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Abstract: 1-Deoxysphingolipide sind eine erst k�rzlich be-
schriebene Klasse von Sphingolipiden, die in Zusammenhang
mit verschiedenen Krankheiten wie diabetischer und erblicher
Neuropathie gebracht werden. Die Identifizierung und Cha-
rakterisierung von 1-Deoxysphingolipiden und deren Metabo-
liten ist in diesem Kontext sehr wichtig. Eine exakte Struktur-
bestimmung erfordert jedoch die Kombination von verschie-
denen anspruchsvollen analytischen Techniken, da unter-
schiedliche Isomerentypen vorliegen kçnnen: Keton/Alkenol-
Isomere, Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindungs(C=C)-
Isomere und Hydroxyl-Regioisomere. Wir zeigen, dass kryo-
gene Gasphasen-Infrarot(IR)-Spektroskopie von ionisierten 1-
Deoxysphingolipiden die Identifizierung und Unterscheidung
von Isomeren anhand ihres einzigartigen spektroskopischen
Profils ermçglicht. Insbesondere die Position und Konfigura-
tion von C=C-Bindungen kçnnen aufgrund von spezifischen
Interaktionen zwischen dem geladenen Amin und der Dop-
pelbindung bestimmt werden. Die Ergebnisse verdeutlichen
das Potential der Gasphasen-IR-Spektroskopie, die Heraus-
forderungen der Isomerenunterscheidung in der konventionel-

len Massenspektrometrie zu �berwinden und den Weg f�r eine
umfangreiche Analyse des Lipidoms zu ebnen.

Sphingolipide kommen in allen Lebewesen von Bakterien
bis zu Menschen vor.[1] Sie sind wesentliche Bestandteile von
Zellmembranen und an essentiellen biologischen Prozessen
wie intra- und intermolekularem Informationsaustausch be-
teiligt.[2] Das Grundger�st komplexer Sphingolipide wie zum
Beispiel unpolarer Ceramide und polarer Phospho- oder
Glykosphingolipide basiert meistens auf einem der drei am
h�ufigsten vorkommenden Aminoalkoholen – Sphingosin
(SO), Sphinganin (SA) oder Phytosphingosin (PS).[3] Die de
novo Biosynthese dieser Aminoalkohole wird durch die
Kondensationsreaktion von Palmitoyl-CoA und l-Serin ein-
geleitet, die durch Serin-Palmitoyltransferase (SPT) kataly-
siert wird.[4] SPT kann auch l-Alanin als Substrat nutzen,
wobei 3-Keto-1-deoxySA anstelle des kanonischen 3-KetoSA
gebildet wird.[5] 3-Keto-1-deoxySA und dessen Folgeprodukte
(siehe Abbildung 1) weisen keine prim�re Hydroxylgruppe
auf und werden dementsprechend als 1-Deoxysphingolipide
bezeichnet. Infolge der fehlenden Hydroxylgruppe kçnnen 1-
Deoxysphingolipide nicht in Phospho- oder Glykosphingoli-
pide umgewandelt werden und außerdem nicht �ber den
kanonischen Degradierungsprozess abgebaut werden, der die
Phosphorylierung der 1-Hydroxylgruppe erfordert.[6] Seit
ihrer Entdeckung in Meeresmuscheln[7] und dem Nachweis
in S�ugetieren vor etwa zehn Jahren,[5,8] r�cken 1-Deoxy-
sphingolipide zunehmend in den Fokus der aktuellen For-
schung, da ihre Akkumulation mit verschiedenen Krankhei-
ten in Verbindung gebracht wird. Erhçhte 1-Deoxysphingo-
lipid Werte wurden infolge von Sauerstoffmangel[9] sowie in
heredit�rer sensorisch-autonomer Neuropathie Typ
1 (HSAN1)[5] und der klinisch �hnlichen diabetischen senso-
rischen Neuropathie[10] nachgewiesen. Dar�ber hinaus sind
sie potenzielle Plasmamarker zur Vorhersage von Krankhei-
ten wie Diabetes Typ 2.[11]

Trotz der scheinbar simplen Struktur von 1-Deoxysphin-
golipiden bringt ihre Analyse aufgrund des Vorhandenseins
von Isomeren einige Herausforderungen mit sich. Die ver-
schiedenen Isomerentypen umfassen Keton/Alkenol-Isome-
re, Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindungs(C=C)-Isomere
und Hydroxyl(OH)-Regioisomere. Die meisten der genann-
ten Isomere sind mit herkçmmlichen Techniken nicht unter-
scheidbar. Insbesondere C=C-Isomere kçnnen nur mit spe-
ziellen, Massenspektrometrie (MS) basierten Techniken wie
Ozonolyse,[12] Patern�-B�chi-Reaktionen[13] oder Ladungs-
umpolung[14] unterschieden werden. Wir zeigen im Folgen-
den, dass alle vier genannten Isomerentypen in 1-Deoxy-
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sphingolipiden mit kryogener IR-Spektroskopie in der Gas-
phase aufgelçst werden kçnnen.

Die Basis f�r unsere Studie bildet ein konsistentes Set
synthetischer 1-Deoxysphingolipide (Abbildung 1). 3-Keto-1-
deoxySA ist das Produkt der Kondensation von l-Alanin und
Palmitoyl-CoA, das nachfolgend zu 1-DeoxySA reduziert
wird. Die Desaturierung von 1-DeoxySA f�hrt zur Bildung
von 1-DeoxySO, welches wiederum ein Alkenol-Isomer von
3-Keto-1-deoxySA ist. Vor kurzem wurde gezeigt, dass die
nat�rliche C=C-Position und -Konfiguration in 1-DeoxySO,
im Gegensatz zu der 4E Doppelbindung in SO, 14Z ist.[15]

Außer 4E und 14Z wurden die C=C-Isomere 5E, 8E, 12E,
13E und 14E untersucht. OH-Regioisomere werden durch w-
OH-1-DeoxySA und 1-DeoxyPS – dem Deoxy-Analog des
meistverbreiteten Aminoalkohols in Pflanzen – repr�sen-
tiert.[3]

Gasphasen-IR-Spektren von protonierten 1-Deoxysphin-
golipiden wurden gemessen, indem die Ionen in kryogene

Heliumtrçpfchen eingebettet und diese Trçpfchen mit inten-
sivem IR-Laserlicht bestrahlt wurden.[16] Durch die sequen-
tielle Absorption von resonanten IR-Photonen werden
Schwingungen in dem Ion angeregt und Heliumatome ver-
dampfen nach jedem Absorptionsprozess, bis schließlich das
Ion aus dem Trçpfchen freigesetzt und mittels MS detektiert
wird. IR-Spektren werden erzeugt, indem das Ionensignal als
Funktion der durchstimmbaren Wellenzahl gemessen wird.

Die Zuordnung der charakteristischen IR-Banden ist
exemplarisch in Abbildung 2a anhand der Spektren von 3-
Keto und 4E gezeigt. Die Keton/Alkenol-Isomere sind
anhand der charakteristischen Carbonylstreckschwingung
sowie anderer diagnostischer Banden leicht durch IR-Spek-
troskopie unterscheidbar. Unterhalb von 1150 cm�1 sind
schwache bis mittelintensive C-O- und C-C-Streckschwin-
gungen der Lipidkette lokalisiert. Eine schwache Bande der
O-H-Streckschwingung befindet sich im Spektrum von 4E
unterhalb von 1400 cm�1, wohingegen die Spektren eindeutig
von der symmetrischen NH3

+-umbrella-Biegeschwingung
zwischen 1400 und 1500 cm�1 dominiert werden. Die anti-
symmetrischen NH3

+-Biegeschwingungen erscheinen bei hç-
heren Wellenzahlen (1550–1650 cm�1) mit geringerer Inten-
sit�t. Die C=C-Streckschwingung der Doppelbindung im
Spektrum von 4E bei etwa 1700 cm�1 weist eine intrinsisch
niedrige Intensit�t auf, wohingegen die C=O-Streckschwin-
gung des Ketons oberhalb von 1700 cm�1 eindeutig erkennbar
ist. Es ist sehr wichtig zu beachten, dass die relativen
Intensit�ten der Banden aufgrund des nichtlinearen Absorp-
tionsprozesses nicht absolut verl�sslich sind: die Freisetzung
der Ionen aus den Heliumtrçpfchen ist nicht proportional
zum Photonenfluss. Außerdem wurden die Regionen von 900
bis 1150 cm�1 und 1550–1800 cm�1 mit einem engeren Laser-
fokus (erhçhte Fluenz) gemessen, um die Sichtbarkeit wenig
intensiver Banden zu erhçhen.

Im Gegensatz zu Keton/Alkenol-Isomeren, die auch mit
konventioneller Chromatographie und MS unterschieden
werden kçnnen, sind C=C-Isomere von Lipiden in der
Regel nur schwer unterscheidbar. Die hier gezeigten C=C-
Isomere wurden zuvor mit differentieller Ionenmobilit�ts-
spektrometrie (DMS) getrennt, aber erwiesen sich als unun-
terscheidbar mit klassischer Driftzellen-Ionenmobilit�tsspek-
trometrie (DT-IMS) in Stickstoff.[17] Dieser Befund wurde
durch unsere DT-IMS-Messungen in Helium best�tigt. F�r
alle C=C-Regioisomere wurden identische Kollisionsquer-
schnitte (collision cross section, CCS) ermittelt und f�r C=C-
Stereoisomere wurde ein geringer Unterschied innerhalb der
Fehlergrenzen gefunden (Hintergrundinformationen, Tabel-
le S2). Intuitiv w�re zu erwarten, dass C=C-Isomere auch
durch IR-Spektroskopie schwer unterscheidbar sind, denn C=

C-Streckschwingungen sind im Allgemeinen wenig intensiv.
Jedoch wurden signifikante Verschiebungen der Absorpti-
onsfrequenzen der NH3

+-umbrella-Schwingungen in Abh�n-
gigkeit von der Position und Konfiguration der C=C-Bindung
gefunden (Abbildung 2b). Diese Frequenzverschiebungen
sind zun�chst unerwartet, aber kçnnen mit einer Ladungs-
Olefin-Interaktion zwischen dem protonierten Amin und der
C=C-Bindung erkl�rt werden. Diese wurde bereits von Poad
et al.[17] postuliert und durch unsere Dichtefunktionaltheorie-
(DFT)-Rechnungen best�tigt. Der Konformationsraum der

Abbildung 1. Liste der untersuchten 1-Deoxysphingolipide mit chemi-
schen Strukturen der Molek�le und m/z der protonierten Spezies. Ver-
schiedene Isomerentypen wie Keton/Alkenol-Isomere, C=C-Regio- und
Stereoisomere sowie OH-Regioisomere sind hervorgehoben.
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Lipidketten wurde mithilfe eines genetischen Algorithmus
untersucht, gefolgt von einer Optimierung der Geometrie
und Frequenzanalyse ausgew�hlter Strukturen. �bereinstim-
mungen zwischen den experimentellen und theoretischen
Spektren im Bereich der NH3

+-Biegeschwingungen sind in
Abbildung 2c f�r die repr�sentativen C=C-Regio- und Ste-
reoisomere 4E, 14E und 14Z gezeigt. Ladungs-Olefin-Inter-
aktionen sind in allen drei Strukturen energetisch beg�nstigt.
Allerdings bestehen wesentliche Unterschiede in der Geo-
metrie dieser Interaktionen, die vor allem von der Distanz
zwischen dem Amin und der C=C-Bindung abh�ngig ist. Zum
Beispiel kann in der Struktur von 4E das protonierte Amin
nicht direkt �ber der C=C-Bindung lokalisiert sein und der
Abstand zwischen Proton und C=C-Bindung ist l�nger als in
den gezeigten Strukturen von 14E und 14Z. Dieser Unter-

schied wurde bereits von Poad et al. festgestellt, ebenso wie
das abweichende Verhalten von 8E, das keine Pr�ferenz f�r
eine Ladungs-Olefin-Interaktion zeigt. DFT-Rechnungen er-
gaben, dass mehrere energetisch g�nstige Konformere von 8E
eine Interaktion zwischen der C=C-Bindung und dem Hy-
droxylproton anstelle des protonierten Amins oder keine
spezifische Interaktion bevorzugen (Tabelle S7). Dement-
sprechend enth�lt das Spektrum von 8E mehr als ein Kon-
former, sodass die �bereinstimmung zwischen Experiment
und Theorie unzureichend ist (Abbildung S1). Eine weitere
interessante Beobachtung ist die �hnlichkeit der Spektren
von 13E und 14Z trotz der unterschiedlichen Position und
Konfiguration der C=C-Bindung. Mit theoretisch berechne-
ten Strukturen wurden gute qualitative �bereinstimmungen
f�r beide Spektren gefunden (Abbildung S1). Nichtsdesto-

Abbildung 2. Gasphasen-IR-Spektren und Niedrigenergie-Strukturen von 1-Deoxysphingolipiden. a) IR-Spektren der Isomere 3-Keto und 4E. Das
Keton und Alkenol sind anhand diagnostischer Streckschwingungen (n) und Biegeschwingungen (d) unterscheidbar. Die intensivste Bande in
dem grau unterlegten Bereich wird durch die NH3

+-umbrella-Mode verursacht. b) Gestapelte IR-Spektren von 1-DeoxySO-C=C-Regio- und Stereo-
isomeren in der Region der NH3

+-umbrella-Schwingung (1350–1550 cm�1). Die Absorptionsmuster und Schwingungsfrequenzen h�ngen von der
C=C-Position und -Konfiguration ab. c) Spektrale �bereinstimmung mit berechneten IR-Spektren (grau) von DFT-optimierten Strukturen von 4E,
14E und 14Z im Bereich der NH3

+-Biegeschwingungen. Die zugehçrigen theoretischen Strukturen verdeutlichen die unterschiedlichen Geometrien
der Ladungs-Olefin-Interaktionen.
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trotz ist die Korrelation zwischen Experiment und Theorie
nicht immer perfekt. Dies betrifft vor allem die relativen
Intensit�ten der Banden aufgrund des nichtlinearen Absorp-
tionsprozesses in diesem Experiment. Zum Beispiel sind die
berechneten Intensit�ten der antisymmetrischen NH3

+-Bie-
geschwingungen hçher als in allen experimentellen Spektren.
Dar�ber hinaus sollte erw�hnt werden, dass auf Grundlage
der berechneten IR-Spektren deutliche Unterschiede im
Bereich der N-H-Streckschwingungen um 3000 cm�1 zu er-
warten sind (Abbildung S7). Dieser Wellenl�ngenbereich ist
allerdings mit dem derzeitigen experimentellen Aufbau nicht
zug�nglich.

Die Untersuchung von Ladungs-Olefin Interaktionen
wurde von einfach unges�ttigten Sphingolipiden auf das
zweifach unges�ttigte 5E,14Z-1-Deoxysphingadien (Struktur
siehe Hintergrundinformationen) ausgeweitet. Die berech-
neten niedrigenergetischen Konformere weisen ein Sand-
wich-Motiv auf, in dem die NH3

+-Gruppe zwischen den
beiden C=C-Bindungen eingekeilt ist und zus�tzlich mit dem
Hydroxylsauerstoff interagiert (Abbildung S2). Die Interak-
tion zwischen der NH3

+-Gruppe und der C=C-Bindung ist
hingegen unterbrochen, sobald ein Keton vorhanden ist. Dies
wurde anhand des Isomers 6E-3-Keto-1-deoxySO gezeigt, in
dem die C=C-Bindung und der Carbonylsauerstoff um die
NH3

+-Gruppe konkurrieren (Abbildung S2). In der vollst�n-
dig ges�ttigten Referenzprobe 1-DeoxySA koordiniert das
Ammoniumproton vorzugsweise an den benachbarten Hy-
droxylsauerstoff, was eine charakteristische NH3

+-umbrella-
Frequenz bedingt (Abbildung S1). Zuletzt wurden die Spek-
tren der 1-Deoxysphingolipide mit den Spektren entspre-
chender 1-Deoxymethylsphingolipide verglichen, die nat�rli-
che Kondensationsprodukte von Palmitoyl-CoA und Glycin
sind (Abbildung S5). Die Spektren von 1-DeoxymethylSA
und 1-DeoxySA sind �hnlich, wohingegen die Absorptions-
frequenz von 13Z-1-DeoxymethylSO im Vergleich zu dem 1-
Deoxy-Analog 14Z leicht verschoben ist. Ohne die prim�re
Methylgruppe hat die NH3

+-Gruppe einen grçßeren Bewe-
gungsfreiraum, sodass die Geometrie der Ladungs-Olefin-
Interaktion optimiert werden kann (Abbildung S3). Zusam-
mengefasst verdeutlichen die verschiedenen Beispiele dieser
Studie die Bedeutung der intramolekularen Koordination
von NH3

+ an elektronenreiche funktionelle Gruppen in der
Gasphase (Tabelle S19). Diese subtilen Interaktionen ermçg-
lichen die indirekte Unterscheidung von C=C-Isomeren,
indem Schwingungen des wechselwirkenden Amins beobach-
tet werden. Obwohl diese Interaktionen zun�chst auf Sphin-
golipide mit einem prim�ren Amin beschr�nkt sind, kçnnte
die Anwendung auch auf andere Lipide ausgeweitet werden,
indem diese mit koordinierenden Kationen modifiziert und
anschließend spektroskopisch untersucht werden. Tats�chlich
sind die Adduktbildung neutraler Lipide mit Ammoniumka-
tionen sowie die nasschemische Derivatisierung von Fetts�u-
ren mit Amin-funktionalisierten Konjugaten weitverbreitete
Strategien, um die Ionisierung mittels Elektrosprayionisation
zu verbessern.[18]

Eine weitere Ursache f�r das Auftreten von Isomeren sind
Hydroxylierungen, die besonders im Kontext des Katabolis-
mus von 1-Deoxysphingolipiden relevant sind. Die nicht-
kanonischen Sphingolipide werden schrittweise durch Hy-

droxylierung und Desaturierung abgebaut.[6] F�r verschiede-
ne Intermediate wurden bereits mçgliche Strukturen vorge-
schlagen, aber die exakten Positionen der Hydroxylierungen
wurden bisher nicht identifiziert. 1-DeoxyPS und w-OH
wurden deshalb als repr�sentatives Isomerenpaar mit einer
unver�nderten und einer variablen OH-Position untersucht.
Die zugehçrigen IR-Spektren unterscheiden sich deutlich
(Abbildung 3a). Auch mittels DT-IMS wurden unterschied-
liche CCS-Werte f�r die OH-Regioisomere ermittelt, die auf
verschiedene Konformationen in der Gasphase hinweisen
kçnnten (Tabelle S2). Quantenchemische Rechnungen sug-
gerieren, dass in beiden Strukturen die NH3

+-Gruppe an
beide Sauerstoffatome koordiniert (Abbildung 3b). Die ter-
minale OH-Gruppe in w-OH besitzt einen großen Bewe-
gungsfreiraum und kann mit dem protonierten Amin �ber
eine kurze Distanz mit unterschiedlichen Geometrien inter-
agieren, wohingegen die mçglichen Interaktionsgeometrien
in der rigiden Struktur von 1-DeoxyPS beschr�nkt sind.
Dementsprechend ist die �bereinstimmung mit dem theore-
tischen Spektrum eines berechneten 1-DeoxyPS Konformers
relativ groß, wohingegen das experimentelle Spektrum von
w-OH nicht mit einem einzigen Konformer nachgebildet
werden kann (Abbildung S4). Ein zweites Paar von OH-
Regioisomeren mit einer variablen Hydroxylgruppe sind 4E
und 4E-3-DeoxySO (Abbildung S6). Interessanterweise ist
die Region der NH3

+-umbrella-Schwingungen f�r beide
Strukturen nahezu identisch, w�hrend sich Ger�stschwingun-
gen und antisymmetrische N-H-Biegeschwingungen zwischen
den Isomeren unterscheiden. Beide Beispiele demonstrieren,
dass OH-Positionen mithilfe von IR-Spektroskopie unter-
scheidbar sind, was eine Untersuchung von katabolen Inter-
mediaten ermçglichen kçnnte.

Abbildung 3. IR-Spektren und berechnete Strukturen von OH-Regioiso-
meren. a) IR-Spektren der OH-Regioisomere 1-DeoxyPS und w-OH.
Sowohl die Ger�stschwingungen als auch die NH3

+-Biegeschwingun-
gen unterscheiden sich deutlich. b) Energetisch g�nstige Konformere
von 1-DeoxyPS und w-OH. Die gleichzeitige Koordination der NH3

+-
Gruppe an beide Hydroxylgruppen wird f�r beide Isomere beobachtet.
Im Fall von w-OH koexistieren mehrere Konformere.
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Zusammenfassend wurde gezeigt, dass alle Typen von 1-
Deoxysphingolipid Isomeren – insbesondere C=C-Isomere –
als Ionen in der Gasphase mittels kryogener Gasphasen-IR-
Spektroskopie zweifellos unterschieden werden kçnnen. Auf-
grund der Sensitivit�t gegen�ber subtilen intramolekularen
Interaktionen ist diese Methode vielseitig einsetzbar, wobei
lediglich pikomolare Probenmengen bençtigt werden. Der-
zeit ist dieser elegante Ansatz dadurch beschr�nkt, dass
spezielle, durchstimmbare Lichtquellen bençtigt werden.
Jedoch kçnnte kryogene IR-Spektroskopie f�r die Lipidana-
lytik in Zukunft in Form von Tagging-IR-Spektroskopie in
Kombination mit kommerziellen, kompakten optisch para-
metrischen Oszillatoren oder Quantenkaskadenlasern eine
breitere Anwendung finden. Dies w�rde das Experiment
technisch weniger anspruchsvoll und zug�nglicher machen
sowie die Messung von N-H- und O-H-Streckschwingungen
in hçheren Wellenzahlbereichen (� 3000 cm�1) ermçglichen.
Kryogene Gasphasen-IR-Spektroskopie kçnnte somit eine
bereichernde Erg�nzung f�r die zuverl�ssige Analyse von
isomeren Lipiden darstellen, die mit etablierten Techniken
nicht unterscheidbar sind.
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Doppelbindungsisomere
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Unterscheidung von isomeren
Sphingolipiden mittels kryogener
Infrarotspektroskopie

Deoxysphingolipiden wurde in den letz-
ten Jahren zunehmende Aufmerksamkeit
gewidmet, w�hrend ihre Bedeutung im
Zusammenhang mit verschiedenen
Krankheiten aufgedeckt wurde. Die
Strukturanalyse ist jedoch durch das
Auftreten von Keton/Alkenol und Dop-
pelbindungs-Regio- und Stereoisomeren
beeintr�chtigt. Alle Arten von Isomeren
sind mittels kryogener Gasphasen-Infra-
rotspektroskopie anhand von subtilen
intramolekularen Interaktionen unter-
scheidbar.
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