83 0,99 + 7,28 0,99 + 7,28 1,35+ 7,30 5,91+9,23
LPC 14:0 0,45 + 6,28 3,55+6,11 3,55+6,11 7,80 + 5,28 32,38 +10,84
LPC 15:0 0,83 + 5,06 3,67 +7,83 3,67+7,83 7,25 £ 5,96 35,42 +11,34
LPC 16:0 -0,27 + 4,05 3,29+ 7,80 3,29+ 7,80 9,22+5,91 41,52 + 16,29
LPC 16:1 -0,06 + 3,38 2,55+5,99 2,55+ 5,99 6,90 £ 3,75 32,67 £10,70
LPC 17:0 -0,17 + 4,04 2,76 + 5,83 2,76 £ 5,83 8,84 + 3,93 45,50 + 14,35
LPC 18:0 0,03+5,44 1,79 + 8,64 1,79 + 8,64 10,46 +4,84 53,67 +£19,51
LPC 18:1 -0,05 + 3,52 2,85+ 6,81 2,85+6,81 5,53+3,74 25,22 +9,25
LPC 18:2 0,00 + 3,22 3,24 +7,58 3,24+ 7,58 3,24 £ 3,92 9,56 + 6,53
LPC 18:3 -1,24 +7,39 1,66 + 5,88 1,66 + 5,88 2,03 +6,98 10,25 +6,71
LPC 20:0 -0,59 + 5,98 5,06 + 9,86 5,06 £ 9,86 7,88 £ 7,98 21,92 +£11,28
LPC 20:1 -0,84 +5,94 3,57 +8,12 3,57 £8,12 8,52 + 5,75 39,58 + 16,55
LPC 20:2 -0,01+4,90 4,83 +9,82 4,83 +9,82 7611742 30,03 +17,91
LPC 20:3 -0,18 + 4,01 3,09+7,11 3,09+7,11 5,46 + 3,09 14,55 +7,40
LPC 20:4 1,71 +5,62 4,12 +9,05 4,12 +9,05 5,95+ 4,36 22,78 £ 11,30
LPC 20:5 -0,55 + 4,54 3,24 + 8,06 3,24 + 8,06 5,78 + 3,85 19,05 + 8,83
LPC 22:0 -4.84+1229 2,69+1884 2,69+18,84 6,41 +14,61 13,59+19,80
LPC 22:5 0,83 +6,98 3,07 + 8,56 3,07 £ 8,56 8,10 + 6,20 20,62 + 10,85
LPC 22:6 1,34+ 4,74 4,19+7,94 419+7,94 6,20 £ 2,05 20,04 £ 9,38
LPC O-16:0 -1,68 + 5,27 2,41 + 5,56 2,41 + 5,56 8,56 + 6,44 41,52 + 16,76
LPC O-16:1 0,84 +7,17 -0,92 £ 9,04 -0,92 £ 9,04 417 +£10,51 26,48 +19,78
LPC O-18:0 -1,82 + 8,55 -0,44 + 6,29 -0,44 + 6,29 8,06 + 9,55 33,77 £15,32
LPC 0-18:1 -0,42 +5,90 0,27 + 8,60 0,27 £ 8,60 8,71 + 8,88 56,93 + 28,46
LPE 16:0 0,13 +5,39 2,36 + 6,39 2,36 + 6,39 431+5,16 14,23 + 10,63
LPE 17:0 -3,60 + 8,09 1,55+ 8,59 1,55+ 8,59 5,08 + 9,53 10,57 £ 11,60
LPE 18:0 0,40 + 7,37 4,07 £ 9,36 4,07 +9,36 6,85 + 6,51 23,60 + 11,34
LPE 18:1 0,11+7,40 3,53 £ 6,99 3,53 £ 6,99 4,66 £ 5,07 10,81 + 8,29
LPE 18:2 1,12 + 8,28 3,24 +7,28 3,24 +7,28 3,77 £ 5,05 5,14 + 8,15
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Anhang

Stabilitat von NaF/Citrat-Plasma (RE + SD [%])

Analyten 4 h Eis 24 h Eis 2h RTp 4 h RTp 24 h RTp
LPE O-16:1 2,97 £10,24 2,42 £ 10,10 2,42 +£10,10 8,45+ 13,04 43,23+19,11
LPG 18:1 -1,06 £ 9,62 0,20 + 6,89 0,20 + 6,89 -0,08 + 6,28 -3,58+7,11
LPG 18:2 -4,36 + 12,23 1,66 + 7,82 1,66 + 7,82 -3,62+10,75 -6,77+11,54
LP118:0 -7,72+1796 -3,15+19,48 -3,15+19,48 -2,16+18,87 4,43+19,97
LPI 20:3 231+1148 -0,77+1836 -0,77+18,36 -2,05+10,13 -4,84+13,80
LP120:4 -2,83+£10,60 -0,46+1259 -046+1259 -155+1153 0,28+ 10,52
PC 30:0 0,77 £6,33 1,88 + 12,07 1,88 £ 12,07 1,90 + 8,17 -2,14 + 7,28
PC 30:1 0,61 + 7,07 5,10 + 12,08 5,10 + 12,08 3,91+£9,34 -8,58 £ 8,35
PC 30:2 -1,23 +6,83 0,76 £ 12,68 0,76 £12,68 4,91+ 16,44 -5,41+7,80
PC 32:0 -0,51 £ 6,16 1,92 +£ 12,62 1,92 +12,62 2,07 £8,43 -0,23 £5,90
PC 32:1 -0,88 £ 5,09 2,59 + 11,27 2,59 £ 11,27 1,48 + 6,50 -5,72 + 8,32
PC 32:2 -1,24 £ 6,79 3,12+ 13,92 3,12+ 13,92 2,04 £7,15 -4,40 + 5,84
PC 33:2 0,59 £ 5,59 4,13+11,43 4,13+11,43 2,42 £ 8,03 -1,31£5,90
PC 34:1 -0,05 £ 4,64 1,51+ 11,06 1,51+11,06 1,33+ 6,09 0,294,771
PC 34:2 0,18+ 4,24 1,39+10,84 1,39+ 10,84 0,71+ 5,54 -0,64 £5,80
PC 34:3 -1,09 £ 6,85 2,87 +13,49 2,87 + 13,49 1,18 + 7,26 -3,02+7,72
PC 34:4 -0,09 + 6,23 3,76 £ 14,28 3,76 + 14,28 3,79+ 7,66 -1,59 £ 6,93
PC 34:5 3,67 + 8,35 6,77 + 13,56 6,77 + 13,56 5,95+ 9,82 3,03+£7,08
PC 36:1 -0,87 + 6,64 3,32+12,54 3,32+12,54 2,14 + 8,87 2,39+4,64
PC 36:2 -0,52 £4,72 3,23 +10,28 3,23 +10,28 2,04 £5,73 0,05+4,72
PC 36:5 -1,24 + 5,96 2,26 + 14,52 2,26 £ 14,52 2,30+7,15 -0,37 £5,95
PC 40:4 -1,76 £ 7,09 2,47 + 12,17 2,47 + 12,17 1,59 + 8,22 3,48 £ 4,95
PC 42:6 -3,75+10,74 4,52 + 28,51 452+2851 -6,81+17,74 -3,80 % 15,47
PC O-16:1_16:0 -3,17+1537 -1,36+1254 -136+1254 181+1156 -0,23+ 20,50
PC O-16:1_18:2 -1,78+13,77 -2,77+14,06 -2,77+14,06 2,83+ 10,70 2,09 +19,16
PC O-16:1_20:4 -2,83+15,03 -0,43+13,68 -0,43+13,68 3,17+11,01 0,82 £ 14,63
PC0O-18:1_18:1 -454+1343 1,56+ 10,46 1,56 + 10,46 5,21 £ 14,19 2,59+ 15,83
PC0O-18:1_18:2 -535+17,16 1,96 + 15,32 1,96 + 15,32 6,25+12,58 -3,03x11,63
PC O-18:1_20:4 -2,09+16,32 0,13+10,47 0,13 £ 10,47 3,83 +9,59 2,94 + 14,56
PE 32:1 2,34 + 13,59 8,36 + 11,97 8,36 + 11,97 5,07 £ 8,35 1,56 + 16,45
PE 34:2 -1,52+5,94 0,06 £ 6,77 0,06 £ 6,77 2,94 £ 6,22 0,97 £ 4,26
PE 36:1 -0,05 £ 5,06 -0,52+ 7,16 -0,52 £7,16 2,11+£6,16 4,28 + 7,26
PE 36:2 -2,51+5,31 1,69+ 5,04 1,69 = 5,04 4,03 +6,84 3,34+ 9,46
PE 40:6 0,89 + 4,88 -0,08 + 8,79 -0,08 £ 8,79 4,315,773 5,43 £ 8,06
P1 38:5 5,37 £ 15,32 5,96 + 24,94 596 +24,94 10,22 +20,09 0,08+ 13,98
SE 27:1/20:5 -1,42+£9,84 2,24 + 22,58 2,24 + 22,58 7,17 £ 11,68 8,83+ 11,70
SM 33:1 -4,21+10,99 -0,85+16,61 -0,85+16,61 0,16+ 13,38 2,08 +9,22
SM 34:2 -443+984 -069+16,75 -0,69+16,75 1,67+ 10,95 -0,49 + 7,89
SM 39:1 -4,40 + 9,61 1,10 + 14,68 1,10 + 14,68 1,93+12,48 533+7,41
ST 27:1_OH -2,26 £ 8,92 0,39+ 12,59 0,39+ 12,59 1,91 + 8,65 -0,48 £ 6,33
TG 44:1 -0,56+11,62 3,19+ 21,15 3,19+21,15 10,81+22,20 11,92+ 15,60
TG 46:1 0,34 +12,44 1,98 + 23,00 1,98+ 23,00 11,11+20,67 9,50%17,63
TG 46:3 -1,03+11,44 3,21+21,35 3,21 +21,35 9,43+ 17,90 9,63 £ 14,46
TG 48:2 -0,74+£12,19 2,58 + 22,67 258+2267 11,15+2280 7,04 +13,87
TG 48:4 0,12 + 15,09 3,52 + 22,67 3,52 +22,67 11,66+2299 9,74+ 14,71
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Tabelle 48: Relative Peakflache in Mausplasma nach Injektion von LPS bzw. Zymosan.

Dargestellt sind die in Mausplasma detektierbaren Lipide von den 139 durch Entziindung in Plasma oder
Pfoten verénderten Lipiden (relative chromatographische Peakflache in %, p < 0,05; n=7 bis 8)). Ct = Kontrolle,
LPS = Lipopolysaccharid, Zym = Zymosan.

Rel. Peakflachen in Plasma (rel. zu Ct £ RSD [%)])

RSD Ct Zym LPS

Acyl-CN 16:0 23.35 105.63*21.40 122.96 + 30.67
Acyl-CN 18:0 19.88  104.32 + 32.52 113.29 £ 19.44
Acyl-CN 18:1 2210  110.92 +31.92 144.63 + 31.37
Acyl-CN 18:2 27.59 99.91 + 25.29 140.88 + 49.95
Cer d18:1/16:0 17.35 91.28 +11.08 101.76 + 20.25
Cer d18:1/24:0 20.16 92.95 + 24.86 113.19 £ 30.40
DG 32:1 27.69 57.78 £ 26.07 70.87 £15.01

DG 34:1 27.13 55.78 + 32.59 65.40 + 23.68

DG 34:3 14.28 80.62 + 8.37 81.60 +5.03

DG 36:1 14.15 56.38 + 33.21 77.89 +29.41

DG 36:4 26.14 77.08 £22.98 61.07 £ 24.83

FA 15:2 24.13  126.62 £ 52.12 191.64 + 62.87
FA 16:1 50.16 24.75 + 28.89 79.62 £ 63.34

FA 18:1 12.94 58.17 + 35.49 123.81 £ 36.11
FA 18:1_OH3 38.68 117.79+29.44 219.06 +110.76
FA 18:2_OH 41.89 51.19 + 30.28 116.42 + 63.69
FA 18:2_0OH2 35.54 88.65 + 24.47 111.45 + 38.84
FA 18:3 OH 26.78 84.48 + 27.75 191.63 £ 42.99
FA 20:2 38.40 42.05 + 14.94 89.71 + 35.47

FA 20:3 22.26 53.80 + 20.29 105.49 * 36.03
FA 20:5 45.33 78.04 + 21.04 119.28 + 33.10
FA 24:1 30.60 49.07 + 27.45 84.56 + 31.78

HexCer d18:1/16:0 21.22 104.00 = 26.11 113.90 +17.53
HexCer d18:1/20:0_OH  28.40 105.99 £ 8.22 99.25 + 30.54

LPC 15:0 24.86 106.90 + 9.67 107.19 + 27.96
LPC 16:0 19.98 100.74 +11.12 110.34 £ 27.95
LPC 16:1 18.30 87.88 £ 18.55 135.31 +24.89
LPC 17:0 26.66 109.08 + 5.87 103.89 + 27.29
LPC 18:0 24.35 93.51 £ 10.86 101.55 + 26.15
LPC 18:1 17.24 97.41 +14.99 138.71 £ 22.48
LPC 18:2 21.28 98.82 +£12.03 117.22 + 22.82
LPC 18:3 21.59 94.27 + 9.56 122.54 + 25.83
LPC 19:0 26.71 116.96 + 9.92 105.02 + 30.30
LPC 20:0 27.54 10250+ 13.11 100.92 + 37.49
LPC 20:1 25.27 98.53 £ 15.97 114.57 +19.18
LPC 20:2 25.27 98.14 +16.39 117.67 = 25.66
LPC 20:3 19.31 84.06 £ 19.37 109.96 + 28.33
LPC 20:4 40.84 98.65 + 16.60 111.91 + 27.26
LPC 20:5 36.07 78.63 £ 22.74 116.99 + 34.95
LPC 22:0 21.18 102.72+10.23 104.57 + 30.28
LPC 22:1 27.63 106.45+17.64 108.82 + 25.82
LPC 24:0 22.33 104.45 £ 9.55 111.75+29.51
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Rel. Peakflachen in Plasma (rel. zu Ct £ RSD [%])

RSD Ct Zym LPS
LPC O-16:0 23.09 94.15 +13.04 95.94 + 23,51
LPC O-18:0 19.46  102.91+10.30 102.50 + 21.26
LPE 16:1 15.03 77.35+16.88 129.90 £ 22.78
LPE 17:0 2472  110.31+12.17 106.92 + 27.77
LPE O-16:1 17.22  106.46 + 15.95 115.40 £ 19.16
LPG 18:2 20.68 91.12+13.70 119.73 + 19.86
LPI 18:0 21.37 96.28 + 15.41 112.71 £ 8.29
LPI18:2 29.26 87.98 + 14.49 113.37 + 23.55
LPI 20:4 29.71 82.35 + 9.60 112.17 £19.72
PC 32:2 24.61 92.40 + 18.65 107.29 +32.51
PC 33:2 27.52 107.49 £ 9.40 91.45+ 35.24
PC 34:3 22.78 96.99 + 13.12 108.84 + 33.25
PC 34:4 19.06  102.49 + 13.80 117.03 £ 34.60
PC 35:1 25.37 111.04 £ 13.64 114.35+27.44
PC 36:3 19.82 94.86 + 15.25 100.49 £ 21.81
PC 38:2 26.04 99.14 +17.51 102.53 + 27.72
PC 38:3 21.24 87.13 +15.33 100.90 * 20.88
PC 40:1 22.60 106.74 £ 9.79 106.74 + 37.77
PC 40:2 27.97  103.21 +£23.94 104.73 = 36.07
PC 41:2 30.60 77.78 £ 23.63 103.44 +8.24
PC 42:2 2421 100.33+21.41 94.75 + 38.71
PC O-16:0_16:0 25.34 101.46 +£13.97 102.17 + 20.03
PC 0-16:0_18:2 20.86 86.10 + 30.62 80.70 + 15.12
PC O-16:0_20:4 29.27 92.75+12.33 91.79+22.12
PC O-16:1_18:2 28.58 96.05 + 21.67 90.21 +19.38
PC O-18:1_20:4 20.64 86.71 + 20.68 81.34+17.31
PC 0-34:1 24.88  100.23 £ 13.10 94.66 + 18.42
PC O-30:0 2430 107.23+15.99 111.60 + 16.75
PC 0-34:0 22.06 111.29+1851 90.02 + 22.37
PC O-34:3 22.28 97.51 +£10.87 95.22 £ 20.37
PC 0-36:1 1756 111.60+11.19 108.93 + 20.55
PC O-36:2 23.72  111.73+16.26 105.33+19.84
PC 0-36:3 19.78 97.04 +12.90 88.15 + 25.65
PE 32:1 26.81 62.62 + 38.37 93.68 £ 22.83
PE 34:1 32.33 77.43 +18.77 107.95 + 18.89
PE 34:2 32.14 86.68 £ 19.65 89.93 £29.01
PE 34:3 31.81 81.25+20.24 102.22 + 20.09
PE 36:2 30.37 79.59 £ 18.45 82.45+24.15
PE 36:3 28.73 82.15+14.21 86.64 +19.75
PE 36:4 22.02 101.71+16.51 101.98 + 29.74
PE 38:4 21.07 97.29 + 18.97 96.10 + 28.56
PE O-16:1_18:2 3152 118.91+13.94 110.28 + 27.54
P1 36:1 17.05 96.41 +21.39 100.13 £ 27.15
P1 36:3 19.99 94.82 £ 10.75 92.05 + 25.64
P1 38:5 17.82  115.21 + 15.37 110.15+21.88
SE 27:1/16:1 24.28 76.52 £ 26.30 124.21 + 27.49
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Rel. Peakflachen in Plasma (rel. zu Ct £ RSD [%])

RSD Ct Zym LPS
SE 27:1/18:1 18.58 96.34 + 14.57 118.51 + 20.86
SE 27:1/18:2 1745 102.41+10.06 96.48 + 23.26
SE 27:1/20:0 29.78  106.87 + 37.58 77.86 + 48.99
SE 27:1/20:1 25.77 88.55+12.89 107.38 + 22.94
SE 27:1/20:2 25.74 96.89 + 14.01 92.82 + 38.09
SE 27:1/20:3 17.60 93.75+17.06 118.86 + 20.57
SE 27:1/20:4 22.75 103.85+12.28 102.64 + 21.82
SM 33:1 22.87  118.59 +11.37 113.19 + 22.58
SM 34:1 19.56 106.26 £ 9.29 108.17 + 24.19
SM 34:2 26.61 109.29 +17.00 108.75 + 40.01
SM 39:1 3271 12414 +11.54 113.76 £ 41.36
SM 44:2 18.12 58.33 £22.76 61.12 £ 22.49
ST 27:1_OH_S 18.95 115.83 +16.53 137.54 £ 19.93
TG 44:2 32.70 50.03 + 34.93 61.87 +£20.17
TG 46:1 35.62 48.33 + 48.09 59.62 + 28.34
TG 46:2 38.66 47.16 £ 42.97 56.03 £ 29.75
TG 46:3 34.06 54.88 + 29.95 56.38 +17.92
TG 48:1 42.14 39.99 + 65.89 52.01 £ 38.19
TG 48:2 51.10 36.89 + 72.07 49.82 +41.24
TG 48:3 45.84 41.26 £ 51.40 53.29 £ 43.03
TG 48:4 36.71 53.56 + 22.59 61.76 +17.54
TG 50:1 33.98 44.25 +51.73 52.91 £ 37.59
TG 50:2 42.19 40.32 + 60.74 53.21 + 40.95
TG 50:3 44.65 40.24 £50.12 50.92 £ 47.76
TG 51:1 30.17 46.21 + 37.20 51.18 + 30.76
TG 51:2 46.55 43.39 £ 44.98 47.67 £ 38.39
TG 51:3 42.36 47.79 + 34.46 47.51+41.73
TG 51:4 37.22 47.00 £ 31.13 44.78 + 46.07
TG 52:1 29.87 45.72 + 47.25 56.16 + 38.06
TG 52:2 35.87 47.43 £ 45.17 57.59 + 38.98
TG 52:3 31.12 55.12 + 30.68 56.87 +41.73
TG 53:3 37.85 53.80 £ 31.61 56.71 + 39.08
TG 54:1 33.83 44.04 + 53.01 59.25 +43.20
TG 54:2 35.75 48.11 £ 43.69 61.53 £ 33.56
TG 54:4 30.74 61.20 + 30.21 60.31 + 34.82
TG 54:5 38.92 57.04 £ 29.46 50.07 + 45.65
TG 56:4 24.74 62.57 + 27.84 77.09 + 25.26
TG 58:1 35.72 59.64 + 39.32 70.71+£22.34
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Tabelle 49: Relative Peakflachen in Mauspfoten nach Injektion von LPS bzw. Zymosan.
LPS oder Zymosan (Zym) wurden in die rechte Pfote (r) injiziert. Linke Pfoten (I) und Kontrollen (Ct) waren
unbehandelt. Dargestellt sind die in Pfoten detektierbaren Lipide von den 139 in Plasma oder Pfoten signifikant
veranderten Lipiden (relative chromatographische Peakflache in %, p < 0,05; n=8). Weitere Details siehe

Abschnitt 2.3.2., ,-“ = nicht detektierbar.
Rel. Peakflachen in Pfoten-Homogenaten (rel. zu Ct r £ RSD [%)])
RSD
Ctr Ctl Zym | Zymr LPSI LPST

Acyl-CN 16:0 53.44 9556+37.89 81.65+26.71 147.65+35.96 173.19+37.69 215.85+44.94
Acyl-CN 18:0 39.01 82.43+25.54 78.19+21.86 105.08+17.90 125.46 +29.79 132.55 + 32.62
Acyl-CN 18:1 49.00 96.87 £42.19 93.68+25.08 177.16 +52.76 209.07 £47.27 242.75 +56.61
Acyl-CN 18:2 57.35 102.04 £41.78 89.07 +£26.79 167.93+39.73 226.74 + 65.64 258.06 = 56.29
Cer d18:1/16:0 57.49 113.22+28.44 91.90+37.12 124.01+£29.39 151.34 +30.09 159.44 +29.73
Cer d18:1/24:0 41.69 105.68 £24.63 93.72+33.37 124.79+23.85 171.12+51.82 152.62 + 29.55
DG 32:1 41.57 111.24+42.23 111.85+35.06 95.80+33.57 131.18+34.08 115.39 + 18.98
DG 34:1 51.41 100.66 +£40.35 103.09 +32.85 98.29+25.65 134.50 +24.66 127.08 + 18.66
DG 34:3 28.00 11254 +23.31 105.77+£22.06 87.53+7.72 105.93+24.07 95.00+19.11
DG 36:1 56.55 97.07+34.12 92.11+30.32 90.44+28.71 146.73 +22.07 125.20 +£22.26
DG 36:4 60.23 104.31 £+40.99 112.93+36.28 89.34+24.67 155.15+30.28 121.68 +20.18
FA 15:2 64.60 96.23+40.22 100.56 +17.46 150.98 £24.46 133.33 + 34.59 228.62 + 63.06
FA 18:1 7.39 94.51 £ 3.90 8553+4.41 102.45+15.25 102.03 +£19.82 103.31 +15.27
FA 18:1_OH 27.62 100.74+34.36 81.67+17.27 86.99+23.77 103.93+18.33 120.44+7.29
FA 18:1_OH3 35.51 117.27 +41.05 90.67 £46.30 67.77 £64.28 166.25+49.02 108.01 +43.53
FA 18:2_OH 53.75 119.49+45.60 73.41+41.80 109.41+34.69 130.37 +£19.62 157.51 +14.48
FA 18:3_OH 1549 9435%+16.05 86.51+1.06 - 110.11 £ 22.83 93.84 £ 15.66
FA 19:0 8.01 - 101.97 £+ 11.51 105.31 +11.38 116.33+11.89 106.55 +8.53
FA 20:2 44,19 116.40£24.92 105.30+27.05 131.91+27.40 119.05%27.51 142.22 +18.29
FA 20:3 35.39 111.12+33.94 113.03 +41.27 160.97 £28.56 133.70 +24.59 193.05 +24.51
FA 20:5 38.23 110.35+32.05 85.36 £+26.50 146.91 +30.79 109.02 £20.21 163.62 + 13.95
FA 24:1 54.23 112.71+£45.79 89.56+32.66 89.62+20.99 148.97 +60.61 125.83 +£49.40
HexCer d18:1/16:0 53.33 97.19+39.47 76.01+33.95 127.12+28.56 113.72+27.13 148.04 +19.41
HexCer 38.99 114.09 £35.52 99.39 + 27.02 1537.64 + 143.37 £ 24.90 944.92 + 33.17
d18:1/20:0_OH 52.31

LPC 15:0 2091 9958+1293 88.73+16.05 88.12+17.64 125.02+15.96 108.00 +14.11
LPC 16:0 4577 103.82 +£36.11 107.02 +£31.92 171.26 +35.29 152.41 +23.03 188.92 +12.01
LPC 16:1 49.32 124.19+£26.22 92.70+42.77 112.62 +36.06 187.87 +36.49 187.20 + 24.30
LPC 17:0 50.36 108.90 £40.94 99.25+2499 147.37+32.10 156.98 + 31.00 166.25 + 18.46
LPC 17:1 48.71 85.23+35.03 7596+41.14 98.41+32.72 80.08+39.88 104.81 +40.09
LPC 18:0 53.70 101.77 £39.00 98.67 +29.42 149.68 £34.05 130.97 +20.46 162.86 +17.58
LPC 18:1 50.28 111.69 +33.10 99.62 £36.35 179.85+40.95 196.30 £ 30.00 252.04 +23.59
LPC 18:2 54.24 116.41 +£28.83 103.59 + 36.59 212.95+50.00 186.65 + 38.38 250.98 + 35.86
LPC 18:3 40.58 115.71+£18.98 93.44+£52.55 140.11+44.43 167.05x47.11 192.29 + 36.46
LPC 19:0 42.70 106.73 £32.98 125.74 +22.74 200.14 +38.70 148.33+27.78 189.92 +18.35
LPC 20:0 46.31 110.03 £33.08 98.49+34.49 119.83+32.65 154.72 +31.45 148.06 + 20.15
LPC 20:1 43.03 115.34+£27.41 100.18 +£20.09 173.39 +41.45 161.15+ 32.00 202.16 +17.27
LPC 20:4 55.72 96.45+37.47 113.48+41.45 174.60+47.74 164.46 £38.38 195.52 + 33.37
LPC 22:0 67.17 117.06£38.82 87.92+4355 64.23+43.34 181.23+39.96 126.72 +26.87
LPC 22:1 44,97 120.61 £23.54 104.54 +23.56 99.65*45.66 166.94 +28.51 141.01 + 24.10
LPC 24:0 69.99 121.11+41.56 83.14+43.08 59.46+40.49 197.72+44.79 133.37 £27.76
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Rel. Peakflachen in Pfoten-Homogenaten (rel. zu Ct r £ RSD [%)])

RSD
Ctr Ctl Zym | Zymr LPSI LPST
LPC O-16:0 4354 123.74 £25.23 103.50 + 28.73 754.00 +£48.05 131.76 £ 25.33 527.58 + 31.41
LPC O-18:0 26.87 103.61 +£12.28 110.50 +21.43 490.81 £43.95 112.55+ 18.54 357.74 +30.93
LPE 16:1 52.96 107.39+27.06 102.28 +39.63 68.05+49.88 120.75+ 35.61 104.20 +28.81
LPE 17:0 4452 115.49 £36.62 100.49 +31.92 96.15+33.19 156.93 +£33.88 139.95 + 21.38
LPE O-16:1 56.32 120.46 £+31.28 91.15+35.09 134.15+31.82 138.16 + 33.16 173.74 £ 33.77
LPE 0O-20:3 43.15 103.24 £18.67 101.83 +25.36 194.37 £42.87 113.79+35.42 201.22 +31.54
LPG 18:2 40.40 117.10+30.56 99.31+26.85 132.62+29.70 150.38 £24.67 156.96 + 21.75
LPI 18:0 51.93 123.99+49.16 95.93+32.94 153.46+36.15 123.08 +27.51 181.99 + 26.59
LPI 18:2 30.29 114.24 +£23.06 102.90 + 30.42 109.36 £36.32 134.65 +29.25 139.31 +25.34
LPI 20:4 4535 108.48 £32.24 110.20 +35.40 164.00 +£30.78 138.76 +34.47 174.30 + 26.85
LPS 18:1 36.21 119.68 £28.77 97.05+35.72 96.22+29.35 155.41 +39.29 141.27 + 28.57
PC 30:2 76.98 110.40+37.04 70.38+49.11 61.29+26.54 132.63+33.57 93.96+ 31.28
PC 32:2 69.88 104.81 +£+43.56 83.41+41.40 73.57+33.59 158.62 +35.28 125.18 +21.20
PC 33:2 67.39 109.32+39.03 88.49+3850 79.12+34.17 165.67 £35.77 130.06 = 24.15
PC 34:3 52.30 110.28+£37.14 93.35+32.72 99.33+26.02 163.66 +29.93 146.39 + 18.76
PC 34:4 60.25 101.56 +45.82 107.48 £36.62 81.89+19.14 162.14+38.00 119.75+20.18
PC 35:1 76.49 107.58 £+64.04 73.95+32.98 86.07+28.89 176.24 +38.74 152.58 +18.11
PC 36:3 63.03 107.88 +45.23 94.30+36.11 123.64 +30.38 171.20 £33.07 168.68 +19.17
PC 38:2 60.76 110.52+41.34 92.36 +34.57 96.18+30.05 160.04 +31.27 139.89 +17.82
PC 38:3 61.19 111.65+4290 94.02+31.91 120.68+29.92 163.92 +£30.00 161.19 +14.60
PC 40:1 52.43 115.13+43.19 95.37 +38.03 71.57+25.85 154.25+28.49 117.42 +18.57
PC 40:2 65.64 115.37+38.34 91.75+37.01 72.71+33.15 164.38+32.81 125.13+19.43
PC 41:2 67.18 116.57 £40.56 92.36+41.53 69.68+37.33 172.50+ 36.40 126.67 +26.53
PC 42:2 68.89 114.81 +39.97 85.53+38.14 63.87+38.18 158.21 +34.24 120.75+22.33
PC 0-16:0_16:0 33.72 117.31+20.44 105.91 +19.28 1533.03 + 126.44 £ 13.53 996.29 + 24.79
52.09
PC 0-16:0_18:2 5.07 128.48 +8.59 - 1394.20 + 116.81 £ 24.10 838.61 + 26.16
51.19
PC 0O-16:0_20:4 44.23 118.17 £22.96 106.08 + 18.00 403.43 +44.61 136.11 +16.06 274.78 + 23.46
PC O-16:1_16:0 31.38 107.89+25.69 99.74+2454 86.18+27.81 120.33+18.65 105.65+13.02
PC O-16:1_18:2 31.35 78.86+20.39 61.71+30.97 82.10+21.07 96.59+16.46 84.88+22.53
PC 0O-18:1_20:4 49.15 108.49 £28.15 108.13 +23.89 349.18 +42.37 128.25+35.42 268.12 + 22.07
PC 0-34:1 37.57 111.26 £25.74 102.70 + 20.05 357.21 £41.57 126.09 +13.35 261.77 +17.88
PC 0-30:0 4439 109.92 £32.18 94.10 £ 26.07 500.88 +£48.67 124.01 £22.77 401.83 +18.79
PC 0-34:0 39.60 98.72+28.50 89.30+24.97 989.38+55.30 104.38 +27.88 673.20 = 24.05
PC 0-34:3 54,95 112.06 +30.99 94.14 +28.48 96.62+26.41 144.82 +30.66 135.80 +19.46
PC 0-36:1 50.59 100.87 £34.77 81.78+23.04 80.68+20.21 139.31+25.09 131.04 +£13.77
PC 0-36:2 41.53 112.00 £29.53 102.40 +18.70 1550.42 + 130.52 £ 19.98 998.11 + 25.07
52.11
PC 0-36:3 55.81 117.10 +33.85 106.09 £ 30.33 2891.89 137.88 £ 28.31 1686.80 £
57.92 23.84
PE 32:1 55.59 113.98 £38.92 86.67 +39.38 69.68 £26.40 150.87 +28.95 117.93 +14.15
PE 32:2 66.36 113.93+40.94 80.54 +£45.27 60.35+35.58 161.21+31.95 119.37 +20.56
PE 34:1 45.80 111.00+38.28 99.32+31.09 87.86+19.41 142.11+23.08 118.39 +10.58
PE 34:2 60.53 110.47 +£39.70 86.88+37.35 82.88+29.58 156.32+30.37 131.13 +£16.27
PE 34:3 63.93 117.39+38.30 82.33+40.47 69.69+39.04 164.13+32.03 129.56 +22.36
PE 36:2 58.43 107.85+43.28 86.58+31.96 94.03+24.37 157.56 +28.89 141.21 +14.23
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Rel. Peakflachen in Pfoten-Homogenaten (rel. zu Ct r £ RSD [%)])

RSD
Ctr Ctl Zym | Zymr LPS| LPST
PE 36:3 60.98 108.95+40.69 90.43+37.93 97.51+31.85 165.47+33.32 145.74 +22.86
PE 36:4 53.07 106.67 £43.02 104.93 +36.05 95.57 +£20.09 145.97 +26.44 121.84 +10.73
PE 38:2 64.19 101.74 £44.77 83.45+34.09 90.13+27.05 153.29+35.43 134.47 +14.87
PE 38:4 53.99 101.84 +£41.23 101.26 +33.29 103.88 +£24.19 140.26 £29.02 124.69 + 15.91
PE O0-16:1_18:2 51.20 111.85+39.42 95.43+32.58 173.40+32.85 138.69 +25.20 166.18 + 16.07
PGE2* 4482 11557 +41.09 70.36+21.44 5510+49.50 37.11+45.43 61.00=*71.20
PI36:1 57.55 11251 +46.49 83.25+32.92 115.15+21.84 145.75+29.86 160.20 + 23.42
P136:3 37.45 108.12 £25.25 84.40+29.93 168.50 +30.37 115.12+31.59 171.45+16.35
PI138:5 34.89 106.79 £29.86 110.80 +28.66 98.61+24.20 69.05+2243 71.35+10.22
SE 27:1/16:1 48.07 117.20+44.38 79.80+39.70 185.36 +£43.82 157.16 £16.54 254.54 +27.38
SE 27:1/18:1 46.16 113.44+35.42 82.64+34.52 328.80+46.50 167.51 +25.64 361.48 + 38.68
SE 27:1/18:2 66.37 109.48 +52.15 96.46 + 38.58 1056.36 + 144.46 £ 46.32 724.86 = 32.47
62.76
SE 27:1/20:0 47.72 114.30+59.06 78.94+33.76 82.10+24.38 143.90+18.52 125.87 +18.27
SE 27:1/20:1 46.98 116.93+49.00 79.04+42.82 98.76+29.35 154.02+14.54 146.40 £16.27
SE 27:1/20:2 78.29 112.40 +83.34 113.21 +41.60 196.18 +52.41 136.25+46.70 171.11 +55.00
SE 27:1/20:3 50.53 115.99+30.58 92.44+31.58 573.29+53.80 155.45+28.21 555.36 + 43.39
SE 27:1/20:4 73.09 105.68 +59.03 105.90 +45.99 1171.32 153.83 +53.30 845.44 +42.02
65.27

SE 27:1/24:1 38.22 117.18 +33.86 86.61+43.91 98.24+31.86 142.29+20.00 129.54 +21.43
SM 33:1 63.14 113.94+£43.39 92.55+30.81 99.22+27.36 163.86+32.31 142.71+14.04
SM 34:1 59.04 110.14 +43.51 101.97 +36.96 144.30+31.72 148.78 £28.04 156.79 + 14.23
SM 34:2 57.26 107.72 £45.38 107.17 +41.43 105.50 + 26.48 141.68 +26.53 131.31 +12.39
SM 39:1 49.86 117.19+36.80 102.39+30.54 97.84+26.24 164.98 +£30.09 136.96 + 14.62
SM 43:2 36.99 9552+38.84 9549+2278 84.33+18.99 112.37+28.58 101.12 + 26.58
ST 27:1_OH_S 57.94 103.24 +29.06 86.32+39.17 96.36+25.51 191.91+50.91 138.30 +32.79
TG 44:2 81.61 134.49 + 205.53 +79.55 100.38 £53.54 118.63 +39.01 77.52 +33.05

108.86
TG 46:1 62.12 120.05+79.67 137.16 +58.15 87.52+46.23 121.46+49.71 82.84 +36.41
TG 46:2 81.17 124.79 + 156.79 £70.23 77.97 +£38.41 121.05+53.67 79.49 +42.57

104.43
TG 46:3 81.74 127.47 168.58 £+ 71.75 81.82+34.88 123.76 +52.46 80.44 +42.69

109.93
TG 48:1 63.56 117.58 +76.76 107.00 +49.01 69.99+27.82 117.37£56.81 88.40+42.091
TG 48:2 76.20 119.18 £90.54 116.54 +54.72 62.63+24.89 123.89+68.15 85.59 +50.33
TG 48:3 84.87 123.10 + 140.37 £65.77 65.21 +25.49 13157 +72.03 85.21 +51.55

106.52
TG 48:4 87.50 127.09 + 170.37 £69.81 77.01+28.37 121.28+57.55 76.98 +49.58

114.58
TG50:1 68.10 119.59+84.01 108.79+47.93 76.82+26.94 110.34+48.96 94.03 +36.82
TG 50:2 74.06 118.24 +90.28 114.44 +52.32 65.99+2459 117.58+61.55 87.77 £+49.81
TG 50:3 79.19 118.41+95.34 123.67 +55.75 61.88+23.59 127.32+72.47 86.53 +58.77
TG51:1 36.94 116.16 +54.46 115.18 +32.18 106.66 + 28.59 115.93 +44.31 97.60 + 27.89
TG 51:2 61.25 11557 £69.66 131.23 +44.47 89.86+16.62 131.05+49.34 99.79 +42.17
TG 51:3 69.91 120.69 +86.53 133.95+50.87 77.14+17.72 135.81+£57.69 99.13 +53.63
TG 51:4 73.80 113.95+94.63 132.25+53.89 66.20+17.94 137.17 +65.05 92.05 + 62.88
TG 52:1 65.69 117.75+80.86 115.92+43.91 109.79+24.13 112.43 +40.50 106.38 + 27.17
TG 52:2 73.00 120.60 £91.46 130.73 +52.87 85.95+24.05 117.48+48.96 96.29 +38.39
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Anhang

Rel. Peakflachen in Pfoten-Homogenaten (rel. zu Ct r £ RSD [%)])

RSD

Ctr Ctl Zym | Zymr LPSI LPST
TG 52:3 73.09 118.26 £89.94 135.07 £52.55 75.71+22.26 122.29+55.17 87.41+51.44
TG 53:3 67.34 118.77 £83.34 14532 +47.42 85.03+18.69 127.45+47.36 94.13 +£45.46
TG 54:1 40.38 116.01 £56.03 131.16 +47.34 176.38 +32.57 119.45+33.31 130.13 + 26.30
TG 54:2 63.79 120.71+78.38 137.88+47.67 113.35+21.47 122.06 + 38.44 108.37 +£27.88
TG 54:4 70.69 118.25+88.12 155.31 +52.95 78.07 £21.17 124.65+48.26 83.90 +£50.76
TG 54:5 79.64 120.63 £ 152.63 £56.91 7251+17.30 12298 +57.90 80.28 +58.14

101.70

TG 56:4 52.21 119.98 £+79.44 168.94 +58.03 106.93 +16.71 125.57 + 31.53 100.30 £+ 29.15
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