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Mass spectrometry-based lipidomics gained importance and nowadays
allows the identification of complete lipidomes. Challenging are, however,
the differing properties of the diverse lipid classes. Phospholipids are the
main constituents of biological membranes and, in aqueous solutions,
spontaneously form lipid bilayers. They are therefore often used to pre-
pare membrane mimics. Here, we report on a recent strategy identifying
and quantifying phospholipids from the lipid bilayer of liposomes.
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B Lipide sind Biomolekiile, die an einer Rei-
he von biologischen Prozessen, wie z. B. der
Energiespeicherung oder Signalweiterleitung,
beteiligt sind. Dartiber hinaus sind sie wich-
tige Komponenten von Biomembranen. Gly-
cerophospholipide (auch Phospholipide
genannt) bestehen aus Glycerin, welches an
zwei der drei Hydroxylgruppen mit zwei Fett-
sauren verestert ist. An der dritten, endstan-
digen Hydroxylgruppe ist eine Phosphat-
gruppe gebunden, die mit verschiedenen
Alkoholen verestert sein kann. Entsprechend
dieser Kopfgruppe werden Phospholipide in
unterschiedliche Klassen eingeteilt. Beispie-
le sind Phosphatidylglycerol (PG), Phospha-
tidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamin
(PE), Phosphatidylserin (PS) und Phosphati-
dylinositol (PI) [1, 2].

Aufgrund ihrer amphipathischen Struktur
bilden Phospholipide in wassrigen Losungen
Mizellen oder Lipiddoppelschichten (z. B.
Liposomen) aus. So bilden sie auch das
Grundgeriist von Biomembranen und bestim-
men ihre physikochemischen Eigenschaften
wie Dicke, Kriimmung, Fluiditat oder die Aus-
bildung von Mikrodoméanen [3]. Die Identifi-
zierung der Lipidbestandteile von Biomem-
branen ist somit essenziell, um ihren Aufbau
und ihre Organisation zu verstehen.

Lipidomik
Das Lipidom ist die Gesamtheit aller Lipide
einer Zelle oder eines Organismus zu einem
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bestimmten Zeitpunkt unter definierten
Bedingungen. Die Lipidomik befasst sich folg-
lich mit der Analyse des Lipidoms. Durch die
Verwendung neuester hochauflésender und
sensitiver Massenspektrometer konnen heut-
zutage komplette Lipidomanalysen durchge-
fiihrt werden [4]. Dafiir werden fiir gew6hn-
lich Lipide aus zellularem Gewebe extrahiert
[5, 6]. AnschlieBend werden sie direkt in shot-
gun-Experimenten oder nach Auftrennung
mittels Flissigkeitschromatographie mas-
senspektrometrisch analysiert. Die Identifi-
zierung der Lipide erfolgt anhand ihrer cha-
rakteristischen Fragmentspektren [7]. Auf-
grund von Loslichkeitsproblemen sowie der
unterschiedlichen Eigenschaften der ver-
schiedenen Lipidklassen ist die Probenvor-
bereitung allerdings noch immer eine Her-
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ausforderung. Kiirzlich wurde deshalb ein
speziell fiir die Massenspektrometrie opti-
miertes Protokoll etabliert [8].

Wir haben eine neue und innovative Stra-
tegie entwickelt, welche die massenspektro-
metrische Lipidanalyse direkt aus der Lipid-
doppelschicht ermdéglicht [9]. Die Verifizie-
rung dieser Methode erfolgte anhand von
Modellliposomen.

Liposomenpréparation

Im ersten Schritt der Liposomenpraparation
(Abb. 1) werden die in organischen Losungs-
mitteln gelosten Lipide im gewlinschten Ver-
haltnis gemischt und das Losungsmittel ver-
dampft, sodass ein trockener Lipidfilm ent-
steht. Dieser Lipidfilm wird dann in fliichti-
gem Ammoniumacetat hydratisiert, wobei sich
multilamellare Vesikel (MLVs) bilden. Diese
bestehen aus mehreren zwiebelférmig ange-
ordneten Lipiddoppelschichten. Mittels Extru-
sion durch eine Polycarbonatmembran defi-
nierter PorengroBe werden dann MLV in uni-
lamellare Vesikel (ULVs, das heiBt Liposomen)
iberfiihrt. Die durchschnittliche GroBe der
gebildeten Liposomen kann dann durch dyna-
mische Lichtstreuung bestimmt werden.

Identifizierung der Lipide

Zur Analyse der Lipide wurden diese direkt in
das Massenspektrometer eingebracht. Es wird
angenommen, dass die Liposomen wahrend
der Ionisierung vollstandig dissoziieren und
so die direkte Lipidanalyse aus Lipiddoppel-
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A Abb. 1: Liposomenpréaparation. Lipide verschiedener Klassen werden in den gewiinschten Ver-
héltnissen gemischt und das organische Losungsmittel verdampft. Der trockene Lipidfilm wird in
Ammoniumacetat hydratisiert. Die gebildeten multilamellaren Vesikel (MLVs) werden mittels
Extrusion in unilamellare Vesikel (ULVs) einer bestimmten GroBe lberfiihrt. Lipide kdnnen
anschlieBend mithilfe der Massenspektrometrie (MS) identifiziert werden. PC: Phosphatidylcholin;

PG: Phosphatidylglycerol.
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A Abb. 2: Lipididentifizierung. Im negativen und positiven lonenmodus wurden Lipidspezies
beobachtet. Anhand der Fragmentspektren (rechts) konnen die Lipide eindeutig identifiziert
werden. A, Phosphatidylglycerol(PG)-Spezies, negativer lonenmodus. B, Phosphatidylcholin(PC)-
Spezies, positiver lonenmodus.
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A Abb. 3: Quantifizierung von Lipiden aus Liposomenmembranen. A, zwei PG-Spezies, gemischt

in variierenden Verhéltnissen (2:1 und 1:50). B, Di

e relativen Intensitaten beider PG-Spezies sind

linear. C, Liposomen, prapariert aus PG:PS:PI (1:1:0,3). Mehrere PI-Spezies wurden identifiziert

(m/z831-837 und 857-865). D, Anhand der theo
der PI-Spezies bestimmt. PG: Phosphatidylglycero
Pl: Phosphatidylinositol.

schichten moglich ist (Abb. 1). In der Tat kon-
nen im negativen und positiven Ionenmodus
Lipidspezies mit entsprechenden Masse-zu-
Ladung-Verhéltnissen (m/z) beobachtet wer-
den. Eine anschlieBende Isolierung und Frag-
mentierung ermoglicht die Identifizierung
der Lipidspezies. In Abbildung 2 wurden eine
PG-Spezies (m/z 773, negativer lonenmodus)
und eine PC-Spezies (m/z 786, positiver
Ionenmodus) aus Liposomen identifiziert.

retischen Isotopenverteilung wurden die Anteile
I; PC: Phosphatidylcholin; PS: Phosphatidylserin;

Relative Intensitaten der Lipide

Um zu testen, ob die hier vorgestellte Strate-
gie auch eine Quantifizierung der Lipide
ermoglicht, wurden zwei PG-Spezies in va-
riierenden Mengenverhaltnissen von 2:1 bis
1:50 gemischt und Liposomen wie beschrie-
ben prépariert. Die im negativen lonenmo-
dus aufgenommenen Massenspektren zeigen
zwei Lipidspezies (m/z 745 und 773). Die
Intensitdten dieser Lipidspezies spiegeln die

Mischungsverhéltnisse der Lipide wéhrend
der Liposomenpréparation wider (Abb. 3A).
Die Linearitat dieser Messungen ist iiber den
gesamten Bereich der Lipidmischungen gege-
ben (Abb. 3B).

Quantifizierung niedrig abundanter
Lipide

AnschlieBend sollten niedrig abundante Lipi-
de identifiziert und quantifiziert werden. Hier-
fiir wurden Liposomen verwendet, welche
zum GroBteil aus PG und PS und zu einem
geringen Anteil aus einem PI-Extrakt aus Soja
prapariert wurden. Das aufgenommene Mas-
senspektrum zeigt die PG- und PS-Spezies
mit vergleichsweise hohen Intensitaten.
AuBerdem wurden zwei Signalverteilungen
im Bereich m/z 831-837 und 857-865 beob-
achtet (Abb. 3C). Diese Signale wurden als
PI-Spezies mit verschiedener Fettsaurezu-
sammensetzung identifiziert. Ihr Anteil konn-
te durch Simulation der theoretischen Isoto-
penverteilungen bestimmt werden (Abb. 3D).

Fazit

Unsere Experimente zeigen, dass Phospho-
lipide verschiedener Klassen und in unter-
schiedlichen Anteilen mittels Massenspek-
trometrie direkt aus den Lipiddoppel-
schichten von Liposomen identifiziert und
quantifiziert werden konnen. Dies ermog-
licht drei zukiinftige Anwendungen der hier
vorgestellten Strategie: (1) Die Préparation
von Liposomen im Sinne der Probenvorbe-
reitung. Da die Lipide in einem wéssrigen
Puffer in Form von Vesikeln vorliegen, kon-
nen hier unlosliche Bestandteile abgetrennt
werden. (2) Die Analyse von Lipiden direkt
aus Lipiddoppelschichten, z. B. nativen Vesi-
keln und Membranen. (3) Durch die voll-
standige Dissoziation der Liposomen kon-
nen eingebettete Membranproteine freige-
setzt werden.
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