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Lipidmediatoren

Quantifizieren
ohne Nachweisgrenze?

In der Flissigkeitschromatographie miissen Substanzen eindeutige Peaks liefern, um zweifelsfrei

nachgewiesen werden zu kdnnen. Manche Forschende beachten dies nicht. Untaugliche Methoden

stellen nun ein ganzes Forschungsfeld infrage.

as muss erfillt sein,

damit in einer gas-

oder flissigkeitschro-
matographischen Methode ein Pe-
ak ausgewertet werden kann? Und
sich damit also das Vorhandensein
einer Verbindung in einer Probe
belegen ldsst (Nachweisgrenze)?
Welche Bedingungen sind dariiber
hinaus zu erfiillen, damit dieser Pe-
ak integriert und so die Konzentra-
tion ermittelt werden kann (Be-
stimmungsgrenze)?

Zentrales Kriterium ist das Ver-
haltnis der Signalhohe des Peaks
(Signal) und der des Rauschens
(Noise) neben weiteren Validie-
rungsparametern: Ist ein chroma-
tographischer Peak erkennbar, der
sich vom Hintergrundsignal ab-
hebt (Abbildung 1)?

Richtlinien legen das minimale
Signal/Rausch-Verhiltnis (s/n) fest.
Ublicherweise gilt die Substanzkon-
zentration, die zu einem Peak mit
s/n > 3 fihrt, als Nachweisgrenze.
Fur die Bestimmungsgrenze liegt
das minimale s/n zwischen 5 und 9.

Dieses Wissen ist Teil der Ausbil-
dung der Chemiestudierenden im

Diesen Beitrag haben Dieter Steinhilber, Karsten-H.
Weylandt und Nils Helge Schebb verfasst. Steinhilber
ist Professor fiir pharmazeutische Chemie an der Uni-
versitat Frankfurt. Weylandt ist Professor fiir Gastro-
enterologie und arbeitet am Universitatsklinikum
Ruppin-Brandenburg sowie der Fakultédt fiir Gesund-
heitswissenschaften der Medizinischen Hochschule
Brandenburg. Schebb leitet den Lehrstuhl fiir Lebens-
mittelchemie der Universitat Wuppertal.

Fach Analytische Chemie. Mit gu-
tem Grund. Denn die Analytik von
Pestizidriickstanden in Lebensmit-
teln, Drogen- oder Dopinganalytik
wire beliebig, wenn jede:r nach
Gutdiinken etwas im Chromato-
gramm integrieren und die so be-
stimmten mutmafllichen Konzen-
trationen zur Grundlage von Be-
funden machen wiirde, die auch
rechtlich hochrelevant sind.

In der biomedizinischen Grund-
lagenforschung zur Oxylipin/Eico-
sanoid-Analytik  scheint dieses
Wissen in Vergessenheit geraten
zu sein — zumindest bei der Mes-
sung von Fettsdurederivaten, die
als specialized proresolving media-
tors (SPMs) bekannt wurden, etwa
Resolvin E1 (Abbildung 1).

Die Gruppe der als SPMs bezeich-
neten Verbindungen ist tiber die Jah-
re gewachsen: Zunachst wurden Li-
poxine beschrieben, es folgten Resol-
vine und schlieflich Verbindungen
wie Neuroprotektine und Maresine.”

Lipoxine und der Grofiteil der Re-
solvine sind dreifach hydroxylierte
mehrfach ungesittigte Fettsduren.
Dazu gehoren die Resolvine E1, E2,
D1, D2. In jiingeren Jahren kamen
zweifach hydroxylierte Verbindun-
gen dazu, etwa Resolvin E3, E4, D5
und Protectin Dx.

Was ist messbar, was nicht?
In einem Review beschiftigten wir

uns vor rund zwei Jahren mit Bil-
dung, Nachweis und Signaltrans-

duktion von SPM durch deren
mutmaflliche Rezeptoren. Dem-
nach léasst sich mit den derzeitigen
analytischen Methoden nicht nach-
weisen, dass dreifach hydroxlierte
SPMs wie Resolvin E1 im menschli-
chen Korper — also in Korperfliis-
sigkeiten, Geweben oder Zellen —
oder in tierischen Modellsystemen
vorkommen." Die Tatsache, dass
genau diese SPMs dennoch in etli-
chen Publikationen beschrieben
werden, geht auf eine irreguldre
Praxis zur Bestimmung der Nach-
weisgrenze zuriick.?) Science und
die Nachrichten aus der Chemie be-
richteten dartiber (doi: 10.1126/
science.abq8439 beziehungsweise
10.1002/nadc.20224132822).

Ein aktueller Artikel bestatigt
diese Kritik:? ,Failure to apply
standard limit-of-detection or limit-
of-quantitation criteria to speciali-
zed pro-resolving mediator analy-
sis incorrectly characterizes their
presence in biological samples®,
lautet der Titel des Matters-Aris-
ing-Artikels in Nature Communica-
tions.?) Wird das international ak-
zeptierte s/n-Verhiltnis zur Bestim-
mung genutzt, ldsst sich somit
nicht belegen, dass viele der SPMs
in Proben vorkommen oder gar
mit einer biologischen Wirkung im
Zusammenhang stehen.

Betrachtet man die Situation dif-
sich die
SPMs in zwei Klassen einteilen zu

ferenzierter, scheinen

lassen: Fiir dreifach hydroxylierte
SPMs fehlen Belege fiir Bildungs-
wege, Signalwirkung und Vorhan-
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densein. Von den zweifach hydro-
xylierten Fettsduren RvE3, RvE4
sowie RvD5 und PDx lassen sich —
beispielsweise in humanen Makro-
phagen — zumindest geringe Men-
gen finden.?)

Reaktionen auf die Kritik

In ihrer Antwort auf den Matters-
Arising-Artikel in Nature Commu-
nications beteuern die Autoren
weiterhin, dreifach hydroxylierte
SPMs bestimmen zu kénnen.? Da-
bei zeigen sie allerdings Peaks, die
schwerlich auswertbar sind (Abbil-
dung 2). Ebenso nutzen sie ein
nicht addquates Mittel, um das Sig-
zu  be-
stimmen. Bei den gezeigten Chro-

nal-zu-Rausch-Verhiltnis

matogrammen muss man kein Ex-
perte fiir analytische Chemie sein,
um zu erkennen, dass sich die Fli-
che unter derartigen Peaks unmog-
lich

lasst.

reproduzierbar integrieren

Kritik an einer einzelnen Publi-
kation und den darin enthaltenen
Methoden ist in der Wissenschaft
normal. Trotz hoher Standards der
Review-Prozesse konnen manche
Fehler und Fehlinterpretationen
erst durch die Kritik der wissen-
schaftlichen Gemeinschaft korri-
giert werden. Eben dafiir gibt es
Rubriken wie Matters Arising oder
den Letter to the Editor.

Die Folgen fiir die Interpretation

Bei der SPM-Analytik ist aber nicht
nur eine, sondern es sind zahlrei-
che Arbeiten betroffen und damit
fast ein gesamtes Forschungsfeld.
Dieses fiel tiber Jahre hinweg nicht
auf, da mehrere Gruppen statt rea-
ler LC-MS-Daten Illustrationen als
Abbildungen publizierten (Abbil-
dung 2): Viele Arbeiten mussten
nun als Folge der Diskussion korri-
giert werden. Dabei wurden aber
in den meisten Fallen die kritisier-
ten Abbildungen lediglich ent-
fernt.5® Die in der Korrektur einer
anderen Arbeit? immerhin gezeig-
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Abb. 1. LC-MS/MS-Chromatogramme zur Verdeutlichung des Signal/Rausch-Verhaltnisses (s/n).
Es wurden steigende Konzentrationen des Resolvins E1 (RvE1) injiziert. Dabei ist zunachst kein

Peak zu erkennen. Bei einem s/n von 3 wird die Nachweisgrenze festgelegt, bei einem s/n > 5 die
Bestimmungsgrenze.* Zusitzlich ist die Strukturformel von RvE1 gezeigt.
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Abb. 2. Vermeintliche Detektion
von specialized proresolving lipid F
mediators (SPMs) in biologischen o
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ten Rohdaten-Peaks erscheinen
aber — wie in der diskutierten Ant-
wort in Nature Communications —%
unmoglich valide quantitativ aus-
wertbar (Abbildung 2).

Basierend auf der vermeintlichen
Quantifizierung der SPMs zogen
die Autor:innen in diesen beiden
Publikationen Schliisse zur Bedeu-
tung von SPMs bei der Krankheits-
entstehung von Rheuma* und
HIV?. Andere Arbeiten beschrei-
ben in dhnlicher Weise die Rolle
der SPMs bei einer Vielzahl patho-
physiologischer Prozesse.

Klar ist: Viele Interpretationen
lassen sich nicht aufrechterhalten,
wenn die zugrundeliegende SPM-
Analytik nicht valide ist.

Im Hinblick auf den wissen-
schaftlichen Fortschritt und unser
Verstandnis der Wirkung von Li-
pidmediatoren und ihrer Rolle in
der (Patho-)Physiologie ist nun die

AUF EINEN BLICK

Bestimmten Fettsdurederivaten, den spe-
cialized proresolving mediators, wird eine
biologische Funktion zugeschrieben.

Wie Forschungsergebnisse zeigen, basiert
diese Annahme hadufig auf wissenschaft-
lich falsch interpretierten Messergebnis-
sen. Eine Neubewertung der Bedeutung
dieser Substanzen ist notig.

Altere Publikationen sollten daher vor einer
Zitation kritisch geprift werden.

wissenschaftliche ~ Gemeinschaft
gefordert: Sie muss prifen, welche
Verbindungen tatséchlich vorkom-
men und aktive Lipidmediatoren
sind.

Diesem Anspruch folgend wurde
bereits eine Studie'” im Hinblick
auf die biologische Bedeutung der
SPMs neu interpretiert. Dazu wur-
den die SPM-Chromatogramme
unter Anwendung der internatio-
nal anerkannten Vorgaben noch-
mals ausgewertet (Preprint: doi:
10.1101/2023.03.06.530669): Die Au-
toren halten die SPM-Beobachtun-
gen nun nicht mehr fir wissen-
schaftlich belastbar.

Eine umfassende Neubewertung,
welche Bedeutung die dreifach hy-
droxylierten SPMs haben und ob
sie Botenstoffe der Entziindungs-
auflosung sind, steht aber noch
aus. Hierbei gilt es nicht nur, sie in
in biologischen Proben nachzuwei-
sen, sondern auch die Bildungswe-
ge und die Signaltransduktion
iiber Rezeptoren kritisch zu prii-
fen.

Vor diesem Hintergrund sollten
SPM-
Paradigma nicht unkritisch in die
eigenen Texte tibernehmen. Denn
moglicherweise hat sich das SPM-
Paradigma iiber die Jahre tiber sol-
che Zitationsketten etabliert, weil

Wissenschaftler:innen das

problematische Originaldaten
durch zahlreiche Reviews verste-
tigt und vervielfaltigt wurden. So
wurde ein fiir Aulenstehende at-

traktives Konzept in der Literatur
aufgebaut, obwohl es vielen auf
diesem Gebiet Forschenden seit
Jahren aufgrund der fragwiirdigen

Datenbasis ~ problematisch  er-
schien. [
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