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1. Zusammenfassung 

1.1 Abkürzungen  

ESI-MS/MS Elektrospray-Ionisations-Tandem-Massenspektrometrie  

FPLC   fast performance liquid chromatographie 

LPC   Lysophosphatidylcholin  

PC   Phosphatidylcholin  

SM   Sphingomyelin  

CER Ceramid  

PE Phosphatidylethanolamin  

PE-pl PE-basiertes Plasmalogen  

PL Gesamtphospholipide  

TC Gesamtcholesterin  

CE Cholesterinester  

FC freies Cholesterin  

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese  

PLA 2 Phospholipase A 2  

Ser Humanserum  

 

1.2 Einführung  

Wichtige Bestandteile von Lipoproteinen sind neben Cholesterin, Cholesterin-

estern und Triglyceriden auch Phospholipide, insbesondere Phosphatidylcholin 

(PC) und Sphingomyelin (SM). Diese Lipid-Klassen sind nicht nur wichtige 

strukturelle Komponenten, sondern beinflussen außerdem den Stoffwechsel von 

Lipoproteinen durch Regulierung von entsprechenden Enzymen. Darüber hinaus 

dienen PC und SM als Vorläufer für eine Reihe von regulatorischen Proteinen, 

6



 

einschließlich Lysophosphatidylcholine (LPC) und Ceramid (CER) (1-3). SM 

hemmt die Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT) Reaktion in HDL 

Partikeln und CER kann die Substratspezifität der LCAT verändern und die 

Synthese von ungesättigten Cholesterinestern fördern (4;5). Ein hohes Verhältnis 

von SM zu PC erhöht die Aktivität der sekretorischen Sphingomyelinase auf LDL 

Partikel und der erhöhte CER Gehalt führt zur vermehrten Bildung von 

aggregierten LDL Partikeln (6). Im Gegensatz dazu führt in HDL Partikeln ein 

erhöhtes Verhältnis von PC und SM zur erhöhten Aufnahme von Cholesterin (7). 

Weiterhin bestimmt die Länge der Phospholipidfettsäurekette und der 

Sättigungsgrad die Effektivität des zellulären Cholesterineffluxes (8). 

Einige Publikationen schlugen LPC als Biomarker bei Ovarialtumoren und 

kolorektalen Karzinomen sowie Sepsis vor (9-11). In Sepsis Patienten zeigte die 

Plasmazusammensetzung von CER und LPC ein spezifisches Muster, das stark 

mit deren Mortalität korrelierte. In all diesen Studien wurde gezeigt, dass die 

Zusammensetzung aus verschiedenen Phospholipiden einen wesentlichen 

Einfluss auf die Funktionalität von Lipoproteinen hat.  

Um einen besseren Einblick in die Zusammensetzung von Lipoporteinen zu 

bekommen, müssen diese aus dem Serum herausgetrennt werden. Die 

k!assiche Isolierung von Lipoproteinen im Dichtegradienten oder die Trennung 

durch Isotachophorese ist zu aufwendig für große Studien und kann außerdem 

die Lipidzusammensetztung der Lipoproteine verändern (12-15). Im Gegensatz 

dazu bietet die FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography) eine schnelle 

und reproduzierbare Trennung der Lipoproteine nach Größe (16).  Diese 

Trenntechnik hat sich als reproduzierbar und zuverlässig für die 

Cholesterinbestimmung von Lipoproteinen erwiesen und zeigte außerdem keine 

Veränderung der  Lipoproteinzusammensetzung durch das Trennverfahren 

(17;18).  

Um eine möglichst umfassende Lipidanalyse aus einer kleinen Menge von 

Serum zu erzeugen, analysierten wir FPLC-Fraktionen mit etablierten Methoden 
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der quantitativen Lipidbestimmung mit Hilfe der Elektrospray-Ionisations-

Tandem-Massenspektrometrie (ESI-MS/MS)(19-22). Diese Methodik bietet ein 

sensitives  und schnelles Verfahren zur ausführlichen Cholesterin-, 

Glycerophospholipid- und Sphingolipidbestimmung von Lipoproteinen und kann 

dazu beitragen neue Biomarker bei Störungen des Lipid- und 

Lipoproteinstoffwechsels zu identifizieren.  

 

1.3 Material und Methoden  

1.3.1 Reagenzien  

Methanol (HPLC grade) und Chloroform wurden von Merck (Darmstadt, 

Germany) gekauft. Die Standards für die Massenspektrometrieanalyse erhielten 

wir von Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) und Sigma (Deisenhofen, 

Germany). Der Reinheitsgrad aller Reagenzien war höher als 99%. 

Ammoniumacetat und Acetylchlorid haben wir von Fluka (Buchs, Schweiz) 

erworben.  

1.3.2 Merkmale der Blutspender  

Die Lipoproteinfraktionen wurden aus dem Plasma von 21 gesunden 

Blutspendern (Kaukasier, zehn weibliche, elf männliche Spender mit 

Durchschnittsalter von 28 ± 6) isoliert. Alle Spender wurden körperlich untersucht 

und wir untersuchten eine weitere Blutprobe auf metabolische und infektiöse 

Erkrankungen. Die Spender nahmen keine Medikamente innerhalb von zwei 

Wochen vor der Blutentnahme ein. Alle Spender stimmten in schriftlicher Form 

der Studie zu.  Serum-Lipoprotein-Werte waren im Durchschnitt: VLDL: 16 ± 14 

[mg / dl], LDL: 106 ± 21 [mg / dl]; 62 ± 12 [mg / dl] (Mittelwert ± 

Standardabweichung, n = 21 ).  
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1.3.3 Trennung der Lipoproteine aus Serum mittels Fast Performance 
Liquid Chromatographie  (FPLC)  

VLDL, LDL und HDL wurden aus dem Serum von 21 gesunden, nüchternen 

Blutspendern isoliert wie zuvor beschrieben (18). Ein Pharmacia Smart System ® 

ausgestattet mit einer Superose 6 3.2/30 Säule (GE Healthcare Europe GmbH, 

München, Deutschland) wurde zur Trennung verwendet. Dulcobecco’s PBS 

versetzt mit 1mM EDTA wurde als Laufpuffer verwendet. Nach Injektion von 50μl 

Serum lief die FPLC mit einer konstanten Geschwindigkeit von 40μl/min und 

nach 18 Minuten wurden 20 Fraktionen mit jeweils 80μl pro Fraktion gesammelt. 

Mit Hilfe eines Cobas Integra 400 (Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland) 

wurden die Cholesterin- und Triglyceridwerte der einzelnen Fraktionen bestimmt.   

1.3.4 Nichtdenaturierende Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (PAGE)  

10μl einer jeden FPLC-Fraktion wurden getrennt mit 15μl Optiprep ® und 7-

nitrobenz-2-oxa-1,3-gemischt Diazol (NBD)-Ceramid (gelöst in 0.1mg/ml 

Ethylenglykol und 10% Methanol). (NBD)-Ceramid färbt humane Serum-

Lipoproteine (23). 10 ul der Mischung der Fraktionen 6-15 wurden mit einem 3-

8% Tris-Acetat-Polyacrylamid Gel (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) bei 20mA 

pro gel für 18h bei 4°C getrennt. 10μl der Mischung der Fraktionen 12-19 wurden 

mit 4-20% Tris-Glycin-Polyacrylamid Gelen (Ready gels; Bio-Rad, Munich, 

Germany) bei 20mA pro gel für 4h bei 4°C getrennt. Als Laufpuffer wurde ein 

150mM/20mM Tris/Glycin Puffer verwendet. Um das an die Lipoproteine 

gebundenen NBD-Ceramid zu detektieren, wurden die PAGE-Gele auf einem 

Typhoon Fluoreszenz-Scanner gescannt (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) 

bei einer Anregung von 488nm und einem 520nm Emissionsfilter.  
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1.3.5 Denaturierende SDS-Polyacrylamid Gel Electrophorese (PAGE)  

5μl einer jeden FPLC-Fraktion wurden mit 15μl NuPAGE LDS Probenpuffer 

(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) gemischt und für 10 Minuten bei 70° C 

zusammen mit 50 mM DTT inkubiert. Die Proben wurden auf 4-12% Bis-Tris 

Gele geladen (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und mit NuPAGE MOPS SDS 

Laufpuffer (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) bei 200V pro Gel für 45 Minuten 

bei 22° C getrennt. Die Proteine wurden anschließend auf eine PVDF-Membran 

transferiert. Die Membranen wurden mit Antikörpern gegen ApoA-I und Albumin  

in 1% fettfreier Trockenmilch in PBS und 0,1% Tween-20 inkubiert. Die 

Antikörper/Epitop-Immunkomplexe wurden mit einem ECL Western Blot 

Detection System (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) nachgewiesen. Die 

primären Antikörper gegen humanes ApoA-I und humanes Albumin wurden von 

Calbiochem gekauft (Darmstadt, Deutschland). Die sekundären Peroxidase-

konjugierten anti-Kaninchen Antikörper wurden von Jackson Immuno Research 

(Hamburg, Deutschland) erworben.  

1.3.6 Lipid-Massenspektrometrie  

Die Lipide aus den FPLC Fraktionen wurden nach der Methode von Bligh und 

Dyer extrahiert (23) in der Gegenwart von nicht natürlich vorkommenden Lipiden, 

die als interne Standards verwendet werden. Die folgenden Lipide wurden als 

interne Standards hinzugefügt: PC 14:0 / 14:0, PC 22:0 / 22:0, PE 14:0 / 14:0, 

PE 20:0 / 20:0 (di-phytanoyl), LPC 13:0, 19:0 LPC , Cer 14:0, Cer 17:0, D 7-FC, 

CE CE 22:0 und 17:0. Die Lipide wurden mittles Elektrospray-Ionisations-

Tandem-Massenspektrometrie (ESI-MS/MS) quantifiziert wie zuvor beschrieben 

(19-22).  
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1.3.7 Isolierung der Lipoproteine durch Ultrazentrifugation  

Lipoprotein-Fraktionen wurden aus Seren von einzelnen normolipämischen 

Spendern durch sequentielle Ultrazentrifugation wie zuvor beschrieben isoliert 

(24).  

1.3.8 Statistische Analyse der Massenspektrometriedaten 

Die statistische Analyse wurde mit SPSS© durchgeführt. Wir verwendeten einen 

Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test als nicht-parametrische Alternative zu einem 

gepaarten Student t-Test.  

 

1.4 Ergebnisse  

 

1.4.1 Die Validierung der Lipoproteintrennung  

Ähnlich wie zuvor beschrieben in der Methode von Innis-Whitehouse (17) haben 

wir 50μl Serum von gesunden Blutspendern in 20 Fraktionen aufgetrennt. Um zu 

prüfen, dass die Lipoprotein-Klassen korrekt getrennt wurden, wurden die 

einzelnen Fraktionen auf Gesamt-Cholesterin- und Triglyceridgehalt durch 

routinemäßige Analysen (Abb. 1A) bestimmt. Wie bereits erwähnt (17) fanden wir 

drei Peaks, die die Lipoprotein-Klassen VLDL, LDL und HDL representieren. Aus 

den gleichen Fraktionen quantifizierten wir Phosphatidylcholin (PC), 

Sphingomyelin (SM), Lysophosphatidylcholin (LPC), Ceramide (CER), 

Phosphatidylethanolamin (PE), PE-Basiertes-Plasmalogen (PE-pl), freies 

Cholesterin (FC) und Cholesterinester (CE) einschließlich ihrer Fettsäuren, mit 

Hilfe von zuvor veröffentlichten Tandemmassenspektrometrischen 

Untersuchungen (17;19-22). Wie erwartet, verteilten sich die meisten dieser 

Lipide auf die drei Lipoproteinklassen VLDL, LDL and HDL (Abb. 1B).  
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60% des gesamten LPC Anteils wurde jedoch in den Fraktionen 14-17 (Abb. 1B) 

gefunden. Es ist bekannt, dass LPC an Albumin bindet (25). Um die 

albuminhaltigen Fraktionen zu identifizieren, wurden FPLC Fraktionen mittels 

SDS-PAGE und Westen Blot analysiert. Entsprechend der LPC reichsten 

Fraktionen zwischen 14 und 17 fanden wir eine Proteinbande mit einem MW von 

66kD, das wir als Albumin indentifizierten (Abb. 3C). Es wurde außerdem 

getestet, ob andere Lipide an Albumin binden und zusammen mit den 

albuminhaltigen Fraktionen eluieren. Deshalb studierten wir das HDL defiziente 

Serum eines Tangier Patienten 

mittels unserer Methode. Die 

Fraktionen 13 bis 17 enthielten 

nur Spuren von PC, SPM, CER, 

PE, PE-pl und Cholesterin, aber 

mehr als 50%  LPC (Abb. 1C). 

Zusammenfassend konnten wir 

zeigen, dass Albumin und LPC in 

den albuminhaltigen Fraktionen 

coeluieren, was auch im Einklang 

mit früheren Studien ist (25;26). 

Darüber hinaus konnten wir durch 

die Analyse des HDL defizienten 

Serums zeigen, dass nur LPC, 

aber keiner der anderen 

Lipidklassen zusammen mit 

Albumin eluieren.  

Abbildung 1:  

A) Gesamtcholesterin- und 
Triglyceridgehalt der FPLC Fraktionen  

Die Abbildung zeigt Cholesterin und 
Triglyceridkonzentrationen in mg/dl. Die 
Fraktionen wurden mittels FPLC aus 
humanem Serum fraktioniert und mit 
Methoden aus der Routinelabordiagnostik fraction
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bestimmt. Fraktionen 3-6 beinhalten VLDL, Fraktionen 7-11 LDL und Fraktionen 12-17 HDL.  

B) Glycerophospholipid und Sphingolipidgehalt der FPLC Fraktionen  

Glycerophospholipid- und Sphingolipidgehalt wurden mittels ESI-MS/MS aus den einzelnen Fraktionen 
bestimmt. In der Abbildung ist der relative Gehalt einer jeden Fraktion im Verhältnis zum Gesamtgehalt der 
jeweiligen Lipidklasse für Phosphatidylcholine (PC), Sphingomyelin (SM), Pysophosphatidylcholin (LPC), 
Ceramid (CER), Phosphatidylethanolamin (PE), PE-basiertes Plasmalogen (PE-pl) und Gesamtcholesterin 
(TC) dargestellt.  

C) Glycerophospholipid und Sphingolipidprofil eines HDL-defizienten Serums 

Wie zuvor in B) beschrieben wurden die gleichen Lipidklassen aus dem Serum eines Patienten mit Tangier 
Syndrom bestimmt, einem Syndrom bei dem der Patient kein HDL bilden kann (30).  

 

Als nächstes testeten wir, ob die Trennschärfe der FPLC ausreichend ist, um 

Lipoprotein-Subklassen zu trennen. Zu diesem Zweck trennten wir die LDL und 

HDL enthaltenden Fraktionen mittels nativer Polyacrylamid Gelelektrophorese. 

Die Lipoproteine wurden zuvor mit NBD-Ceramid angefärbt. Im Einklang mit dem 

Grundsatz der FPLC Trennung, war ein Unterschied in der Teilchengröße 

zwischen den LDL und HDL Fraktionen zu beobachten (Abb. 2) (Abb. 3a, b). 

Obwohl keine eindeutige Trennung zwischen diesen LDL Subfraktionen erreicht 

wurde, enthielt Fraktion 8 einen erhöhten Gehalt an großen LDL-Partikeln (Abb. 

2, Bande a) und Fraktion 10 einen erhöhten Gehalt an kleinen dichten LDL 

Partikeln (Abb. 2, Bande b). Im Gegensatz zu LDL zeigte HDL einen 

kontinuierlichen Grösse Gradienten (Abb. 3A).  
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Abbildung 2: Native PAGE der LDL enthltenden Fraktionen  

Die LDL enthalteneden Fraktionen 7-11 wurden mti NBD-Ceramid gefärbt (Fraktionen 12-15 sind als 

negative Kontrolle auf dem gleichen Gel), auf einem Polyacrylamidgel getrennt und anschließend auf einem 

Fluoreszensscanner analysiert. Die Banden (a) and (b) repräsentieren die großen bzw. kleinen LDL Partikel. 
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A

B

C
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b

 

Abbildung 3: Native und SDS-PAGE der HDL enthaltenden Fraktionen  

A: Die HDL enthaltenden FPLC Fraktionen 12-19 wurden mit NBD-Ceramid gefärbt, auf einem 
Polyacylamidgel aufgetrennt und anschließend auf einem Fluorenzenzscanner analysiert. Als Kontrolle 
diente das humane  Ausgangsserum aus dem die Lipoproteine herausgetrennt wurden. Bande (a) stellt die 
HDL Partikel and Bande (b) das an Albumin gebundene NBD-Cer dar (50). Die gleichen Fraktionen wurden 
mittel SDS-PAGE aufgetrennt und die Western Blots gegen ApoA-I (B) und Albumin (C) der Fraktionen 12-
19 und dem Ausgangsserum (Ser) sind darunter abgebildet. 
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Die Trennung von Lipoproteinsubklassen könnte sich als sehr nützlich erweisen 

für die Analyse von abnormen Lipoproteinkompositionen. Da wir nicht in der Lage 

waren die Lipoproteinsubklassen der Größe nach sauber zu trennen, bestimmten 

wir nur den Lipidgehalt in den Gesamtlipoproteinklassen VLDL (Fraktionen 3 bis 

6), LDL (Fraktionen 7 bis 11) und HDL (Fraktionen 12 bis 17) durch Poolen der 

jeweiligen Fraktionen. Voraussetzung für das Poolen von Lipoprotein Fraktionen 

ist eine reproduzierbare Lipoproteinfraktionierung. Aus diesem Grund trennten 

wir das Serum eines gesunden Spenders in drei unabhängigen Läufen. Die 

Analyse der Gesamtcholesterinkonzentration (TK) zeigte äußerst geringe 

Unterschiede zwischen den Läufen. Obwohl diese Daten eine reproduzierbare 

Trennung zeigten, wurden die TC Profile für weitere zehn Läufe gemessen und 

danach jeder dritte.  Es zeigte sich keine Veränderung im Trennverhalten.  

1.4.2 Glycerophospholipid und Sphingolipidverteilung auf die Lipoprotein-
Klassen  

Wir analysierten die gepoolten Lipoprotein-Fraktionen von 21 gesunden 

nüchternen Blutspendern. Als erstes ermittelten wir die Verteilung der 

Phospholipide auf die 3 Lipoprotein Klassen VLDL, HDL und LDL (Tab. 1). Wie 

erwartet, wurden etwa 60% des gesamten PC und 40% des gesamten SPM im 

HDL gefunden, während 50% des gesamt SM und 60% des gesamt CER im LDL 

festgestellt wurden. Darüber hinaus enthielt die HDL-Fraktion 60% des gesamten 

PE-und PE-pl. Wie bereits erwähnt, liefert die FPLC keine vollständige Trennung 

von Albumin und HDL, da Albumin in den HDL Fraktionen co-eluiert. Die LDL 

und HDL Analyse der Lipoproteine zeigte außerst geringe Schwankungen in ihrer 

Lipid Zusammensetzung zwischen den verschiedenen Spendern. Die relativ 

hohen Schwankungen innerhalb der VLDL Fraktion ist höchstwahrscheinlich auf 

die geringe Konzentration der Phospolipide innerhalb dieser Klasse und den 

Ernährungszustand der Spender zurückzuführen. 
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 Conc [µM]  VLDL [%]  LDL [%]  HDL [%]  

PC   1986 ± 727  8.1± 6.4  29.9 ± 6.6  62 ± 10.3  

SM  415 ± 141  7.2 ± 6.8  50.4 ± 7.5  42.6 ± 10.7  

LPC  330 ± 168  1.7 ± 1.5  11 ± 4.5  87.3 ± 5.4*  

PE  35.6 ± 20.8  18.6 ± 9.4  21.3 ± 5.6  60.1 ± 11.4  

PE-pl  31.9 ± 13.9  11.6 ± 5.3  28.5 ± 6.5  59.9 ± 8.8  

CER  8.1 ± 3.4  15.6 ± 9.9  60.3 ± 6.7  24.1 ± 7.4  

 

Tabelle 1: Verteilung der Lipidspezies innerhalb der Lipoproteinklassen 

Die drei Lipoproteinklassen VLDL, LDL und HDL wurden aus den FPLC Fraktionen, wie in Abbildung 1A 
dargestellt, zusammengepoolt. Die Gesamtserumkonzentration der Lipidklassen ist in µM und der Anteil 
innerhalb der jeweiligen Lipoproteinklasse ist in % angezeigt. (Durchschnitt ± Standardabweichung, n=21 
Blutspender).  

* Die HDL Fraktion enthält außerdem an Albumin gebundenes LPC. 

 

1.4.3 Lipidzusammensetzung der Lipoproteinklassen  

Um die Phospho- und Sphingolipidkompositionen besser im Detail darstellen zu 

können, wurden die Lipid-Zusammensetzung der einzelnen Lipoproteinklassen 

entweder mit FC und CE (Abb. 4A) oder ohne Cholesterin (Abb. 4B) berechnet. 

LDL hatte den höchsten CE-Gehalt mit ca. 55%, dagegen hatten VLDL und HDL 

einen ca. 20% niedrigeren CE-Gehalt. HDL hatte ein Phospholipid zu 

Cholesterin-Verhältnis von 1,09 und lag somit deutlich höher als VLDL (0,64) und 

LDL (0,35) (beide p <0,001). In Bezug auf die Summe aller analysierten 

Glycerophospholipide und Sphingolipide war PC mit Abstand das am häufigsten 

vorkommende Phospholipid mit einem Gehalt von 65 bis 74% (Abb. 4B). Im 

Vergleich zu VLDL (14%) und HDL (10%) hatte LDL einen hohen Gehalt an SM 

(25%) (p <0,001). LDL und VLDL (beide ca. 0,6%) hatten einen mehr als fünfmal 

höheren Gehalt und CER im Vergleich zu HDL (0,1%) (p <0,001). PE und PE-pl 

zeigten einen über dreimal höheren Gehalt im VLDL (3%) im Vergleich zu LDL 

(1%) und HDL (1%) (p <0,001). Da das an Albumin gebundene LPC innerhalb 

der HDL-Fraktionen nicht von LPC innerhalb von HDL unterschieden werden 

konnte, wurde die Lipid-Zusammensetzung auch ohne LPC berechnet. 
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Abbildung 4: Lipidzusammensetztung der gepoolten Lipoproteinklassen 

Dargestellt sind % mol der Lipidklassen im Bezug auf den Lipidgehalt und die jeweilige Lipoproteinklasse.  
(Durchschnitt ± Standardabweichung, n=21 Blutspender). In Abbildung A ist das freie Cholesterin (FC) und 
Cholesterinester (CE) in die Berechnung mit eingeschlossen; Die Phospholipide sind als die Summe von 
PC, SM, LPC, CER, PE und PE-pl (PL) dargestellt. Abbildung B zeigt % mol im Bezug auf die Summe der 
angezeigten Lipidklassen.Die drei Lipoproteinklassen VLDL, LDL und HDL wurden aus den FPLC 
Fraktionen, wie in Abbildung 1A dargestellt, zusammengepoolt. 
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1.4.5 Lipidmuster der Lipoproteinklassen  

Die biologische Funktion von Lipoproteinen wird nicht nur durch den Gehalt der 

Lipidklassenzusammensetzung bestimmt, sondern auch durch die Kettenlänge 

der assozierten Fettsäuren. Daher berechneten wir den Anteil der einzelnen 

Spezies innerhalb einer Lipid-Klasse in den einzelnen Lipoprotein-Fraktion (Abb. 

5).  
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Der Anteil der am häufigsten vorkommenden PC-Spezies zeigte keinen großen 

Unterschied zwischen den Lipoprotein-Klassen (Abb. 5A). Der Vergleich der 

LDL- und HDL Spezies ergab eine systematische Differenz zwischen hoch 

ungesättigten (3 und mehr Doppelbindungen) und einfach/mehrfach 

ungesättigten PC Arten. HDL zeigte einen höheren Anteil an mehrfach 

ungesättigten Spezies (35 ± 3% gegenüber 28 ± 4%, p <0,001) und niedrigeren 

Anteil an mono-/diunsaturated PC-Arten (54 ± 4% vs 58 ± 4%, p < 0,001) im 

Vergleich zu LDL. Dieser Unterschied war höchst augenmerklich für PC 36:4 mit 

11,1 ± 1,2% bzw. 8,5 ± 1,5% für HDL und LDL (p <0,001).  

Im Gegensatz zu PC zeigte LPC ein ausgeprägtes lipoproteinspezifisches 

Muster (Abb. 5A). Bemerkenswerte Unterschiede wurden im gesättigten LPC 

16:0 (VLDL 45 ± 6% , LDL 51 ± 6%; HDL / Albumin 59 ± 5%), LPC 18:0 (VLDL 

32 ± 6%, LDL 32 ± 7%, HDL / Albumin 17 ± 2%) und ungesättigten LPC 18:2 

(VLDL 7,4 ± 3%, LDL 5,0 ± 2%; HDL / Albumin 11,4 ± 3%) gefunden.  

Die häufigsten SM Spezies (Abb. 5B) in allen drei Lipoprotein-Klassen war SM 

16:0 mit einem etwas geringeren HDL Anteil im Vergleich zu VLDL und LDL-

Cholesterin (VLDL 30 ± 3%, LDL 29 ± 3%; HDL 25 ± 1%, p <0,001). Obwohl 

nicht sehr ausgeprägt zeigten die meisten SM Spezies eine Lipoprotein-

spezifische Verteilung. Geringe Unterschiede innerhalb der Spezies könnten von 

besonderem Interesse sein, wie z.B. SM 20:0, das einen etwa 5-fach erhöhten 

LDL Anteil im Vergleich zu HDL (LDL 2,4 ± 0,4%; HDL 0,5 ± 0,5%, p <0,001) 

besitzt.  

Das CER Spezies Muster (Abb. 5B) waren ähnlich für VLDL und LDL, während 

HDL stark davon abwich. CER 16:0 war fast doppelt so viel enthalten (VLDL 7,4 

± 2,0%; LDL 8,4 ± 2,0%; HDL 15 ± 2 %) und CER 24:0 war mehr als 10% 

weniger (VLDL 43 ± 4%; LDL 46 ± 3%, HDL 31 ± 2%) im HDL verglichen zu 

VLDL und LDL (alle p <0,001 ).  
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Figure 5 B
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Bei PE und PE-pl zeigten sich relativ hohe Unterschiede zwischen den 

Blutspendern (Abb. 5C, suppl. Abb.. 6). HDL hatte einen höheren PE-pl 20:4 

Anteil mit 40% im Vergleich zu 33% und 27% für VLDL und LDL-bzw. (beide p 

<0,001). PE-pl 18:1 und 18:2 waren im HDL vermindert (VLDL 27%, LDL 27%, 

HDL 24%). Die Analyse der CE-Spezies zeigte keine wesentlichen Unterschiede 

zwischen den Lipoprotein-Fraktionen.  
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Abbildung 5: Lipid isobaric ion peak patterns der Lipoproteinklassen  

Die Lipidspeziesprofile wurden berechnet als % mol für jede Spezies im Bezug auf den Gesamtgehalt 
innerhalb der Lipoproteinklasse (Durchschnitt ± Standardabweichung, n=21 Blutspender). Die drei 
Lipoproteinklassen VLDL, LDL und HDL wurden aus den FPLC Fraktionen, wie in Abbildung 1A dargestellt, 
zusammengepoolt. Es werden nur Spezies, die mehr als 0.5% der Gesamtlipidklasse ausmachen, 
dargestellt. Die Nomenklatur für die Glycerophospholipide beinhaltet beide Fettsäuren  (z.B. PC 36:3 = 36 
Kohlenstoffatome und 3 Doppelbindungen kann als Kombination von 18:0/18:3, 18:1/18:2 etc. existieren). 
Für SM Spezies gehen wir davon aus, dass die Sphingosinbase in den meisten Fällen d18:1 ist (dihydroxy 
18:1 backbone).  
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Durch diese Studie konnten wir zeigen, dass die wichtigsten Lipoprotein-

Fraktionen VLDL, LDL und HDL durch spezifische Lipidklassen und Lipidmuster 

charakterisiert sind.  

1.5 Diskussion   

 

Eine Reihe von Studien zeigte, dass die Funktion von Lipoproteinen durch 

Glycerophospholipide und Sphingolipide beeinflusst werden kann (4-8). Vor 

kurzem wurde eine Vielzahl von Lipiden als Biomarker in verschiedenen 

Krankheiten (9-11) entdeckt. Bisher nutzten die meisten Studien ungetrenntes 

Plasma oder Serum. Da im Serum alle Lipoproteine ungetrennt analysiert 

werden, kann man keine Lipoprotein spezifischen Funktionen  untersuchen. 

Durch vorgeschaltete Trennung der Lipoproteine können einzelne 

Lipoproteinklassen getrennt voneinder auf ihren Lipidgehalt untersucht werden. 

Das Ziel dieser Studie war es, eine einfache Methode zur Trennung von 

Lipoproteinen mit anschließender Analyse des Lipidgehalts zu entwickeln.  

Unsere FPLC- Trennung war präzise genug, um die Lipoproteinklassen VLDL, 

LDL und HDL sauber und reproduzierbar voneinander zu trennen. Die Analyse 

eines HDL defizienten Serums ergab außerdem, dass neben LPC (25;27) keine 

der anderen analysierten Lipidklassen an Albumin binden (Abb. 1C).  

Außerdem konnten wir zeigen, dass unsere FPLC Trennung LDL und HDL 

Subklassen nach der Größe trennen konnte. Lipoproteinsubklassen können eine 

hohe pathophysiologische Relevanz aufweisen. Kleine HDL und kleine LDL-

Partikel wurden z.B. in Verbindung mit Herzinfarkt (28) und dem metabolischen 

Syndrom (29) gebracht.    

In unserer Studie präsentieren wir zum ersten Mal eine umfassende und 

quantitative Analyse von Glycerophospholipiden und Sphingolipiden im VLDL, 

LDL und HDL von 21 nüchteren gesunden Blutspendern. Im Vergleich zu 

früheren Studien mit Dünnschichtchromatographie und Gaschromatographie in 

der die Lipoproteine durch Ultrazentrifugation getrennt wurden, zeigte sich eine 
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sehr gute Korrelation mit unseren Daten. Kuksis et al. (30) ermittelten für VLDL 

einen Anteil von 41% PL, 35% und 24% CE FC (unsere Studie: 40% PL, 35% 

CE, 24% FC); für LDL einen Anteil von 28% PL, 53% CE und 19% FC (unsere 

Studie: 26% PL, 54% CE, 19% FC); für HDL einen Anteil von 47% PL, 42% CE 

und 11% FC (unsere Studie: 48% PL ohne LPC, 42% CE, 10% FC). Skipski et al. 

(37) anlysierten Lipoprotein Klassen mittels Dünnschichtchromotographie (% mol 

im Verhältnis zu PL): LDL enthielt 67% PC, 27% SM, 2.8% LPC und 2.3% PE 

(diese Studie: 68% PC, 25% SM, 4.0% LPC und 1.9% PE inklusive 

Plasmalogene); HDL (berechnet ohne LPC) enthielt 82% PC, 14% SM und 3.3% 

PE (diese Studie: 85% PC, 12% SM, und 2.7% PE inclusive Plasmalogene).  

Myher et al. (31) analysierten die Spezies Profile von Lipoproteien mittels 

Dünnschichtchromatographie und anschließender Gaschromatographie (32). Die 

Ergebnisse waren sehr ähnlich zu unseren Daten: - PC 34:2 (VLDL 32%, LDL 

31%, HDL 3 28%; unsere Studie VLDL 27%, LDL 28%, HDL 27%), PC 36:2 

(VLDL 15.4%, LDL 18.5%, HDL 3 16.9%; unsere Studie VLDL 12.7%, LDL 

12.7%, HDL 11.9%), PC 36:4 (VLDL 10.6%, LDL 9.7%, HDL 3 12.8%; unsere 

Studie VLDL 9.6%, LDL 8.5%, HDL 11.1%), und PC 34:1 (VLDL 10.7%, LDL 

10.4%, HDL 3 8.7%; unsere Studie VLDL 13.8%, LDL 14.4%, HDL 12.2%). In 

Übereinstimmung mit unserer Studie fanden Myher et al. (31) einen erhöhten 

Anteil von mehrfachungesättigtem PC in der HDL Fraktion, z.B. PC 36:4 und 

PC 38:4 (VLDL 5.8%, LDL 6.5%, HDL 8.7%; unsere Studie VLDL 4.1%, LDL 

4.0%, HDL 4.8%).  

Die SM Profile von Myher et al. (31) wichen stärker von unserer Studie ab, 

besonders im HDL. Die am häufigsten vorkommende Spezies war SM 34 (VLDL 

33%, LDL 38%, HDL 3 20%; unsere Studie VLDL 36%, LDL 35%, HDL 32%), 

SM 42 (SM 24/d18:1) (VLDL 25%, LDL 26%, HDL 3 37%; unsere Studie VLDL 

27%, LDL 27%, HDL 31%) and SM 40 (SM 22/d18:1) (VLDL 11.1%, LDL 10.8%, 

HDL 3 14.6%; unsere Studie VLDL 12.0%, LDL 12.7%, HDL 13.2%). Die 

Ergebnisse waren sehr ähnlich für VLDL und LDL aber nicht für HDL. Ein Grund 

für den Unterschied könnte sein, dass Myher et al. (31) in ihrer Studie nur HDL 3 
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und wir die ganze HDL Fraktion verwendeten, inclusive HDL2 und andere 

Subklassen. Ein weiterer Grund könnte der Unterschied im Ernährungszustand 

der Spender in den beiden Studien sein. Zusammengefasst konnten wir eine 

gute Überienstimmung unserer Daten mit denen vorhergehender Studien 

feststellen. Dies bestätigt den hohen Nutzen unserer Methode und ihre hohe 

Validität zur Fraktionierung von Lipoproteinen mit anschließender Analyse von 

Lipidklassen und Spezies.  

Wir zeigten in unserer Studie zum ersten Mal, dass LDL den Hauptanteil des 

Ceramids im Serum enthält (Tab. 1). Eine weitere Studie bei Lightle et al. (33), in 

welcher Lipoproteine mittels Ultrazentrifugation und Dünnschicht-

chromatographie/HPLC getrennt wurden, zeigte dass VLDL einen großen Anteil 

des Plasmaceramides enthält. In der Studie ist jedoch nicht erwähnt, ob das 

Plasma von nüchternen oder nicht nüchternen Spender erhalten wurde. Aus 

diesem Grund analysierten wir die Plasmen von zwei Spendern nach 

Nahrungsaufnahme mit hohen VLDL Konzentrationen (40mg/dl VLDL) und 

berechneten die CER Verteilung auf die Lipoproteinklassen. Unter diesen 

Bedingungen enthielt VLDL 38 ± 5%, LDL 48 ± 2% und HDL 14 ± 3% des 

gesamten Plasma CER, was sehr ähnlich zu den Ergebnissen von Lightle et al 

ist (Lightle et al. VLDL 42%, LDL 38%, HDL 15%, LPDS 5%). Die Tatsache, dass 

das meiste CER mit LDL assoziiert ist, passt sehr gut zu den Daten in denen 

CER als Risikofaktor für Atherosklerose beschrieben wird (34). Außerdem ist 

mehr als die Hälfte des gesamten Serum-SM in der LDL Fraktion enthalten, was 

die Assoziation von hohen Plasma-SM Konzentrationen mit Arteriosklerose 

erklärt (35;36).  

Innerhalb kardivaskulärer Läsionen wurde im Vergleich zur Serumkonzentration 

ein 10-50 mal höherer Gehalt an CER gemessen (37) und die 

Plasmakonzentration von CER 24:0 war höher in Patienten mit Erkrankung der 

Herzkranzgefäße und Schlaganfällen im Vergleich zu gesunden Individuen (38). 

Interessanterweise war die Hauptspezies CER 24:0 was für eine hohe 

Konzentration von LDL und eine niedrige Konzentration von HDL in diesen 
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Individuen spricht. In einer weiteren Studie verglichen wir Kontroll- und Sepsis- 

patienten und stellten fest, dass CER 23:0 und CER 24:0 erniedrigt und CER16:0 

und 24:0 erhöht waren in der Sepsis Gruppe (9). Der Vergleich von CER 

Speziesprofilen in den Lipoproteinklassen zeigte außerdem, dass Sepsis-

patienten nicht nur eine Veränderung des Gesamtanteils der Lipoproteine 

aufzeigten, sondern auch Unterschiede in der CER Spezieszusammensetzung. 

Diese Hypothese spiegelt sich auch in der Tatsache, dass bei Sepsis der Anteil 

an VLDL and LDL assoziiertem CER ansteigt (33). Es wurde außerdem ein 

erhöhter PC/SM Anteil und mehr gesättigte und weniger ungesättigte PC 

Spezies innerhalb der HDL Lipoproteinklasse im Rahmen der akuten Phase 

einer Infektion gezeigt (39).  

All diese Studien zeigen deutlich den Nutzen unserer Methode zur Analyse von 

Lipoprotein-spezifischen Lipid Klassen und Spezies Profilen zum besseren 

Verständnis der Pathophysiologie bei Erkrankungen wie z.B. Sepsis. 

Hintereinanderschaltung von Lipoproteintrennung mit Hilfe von FPLC und hoch 

sensitiver, quantitativer Analyse von Lipidspezien gewährt zum ersten Mal eine 

detaillierte Analyse von Lipid spezies Profilen aus einem geringen 

Probenvolumen von gerade einmal 50µl Serum. Diese Methode ist sowohl für 

Grundlagenforschung als auch für große Patientenstudien anwendbar. 

Zusammengefasst stellt unsere Methode der Lipoproteintrennung gefolgt von 

Lipidklassen- und Speziesbestimmung mittlels Massenspektrometrie eine 

äußerst nützliche Methode für Forschung an Lipoproteinmetabolismus, 

Biomarkersuche und der Diagnostik von Erkrankungen des Fettstoffwechsels 

dar.  
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Philipp Wiesner, Katharina Leidl, Alfred Boettcher, Gerd Schmitz, and Gerhard Liebisch1

Institute of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, University of Regensburg, Germany

Abstract Glycerophospholipid and sphingolipid species
and their bioactive metabolites are important regulators of
lipoprotein and cell function. The aim of the study was to
develop a method for lipid species profiling of separated
lipoprotein classes. Human serum lipoproteins VLDL,
LDL, and HDL of 21 healthy fasting blood donors were sep-
arated by fast performance liquid chromatography (FPLC)
from 50 ml serum. Subsequently, phosphatidylcholine (PC),
lysophosphatidylcholine, sphingomyelin (SM), ceramide
(CER), phosphatidylethanolamine (PE), PE-based plasmalogen
(PE-pl), cholesterol, and cholesteryl ester (CE) content of
the separated lipoproteins was quantified by electrospray
ionization tandemmass spectrometry (ESI-MS/MS). Analysis
of FPLC fractions with PAGE demonstrated that albumin
partially coelutes with HDL fractions. However, analysis of
an HDL deficient serum (Tangier disease) showed that only
lysophosphatidylcholine, but none of the other lipids ana-
lyzed, exhibited a significant coelution with the albumin
containing fractions. Approximately 60% of lipoprotein
CER were found in LDL fractions and 60% of PC, PE, and
plasmalogens in HDL fractions. VLDL, LDL, and HDL dis-
played characteristic lipid class and species pattern. The
developed method provides a detailed lipid class and species
composition of lipoprotein fractions and may serve as a valu-
able tool to identify alterations of lipoprotein lipid species
profiles in disease with a reasonable experimental effort.—
Wiesner, P., K. Leidl, A. Boettcher, G. Schmitz, and G.
Liebisch. Lipid profiling of FPLC-separated lipoprotein frac-
tions by electrospray ionization tandem mass spectrometry.
J. Lipid Res. 2009. 50: 574–585.

Supplementary key words lipid species • lipoprotein fractionation •

glycerophospholipids • sphingolipids • cholesterol • VLDL • LDL •

HDL • fast performance liquid chromatography

Major lipoprotein components beside free cholesterol
(FC), cholesteryl esters (CE), and triglycerides are phos-
pholipids, particularly phosphatidylcholine (PC) and

sphingomyelin (SM). These lipid classes are not only im-
portant structural components, but also modulate the
function of lipoproteins including their metabolism or ac-
tivity of related enzymes. Moreover, PC and SM serve as
precursors for a variety of regulatory molecules including
lysophosphatidylcholine (LPC) (1, 2) and ceramide (CER)
(3). The LCAT reaction in reconstituted HDL is inhibited
by SM addition (4, 5), and CER has the ability to alter the
substrate specificity of LCAT and favors the synthesis of un-
saturated CE at the expense of saturated esters (5). An in-
creased SM to PC ratio enhances the susceptibility of LDL
to secretory sphingomyelinase, which leads to CER genera-
tion and the formation of aggregated LDL exhibiting a
high atherogenic potential (6). In contrast, the antiathero-
genic potential of HDL (i.e., the cholesterol uptake capac-
ity) may be enhanced by an enrichment of PC and SM (7).
Additionally, there is a relationship between HDL medi-
ated cellular cholesterol efflux, phospholipid acyl chain
length, and degree of unsaturation (8). Recently, LPC plasma
levels were discussed as a biomarker in ovarian (9) and
colorectal (10) cancer as well as sepsis (11). A disease-
specific species pattern was also observed for CER (11) in
sepsis patients. Taken together, lipid class composition as
well as the species pattern of lipoprotein fractions may be
important for lipoprotein function and may be altered in
various disorders.

To gain insight into lipid class and species composition
of lipoproteins, fractionation is required prior to analysis.
Classical lipoprotein isolation techniques by ultracentrifu-
gation (12) or preparative free-solution isotachophoresis
(13) are too tedious for large studies and may alter the
composition of lipoproteins (14, 15). In contrast, fast per-
formance liquid chromatography (FPLC) offers rapid and
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reproducible separation of lipoproteins by size (16). This
technique has been proven to be reproducible and reli-
able for cholesterol determination in lipoproteins and
does not affect lipoprotein composition (17, 18).

In order to generate a comprehensive lipid pattern in-
cluding species information from a small amount of
serum, we analyzed FPLC-fractions using well-established
methods for quantitative lipid analysis based on electro-
spray ionization tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS)
(19–22). Application of this sensitive and fast technique
provides detailed cholesterol, glycerophospholipid, and
sphingolipid composition of the separated lipoprotein
fractions and may help to identify novel biomarkers in dis-
orders of lipid and lipoprotein metabolism.

MATERIALS AND METHODS

Reagents
Methanol (HPLC grade) and chloroform (freshly purchased,

analytical grade, stabilized with 0.6–1.0 % ethanol) were pur-
chased from Merck (Darmstadt, Germany). Lipid standards for
quantitative lipid mass spectrometry were obtained from Avanti
Polar Lipids (Alabaster, AL) and Sigma (Deisenhofen, Germany)
with purities higher than 99% as described previously (19–22).
Ammonium acetate and acetyl chloride of the highest analytical
grade available were purchased from Fluka (Buchs, Switzerland).

Characteristics of blood donors
Lipoprotein fractions were prepared from 21 healthy blood

donors (Caucasians, 10 female, 11 male with mean age of 28 6 6).
All donors underwent a complete physical examination and
laboratory medicine screening to exclude diseases especially re-
lated to infectious causes. Donors did not take any medication
within 2 weeks before blood drawing. We received informed
consent of all donors in written form. Serum lipoprotein levels
analyzed by routine diagnostic assays were as follows: VLDL:
16 6 14 [mg/dl]; LDL: 106 6 21 [mg/dl]; HDL: 62 6 12 [mg/dl]
(mean 6 SD; n 5 21).

Lipoprotein separation by FPLC
VLDL, LDL, and HDL were isolated from serum of 21 healthy

and overnight fasting human blood donors as previously de-
scribed (18). In brief, a Pharmacia Smart System: FPLC
equipped with a Superose 6 PC 3.2/30 column (GE Healthcare
Europe GmbH, Munich, Germany) was used with Dulcobeccoʼs
PBS containing 1 mM EDTA as a running buffer. After loading
50 ml serum the system was run with a constant flow of 40 ml/min,
and fractionation was started after 18 min with 80 ml per fraction.
Fractions 1–20 containing the human serum lipoproteins
were used for further analysis on a Cobas Integra 400 (Roche
Diagnostic, Penzberg, Germany) to determine cholesterol and
triglyceride levels of each fraction and for mass spectrometric
analysis as described below. The cholesterol and triglyceride deter-
mination assays are standard enzymatic, colorimetric methods,
which are also used in routine diagnostics.

Nondenaturing PAGE
Ten microliters of each FPLC fraction were mixed separately

with 15 ml OptiprepTM (Axis-Shield, Oslo, Norway) and 7-nitrobenz-
2-oxa-1,3-diazole (NBD)-CER, dissolved in 0.1 mg/ml ethylene glycol
and 10% methanol. (NBD)-CER was shown to stain serum lipo-
proteins (23). Afterwards, 10 ml of the mixture of fraction 6–15,

containing LDL, were separated on a 3–8% Tris-acetate polyacryl-
amide gradient gel (Ready Gels; Invitrogen, Karlsruhe, Germany)
at 20 mA per gel for 18 h at 4°C. Ten microliters of the mixture
of fraction 12–19, containing HDL particles were separated on
4–20% Tris-glycine polyacrylamide gradient gels (Ready Gels;
Bio-Rad, Munich, Germany) at 20 mA per gel for 4 h at 4°C.
Electrophoresis was carried out in 20 mM Tris/150 mM glycine
buffer. PAGE-gels were scanned on a Typhoon fluorescence
scanner (GE healthcare, Freiburg, Germany) with an excitation
of 488 nm and emission of 520 nm to detect the fluorescence
dye bound to the serum lipoproteins.

Denaturing SDS-PAGE
Five microliters of each FPLC fraction were mixed with 15 ml

NuPAGE: LDS sample buffer (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)
and incubated for 10 min at 70°C in the presence of 50 mM DTT.
Samples were run on 4–12% Bis-Tris gels (Ready Gels; Invitrogen,
Karlsruhe, Germany) with NuPAGE MOPS SDS running buffer
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany) at 200 V per gel. Proteins
separated within the gels were subsequently transferred to a PVDF
membrane. Incubation with antibodies against apolipoprotein
A-I (apoA-I) and albumin was performed in 1% nonfat dry milk
in PBS and 0.1% Tween-20. The immune complexes were
detected with an ECL plus (GE Healthcare, Freiburg, Germany).
Primary rabbit anti-human apoA-I and anti-human albumin anti-
bodies were purchased from Calbiochem (Darmstadt, Germany)
and secondary peroxidase conjugated anti-rabbit antibody from
Jackson Immuno Research (Hamburg, Germany).

Lipid mass spectrometry
FPLC fractions were extracted according to the method by

Bligh and Dyer (24) in the presence of nonnaturally occurring
lipid species used as internal standards (PC 14:0/14:0, PC 22:0/22:0,
PE 14:0/14:0, PE 20:0/20:0 (di-phytanoyl), LPC 13:0, LPC 19:0,
Cer 14:0, Cer 17:0, D7-FC, CE 17:0 and CE 22:0).

Lipid species were quantified by ESI-MS/MS using methods
validated and described previously (19–22). In brief, samples
were analyzed by direct flow injection on a Quattro Ultima triple-
quadrupole mass spectrometer (Micromass, Manchester, UK) by
direct-flow injection analysis using a HTS PAL autosampler
(Zwingen, Switzerland) and an Agilent 1100 binary pump
(Waldbronn, Germany) with a solvent mixture of methanol con-
taining 10 mM ammonium acetate and chloroform (3:1, v/v). A
flow gradient was performed starting with a flow of 55 ml/min for
6 s followed by 30ml/min for 1.0 min and an increase to 250 ml/min
for another 12 s.

A precursor ion scan of m/z 184 specific for phosphocholine
containing lipids was used for PC, SM (21), and lysophosphatidyl-
choline (LPC) (20). A neutral loss scan of m/z 141 was used for
phosphatidylethanolamine (PE) (25), and PE-based plasmalogens
(PE-pl) were analyzed according to the principles described by
Zemski-Berry (26). In brief, fragment ions of m/z 364, 380, and
382 were used for PE p16:0, p18:1, and p18:0 species, respectively.
CER was analyzed similar to a previously described methodology
(19) using N-heptadecanoyl-sphingosine as internal standard.
Free cholesterol (FC) and CE species were determined after selec-
tive acetylation of FC (22).

Quantification was achieved by calibration lines generated
by addition of naturally occurring lipid species (19-22) to plasma
(extraction of 20 ml 5-fold diluted plasma for single FPLC frac-
tions or 20 ml undiluted plasma for pooled lipoprotein fractions).
All lipid classes were quantified with internal standards belonging
to the same lipid class, except SM (PC internal standards) and
PE-pl (PE internal standards). Calibration lines were generated
for the following naturally occurring species: PC 34:1, 36:2,

Lipid profiling of FPLC lipoprotein fractions by ESI-MS/MS 575

 at U
niv of C

alifornia - S
an D

iego S
erials/B

iom
ed Lib 0699 on M

arch 2, 2009 
w

w
w

.jlr.org
D

ow
nloaded from

 

32

http://www.jlr.org


38:4, 40:0, and PC O 16:0/20:4; SM 34:2, 36:2, 36:1; LPC 16:0,
18:1, 18:0; PE 34:1, 36:2, 38:4, 40:6; and PE p16:0/20:4; Cer
16:0, 18:0, 20:0, 24:1, 24:0; FC, CE 16:0, 18:2, 18:1, 18:0. These
calibration lines were also applied for not calibrated species, as
follows: concentrations of saturated, monounsaturated, and poly-
unsaturated species were calculated using the closest related satu-
rated, monounsaturated, and polyunsaturated calibration line
slope, respectively. For example PE 36:2 calibration was used
for PE 36:1, PE 36:3, and PE 36:4; PE 38:4 calibration was used
for PE 38:3, PE 38:5, and so on. Ether-PC species were calibrated
using PCO 16:0/20:4 and PE-pl were quantified independent from
the length of the ether linked alkyl chain using PE p16:0/20:4.

Correction of isotopic overlap of lipid species as well as data
analysis was preformed by self programmed Excel macros
for all lipid classes according to the principles described pre-
viously (21).

Preparation of lipoproteins by ultracentrifugation
Lipoprotein fractions were isolated from sera of individual

normo-lipidemic volunteers by sequential ultracentrifugation as
described previously (27).

Statistical analysis for mass spectrometry results
Statistical analysis was performed with SPSS© (SPSS Inc.,

Chicago, IL). We used a Wilcoxon signed-rank test as a nonpara-
metric alternative to a paired Studentʼs t -test (n 5 21 donors).

RESULTS

Validation of the lipoprotein separation
We prepared 20 fractions from 50 ml serum of a healthy

blood donor by FPLC-size exclusion chromatography simi-
lar to the method of Innis-Whitehouse et al. (18). In order
to check whether the major lipoprotein classes were prop-
erly separated, total cholesterol (TC) and triglyceride con-
centrations were analyzed by routine clinical chemistry
assays (Fig. 1A). As shown previously (18), three major
peaks were found, representing the lipoprotein classes
VLDL, LDL, and HDL, respectively. From the same fractions
we quantified PC, SM, lysophosphatidylcholine (LPC),
CER, PE, PE-pl, FC, and CE including their fatty acid spe-
cies by previously published tandem mass spectrometric
assays (19–22). As expected, most of these lipids revealed
a distribution representing the three main lipoprotein
classes (Fig. 1B).

However, 60% of total LPC were found in fractions
14–17 (Fig. 1B). Because it is known that LPC can bind
to albumin (28), this fraction shift may represent LPC
bound albumin. To identify the albumin containing frac-
tions, FPLC fractions were analyzed by nondenaturing
PAGE and SDS-PAGE. Corresponding to the main LPC
fractions 14 to 17, we found a protein band at a MW of
66 kDa identified as albumin (Fig. 2C). Another question
was whether other lipids than LPC coelute with albumin con-
taining fractions. Therefore, we subjected a HDL-deficient
serum of a Tangier patient (29, 30) to our method. Consis-
tent with the HDL deficiency, fractions 13 to 17 contained
only traces of PC, SM, CER, PE, PE-pl, and cholesterol, but
more than 50% of LPC (Fig. 1C). In summary, we could
show a clear overlap of albumin and LPC containing frac-

tions, which is in accordance with previous studies (28, 31).
Additionally, we could conclude from the analysis of HDL
deficient serum that only LPC but none of the other lipid
classes analyzed coelutes significantly with albumin con-
taining fractions.

We also tested whether the applied FPLC separation had
the ability to separate lipoprotein subclasses. For that pur-
pose, we subjected LDL and HDL containing fractions of a
serum sample to nondenaturing PAGE to identify the ac-
tual size of the lipoproteins, as shown before (32). Prior to
PAGE we stained the lipoproteins with NBD-CER (23). In
accordance with the principle of FPLC separation, a differ-
ence in particle size between fractions was observed for
LDL (Fig. 3) and HDL (Fig. 2). Although, no clear separa-
tion of these LDL subfractions was observed, fraction 8 con-
tained an increased content of large LDL particles (Fig. 3,
band a) and fraction 10 an increased content of small
dense LDL (Fig. 3, band b). In contrast to LDL, HDL showed
a continuous size gradient (Fig. 2A).

These size gradients could be useful especially for the
analysis of abnormal lipoprotein compositions. Because
we could not separate defined lipoprotein subclasses, we
decided to determine in a first step a detailed lipid species
pattern of the major lipoprotein classes VLDL (fractions 3
to 6), LDL (fractions 7 to 11), and HDL (fractions 12 to 17)
by fraction pooling. A prerequisite for fraction pooling is a
reproducible lipoprotein fractionation. For that reason, we
separated serum of a healthy donor in three independent
runs. Analysis of the total cholesterol concentration (TC)
showed very low variation between the runs (see supple-
mentary Fig. I). Although these data indicate a reproduc-
ible separation and fraction pooling, TC profiles were
measured for another 10 runs and afterwards in every third
run to control the FPLC separation of lipoprotein classes.
No shift in the lipoprotein separation has been observed
(data not shown).

Validation of mass spectrometric analysis
To show, that the previously validated assays (19–22)

were applicable for the mass spectrometric analysis of lipo-
protein fractions, a number of experiments were per-
formed. Pooled fractions of three independent FPLC
runs were analyzed by ESI-MS/MS and coefficients of vari-
ation below 6% (except PE-pl in VLDL, which was close to
the limit of quantification) were found for the lipid class
composition of VLDL, LDL, and HDL (see supplementary
Table I). Additionally, we compared the results of the anal-
ysis of single fractions and pooled fractions. Summation of
single fractions was in good accordance with the analysis of
pooled fractions (see supplementary Table II).

Because ESI-MS/MS analysis may be affected by the in-
dividual lipid content of different samples materials, the
species response in different lipoprotein classes was ana-
lyzed. To provide sufficient material for calibration lines,
LDL, HDL2, and HDL3 were prepared by ultracentrifuga-
tion. The response variation was below 10% (CV) for a
number of PC, SM, and PE species in LDL, HDL2, and
HDL3 of two different donors (see supplementary Table III).
In contrast to PC, PE species showed a strong dependence
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on chain length and number of double bonds. Conse-
quently, it is necessary to use different species per lipid class
for calibration to ensure an accurate quantification (see
Materials and Methods). A low variation between different
lipoprotein fractions permits the use of one calibration for
different lipoprotein fractions. Finally, species profiles of
undiluted and 5-fold diluted samples strongly resembled

each other (for an example, see supplementary Fig. VIII–X).
In summary, these data clearly indicate that the previ-
ously validated methods are also applicable for lipopro-
tein fractions.

Furthermore, the use of two internal standards for
each lipid class permits a quality control for each sample.
As internal standards were added in a constant ratio, an

Fig. 1. A: Total cholesterol (TC) and triglyceride level of
fast performance liquid chromatography (FPLC) fractions.
The graph shows cholesterol and triglyceride concen-
trations in mg/dl of FPLC fractions from human serum
determined by routine enzymatic assays. Fractions 3 to
6 contain VLDL, fractions 7 to 11 contain LDL, and frac-
tions 12 to 17 contain HDL. B: Glycerophospholipid and
sphingolipid profile of FPLC fractions. Glycerophospho-
lipids and sphingolipids were quantified by electrospray
ionization tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS) from
the fractions shown in A. Displayed are percentage of
each fraction related to total lipid class concentration for
phosphatidylcholine (PC), sphingomyelin (SM), lysophos-
phatidylcholine (LPC), ceramide (CER), phosphatidyl-
ethanolamine (PE), PE-based plasmalogen (PE-pl), and
TC, respectively. C: Glycerophospholipid and sphingolipid
profile of a HDL-deficient serum as described in B. The
glycerophospholipid and sphingolipid concentrations
were determined from serum of a Tangier disease patient,
an ABCA1 deficiency syndrome resulting in HDL defi-
ciency (30).

Lipid profiling of FPLC lipoprotein fractions by ESI-MS/MS 577
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abnormal internal standard ratio may indicate a disturbed
species response (see also supplementary Table IV).

Glycerophospholipid and sphingolipid class distribution
across lipoprotein classes

We analyzed the pooled lipoprotein fractions of 21 fast-
ing healthy blood donors. First, we calculated the distribu-
tion of the lipid classes across the main lipoprotein classes
(Table 1). As expected, approximately 60% of PC and 40%
of SM were found in HDL, whereas LDL carried 50% of
lipoprotein SM and 60% of CER, respectively. Moreover,
the HDL fraction contained 60% of PE and PE-pl. As
shown above, this FPLC separation does not provide a com-
plete separation of albumin and HDL; therefore albumin-
bound LPC was included into the HDL fraction. Whereas
LDL and HDL revealed low variations in their lipid class
percentages between the different donors, VLDL displayed
high variations most probably due to its low concentration
and dependency of the fasting status of the blood donor.

Lipid composition of lipoprotein classes
To evaluate the glycerophospho- and sphingolipid com-

position in more detail, we determined the lipid composi-
tion of each lipoprotein class either including FC and CE
(Fig. 4A) or without cholesterol (Fig. 4B). LDL revealed
the highest CE content with approximately 55%, whereas
VLDL and HDL had a 20% lower CE fraction. Overall,

HDL showed a phospholipid to cholesterol ratio of 1.09,
which was significantly higher than in VLDL (0.64) and
LDL (0.35) (P , 0.001). In relation to the sum of all ana-
lyzed glycerophospholipids and sphingolipids, PC was by
far the most abundant lipid class ranging from 65 to
74% (Fig. 4B). Compared with VLDL (14%) and HDL
(10%), LDL displayed a high content of SM (25%) (P ,
0.001). Moreover, LDL and VLDL (both approximately
0.6%) had a more than 5-fold higher content of CER than
HDL (0.1%) (P , 0.001). PE and PE-pl had almost equal
amounts within one lipoprotein class, but about a three-
times higher content was observed in VLDL (3%) com-
pared with LDL (1%) and HDL (1%) (P , 0.001). Due
to a significant contribution of albumin-bound LPC to
the HDL fractions, lipid class composition was additionally
calculated without LPC (see supplementary Fig. II).

Lipid species pattern of lipoprotein classes
Biological function of lipoproteins may not only be re-

lated to lipid class composition but also to their lipid
molecular species pattern. Therefore, we calculated the
proportion of each species related to the total concentra-
tion of the lipid class in each lipoprotein fraction (Fig. 5).
The performed mass spectrometric analysis only allows the
determination of the total number of carbon atoms and
double bonds in the fatty acid moiety for lipid classes con-
taining two fatty acids esterified to the glycerol backbone
(PC, PE). For example a PC 34:1 may represent different
combination of fatty acids such as 18:0/16:1, 16:0/18:1, etc.
Moreover, the assignment to a bond type (acyl or ether)
is based on the assumption that fatty acids with odd-
numbered carbon-atoms constitute a negligible fraction.
For PE-pl, mass spectrometric analysis allows to differen-
tiate ether and fatty acid linked to the glycerol backbone.
SM species assignment includes sphingoid base and
N-linked fatty acid, because plasma SM contains beside
sphingosine d18:1 (62%), other sphingoid bases, mainly
sphingadienine d18:2 (14%) and hexadecasphingosine
d16:1 (10%), in considerable amounts (33). Lysophospho-
lipids (LPC), CER, and CE contain one fatty acid denomi-
nated by the species nomenclature.

The proportion of the major PC species did not show a
huge variation between the lipoprotein classes (Fig. 5A; see

TABLE 1. Distribution of lipid classes on major lipoprotein classes

Conc [mM] VLDL [%] LDL [%] HDL [%]

PC 1986 6 727 8.1 6 6.4 29.9 6 6.6 62 6 10.3
SM 415 6 141 7.2 6 6.8 50.4 6 7.5 42.6 6 10.7
LPC 330 6 168 1.7 6 1.5 11 6 4.5 87.3 6 5.4a

PE 35.6 6 20.8 18.6 6 9.4 21.3 6 5.6 60.1 6 11.4
PE-pl 31.9 6 13.9 11.6 6 5.3 28.5 6 6.5 59.9 6 8.8
CER 8.1 6 3.4 15.6 6 9.9 60.3 6 6.7 24.1 6 7.4

PC, phosphatidylcholine; SM, sphingomyelin; LPC, lysophosphati-
dylcholine; PE, phosphatidylethanolamine; PE-pl, PE-based plasmalogen;
CER, ceramide. Major lipoprotein classes were pooled from fast perfor-
mance liquid chromatography (FPLC) fractions as indicated in Fig. 1A.
Displayed are total serum concentrations (Conc) of the lipid classes in
mM and their distribution on the respective lipoprotein class in percent
(mean 6 SD, n 5 21 different donors).

a The HDL fraction also contains LPC bound to albumin.

Fig. 2. Native and SDS-PAGE of HDL containing fractions. A: After
prelabeling with NBD-CER FPLC fractions 12–19 (fractions 12–17
contain HDL) as well as an unseparated serum were analyzed by
native PAGE and subsequently visualized by fluorescence scanning.
The broad band (a) represents HDL particles and band (b) indi-
cates the NBD-Cer bound to albumin (51). SDS-PAGE and Western
blot against apolipoprotein A-I (apoA-I) of fractions 12–19 and origi-
nal serum with subsequent Western blotting against apoA-I (B) and
albumin (C).

Fig. 3. Native PAGE of LDL containing fractions. After prelabeling
with NBD-CER the LDL containing fractions 7–11 (fractions 6 and
12–15 are included as control) were analyzed by native poly-acrylamide
gel electrophoresis (PAGE) and subsequently visualized by fluo-
rescence scanning. The two main bands (a) and (b) represent the
sizes extremes. (a) indicates large LDL particles, whereas (b) indicates
small LDL particles.

578 Journal of Lipid Research Volume 50, 2009
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supplementary Fig. IV). Comparison of LDL and HDL re-
vealed a systematic difference between highly unsaturated
(three and more double bonds) and mono-/diunsaturated
PC species. Thus, HDL exhibited a higher proportion of
polyunsaturated species (35 6 3% vs. 28 6 4%, P , 0.001)
and lower fraction of mono-/diunsaturated PC species (546
4% vs. 586 4%, P, 0.001) compared with LDL. This differ-
ence was most remarkable for PC 36:4 with 11.1 6 1.2% and
8.5 6 1.5% for HDL and LDL, respectively (P , 0.001).

In contrast to PC, LPC showed a pronounced lipo-
protein specific lipid species pattern (Fig. 5A; see supple-
mentary Fig. V). Remarkable differences were found in
saturated LPC 16:0 (VLDL 45 6 6%; LDL 51 6 6%;
HDL/albumin 59 6 5%; P , 0.001), LPC 18:0 (VLDL 32 6

6%, LDL 326 7%, HDL/albumin 176 2%; P , 0.001, dif-
ference VLDL and LDL not significant) and unsaturated
LPC 18:2 (VLDL 7.4 6 3%, LDL 5.0 6 2%; HDL/albumin
11.4 6 3%; P , 0.001).

The major SM species (Fig. 5B; see supplementary
Fig. IV) in all three lipoprotein classes was SM 34:1 with
a slightly decreased proportion in HDL compared with
VLDL and LDL (VLDL 30 6 3%; LDL 29 6 3%; HDL
256 1%, P, 0.001). Although not very pronounced, most
SM species exhibited a lipoprotein specific distribution.
Differences in minor species could be of particular inter-
est like SM 38:1, which showed an approximately 5-fold
increased proportion in LDL compared with HDL (LDL
2.4 6 0.4%; HDL 0.5 6 0.5%; P , 0.001).

Fig. 4. Lipid composition of pooled lipoprotein classes. Displayed are % mol of the lipid classes related to
the lipid content of the respective lipoprotein class (mean 6 SD, n 5 21 different donors). In A, free cho-
lesterol (FC) and cholesteryl ester (CE) were included into the calculation; phospholipids were displayed as
the sum of PC, SM, LPC, CER, PE, and PE-pl [total phospholipids (PL)]. B shows % mol related to the sum of
the displayed lipid classes. The lipoprotein classes were pooled as indicated in Fig. 1.
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The CER species pattern (Fig. 5B) was similar for VLDL
and LDL, whereas HDL differed significantly. Thus, the
percentage of CER 16:0 was almost doubled (VLDL 7.4 6
2.0%; LDL 8.4 6 2.0%; HDL 15 6 2%, P , 0.001) and the
proportion of CER 24:0 was found more than 10% reduced
(VLDL 436 4%; LDL 466 3%; HDL 31 6 2%; P , 0.001)
in HDL compared with VLDL and LDL, respectively.

PE and PE-pl revealed a relative high variation between
the blood donors (Fig. 5C; see supplementary Fig. VI). In-
terestingly, HDL contained a higher fraction of PE-pl con-
taining 20:4 with 40% compared with 33% and 27% for
VLDL and LDL, respectively (P , 0.001). This was accom-
panied by a reduced proportion of PE-pl containing 18:1
and 18:2 (VLDL 24%, LDL 27%, HDL 27%; difference

Fig. 5. Lipid species pattern of lipoprotein classes. Lipid species pattern were calculated as % mol for each
species related to the total lipid class concentration in a lipoprotein class (mean 6 SD, n 5 21 different
donors). The lipoprotein classes are pooled as indicated in Fig. 1. Only peaks above 0.5% were displayed.
The species assignment for glycerophospholipids includes both glycerol-linked fatty acids (e.g., PC 36:3 5
36 carbon atoms and 3 double bonds, representing combinations like 18:0/18:3, 18:1/18:2, etc.). SM species
assignment comprises sphingoid base and amide-linked fatty acid. Species pattern is displayed for phos-
phatidylcholine, lysophosphatidylcholine (A), sphingomyelin, ceramide (B) and phosphatidylethanolamine,
PE-based plasmalogens (C).
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VLDL to HDL and LDL significant, P , 0.001). Analysis
of CE species pattern showed no major differences be-
tween lipoprotein fractions (see supplementary Figs. III
and VII).

In summary, we could demonstrate that the main lipo-
protein fractions VLDL, LDL, and HDL are characterized
by specific lipid class and lipid species pattern.

DISCUSSION

A number of studies have shown that lipoprotein func-
tion may be modulated by glycerophospholipids and
sphingolipids (4–8). Recently, a variety of lipid species

were discovered as novel biomarkers in different diseases
(9–11). So far, most studies used unseparated plasma or
serum samples. Due to an overlap of lipoprotein classes,
this may not allow the identification of lipid species in-
volved in the regulation of specific lipoprotein functions.
The chance to discover lipid species suitable as biomarkers
may be improved considerably by lipoprotein fraction-
ation. Consequently, the aim of this study was to present
a simple method for lipoprotein fractionation combined
with lipid species analysis.

We could show that lipoprotein separation by FPLC was
reproducible to allow pooling of VLDL, LDL, and HDL as
a necessary step to reduce mass spectrometric analysis
time. Analysis of HDL deficient serum revealed that beside

Fig. 5.—Continued.
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LPC (28, 31), none of the other analyzed lipid classes bind
to albumin substantially (Fig. 1C). However, data inter-
pretation should keep in mind that albumin-bound LPC,
but none of the other analyzed lipids, overlaps with HDL
fractions prepared by FPLC (Fig. 2). Similarly, other lipo-
protein separation techniques like density gradient cen-
trifugation may suffer from albumin contamination in
HDL, as shown in a recent study by Yee et al. (34) using
an iodoxanol gradient.

Additionally, particle-size gradients were observed for
HDL and LDL, which provide a basis for the analysis of
lipid species composition of enriched lipoprotein sub-
classes from single FPLC fractions. Lipoprotein subclasses

may exhibit a high pathophysiological relevance, as shown
for small HDL and small dense LDL particles and their
association with myocardial infarction (35) and the meta-
bolic syndrome (36), respectively. Taken together, this ap-
proach could help to unravel lipid profiles of lipoprotein
subclasses with clinical relevance.

In our study, we presented for the first time a compre-
hensive, quantitative glycerophospholipid and sphingo-
lipid species profile of VLDL, LDL, and HDL from 21
fasting healthy blood donors. Comparison to previous
studies using TLC and gas chromatography (GC) to ana-
lyze lipoproteins prepared by ultracentrifugation showed
a good correlation of lipid class proportions with our data.

Fig. 5.—Continued.
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Kuksis et al. (37) (% weight were converted to % mol using
an average molecular weight) determined for VLDL a pro-
portion of 41% total phospholipids (PL), 35% CE and
24% FC (present study: 40% PL, 35% CE, and 24% FC);
for LDL a proportion of 28% PL, 53% CE, and 19% FC
(present study: 26% PL, 54% CE, and 19% FC); for HDL
a proportion of 47% PL, 42% CE, and 11% FC (present
study: 48% PL without LPC, 42% CE, 10% FC). Skipski
et al. (38) analyzed lipoprotein classes by TLC and re-
ported the following PL proportions (% mol related to
analyzed PL): LDL contained 67% PC, 27% SM, 2.8%
LPC, and 2.3% PE (present study: 68% PC, 25% SM,
4.0% LPC and 1.9% PE including plasmalogens); HDL
(calculation without LPC) contained 82% PC, 14% SM
and 3.3% PE (present study: 85% PC, 12% SM, and
2.7% PE including plasmalogens). Myher et al. deter-
mined species profiles of the lipoprotein classes by TLC
separation, scraping and GC-MS (39). Profiles of this study
were comparable to our data, especially the study group on
saturated fat diet showed a good agreement to our data.
Major species of both studies revealed similar tendencies
between lipoprotein classes: PC 34:2 (VLDL 32%, LDL
31%, HDL3 28%; our study VLDL 27%, LDL 28%, HDL
27%), PC 36:2 (VLDL 15%, LDL 19%, HDL317%; our
study VLDL 13%, LDL 13%, HDL 12%), PC 36:4 (VLDL
11%, LDL 10%, HDL3 13%; our study VLDL 10%, LDL
9%, HDL 11%), and PC 34:1 (VLDL 11%, LDL 10%,
HDL3 9%; our study VLDL 14%, LDL 14%, HDL 12%).
Comparable to our study, Myher et al. (39) found a in-
creased proportion of polyunsaturated PC in the HDL
fraction, for instance PC 36:4 (see above) and PC 38:4
(VLDL 5.8%, LDL 6.5%, HDL 8.7%; our study VLDL
4.1%, LDL 4.0%, HDL 4.8%).

The SM profiles observed by Myher et al. (39) showed a
higher discrepancy to the present study especially for
HDL. The major species SM 34 (VLDL 33%, LDL 38%,
HDL3 20%; our study VLDL 36%, LDL 35%, HDL 32%),
SM 42 (VLDL 25%, LDL 26%, HDL3 37%; our study
VLDL 27%, LDL 28%, HDL 31%) and SM 40 (VLDL
11%, LDL 11%, HDL3 15%; our study VLDL 12%, LDL
13%, HDL 13%) were in good agreement for VLDL and
LDL, but not for HDL. One reason for this discrepancy
may be that Myher et al. (39) investigated HDL3, and
our data comprise the whole HDL fraction including other
HDL subclasses like HDL2. Another explanation for differ-
ences to other studies may be related to diet, which has a
pronounced effect on PC species profiles (39). In general,
we observed a good agreement of previous studies with
data generated by FPLC fractionation and ESI-MS/MS,
which strongly supports the validity of the presented method
for lipid class and species analysis of lipoproteins.

One novel finding is that LDL is the main carrier of CER
in fasting condition (Table 1). Another study by Lightle
et al. (40) using ultracentrifugation followed by a TLC/
HPLC reported a high contribution of VLDL to total plasma
CER level. However, it is not mentioned, whether fasting or
nonfasting blood donors were investigated. Therefore, we
analyzed two blood donors under nonfasting conditions
with higher VLDL concentrations (40 mg/dl cholesterol)

and calculated the CER distribution across the lipoprotein
classes like described in Table 1. Under these conditions,
VLDL contains 38 6 5%, LDL 48 6 2%, and HDL 14 6
3% of total plasma CER, which closely resembles the results
found by Lightle et al. (40) (VLDL 42%, LDL 38%, HDL
15%, LPDS 5%). LDL as the main carrier of CER fits well
to data describing plasma CER level as a risk factor for
atherosclerosis (41). Furthermore, half of serum SM is lo-
cated in the LDL fraction (Table 1), which may be reflected
in a positive correlation of plasma SM level to coronary
heart disease (42, 43).

Pathophysiological relevance of CER may arise from a
10–50-fold higher CER content of lesional LDL compared
with plasma LDL (44) and a CER binding to the LPS re-
ceptor CD14, which induces clustering of coreceptors in
membrane microdomains (45). Whole plasma concentra-
tions of coronary artery disease and stroke patients showed
an increased concentration of CER 24:0 compared with
controls without considerable changes of other CER spe-
cies (45). Interestingly, the major CER species of LDL
from healthy blood donors was CER 24:0 (Fig. 5), which
may indicate high LDL and low HDL level in CAD and
stroke patients. In a further study, we compared control
with sepsis patients and found CER 23:0 and 24:0 de-
creased, whereas CER 16:0 and 24:1 increased in sepsis pa-
tients (11). Comparison of the CER species profiles of
main lipoprotein fractions (Fig. 5B) with alterations ob-
served in sepsis patients suggests that sepsis patients exhibit
not only an imbalance of major lipoprotein fractions, but
also major changes in CER species profiles of lipoprotein
classes. This hypothesis is supported also by the finding that
CER elevation during sepsis is mainly related to an increase
in VLDL and LDL associated CER (40). Further evidence
for this assumption comes from a study showing an in-
creased PC/SM ratio and more saturated and less polyun-
saturated PC species in acute phase compared with control
HDL (46).

These studies clearly indicate the potential of the pre-
sented method to contribute with a lipoprotein-specific
lipid classes and species pattern to the understanding of
lipid related pathophysiology in diseases like sepsis. Com-
bining lipoprotein separation by FPLC (18) with sensitive
high throughput assays for quantitative lipid species analy-
sis (19–22), allows for the first time a detailed lipid species
pattern of lipoprotein fractions from a small sample vol-
ume of 50 ml serum with a reasonable analytical effort.
Altogether, this approach is applicable for routine analysis
and large patient studies. Furthermore, FPLC fractions
could be analyzed by other lipid mass spectrometric ap-
proaches (47, 48), which may provide even more detailed
lipid species pattern (49, 50). In conclusion, the presented
method for lipoprotein fractionation followed by high
throughput lipid profiling may be a useful tool for re-
search on lipoprotein metabolism, diagnostics of lipid re-
lated disorders, and biomarker search.

We thank Jolanthe Aiwanger, Doreen Müller, and Simone
Peschel for excellent technical assistance.
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Supplement 

 

 VLDL LDL HDL 
PC 3.30% 1.77% 1.03% 

LPC 4.82% 2.50% 0.35% 
SM 3.10% 4.06% 1.92% 

CER 2.17% 6.30% 4.15% 
PE 3.18% 1.93% 2.79% 

PE-pl 13.18% 1.9% 2.32% 
CE 2.90% 0.65% 0.40% 
FC 0.36% 3.05% 2.54% 

 

Suppl. Table 1: CV of pooled lipoprotein fractions analysed by ESI-MS/MS 

Lipoprotein fractions were pooled as indicated in Fig. 1 and analysed by ESI-MS/MS. 

Shown are coefficient of variations (CV) of the lipid class composition for VLDL, LDL 

and HDL from three independent FPLC separations from the same sample, 

respectively. 
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  PC LPC SM PE PE-pl CER 
Single fractions 78.6% 3.3% 13.2% 2.58% 1.54% 0.80% VLDL 
Pooled fractions 75.9% 4.3% 14.9% 2.42% 1.71% 0.80% 
Single fractions 74.2% 3.6% 19.4% 0.86% 1.29% 0.65% LDL 
Pooled fractions 74.2% 3.8% 19.1% 0.92% 1.29% 0.63% 
Single fractions 72.4% 17.5% 7.4% 1.25% 1.31% 0.17% HDL 
Pooled fractions 73.2% 16.6% 7.4% 1.21% 1.36% 0.17% 
Single fractions 1606 211 282 28.6 29.1 9.9 total 

[μM] Pooled fractions 1643 214 291 29.3 31.0 10.1 
 

 

Suppl. Table 2: Comparison of analysis with pooled and single lipoprotein 

fractions analysed by ESI-MS/MS 

Lipoprotein fractions were both measured as single fractions or pooled as indicated in 

Fig. 1 and analysed by ESI-MS/MS. Values from the measurement of single fractions 

were summed up according to the respective lipoprotein class (VLDL 3-6, LDL 7-11, 

HDL 12-17). The table shows the phospholipid composition of VLDL, LDL and HDL 

both for the analysis of single fractions and pooled lipoprotein classes.  
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Lipoprotein Fraction PC 34:1 PC 36:2 PC 38:4 PC 40:0 PC O 36:5 
LDL A 0.93 1.00 0.83 0.83 1.01 
LDL B 0.74 0.91 0.72 0.76 0.99 
HDL2 A 1.00 0.96 0.86 0.90 1.02 
HDL2 B 0.84 0.89 0.77 0.79 0.94 
HDL3 A 0.88 0.86 0.79 0.84 1.00 
HDL3 B 0.85 0.91 0.83 0.84 0.96 
mean 0.88 0.92 0.80 0.83 0.99 

SD 0.09 0.05 0.05 0.05 0.03 
CV 10.0% 5.5% 6.4% 5.8% 3.3% 

      
      
Lipoprotein Fraction SM 34:1 SM 36:1 SM 36:2   

LDL A 1.08 0.97 0.83   
LDL B 0.95 0.93 0.88   
HDL2 A 0.99 0.96 0.80   
HDL2 B 1.04 0.91 0.75   
HDL3 A 0.93 0.93 0.79   
HDL3 B 0.99 0.95 0.82   
mean 1.00 0.94 0.81   

SD 0.05 0.02 0.04   
CV 5.5% 2.4% 5.1%   

      
      
Lipoprotein Fraction PE 34:1 PE 36:2 PE 38:4 PE 40:6  

LDL A 0.75 1.61 2.17 2.49  
LDL B 0.86 1.49 2.30 2.54  
HDL2 A 0.79 1.77 2.65 2.51  
HDL2 B 0.72 1.54 2.24 2.44  
HDL3 A 0.68 1.44 2.12 2.13  
HDL3 B 0.79 1.51 2.59 2.26  
mean 0.76 1.56 2.34 2.40  

SD 0.06 0.12 0.22 0.16  
CV 8.2% 7.5% 9.5% 6.8%  

 

Suppl. Table 3: Calibration response of PC, SM and PE species in different 

lipoprotein fractions prepared by density gradient centrifugation.  

Lipoproteins were prepared by sequential ultracentrifugation. The table shows the 

slopes of the calibration lines generated by standard addition to LDL, HDL2 and HDL3 

from two different donors (A and B), respectively. 
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 PC PE LPC Cer CE 
Mean VLDL 1.95 3.62 8.32 6.63 8.57 
Mean LDL 1.93 3.70 7.86 6.50 8.32 
Mean HDL 1.95 3.82 7.77 6.41 8.45 

            
CV VLDL 1.8% 3.4% 9.4% 4.5% 1.4% 
CV LDL 2.4% 4.2% 7.8% 6.7% 1.3% 
CV HDL 1.6% 2.4% 7.7% 5.5% 1.0% 

 

Suppl. Table 4: Ratio of internal standards 

Displayed are the mean and the coefficient of variation (CV) of the ratio of internal 

standards for the lipid classes analyzed in pooled lipoprotein fractions (n=21 different 

donors). 
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Suppl. Figure 1: Reproducibility of the FPLC separation 

The graph shows the total cholesterol levels of FPLC fractions of a single serum 

sample, which was separated three times independently.  
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Suppl. Fig. 2: Lipid composition of pooled lipoprotein classes without LPC 

Displayed are % of the lipid classes related to the lipid content of the respective 

lipoprotein classes (mean ± SD, n=21 different donors) without considering LPC. The 

lipoprotein classes were pooled as indicated in Fig. 1. 
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CE molecular lipid species pattern were calculated as % mol for each species related 

to the total CE concentration of a lipoprotein class (mean ± SD, n=21 different 

donors), respectively. The lipoprotein classes are pooled as indicated in Fig. 1. 

Suppl. Figure 3: Cholesteryl ester (CE) species pattern of lipoprotein classes 
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