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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Zielsetzung

Biologische Membranen sind flr das Leben unerlasslich, da sie eine Abgrenzung
eines Systems zu seiner Aulienwelt ermoéglichen. Fur die Zelle dienen sie der
Kompartimentierung von Reaktionsraumen und machen so die Regulation
biologischer Prozesse moglich. Dabei fungiert die Plasmamembran als aulRere Hulle
der Zelle. Bei eukaryotischen Zellen erfolgt eine Unterteilung der Zelle in
verschiedene Organellen wie den Zellkern, die Mitochondrien und weitere
Kompartimente, die jeweils durch eine Membran begrenzt werden. Zusatzlich zur
Funktion der Strukturgebung wirken Zellmembranen als hochselektive Permeabilitats-
schranken flr lonen und Molekule, wodurch die Zusammensetzung des
intrazelluldaren oder -organellen Milieus reguliert wird. Die wichtigen biologischen
Energiegewinnungsprozesse der Photosynthese und der oxidativen Phosphorylierung
laufen an Membranen ab. Membranen besitzen aullerdem spezifische Rezeptoren fur
aulere Reize, oder sie erzeugen selbst Signale, die chemischer oder elektrischer
Natur sein konnen. Bei der intra- und interzelluldaren Kommunikation von Zellen
spielen sie somit eine zentrale Rolle.

Fiar Zellen des Immunsystems ist diese Kommunikation bei der Erkennung fremder
Substanzen, der geregelte Weiterleitung entstehender Signale und der
nachfolgenden Reaktion besonders wichtig. Strukturen der Plasmamembran treten
beispielsweise als erstes mit Pathogenen in Kontakt und mussen diese zuverlassig
erkennen kdonnen. Membranumschlossende Funktionseinheiten in phagocytierenden
Zellen wie z.B. Makrophagen nehmen die Pathogene auf und zersetzen sie im sauren
Milieu der Phagolysosomen.

Membranen entstehen durch die Selbstorganisation amphiphiler Molekile, der
Membranlipide, die in wassrigen Losungen Doppelschichten mit speziellen
physikochemischen Eigenschaften ausbilden. Mit dieser Lipid-Doppelschicht sind
Proteine transmembran oder peripher assoziiert. Die Membranlipide weisen eine
grolle chemische und strukturelle Heterogenitat auf, die offensichtlich zu der

strukturellen und funktionalen Vielfalt der Membranen fuhrt. Dabei dienen die



EINLEITUNG

Membranlipide nicht ausschlie3lich als inerte Matrix flr die in der Zellmembran
eingelagerten Proteine, sondern erfullen auch regulatorische Funktionen. Lipide
konnen dabei als second-messenger agieren oder durch die fein gesteuerte
Bereitstellung von Membranbereichen unterschiedlicher Fluiditaten eine grolere
Rolle an regulatorischen Prozessen spielen als bisher angenommen. Diese
Membranmikrodomanen, haufig auch als ,Lipid-Rafts“ bezeichnet, gelten als
Plattformen fur die Signaltransduktion, indem sie beispielsweise Rezeptorproteine in
Komplexen zusammenfuhren und stabilisieren. Eine genauere Kenntnis der
Mechanismen ihrer Bildung und ihrer Struktur kann zu einem besseren Verstandnis
der regulativen Vorgange in biologischen Systemen flhren.

Sehr viele Untersuchungen befassen sich ausschliellich mit den Rezeptorkomplexen
innerhalb der Membranmikrodomanen. Durch ihre strukturgebende Eigenschaft sollte
aber auch ihre Lipidzusammensetzung bekannt sein. Besonders wichtig ist dabei, ob
in unterschiedlichen Zellzustanden die Lipidkomposition in den
Membranmikrodomanen von der Zelle reguliert wird und somit Anderungen unterliegt.
Ein weiteres interessantes Beispiel fir die Untersuchung der Anderung der
Lipidkomposition subzellularer Kompartimente sind die Phagosomen von z.B.
Makrophagen vor und nach der Aufnahme von sich intrazellular vermehrenden
Bakterien.

Die Lipidanalytik biologischer Proben hat in den letzten Jahren an Bedeutung
gewonnen und fuhrt inzwischen, anlehnend an die Genom-, Proteom- und
Glykomuntersuchungen, zum Forschungsfeld der Lipidom-Analytik (lipidomics). Zur
Lipidzusammensetzung von Membranmikrodomanen gibt es in der Literatur allerdings
bisher nur sehr wenige experimentelle Daten. Dies ist unter anderem darin begriindet,
dass fur die Untersuchung meist nur sehr wenig Material zur Verfugung steht, die
Isolation der amphiphilen Moleklule schwierig und verlustreich ist und eine
Lipidanalytik aufgrund der Vielfaltigkeit der chemischen Strukturen aufwandig ist.
Insbesondere bei der fur die Bearbeitung immunologischer Fragestellungen wichtigen
Analyse von humanen Primarzellen, fir die sehr wenig Ausgangsmaterial zur
Verfligung steht, ist eine Lipidanalytik daher schwierig. Zwar lassen sich mit Hlilfe
immunchemischer Methoden einige Lipide sehr sensitiv nachweisen, diese
Untersuchungen kénnen aber keine nur anndhernd vollstédndige Ubersicht tber die

komplexe Zusammensetzung eines Lipidoms liefern.
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Das Ziel dieser Arbeit war die Erarbeitung und Etablierung einer sensitiven,
detaillierten und quantitativen Lipidanalytik, die es gestattet, Lipidmuster subzellularer
Kompartimente zu erfassen und zu vergleichen. FUr die massenspektrometrische
Analytik  sollten die Vorteile der hochauflésenden  Fourier-Transform
Massenspektrometrie genutzt werden. Die Einsatzfahigkeit der Methode sollte
beispielhaft durch die Erfassung der Lipidkomposition von Membranmikrodomanen

unstimulierter sowie stimulierter immunkompetenter Zellen aufgezeigt werden.

1.2. Einflihrung in die Thematik

Zur Einfiihrung in die Thematik soll zundchst ein Uberblick der Strukturvielfalt
zellularer Lipide erfolgen. Anschliel3end wird auf den Aufbau biologischer Membranen
und deren biophysikalische Eigenschaften eingegangen. Es werden anschlielRend die
Modellvorstellung der Membranunterstrukturen, der Membranmikrodomanen,
beschrieben und die Hinweise auf ihr Vorkommen in Zellen aufgezeigt. Zum Abschluf3
dieses Kapitels werden Methoden zur Untersuchung der Membrandomanen und der

Lipidanalytik vorgestellt.

1.2.1. Lipide

Lipide sind von den Naturstoffklassen neben Proteinen, Kohlenhydraten und
Nukleinsauren die vierte, grole Gruppe, die als gemeinsames Merkmal die
Loslichkeit in apolaren Losungsmitteln und die damit einhergehende Hydrophobizitat
aufweisen (von griechisch lipos, das Fett). Sie werden in Fettsaurederivate (z.B.
Wachse, Glycerolipide, Sphingolipide, Prostaglandine) und Isoprenoide wie z.B.
Steroide eingeteilt. Eine Ubersicht ber die Heterogenitat biologischer Lipide zeigt
Abbildung 1.1.

11
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Lipide
FettsGure- .
. Isoprenoide
derivate
freie Oxygenierte Ewsianthd Steroid- Lipidvitamine
FettsGuren FettsGuren hormone
Fettsaureester
Linolsciure Fettsaureether Prostaglandine
Linolensciure Fettsureamide Leukotriene
. g - Cholesterol- .
Wachse Glycerolipide Sphingolipide ST Gallensauren
Triacontanylpalmitat Cholesteryl- Cholsdaure
(Bienenwachs] linoleat Taurocholsture
neutrale Glycero- Glykosphingo-  Phosphosphingo-
Glycerolipide = phospholipide lipide lipide
Triacylglycerin - Phosphatidylcholin Cerebroside Sphingomyelin Osiradiol Vitamine
Sphingomyelin Ganglicside Tesfosteron A D E K

Abbildung 1.1: Hauptklassen biologisch relevanter Lipide. Beispiele flr einzelne Spezies

sind kursiv dargestellt. Abbildung modifiziert nach Lottspeich .

So heterogen sich die Stoffklasse darstellt, so mannigfaltig sind auch die einzelnen
Funktionen, die die verschiedenen Substanzen in biologischen Systemen erflllen. Sie
dienen beispielsweise als Energiespeicher, kdnnen als Hormone oder als second
messenger aktiv an Stoffwechselprozessen teilnehmen %2 oder erfiillen strukturelle
Funktionen wie die Bildung von selbst organisierten, nicht kovalenten
supramolekularen Strukturen wie Micellen, Vesikeln und die Lipid-Doppelschichten
biologischer Membranen *.

Im Folgenden wird speziell auf die an der Bildung von biologischen Membranen
beteiligten und daher im Rahmen der Arbeit behandelten Lipidklassen eingegangen.
Neben der komplizierten Nomenklatur der Substanzen nach IUPAC exisitieren
verschiedene Vorschlage zu vereinfachten Bezeichnungen, so auch relativ neue °,
was die Aktualitat der Thematik verdeutlicht. Die Bezeichnung der Lipide erfolgt in
dieser Arbeit anlehnend an die Nomenklatur, die von Gunstone, Harwood und Padley
(Hrsg) im ,Lipid Handbook®, Verlag Chapman & Hall ® verwendet wurde. Dabei
werden die Fettsaurereste als Anzahl ihrer Kohlenstoffatome und der in der Kette

enthaltenden Doppelbindungen angegeben, so steht z.B. 18:1 flr eine einfach
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ungesattigte, achtzehn C-Atome enthaltende Fettsaurekette. Durch die in dieser
Arbeit angewandte massenspektrometrische Analytik wird die
Bruttofettsdurekomposition angegeben, da die Identifizierung Uber die exakten
Massen ohne Fragmentierungsanalysen keine Information Uber die Verteilung der
Fettsdureketten liefert. So steht z.B. 36:2 flr eine Gesamtzahl von 36 C-Atomen in

den Ketten sowie zwei Doppelbindungen (Tab.1.1).

Bruttofettsaure-
Bezeichnung nach IUPAC Trivialbezeichnung .
komposition

1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
POPE; PE 16:0 und 18:1 36:2
phosphoethanolamin

1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
DOPC; PC 18:1 und 18:1 36:2
phosphocholin

Tabelle 1.1: Beispiele fiir die Nomenklatur von Lipiden. Dargestellt sind Beispiele fir die
Bezeichnungen von Glycerophospholipiden nach IUPAC, die Trivialbezeichnungen sowie die

Bruttofettsaurekomposition.

Eine Membranlipidklasse teilt sich durch die unterschiedlichen Langen und
Sattigungsgrade der gebundenen Fettsaurereste also in verschiedene Subspezies

ein, die in dieser Arbeit vereinfacht als Spezies bezeichnet werden.

1.21.1. Membranlipide

In diesem Kapitel sollen zunachst die strukturgebenden Molekile der Membranen von
Saugetierzellen vorgestellt werden. Andere Organismen, wie Pflanzen oder
Prokaryoten, besitzen ein teilweise davon abweichendes Spektrum an
Membranlipiden, auf das in dieser Arbeit nicht eingegangen wird.

Die membranbildenden Lipide in Saugerzellen lassen sich drei Hauptgruppen
zuordnen. Den gréfliten Anteil machen dabei die Glycerophospholipide aus. Die
zweite groRe Gruppe stellen Cholesterol und Cholesterolderivate. Die dritte Gruppe
besteht aus den Sphingolipiden, die einige Untergruppen mit unterschiedlichen

Strukturmerkmalen beinhaltet.

13
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Glycerophospholipide

Das Grundgerust der Glycerphospholipide besteht aus Glycerol, das an der C-1- und
C-2-Position jeweils mit einem Fettsaurerest und an der C-3-Position mit einem

Phosphat Uber Esterbindungen verknupft ist (Abb. 1.2).

O
/\/\/\/\/\/\/\)L s R= Cholin
/\(\

Ethanolamin
W\/\/\/\/WY Serin
0 Glycerol
/\/\/\/E/\/\/\/\ﬂ/ Inositol
0

Glycerophospholipide

Abbildung 1.2.: Struktur der Glycerophospholipide. Das Glycerolriickgrat mit der
Nummerierung der Kohlenstoffatome ist rot dargestellt. Die hier beispielhaft gezeigten
Fettsaurereste konnen verschiedene Langen und Sattigungsgrade aufweisen. Sie kdnnen
statt der gezeigten Esterbindungen auch Uber Etherbindungen mit dem Glycerol verknupft

sein. Die Kopfgruppe R besteht aus einem der dargestellten Alkohole.

Aufgrund der stereospezifischen Nummerierung der Kohlenstoffatome des Glycerols
werden diese oft mit dem Préfix sn fiir ,stereospecific numbered* gekennzeichnet .
Die Hydroxylgruppe des C-3 des Glycerols ist mit Phosphorsaure verestert. An die
Phosphorylgruppe sind die polaren Kopfgruppen des Molekils ebenfalls Uber eine
Esterbindung mit dem Rest des Molekluls verknupft, die die einzelnen
Glycerophospholipidklassen charakterisieren. Die Kopfgruppe ist ein Aminoalkohol
wie Cholin, Ethanolamin oder Serin bzw. ein Alkohol wie Glycerol oder Inositol (Tab.
1.2).

14
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Polare Kopfgruppe (R) | Ladung bei pH 7 | Glycerophospholipidklasse | Abkiirzung
-CH2-CH2-N+(CH3)3 zwitterionisch Phosphatidylcholin PC
-CH2-CH2-NH3+ zwitterionisch Phosphatidylethanolamin PE
-CH2-CH(COO-)-NH3+ negativ Phosphatidylserin PS
-CH,-CHOH-CH,OH negativ Phosphatidylglycerol PG
myo-Inositol negativ Phosphatidylinositol Pl

Tabelle 1.2: Kopfgruppen der Glycerophospholipide. Sie sind Uber das Phosphat mit dem
Glycerolriickgrat verestert. Angegeben ist die Ladung des jeweiligen Gesamtmolekiils im
neutralen pH-Bereich. Die Bezeichnung nach IUPAC ist im Abklrzungsverzeichnis

dargestellt.

Eine Sonderform der Glycerophospholipide stellt das Cardiolipin dar, das aus zwei
(iber ein Glycerol verkniipfte Phosphatidylglyceroleinheiten besteht 8. Es ist in
Saugerzellen allerdings nur in den inneren Mitochondrienmembranen zu finden.

Trotz der relativ geringen Anzahl an verschiedenen Kopfgruppen exisitiert eine sehr
grolle Anzahl an verschiedenen Glycerophospholipid-Spezies, bedingt durch die
Fettsaurereste, die sich sowohl in Kettenlange als auch in der Anzahl der
Doppelbindungen unterscheiden. In Glycerophospholipiden ist die Fettsdure an der
C-1-Position des Glycerolriickgrates meist gesattigt, wahrend die Fettsauren an den
C-2-Positionen meist ungesittigt sind *'°. Durch die Varianz in den Fettsaureresten
konnen Phospholipide mit identischen Kopfgruppen sehr unterschiedliche strukturelle
Eigenschaften haben. Haufige Fettsdurereste sind 16:0 (Palmitinsaure), 18:0
(Stearinsdure), 18:1 (Olsaure) und 18:2 (Linolsdure). In natirlichen Fettsiuren liegen
Doppelbindungen meist in cis-Konfiguration vor, was zu einem Knick in der
Fettsaurekette fuhrt. Eine als freie Fettsdure wichtige Signalsubstanz in der Zelle ist

die Arachidonsaure 20:4 .

Etherlipide
Neben den estergebundenen Fettsaureresten kommen in tierischen Geweben auch

Glycerophospholipide mit ethergebundenen Fettsaureresten vor. Dabei wird zwischen
Molekulen mit einer einfachen Etherbindung (2-Acyl-1-Alkyl-Glycerophospholipide,

15
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auch Plasmanylspezies genannt) und Molekullen mit einer Enoletherbindung (2-Acyl-
1-Alkenyl-Glycerophospholipide; auch Plasmenylspezies oder Plasmalogene
genannt) an der C-1-Position des Glycerols unterschieden. Der zweite Fettsdurerest
an den C-2-Positionen des Glycerols ist in beiden Fallen Gber eine Esterbindung wie
bei den Diacyl-Spezies der Glycerophospholipide verknlpft. Etherlipide kommen
Uberwiegend mit Ethanolamin oder Cholin als Kopfgruppe vor ® lhr Anteil innerhalb
einer Lipidklasse variiert und kann beispielsweise in der Myelinhllle fur PE bis zu
70% betragen . In humanen Leukocyten steigt der Anteil von plasmenyl-PC durch
die Einwirkung des platelet-activating factor (PAF) . Dies kann ein Indiz dafiir sein,
dass plasmenyl-Spezies durchaus eine Rolle bei entzliindlichen Vorgangen spielen,
z.B. als membranassoziierte Abfanger fur reaktive Sauerstoffspezies durch die vinyl-
Etherbindung '*'°. Die Bedeutung der Etherlipide ist jedoch noch nicht hinreichend
geklart.

Cholesterol

Der Steroidalkohol Cholesterol ist das wichtigste tierische Sterol. Es wird in seiner
Fettsaureesterform gespeichert und transportiert. In der Membran regelt es die
Fluiditat. Das kleine, planare Molekul ist bis auf die C-3-standige Hydroxygruppe
vollstandig hydrophob, interagiert mit den Fettsaurereste der Ubrigen Membranlipide

und kann sich daher gut in die Membranen einbauen (Abb.1.3).

OH

Abbildung 1.3: Chemische Struktur von Cholesterol.

16



EINLEITUNG

Sphingolipide

Sphingolipide sind komplexe Lipide mit einem langkettigen Aminoalkohol als
Grundgerlst (Abb.1.4). In Saugerzellen ist dies meist Sphingosin, das eine 4,5-trans-
Doppelbindung tragt. Zu einem geringeren Anteil wird auch Dihydrosphingosin
nachgewiesen, in dem keine Doppelbindung eingefuhrt ist 216 Das Sphingosin ist
uber eine Amidbindung mit einer langkettigen Fettsdure verbunden. Ohne weitere
gebundene Gruppen wird diese Struktur als Ceramid bezeichnet. Die N-Acylreste der
Ceramide sind haufig langkettige Fettsaurereste wie Lignocerinsaure (24:0) oder
Nervonsaure (24:1).

Sind am Ceramid zusatzliche Gruppen gebunden, werden die Sphingolipide weiter in
Sphingophospholipide und Glycosphingolipide unterteilt (Abb.1.1). Sphingomyelin
(SM) ist das wesentliche Sphingophospholipid in Saugerzellmembranen. Es handelt
sich dabei um ein Ceramid, das mit einem Cholinphosphat verestert ist. Es tragt somit

die gleiche Kopfgruppe wie PC (Abb. 1.4).

Abbildung 1.4: Struktur der Sphingolipide am Beispiel des Sphingomyelins. Das
Sphingosin-Rickgrat ist rot dagestellt. Ist das Sphingosin Uber die Amidbindung mit einer
Fettsdure verknipft, so erhalt man Ceramid. Wird Ceramid mit Cholinphosphat verestert,

erhalt man Sphingomyelin.

Glycosphingolipide sind an der primaren Hydroxygruppe des Ceramids O-
glycosidisch mit einem Mono- oder Oligosaccharidrest verbunden (Abb. 1.5). Sie
werden nach der Anzahl und der Struktur der am Ceramid sitzenden Zuckereinheiten
eingeteilt. Einfache Glycosphingolipide enthalten lediglich ein oder zwei ungeladene
Hexosen in ihrer Kopfgruppe und werden mit einer Zuckergruppe als Kopfgruppe als
Hexosylceramide oder Cerebroside bezeichnet. Das Disaccharid Lactose als

Kopfgruppe fuhrt zu einem Lactosylceramid. Vereinfacht kann z.B. ein
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Lactosylceramid als Gal-Glc-Cer fir Galactosyl (1->4)glucosyl (1->1) -Ceramid
beschrieben werden.

Lactosylceramid
(LacCer)
l l
Glucosylceramid
(GlcCer)
N-Acetyl- | |
galactosamin
Galactose Galactose Glucose
H
/0 —~0 o~
HCi Lo~ AcNH 4%}[ Z&é@: Cer
H 0 HO
1o OH
N-Acetyl-
Neuraminséure
l |
| O |
| Oz )
Gy

Abbildung 1.5: Glycosphingolipide. Beipiele fiir die Kopfgruppen in Glycosphingolipiden.
Die Mono- oder Oligosaccharide sind Uber eine O-glycosidische Bindung mit dem Ceramid
verknupft. Eine oder zwei Zuckergruppen am Ceramid ergeben die Cerebroside, hier als
Glucosyl- bzw. Lactosylceramid bezeichnet. Ist eine Komponente der Kopfgruppe eine
Sialinsaure, so wird die Substanz als Gangliosid bezeichnet. Die Nomenklatur der in der

Abbildung gezeigten Ganglioside GM1, GM2 und GM3 ist nach Svennerholm '’ angezeigt.

Komplexe Glycolipide, deren Kopfgruppe eine oder mehrere Sialinsauren enthalt,
werden als Ganglioside bezeichnet. Sie tragen bei pH 7.0 eine negative Ladung. In
Saugerzellen ist N-Acetylneuraminsaure die haufigste Sialinsaure. Glucose,
Galactose und N-Acetylgalactosamin sind weitere Zucker der Gangliosid-

Kopfgruppen. Ganglioside sind sehr komplexe Substanzen, die nach der Anzahl und
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Struktur sowie Bindungsart der Zuckereinheiten eingeteilt werden. Nach der
Nomenklatur nach Svennerholm werden die Ganglioside nach ihrer Anzahl der
Sialinsduren im Molekul und der Abfolge in der Dunnschichtchromatographie
eingeteilt '”. Bei GM1 handelt es sich beispielsweise um eine Monosialo-Gangliosid,

also ein Molekul mit einer Sialinsaure (Abb. 1.5).

1.2.1.2. Biosynthese von Membranlipiden

Die de-novo Synthese von Glycerophospholipiden und Cholesterol erfolgt im
endoplasmatischen Reticulum (ER) '®. Die Biosynthese der Sphingolipide beginnt
ebenfalls im ER mit der Synthese von Ceramid, das nachfolgend im Golgi-Apparat zu
SM und Cerebrosiden erweitert wird '*?°. Die weiteren Zuckerkomponenten der
komplexen Glycosphingolipide werden durch Glycosyltransferasen ebenfalls im Golgi-
Apparat angefugt. Die fertigen Lipidmolekile werden hauptsachlich uber Endo- und
Exocytose, aber auch durch Proteine wie Flippasen oder Translokasen zu den
verschiedenen Zielmembranen und -positionen transportiert 2'. Dieser Transport
erfolgt sehr selektiv und erfordert daher eine genaue Regulation, da die
verschiedenen Organellen unterschiedliche Zusammensetzungen ihrer sie

umgebenden Membranen haben (siehe Kapitel 1.2.2).

1.2.1.3. Funktionen von Membranlipiden

Die wesentliche Funktion von Lipiden innerhalb der Zelle ist die Ausbildung von
zellularen Membranen. Allen an der Membranbildung beteiligten Lipiden ist ihr mehr
oder wenig ausgepragter amphiphiler Charakter gemeinsam. Dieser ist die
Grundvorausetzung zur Bildung der biologischen Membranen. Die vorgestellten
Membranlipide bilden in wassrigen Umgebungen spontan Aggregate, wobei die
hydrophilen Molekiilteile dem wassrigen Medium zugewandt sind *. Dabei bilden sich
neben micellaren Strukturen auch Liposomen, die aus einer Doppelschicht Lipiden
bestehen, wobei sich die Fettsaurereste der Lipide im Innern dieser Doppelschicht
gegenuberstehen. Liposomen stellen die Grundstruktur biologischer Membranen

stark vereinfacht dar.
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Einige Lipidklassen und —spezies haben neben ihrer Funktion als Membranlipide
weitere  Funktionen. Beispielsweise dient Pl als Vorlaufermolekal fr
inositolbasierende second messenger (z.B. Inositol-1,4,5-trisphosphat) 2. Komplexe
Glycosphingolipide spielen eine grof’e Rolle bei der Zell-Zell-Erkennung und der
Zelladhasion und dienen an der Zelloberflache als Rezeptoren flir biologisch aktive

Substanzen 2.

1.2.2. Biologische Membranen

1.2.2.1. Struktur und biophysikalische Eigenschaften zellularer Membranen

Wie bereits erwahnt, bilden die im obigen Abschnitt vorgestellten Membranlipide die
Grundlage der zellularen Membranen. Biologische Membranen sind Aggregate von
Lipiden und Proteinen. Das in modifizierter Form immer noch als glltig geltende
Modell fur die Organisation biologischer Membranen entwickelten Singer und
Nicolson Anfang der Siebziger Jahre ?*. Als sogenanntes ,Fliissig-Mosaik-Modell*
beschreibt es biologische Membranen als zweidimensionale Flussigkeiten, in denen
sich die einzelnen Lipide und Membranproteine permanent in lateraler Bewegung
befinden.

Das Grundgerust solcher Membranen ist eine Lipid-Doppelschicht von etwa 6 nm
Dicke, in die Proteine eingebettet sind (Abb.1.6). Diese wird von hydrophoben
Wechselwirkungen, van der Waals-Kraften und nicht-kovalenten Bindungen wie
Wasserstoffbricken in den Bereichen der polaren Kopfgruppen
zusammengehalten %°. Die Proteine kdnnen dabei als integrale (transmembran) oder
als periphere Membranproteine mit der Membran assoziiert sein. Die peripheren
Membranproteine tragen dabei einen lipophilen Anker, der sie in der Membran
festhalt. Dies kann in Form einer Acylierung, einer Prenylierung oder durch die

Kopplung an ein glycosiliertes Phosphatidylinositol 2 geschehen.
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Abbildung 1.6: Fliissig-Mosaik Modell einer biologischen Membran nach Singer und
Nicolson. Die Membranlipide lagern sich im wassrigen Umfeld als Lipid-Doppelschicht an,
wobei die polaren Kopfgruppen nach auflen orientiert sind und sich die hydrophoben
Fettsdureketten im Innern der Doppelschicht befinden. In die Lipid-Doppelschicht sind

transmembrane und periphere Membranproteine eingelagert.

Die Lipidzusammensetzung biologischer Membranen variiert zwischen den
unterschiedlichen Membranen eukaryotischer Zellen und auch zwischen den zwei
Einzelschichten der Doppelschicht. Die transversale Verteilung der Lipidklassen uber
die Doppelschicht ist asymmetrisch ?"?2°  PC und SM sind sowohl in der
Plasmamembran als auch in den intrazellularen Membranen eher auf der zur
extrazellularen Seite gerichteten Schicht des Bilayers angereichert. PE und PS
befinden sich hingegen eher, PS fast ausschliel3lich, auf der jeweils inneren Seite der
Lipid-Doppelschicht. Cholesterol ist in beiden Schichten lokalisiert. Glycosphingolipide
sind nur auf der auReren Seite der Plasmamembran zu finden, in inneren Membranen
sind sie nicht anzutreffen. Die Wanderung eines Moleklls von einer
Membranoberflache zur anderen wird transversale Diffusion oder ,flip-flop“ genannt.
In Erythrocyten sind Transferraten von 5 min fur PS und von bis zu mehr als 10
Stunden fiir PC und SM beschrieben worden #'. Die Transferraten hangen von der
Kopfgruppe als auch von der Lange und dem Sattigungsgrad der

Fettsaurekettenreste ab *°. Die Asymmetrie der Membran wird zum einen durch die
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sehr langsame transversale Diffusion aufrechterhalten und zum anderen durch
spezielle Transport-Proteine *'.

Eine Anderung dieser sehr genau kontrollierten Verteilung der Lipide in den
Zellmembranen ist meist ein Indiz fur eine Dysfunktion oder das Zeichen fur eine
Anderung der Zellfunktion. So ist ein Anstieg des Anteils an PS in der duReren
Membran z.B. ein Zeichen fiir eine beginnende Apoptose *?, kann aber auch auf
Erkrankungen wie z.B. Diabetes hinweisen *°.

Nach der Einfuhrung der biologischen Membranen und ihrer strukturgebenden
Komponenten, der Membranlipide, soll nun auf Unterstrukturen eingegangen werden,
die in Modellmembranen beobachtet wurden und deren Existenz auch in
Zellmembranen inzwischen als gesichert angesehen wird. Somit muss das Flussig-
Mosaik-Modell nach Singer und Nicolson inzwischen modifiziert betrachtet werden.
Jede Membranlipidspezies hat einen charakteristischen Schmelzpunkt (Ty,). Die T
variieren stark zwischen den einzelnen Lipidklassen und wird durch die chemische
Strukturen der Kopfgruppe und den Fettsaureketten eines Molekulls bestimmt. So
haben z.B. Sphingolipide einen hohen T, (Bsp Palmitoyl-SM, 41,4°C) 3% Im
Gegensatz dazu weisen Glycerophospholipide mit ungesattigten Fettsaureresten
niedrige T auf (Beispiel POPC, -2,9°C) *.

Bei einer Temperatur unterhalb von T, befindet sich eine Lipid-Doppelschicht in der
sogenannten Gelphase (solid-ordered; s,), in der die Acylketten relativ fest und
geordnet sind. Oberhalb von T, befindet sich die Doppelschicht in der flissig-
kristallinen (liquid-disordered; |5) Phase, in der die Acylketten lose gepackt und
ungeordnet sind ¢

Eine Doppelschicht bestehend aus einem binaren Lipidgemisch mit unterschiedlichen
Tm segregiert bei einer Temperatur zwischen beiden T, in eine Gel- und eine Ig-
Phase >, Setzt man der Doppelschicht Cholesterol zu, so entstehen statt starren
so-Phasen Bereiche, in denen die Fettsaurereste der Lipide geordnet vorliegen, die
sich aber lateral schnell bewegen, die sogenannten liquid-ordered (l,) Phasen 3%4°,
Werden zwei Lipide unterschiedlicher T, und Cholesterol gemischt, so resultiert dies
bei Temperaturen zwischen den T, beider Lipidkomponenten in einer Doppelschicht,
die sowohl lg- als auch l,-Phasen aufweist *'*?*®. Dabei interagiert das kleine, planare
und sehr hydrophobe Cholesterol mit den gesattigten Acylketten und verhindert die

Bildung einer s,-Phase *****®  Besonders stark ist die Wechselwirkung zwischen
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Cholesterol und Sphingolipiden, da die sphingoide Base Wasserstoffbricken zur
Hydroxygruppe des Cholesterol ausbilden kann *"“®. Auch hinzugegebene GPI-
verankerte Proteine lagern sich in den l,-Phasen ein *°.

In einer flussigen (lg) Phase kdnnen sich also durch die Akkumulation bestimmter
Lipidspezies rigide Bereiche (l,) ausbilden, die sogenannten Membranmikrodomanen
% Dies ist in Abbildung 1.7 fiir eine Modellmembran aus DOPC, SM, Cholesterol und

einem GPl-verankerten Protein dargestellt *>*.

3.5

PC PC und SM SMund
Cholesterol Cholesterol

Abbildung 1.7: Rasterkraftmikroskopische Aufnahme der Mikrodoménenbildung in
einer Modellmembran und Schema der Doménenbildung. Die Modellmembran besteht
aus DOPC (2x18:1, rote Bereiche), SM (dunkle Bereiche) und Cholesterol und wurde auf eine
inerte Tragersubstanz aufgebracht. Cholesterol lagert sich in beide Phasen ein. Die hellen
Spitzen sind die Abbildungen der plazentalen alkalischen Phosphatase, ein GPI-verankertes
Protein, das sich in den rigiden Domanen anreichert *°. Das Schema rechts zeigt die
Prinzipien der Doménenformation *. Die langen SM-Molekiile bilden mit Cholesterol eine eng
gepackte, rigide Phase aus, die eine grofiere Dicke als die fluiden Bereiche aufzeigt und

somit im Hohenbild der rasterkraftmikroskopischen Aufnahme abbildbar ist.

1.2.2.2. Membranmikrodomanen in zellularen Membranen

Zellmembranen bestehen aus einer Vielzahl unterschiedlicher Lipidklassen und
-spezies mit sehr unterschiedlichen Fluiditaten und T,,. Cholesterol wirkt regulierend
auf die Membranfluiditat und ist in nattrlichen Membransystemen mit einem grof3en
Anteil vertreten, der bis zu 28% (w/w) am Gesamtlipidgehalt ausmachen kann %. Die
Aufrechterhaltung bzw. Steuerung der Membranfluiditat ist essentiell fur die

Funktionen der Zelle, z.B. bei der Anpassung an die Umgebungstemperatur #°. Daher
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stellt sich die Frage, ob das in Modellmembranen beobachtbare Phanomen der
Koexistenz verschiedener Phasen auch in naturlichen Membransystemen existiert
und welche Funktion dieses haben konnte. Erste Hinweise auf eine laterale
Phasenseparation in biologischen Membranen wurden an Fibroblasten gefunden, aus
denen detergensresistente Membranbereiche extrahiert werden konnten *°. Brown
und Rose entdeckten 1992, dass sich auch GPIl-verankerte Proteine durch die
Behandlung mit kalten, nicht-ionischen Detergentien wie Triton X-100 (TX-100) nicht

> Diese als Detergens-resistente Membranen (DRM)

solubilisieren lie3en
bezeichneten Strukturen zeigten auller der Anwesenheit von GPI-verankerten
Proteinen eine Anreicherung von Cholesterol und Sphingolipiden °*°3. Das Abfangen
des Cholesterol in der Zelle durch Methyl-B-Cyclodextrin verhinderte in den meisten
Fallen die Ausbildung der DRM °*. Die Resistenz gegeniiber Detergentien wird der

55,56 und

hohen Packungsdichte der Lipidmolekile in den l,-Domanen zugeschrieben
die isolierten DRM damit den Membrandoménen in der l,-Phase °*®. Simons und
Ikonen entwickelten aus dieser Beobachtung das Modell der lipid rafts® in
Zellmembranen *°, dass die Membranmikrodomanen als Plattformen fiir
Signalvorgange sowie als Beteiligte an Membrantransportvorgangen beschreibt und
sie somit funktionalisiert.

Membranmikrodomanen in Zellen gelten als hochdynamische Strukturen, deren
Durchmesser zwischen einigen Nanometern bis zu mehreren hundert Nanometern
angegeben wird ©0:61:6263.64

Als Sonderform der Membranmikrodomanen werden die Caveolen betrachtet ®°. Hier
ist das mit Cholesterol interagierende Protein Caveolin mit dem rigiden

rt ®57 was zu einer Einstiilpung der Membran fiihrt. Dieses

Membranbereich assoziie
ist im Elektronenmikroskop deutlich sichtbar .

Membranmikrodomanen wird eine Vielzahl zellularer Funktionen zugesprochen. Sie
erfullen beispielsweise mannigfaltige Aufgaben bei vesikularen Transportvorgangen
wie der Endocytose und Membranverteilungsprozessen 707172 |nfizierende Partikel
wie Prionen oder die fur Alzheimer'sche Krankheit zustandigen Peptide nutzen Uber

737475 Viren, Bakterien und

Membranmikrodomanen vermittelte Exocytosewege
Parasiten kdbnnen Membranmikrodomanen als Eintrittspforte in die Wirtszelle nutzen
76.77.7879 Membrandoménen scheinen auch an der Aufrechterhaltung der Zellstruktur

beteiligt zu sein, da gezeigt wurde, dass sie mit dem Cytosklelett assoziiert sind 8%°",
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Die wichtigste Funktion der Membranmikrodomanen scheint jedoch in der
transmembranen Signaliibertragung zu liegen "%,

Eine besondere Rolle spricht man ihnen bei der Signallibertragung bei Zellen des
Immunsystems zu %*®*. Die an der adaptiven Immunantwort beteiligten multichain
immune recognition receptors (MIRRs) sind oft membrandomanenassoziiert °°.
MIRRs I6sen nach der Bindung eines Liganden eine Signalkette aus, die Uber eine
ganze Reihe an weiteren Proteinen lauft und von Proteinen wie beispielsweise src-
Kinasen unterstitzt wird. MIRRs sind beispielsweise der T-Zell-Rezeptor (T cell

86,87,77 88 und der

receptor, TCR) , der B-Zell-Rezeptor (B cell receptor, BCR)
Immunglobulin E-Rezeptor FceRI, der bei einer Vernetzung zu einer Stabilisierung
und VergréRerung der mit ihm assoziierten Proteine fiihrt %°. Zur Weiterleitung der
Signale bendtigte Proteine wie die Kinasen der src-Familie wurden ebenfalls in
Membranmikrodoménen gefunden %>, Auch bei Signaliibertragungen des
angeborenen Immunsystems spielen Membranmikrodomanen eine Rolle. Bakterielle
Endotoxine, die Lipopolysaccharide (LPS), werden vom Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) in
Verbindung mit MD2 erkannt *'. Auch ein GPIl-verankertes Protein, das CD14, ist an
der Erkennung beteiligt. TLR4 ist nach einer Stimulation der Zelle in
Membranmikrodomanen zu finden Eine Verminderung des Cholesterolgehaltes der
erkennenden Zelle fiihrt zu einem Verlust der LPS-Responsivitat %.

Auch wenn die Untersuchung und somit der Nachweis von Membranmikrodomanen
in Zellen schwierig ist, so gibt es doch eine Fllle an Hinweisen auf die Beteiligung

von Membranmikrodomanen an einer Vielzahl zellularer Prozesse.
1.2.3. Methoden der Analyse von Membranmikrodomanen

Zur Untersuchung des komplexen Themas der Domanenbildung in Membran-
systemen steht eine ganze Reihe an Methoden zur Verfigung. Dabei sind
Untersuchungen von Modellmembranen durch deren definierte Zusammensetzung
relativ einfach durchzufuhren. Phasenubergange von Lipidmischungen konnen

% und mittels IR-

beispielsweise anhand von Filmwaagenexperimenten
Spektroskopie ** untersucht werden. Die Domanenbildung in artifiziellen Membranen
lasst sich auch mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie und der Fluoreszenzmikroskopie

untersuchen 9°:96:64.49.97
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Bei Untersuchungen ex vivo werden die Domanen meist wie beschrieben mit Hilfe
von Detergentien isoliert. Am haufigsten wird dabei TX-100 verwendet, es wurden
aber auch Studien mit anderen Detergentien wie z.B. Brij-58 und Brij 35, CHAPS und
Lubrol WX durchgefiihrt ®®. Inzwischen wird die Extraktion der Domanen mittels des
Einsatzes von Detergentien kontrovers diskutiert ', Diese Diskussion kann durch
die Anwendung alternativer Isolationsverfahren, die die Domanen ohne die

Einwirkung eines Detergenz aus dem Zellmembranverband 16sen 0102

, umgangen
werden.

Einige Moleklle wurden als konstitutiv in den Membrandomanen angereichert
gefunden. Dazu gehéren z.B. das Gangliosid GM1 %1% das 48 kDa-Protein Flotillin
105106107 " qas 22 kDa-Protein Caveolin '® und auch GPl-verankerte Proteine '%°.
Diese Moleklile werden als Marker bei der Charakterisierung zellularer
Membranmikrodomanen verwendet.

Die Untersuchung der Domanen innerhalb von Zellen ohne deren Isolation erwies
sich als deutlich komplizierter, ist aber bei der Diskussion der Domanenbildung in vivo
unerlasslich. Inzwischen wurden dazu eine Reihe optischer Methoden etabliert.
Beispiele sind Untersuchungen fluoreszenzmarkierter Lipide mit konfokaler

Mikroskopie 1o,

Experimente zur Kolokalisation von als
membrandomanenassoziiert beschriebenen Moleklilen erfolgten mit Férster
resonance energy transfer (FRET) — Untersuchungen, fluorescense recovery after

112,113,114

photobleaching (FRAP) - Untersuchungen , und elektronenmikroskopischen

Untersuchungen wurden an fixierten Zellen durchgefiihrt ''°. Auch das single particle

116,117

tracking zeigte den Aufenthalt bestimmter markierter Molekulle in distinkten

Bereichen der zelluldren Membran ©'1'8,

Ein weiterer Weg, die Bildung von Membranmikrodomanen in Zellen zu untersuchen,
ist das Beseitigen des zur Formation der Domanen bendétigten Cholesterols z.B.
durch das Abfangen des Molekiils beispielsweise durch Methyl-B-Cyclodextrin ®'. Die
Ergebnisse der Untersuchungen an ganzen Zellen untermauern die Annahme der
Existenz von Membrandomanen in Zellen.

Die Bildung von Membranmikrodomanen ist anhand von Modellmembranen gut
charakterisiert. An naturlichen und daher sehr komplexen Membransystemen ist die
strukturelle Membranintegritat jedoch wenig untersucht. Dies ist durch die schwierige

Handhabung der Proben bedingt. Es ist nur schwer mdglich, intakte
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Membranbereiche natlrlichen Ursprungs nach einer Extraktion in ihrer Struktur zu
erhalten und zu analysieren. Daher erfolgen die meisten Untersuchungen an
Membranmikrodomanen Uber die enthaltenden Proteine oder anhand von
Kolokalisationsuntersuchungen einzelner markierter Molekdle in intakten Zellen.

Eine detaillierte Aufklarung der Lipidzusammensetzung und die Berlcksichtigung der
biophysikalischen Eigenschaften der gefundenen Molekule konnen zu einem
besseren Verstandnis der Bildung und Regulation der Membranstrukturen beitragen.

1.2.4. Methoden der Lipidanalytik

Eine detaillierte und vor allem quantitative Analytik aller der in einer Membran
vorkommenden Lipide mit klassischen Methoden ist extrem schwierig, da es sich bei
Lipiden um eine sehr heterogene Stoffklasse sehr ahnlich strukturierter Molekule
handelt. Um die Lipidzusammensetzungen von Zellen oder Zellkompartimenten direkt
vergleichen zu kdnnen, bedarf es der Etablierung einer quantitativen, reproduzier-
baren und detaillierten Lipidanalytik. So kdnnten Vergleiche der Lipidmuster zwischen
verschiedenen Stadien oder Zustanden der Zellen zu neuen Erkenntnissen Uber die
Feinstruktur, Erhaltung und die genauen Funktionen von Membranen fuhren.
Angewandt kénnte der Nachweis von Anderungen in den Lipidzusammensetzungen
biologischer Proben zu diagnostischen Zwecken bei den verschiedensten
pathologischen Veranderungen ausgenutzt werden.

Bei der Extraktion von Lipiden aus subzellularen Kompartimenten erhalt man sehr
geringe Materialausbeuten. Dies ist besonders bei Primarzellen der Fall, die nicht in
groler Zahl in der Zellkultur angezogen werden koénnen. Eine konservative
Abschatzung der Lipidmenge subzellularer Kompartimente aus einer Anzahl von
1x10° Zellen ergibt eine Menge von 5 ng pro Lipidspezies, was bei einem
durchschnittlichen Molekulargewicht von 700 u etwa 7 pmol ergibt (Abschatzung
basierend auf den Annahmen: Zellradius r=10pm, Dichte ¢=1,2g/cm?’,
resultierende Trockenmasse: 20%, davon 2% Lipide, davon 5% zugehérig zum
gewunschten Kompartiment, Isolationsverlust 50%, 100 Lipidspezies). Eine
Lipidanalytik muss fur solche geringen Materialmengen geeignet sein und muss dabei

detaillierte sowie verlassliche Ergebnisse liefern.
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Konventionell angewandte Analysemethoden far Lipide sind die
Diinnschichtchromatographie (DC) ''°, die Gaschromatographie (GC) '®° oder die

121,122 Diese klassischen

Hochdruckflissigchromatographie (HPLC)
Lipidanalysemethoden haben nicht die notwendige Empfindlichkeit und Genauigkeit,
um eine detaillierte Untersuchung heterogener biologischer Proben durchfliihren zu
konnen. AuRerdem ist z.B. die Gaschromatographie nicht fur alle Substanzen
zuganglich, bzw. mussen diese vor der Analytik derivatisiert werden. Eine
vollstandige Analyse mittels einer Kombination der genannten Methoden und
enzymatischer Spaltung der Lipide ist dartber hinaus sehr aufwandig und zeitintensiv
123,124.

Sehr detaillierte Strukturinformationen (Bindungspositionen der Fettsaurereste,
Doppelbindungskonfigurationen, usw.) erhalt man durch NMR-Spektroskopie. Hierflur
werden allerdings Materialmengen im oberen Mikrogrammbereich bendtigt, und die
Methodik versagt, wenn keine Reinsubstanzen, sondern komplexe Mischungen

vorliegen ¥

. Einige Lipidklassen lassen sich immunchemisch durch spezifische
Antikdrper nachweisen, wie fiir Ceramide '%. Dies ist zwar eine sehr spezifische und
sensitive Methode, erfasst jedoch immer nur die vom Antikérper erkannten Molekile
und ist somit fur die Erfassung der Gesamtheit zellularer Lipidzusammensetzungen
(das ,Lipidom®) nicht geeignet.

Die Massenspektrometrie (MS) hat sich in den letzen Jahren zu einer wichtigen
analytischen Methode derr Lipidanalytik etabliert '#'?®. Erste Untersuchungen an
Lipiden fuhrten aufgrund der schwierigen lonisation zu einer starken Fragmentierung

129

der Molekule “°. Mit der Entwicklung der Elektrospray lonisation (ESI) war es

méglich, labile Molekiile intakt zu ionisieren und in die Gasphase zu bringen *"*', so
dass die Sensitivitit der Messungen erhoht werden konnte 32133 Eine
massenspektrometrische  Lipidanalytik  mittels matrix  assisted laser

desorption/ionization (MALDI) - lonenquellen, die meist einen sensitiveren Nachweis

t 135,136,137 und

ermoglichen als ESI, werden in der Lipidanalytik selten angewand
fuhren bei der Analytik dieser Stoffklasse zu keiner Verbesserung der
Nachweisgrenze gegeniiber Analysen mittels ESI-MS 38,

Durch die in letzter Zeit an Bedeutung gewonnen Thematik der ,Lipidomics®-

139,140,141,142,143,144

Forschung werden zunehmend komplexere und detailliertere

Analysemethoden bendétigt. Dabei erfolgt die Identifikation der Lipidklassen und —
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spezies meist anhand der charakteristischen Fragmente der Moleklle nach
hintereinandergeschalteten MS-Experimenten. Die Durchfuhrung dieser Versuche
geschieht dabei meist an Triple-Quadrupol-Massenspektrometern oder anderen
Geratekonfigurationen, die solche sogenannten Tandem-MS Untersuchungen
erlauben '#°146.147.10 - Aych Methodiken zur Auftrennungen von Lipidextrakten mittels
HPLC und einer direkten Kopplung mit der MS-Detektion wurden entwickelt
148,149,150,151.

Um eine exakte Analyse der Komponenten durchzufihren, bietet sich die
hochauflésende Fourier-transform ion cyclotron resonance MS (FT-ICR MS) an, die
sehr sensitiv und mit sehr hohen Messgenauigkeiten arbeitet '°*'°%. Veranschaulicht
wird dies anhand des sogenannten Kendrick-Massendefekt-Plots '>*'*° der in
Abbildung 1.8 fur Glycerophospholipide dargestellt ist. Dabei wird der Massendefekt
(Nachkommastelle der exakten Masse) gegen die Nominalmasse einer Substanz
aufgetragen. Dadurch ist es moglich, bei strukturell ahnlichen Substanzen, z.B. CH,-
enthaltende Molekulsysteme bis zu einer Molekulmasse von 1000 u, anhand der
Nachkommastellen der Massen beispielsweise den Gehalt an Heteroatomen,
Doppelbindungen und Fettsaurekettenlangen direkt zu bestimmen, soweit die
Messgenauigkeiten dies erlauben. Hier wird auch deutlich, dass der
geringstmadglichste Abstand zwischen Glycerophospholipiden 0,03652 u betragt
(Diacyl- und Etherlipidspezies, Kapitel 1.2.1.1). Es ist also beispielsweise nicht
mdglich, in Triple-Quadrupol-Geraten Diacyl- und Etherlipidspezies aufzulésen und
diese konnen flir Fragmentierungsanalysen auch nicht getrennt voneinander isoliert

werden.
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Kendrick-Plot verschiedener Glycerophospholipide unterschiedlicher
Fettsdurekettenlangen und Sattigungsgrade
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Abbildung 1.8: Kendrick-Massendefekt-Plot von Glycerophospholipiden. Der Plot
visualisiert die Anzahl der CH,-Gruppen in horizontaler Richtung und die Zugehdrigkeit zu
den unterschiedlichen Lipidklassen anhand der Heteroatomverteilung in vertikaler Richtung.
Verschiedene Spezies von PC und PE sind Isomere und haben somit die exakt gleiche
Masse. Grundlage der Berechnungen sind die Summenformeln der Glycerophospholipide. In
Teil a) sind in horizontaler Richtung die 14-er Abstande der unterschiedlichen Anzahl der
CH,-Gruppen ersichtlich. Doppelbindungen, die einen nominalen Massenabstand von 2 u
verursachen wirden, sind in der Detailansicht in Teil b) dargestellt. Hier ist auch der

Massenabstand von 0,03652 u zwischen verschiedenen Diacyl- und Etherlipidspezies

gezeigt.
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Die Moglichkeiten der FT-ICR MS, die diese MassenMassenuntercshide jedoch
auflésen kann, wurden bisher kaum fur die Analytik biologischer Lipidmischungen
genutzt. Lipidanalysen Uber die direkte Identifikation anhand der exakten ermittelten
Massen beschrinken sich auf einige wenige Arbeiten 6137137198 ' Eine quantitative
Analytik fur kleinste Mengen heterogener Mischungen mittels hochauflosender
Massenspektrometrie und einer direkt gekoppelten Vortrennung durch HPLC zur
weiteren Verbesserung der Analytik ist bisher noch nicht beschrieben worden.
Daruber hinaus kénnen mittels der HPLC Kontaminationen in den Proben direkt vor
der Messung abgetrennt werden, wie im Falle der Detergentien in den Lipidextrakten
isolierter Membranmikrodomanen, die den massenspektrometrischen Nachweis

empfindlich storen 1°16°,
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2. Methoden

Zunachst wird ein allgemeiner Uberblick und Einfiihrung der verwendeten Methoden
zur Lipidanalytik und zur Extraktion der Membranmikrodomanen gegeben.
Anschlieend werden die genauen Protokolle der durchgeflhrten Experimente

dargestellt.

2.1. Allgemeine Methodik

2.1.1. Isolation der Membranmikrodomanen

Fur eine Analyse subzellularer Kompartimente mussen diese zunachst von den
restlichen Bestandteilen der Zelle abgetrennt werden. Dabei ist es wichtig,
Verunreinigungen zu vermeiden, da sonst keine verlasslichen Aussagen Uber die
Bestandteile oder Funktionen getroffen werden konnen. Fur die Isolation der in dieser
Arbeit  untersuchten  Membranmikrodomanen  wurden vier  verschiedene
Isolationsverfahren angewandt und charakterisiert, wobei zwei Verfahren der Isolation
mittels verschiedener Konzentrationen an Triton X-100 (TX-100) und zwei
detergensfreie Isolationsmethoden angewendet wurden. Dabei mussen jeweils die
rigiden Membranbereiche zuverlassig von den fluiden Membranbereichen getrennt
werden und anschlieRend sauber gesammelt werden kdnnen.

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, werden Membranmikrodomanen
standardmafig mittels nicht-ionischer Detergentien bei einer Temperatur von 4°C aus
den Membranverbanden herausgeldst und in einem Dichtgradienten vom Rest der
Membrankomponenten separiert. Dabei wird meist das Detergens TX-100 in einer
Konzentration von 1 Volumenprozent verwendet.

Zur Vermeidung der die Probe kontaminierenden Detergentien sind in der Literatur
Methoden beschrieben, die die Doméanen ohne die Verwendung eines Detergens
extrahieren '°""%? Diese Methoden eignen sich besonders fiir eine nachfolgende
massenspektrometrische Analyse der Proben, da Detergentien die lonisation der
Analytmolekule unterdricken und sehr empfindlich nachgewiesen werden. Ist eine

Analytik der Lipidkomponenten erwilnscht, ist die Abtrennung des Detergens ohne

32



METHODEN

Verluste  der gewiunschten  Analytmolekile  aufgrund der  ahnlichen
physikochemischen Eigenschaften der Lipidmolekule und der Detergensmolekule

kaum maglich.

2.1.2. Charakterisierung der isolierten Membranbereiche

Zur Uberpriifung der Aufreinigungen werden die einzelnen Dichtegradientenfraktionen
auf die Anreicherung von Markermolekilen, die in der Literatur als in
Membranmikrodomanen angereichert beschrieben werden, untersucht. In dieser
Arbeit wurden dazu das Gangliosid GM1 und das Protein Flotillin-2 ausgewahlt (siehe
Kapitel 1.2.3). Exemplarisch wurde auf’erdem die Verteilung von Caveolin-1 in
Lungenendothelzellen untersucht, ein weiterer Marker, der jedoch in den
verwendeten human embryonic kidney (HEK)-Zellen nur sehr gering exprimiert wird
161,162 7ysatzlich wurde der Proteingesamtgehalt der Fraktionen mittels der Methode
nach Bradford bestimmt '®. Der Cholesterolgehalt der Fraktionen wurde ebenfalls
getestet.  Cholesterol ist ~massenspektrometrisch  nachweisbar. Da die
Nachweisempfindlichkeiten fur Cholesterol im MS jedoch sehr gering sind, wird far
eine bessere lonisationseffizienz der Substanz in der lonenquelle vor der Messung
eine Derivatisierung durchgefiihrt '®*. Durch die sehr geringen Probenmengen in den
durchgefuihrten Versuchen wurde daher auf einen sensitiven photometrischen
Nachweis zuriickgegriffen "°°.

Exemplarisch erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der in den Fraktionen
enthaltenden Proteine und eine massenspektrometrische Identifikation der starksten
erhaltenden Banden bzw. Spots. Hiermit sollte die Verwendbarkeit der Fraktionen

auch fur komplexe Proteinbestimmungen gepruft werden.
2.1.3. Lipidextraktion und TX-100 Abtrennung

Vor einer weiteren Analyse der Lipidzusammensetzung von subzellularen
Kompartimenten mussen nun die Lipide von den anderen Komponenten wie
Proteinen, einzelnen Aminosauren und Kohlenhydraten getrennt werden.

Eine Methode zur Lipidextraktion aus Geweben oder Zellen sollte idealerweise

mehrere Charakteristika aufweisen. Neben der Separation der Lipide von den
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genannten Substanzen sollte sie die zu extrahierenden Lipide ohne Verluste erfassen
und im Idealfall keine zur Analyse gewlnschte Lipidklassen oder Spezies
diskriminieren. Sie sollte reproduzierbar und relativ einfach anzuwenden sein.

Soweit es sich bei den zu extrahierenden Substanzen um Substanzen ahnlicher
Polar- oder Apolaritaten wie z.B. Triglyceride handelt, kann eine solche Extraktion
relativ einfach durchgefihrt werden. Die Membranlipide von Zellen haben jedoch
amphiphilen Charakter und unterschiedliche Polaritaten. Sie in einem Schritt
quantitativ zu extrahieren ist daher kaum maoglich.

Die Loslichkeit von Membranlipiden wird durch die hydrophoben Reste wie die
Fettsaureketten und die polaren Gruppen wie Phosphate oder Zuckerreste bestimmt.
Bei der Extraktion aus =zellularen Strukturen mussen nicht nur die einzelnen
Lipidmolekule in Ldésung gebracht werden, sondern es mussen auch die im
Membranverband herrschenden Wechselwirkungen wie beispielsweise Protein-Lipid-
Interaktionen Uberwunden werden.

Fur die Extraktion eines moglichst breiten Spektrums an Lipiden aus biologischen

h ' oder modifiziert

Proben wird standardmaRig die Zweiphasenextraktion nach Folc
nach Bligh und Dyer '®" angewandt. Dabei werden Lipide aus biologischen Proben
mittels Methanol, Chloroform und Wasser im Verhaltnis 2:1:0,8 extrahiert.
Anschlielend wird durch das Einstellen des Verhaltnises auf 2:2:1,8 eine Trennung
der Losungsmittel in zwei Phasen erreicht. Die untere, uberwiegend chloroformische
Phase enthalt die geldsten Lipide. In der Interphase sind die Proteine zu finden, die
obere wassrige Phase enthalt polare Komponenten. Die modifizierte Methode nach
Bligh und Dyer wird bei der Extraktion von Lipiden aus Proben mit einem hohen Anteil
an Wasser wie Zellkulturmedien angewandt und wurde daher in dieser Arbeit
verwendet. Das in der Probe enthaltende Wasser wird dabei im Gegensatz zu der
Methode nach Folch bereits in die Losungsmittelverhaltnisse zur Extraktion mit
eingerechnet. Komplexe Lipide mit einem hohen Anteil an polaren Resten kdnnen bei
der Extraktion nach Folch bzw. Bligh und Dyer in die obere, wassrige Phase
Ubergehen. Wenn diese quantitativ analysiert werden sollen, so missen sie aus der
wassrigen Phase extrahiert werden.

Aufgrund der Adhasion der Lipidmolekile an den Extraktionsgefalwanden wurden
die Extraktionen in mdglichst geringen Ldsungsmittelvolumina durchgefuhrt. Zur

Extraktion wurden ausschlieBlich Glasgefalle verwendet, da die verwendeten
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Lésungsmittel die in Plastikgefallen enthaltenden Weichmacher mit herauslésen,
welche die nachfolgenden Analysen storen. Des Weiteren wurden zur Vermeidung
der Degradation der Molekule (z.B. Autooxidation von Doppelbindungen) die Extrakte
unter Stickstoff und bei - 70°C aufbewabhrt.

Bei den Lipidextraktionen der detergenshaltigen Fraktionen geht das Detergens
zusammen mit den Lipiden in die organische Phase Uber. Fur eine Analytik der
Substanzen Uber eine elektrophoretische Vortrennung oder immunchemische
Nachweise ist dies unerheblich. Das Detergens kann jedoch den Nachweis des

Gesamtproteingehaltes beeinflussen '

und ist auch nicht fur eine nachfolgende
massenspektrometrische Analyse der enthaltenden Probensubstanzen geeignet .
Daher war es notwendig, das die Probe kontaminierende Detergens abzutrennen.
Dies konnte durch eine Dialyse und auch durch spezifische Adsorbentien nicht
erreicht werden. Auch eine Dunnschichtchromatographie flhrte nicht zu den
gewulnschten Ergebnissen (siehe Kapitel 3.3.1). Die
Hochleistungsflissigchromatographie erwies sich schlie3lich als Methode der Wahl

zur Abtrennung des Detergens vor einer weiteren Messung der Proben.

2.1.4. Hochleistungsflussigchromatographie (high performance

liquid chromatography, HPLC)

Die HPLC ist eine chromatographische Methode zur Auftrennung von Substanzen.
Dabei befindet sich die stationare Phase gepackt in einer Saule, durch die die mobile
Phase mit einem hohen Druck hindurchgeleitet wird. Zur Trennung von Substanzen in
heterogenen Mischungen, aber auch zur Aufkonzentrierung und Reinigung von
Stoffen hat sich die high performance liquid chromatography (HPLC) als wertvolle
Methode sowohl fUr analytische als auch fur praparative Zwecke erwiesen. Sie ist
eine Form der FlUssigchromatographie (Partikelgréfien konventionell um 200 pm
Durchmesser), bei der sich durch den hohen Druck der mobilen Phase sehr kleine
PartikelgrofRen (einige ym Durchmesser) der stationaren Phase verwenden lassen,
so dass hohe Trennleistungen erreicht werden. Die Wahl der vielfaltigen stationaren
und mobilen Phase erlauben die Anpassung und Optimierung fur die verschiedensten
analytischen Fragestellungen. Man unterscheidet isokratische Arbeitsweisen, wobei

die Zusammensetzung der mobilen Phase konstant gehalten wird, und
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Gradientenelutionen, bei denen sich die Zusammensetzung der mobilen Phase
wahrend des Laufes andert und durch deren Anwendung die Trennleistungen oft
verbessert werden konnen. Auferdem lassen sich mittels eines angelegten
Gradienten beispielsweise auch Analyte stark unterschiedlicher Polaritaten in einem
Lauf trennen.

Wie lange ein Anaylt mit der stationaren Phase assoziiert bleibt (also ,retentiert® wird),
hangt von der Gesamtheit der Wechselwirkungen zwischen der stationaren Phase
und dem Analyten sowie der mobilen Phase und dem Analyten ab. Sobald die
Wechselwirkungen des Analyten mit der mobilen Phase insgesamt starker sind als
die mit der stationaren Phase, wird der Analyt vom Lésungsmittel aufgenommen und
eluiert. Prinzipiell kdnnen zwei Arten stationarer Phasen unterschieden werden. Die
sogenannten Normalphasen bestehen aus kieselgelbasierten Packungsmaterialien,
die teilweise chemisch modifiziert sind. Diese Modifikationen kdnnen polare Reste wie
beispielsweise Aminogruppen (-NH;) oder Diolreste (zweiwertige Alkohole) sein.
Letztere sind z.B. fur die Auftrennung von mafig apolaren bzw. polaren Substanzen
gut geeignet. Die Probenkomponenten eluieren bei der Normalphasen-
Chromatographie in der Reihenfolge steigender Polaritaten. Die Elutionskraft der
verwendeten Losungsmittel steigt mit zunehmender Polaritat.

Bei der heutzutage uUberwiegend angewendeten Umkehrphasen-Chromatographie,
auch reversed phase (rp) genannt, werden als Tragermaterialien Kieselgele
verwendet, auf deren Oberflache Alkylreste (meist C4, Cs oder C1s Reste) chemisch
gebunden werden. Hier beruht die Wechselwirkung Uberwiegend auf hydrophoben
Kraften. Bei der Verwendung der rp-Chromatographie steigt die Elutionskraft der
verwendeten Losungsmittel mit abnehmender Polaritat.

Zur Detektion der Eluenten wird meist ein UV-Detektor eingesetzt. Dazu sind eine
UV-durchlassige mobile Phase sowie anregbare Elektronensysteme im Analyten
notwendig. Werden diese Voraussetzungen nicht oder nur unzulanglich erfullt, wie es
beispielsweise bei Lipiden der Fall ist, so kann ein Verdampfungs-Lichtstreudetektor

189 yerwendet werden. Hier werden die

(evaporative light scattering detector, ELSD)
aus der Saule eluierenden Analyte mit der mobilen Phase zusammen zunachst
vernebelt. AnschlieRend wird die mobile Phase in einem Gasstrom von mehreren

L/min vollstandig verdampft, so dass der Analyt in Form von gasformigen Partikeln
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ubrig bleibt. Ein durch diese Partikelwolke gefuhrter Lichtstrahl erzeugt ein Streulicht,

dessen Intensitat proportional zur Anzahl der detektierten Moleklle ist.

2.1.5. Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) ist eine Methode zur Erfassung der Molekliimasse
von lonen. Somit kann die Massenspektrometrie zur Bearbeitung vielfaltiger
analytischer Fragestellungen genutzt werden. Hierzu zahlt neben der Identifizierung
und der quantitativen Erfassung der Analyte z.B. auch die Strukturaufklarung anhand
von Fragmentierungsspektren. Massenspektrometer erreichen hohe Nachweis-
empfindlichkeiten und eignen sich zur ldentifizierung einzelner Komponenten in
komplexen Mischungen, was sie zu einer sehr nutzlichen analytischen Methode
macht.

Generell bestehen Massenspektrometer aus einer lonenquelle, einem
Massenanalysator und einem Detektor. Nach Erzeugung der lonen werden diese im
Analysator nach ihrem Masse- zu Ladungsverhaltnis aufgetrennt und detektiert. Im
Folgenden wird auf die in dieser Arbeit verwendeten Systeme, die ESI FTMS und die
MALDI TOF MS, eingegangen

2.1.5.1. lonenquellen

Vor der eigentlichen massenspektrometrischen Analyse von Molekilen mussen diese
zunachst in die Gasphase uberfluhrt und ionisiert werden. Fir die Analytik von
grolden, labilen Biomolekilen wurden daher Methoden entwickelt, die eine sanfte
lonisation gewahrleisten und nach der sich die lonen intakt nachweisen lassen. Die
EinfUhrung der Verfahren MALDI (matrix assisted laser desorption/ionisation) und ESI
(electrospray ionisation) waren Meilensteine bei der Einfuhrung der
Massenspektrometrie in die biochemische Analytik. In dieser Arbeit wurden beide
Methoden der Ionisation verwendet. MALDI diente zur lonisation der
Proteinfragmente nach Durchfuhrung des peptide mass fingerprintings (siehe Kapitel
2.2.2.3). ESI-MS wurde zur Messung der Lipidstandards und der Lipidextraktionen

angewandt, wobei der Term ,offline-ESI* Experimente ohne eine direkte Kopplung mit
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einer LC-Vortrennung beschreibt. Die Bezeichnung ,online““Messung wird in dieser

Arbeit fur LC-MS Experimente verwendet.

MALDI

Bei der matrixunterstitzten Laserdesorptionsionisation (matrix assisted laser

70 werden die Probensubstanzen zusammen mit einer

desorption/ionization, MALDI)
Matrixsubstanz vermischt und auskristallisiert. Dabei ist die Matrixsubstanz in einem
hohen UberschuR zum Analyten vorhanden und besteht aus Substanzen, die die
Laserenergie absorbieren konnen. So basieren Matrizes bei einer Verwendung eines
Ublichen Stickstofflasers mit einer Wellenlange von 337 nm auf Substanzen mit
aromatischen Strukturen. Mittels kurzer Laserimpulse von einigen Nanosekunden
Dauer wird der Probe Energie zugefuhrt, wobei zunachst die Matrixmolekule die
Energie absorbieren und an das Festkorpergitter des Kristalls abgeben. Dabei
werden die Matrix- als auch die Analytmolekile in die Gasphase gebracht. Die
lonisation der Moleklle findet ebenso wahrend dieses Vorganges statt. Der genaue
Mechanismus ist noch nicht hinreichend geklart "' und setzt sich wahrscheinlich aus
mehreren verschiedenen Mechanismen wie z.B. dem Protonentransfer zwischen

Matrix- und Analytmolekiilen '

173

oder Gasphasenreaktionen direkt nach der
Desorption zusammen. Da die Analytmolekile die zu dem gesamten Vorgang
bendtigte Energie lediglich indirekt aufnehmen, eignet sich MALDI besonders fur die
Analytik von thermolabilen Makromolekulen wie z.B. fur Proteine. MALDI bildet oft
verschiedene, einfach geladene Quasimolekuilionen durch die Adduktionenformation
mit Anlagerungsprodukten wie beispielsweise Alkalimetallen wie z.B. [M+Na]" oder

[M+K]".

ESI

Bei der in dieser Arbeit hauptsachlich angewandten Elektrospray lonisation (ESI)
174175 \werden die Probensubstanzen direkt aus der L&sung heraus ionisiert und in die
Gasphase Uberfuhrt. Hierzu werden die Analyte in einem geeigneten Losungsmittel
geldst, durch eine Edelstahinadel in die Quelle eingebracht und unter Einfluss einer

angelegten Hochspannung kontinuierlich verspriht. Je nach Polaritat des angelegten
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Potentials und den Eigenschaften des Analyten bilden sich dabei positiv oder negativ
geladene Tropfchen, die durch die Verdampfung des Losungsmittels kleiner werden.
Die Tropfchen zerfallen durch die AbstoBungskrafte der Ladungen bei dem Erreichen
des sogenannten Rayleigh-Limits zu kleineren Tropfchen '"® wahrend ihrer Bewegung
durch die ESI-Quelle in Richtung des Detektors. Ist das Lésungsmittel vollstandig
verdampft, kommt es schliel3lich zur Bildung freier lonen (Abb. 2.1). Diese sind haufig

vielfach geladen und treten so z.B. als [M+nH]"" auf.

Oxidation ‘ \
PNl
A
R’eduldiun/
o
: )‘2
ﬁ ‘
Hochspannungs- |
Versorgung e Messung des

Spraystroms (108-107 A)

Abbildung 2.1: Schema des ESI Vorganges. Die vollstdndig geloste Probe wird unter
Anlegen einer Hochspannung verspriht. Durch elektrochemische Prozesse in der ESI-Nadel
und der angelegten Spannung bilden sich je nach Polaritdt der Spannung positiv oder negativ
geladene Tropfchen, die stetig kleiner werden und schlieRlich die geladenen, gasférmigen
Analytmolekulle freigeben. Im Beispiel wird der positive lonenmodus verwendet, d.h. es

werden lonen mit einer oder mehreren positiven Ladungen gebildet.

Die Bildung positiver oder negativer lonen hangt vom Analyten sowie der Polaritat der
angelegten Spannung ab und kann mittels Zusatzen in der Spraylésung unterstitzt

werden. Der Term ,negativer lonenmodus® beschreibt dabei die Messung negativ
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geladener lonen, der Term ,positiver lonenmodus® wird flr die Messung positiv
geladener Teilchen verwendet.

Der genaue Mechanismus der lonenbildung ist unbekannt, jedoch werden zwei
Modellvorstellungen diskutiert '""'7®. ESI ist eine sehr gut geeignete Methode zur
Messung groler, labiler Molekille. Sie erlaubt sogar die Messung nicht-kovalenter
Komplexe und macht sie so zu ,wings for molecular elephants* '"®. Elektrospray bildet
im allgemeinen lonenspezies verschiedener Ladungszustande, wodurch ein Ladungs-
Dekonvulieren der erhaltenden Spektren noétig sein kann, d.h. eine Umrechnung aller
detektierten Ladungszustande eines Moleklls auf einen Ladungszustand, wobei
meist die Neutralmasse genommen wird. Es kénnen so noch sehr groRe Molekdle in
einem recht niedrigen m/z-Bereich gemessen werden. Bei kleinen Molekilen (u im
Bereich bis 1500) werden mehrfach geladene lonen selten beobachtet.

ESI ist ein konzentrationsabhangiger Prozess. Die erreichten Nachweis-
empfindlichkeiten sind primar von der Konzentration der Analyte und weniger von der
Flussrate bzw. vom eingebrachten Volumen abhangig. Bei geringen Probenmengen
ist daher das Herunterskalieren der Apparatur sinnvoll. Bei der Nano-ESI wird die
zum Probeneinlald normalerweise verwendete Elektrospray-Nadel (Durchmesser an
der Spitze um 100 um) durch eine dinne und leitfahig beschichtete Glaskapillare
ersetzt (Durchmesser an der Spitze 1-4 ym). So werden auch Messungen mit
Flussraten von einigen nL/min mdglich und geringkonzentrierte Proben konnen
entsprechend eingeengt werden '°.

ESI eignet sich besonders fiir die Kopplung von LC-Anwendungen, da die Probe in
Losung bei kontinuierlichen Flussraten in die Quelle Gberfuhrt wird und die lonisation
bei Atmospharendruck stattfindet. Dazu mussen die HPLC Flussraten so gewahit

werden, dass diese mit der ESI-Quelle kompatibel sind.

2.1.5.2. Massenanalysatoren

Nachdem die Analyten in die Gasphase uberfuhrt und ionisiert wurden, werden sie
Uber elektrische Felder beschleunigt und in den Massenanalysator geleitet.
Massenanalysatoren werden allgemein hinsichtlich ihres Auflésungsvermogens, ihrer
Scangeschwindigkeiten und ihres Detektionslimits unterschieden. In dieser Arbeit

wurden die Flugzeitmassenspektrometrie (time of flight, TOF) und die Fourier-
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Transform lonen-Cyclotron-Resonanz (FT-ICR) Massenspektrometrie genutzt. Dabei
wurden die Messungen der Peptide des peptide mass fingerprintings mittels eines
TOF-Analysators durchgefuhrt. Die Lipidstandards und —extrakte wurden mittels FT-
ICR MS analysiert.

Time of flight mass spectrometry (TOF-MS)

Die Flugzeitmassenspektrometrie (TOF-MS) 8%8" wird oft mit MALDI-Quellen
gekoppelt, da beide gepulst arbeiten. Zusatzlich sind TOF-Analysatoren in der Lage,
nahezu beliebig grole Molekule detektieren zu konnen. Daher eignet sich die
Kopplung MALDI-TOF besonders fur die Proteinanalytik. Die desorbierten lonen
werden einer Beschleunigungsspannung ausgesetzt, die jeder lonenspezies die
gleiche kinetische Energie verleiht. Die Geschwindigkeit der lonen im Vakuum hangt
nun von ihrer jeweiligen Masse ab. Aus der Zeit, die die lonen fur die feldfreie
Driftstrecke im Flugrohr des Instruments bendtigen, sind somit deren jeweilige
Massen bestimmbar. Die Unscharfeeffekte beim Start durch die unterschiedliche
Entfernung der lonen zum Flugrohreintritt kbnnen durch die Verwendung eines
Reflektors ausgeglichen werden und so zu héheren Auflosungen fuhren. Als Detektor
dienen Sekundarelektronenvervielfacher, von denen viele einzelne zu sogenannten
multi-channel-plates zusammengefasst werden, um sensitive Messungen Uber die
gesamte Auftrittsflache der lonen am Flugzeitrohrende zu gewahrleisten. Der in
dieser Arbeit verwendete Reflektor-TOF-Analysator (siehe Kapitel 2.2.3.3) erreichte
Auflosungen von etwa 6000 fur Molekule um m/z 800. Die Auflosung ist das
Verhaltnis der Hohe eines Signals zu seiner Breite bei halbem Intensitatsmaximum
des Signals. Sie besagt letztlich, welchen Abstand zwei Signale gerade noch haben
durfen, um getrennt voneinander detektiert werden zu konnen. Mit den erreichten,
oben beschriebenen Auflésungen konnten also lonenspezies mit einem
Massenabstand von 0,13 m/z voneinander unterschieden werden. Die relativen

Massengenauigkeiten lagen um die 80 ppm.
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Fourier transform ion-cyclotron resonance mass spectrometry (FT-ICR MS)

Die Methodik der FT-ICR MS ' oder vereinfacht FTMS beruht auf dem Prinzip der
lonenfallen, also dem der Speicherung von lonen im elektromagnetischen Feld. Sie
zeichnet sich besonders durch sehr hohe Aufldsungen (R=10°-10°), hdochste
Messgenauigkeiten (Am = 10 bis 10* u) und hohe Sensitivititen (Detektionslimit bis
in den attomolaren Bereich) aus. Die nicht-destruktive Detektion der lonen erlaubt
dariber hinaus Vvielfaltige analytische Madoglichkeiten mittels Tandem-MS
Experimenten (siehe Kapitel 2.1.5.3). FTMS hat in den letzten Jahren an Bedeutung
gewonnen.

Bei der FTMS werden die in der Quelle erzeugten lonen in einer lonenfalle, der ICR-
Zelle, eingefangen und gehalten. Die Zelle befindet sich in einem starken,
homogenen Magnetfeld. Die Teilchen werden dadurch auf eine Kreisbahn
gezwungen, wobei ihre Rotationsfrequenz abhangig ist von dem Masse zu
Ladungsverhaltnis m/z der lonen. Durch die Detektion eines durch die lonen
induzierten Stroms an den Detektorplatten und einer nachfolgenden Fourier-
Transformation (FT) des erhaltenden Signales kénnen die verschiedenen Massen
analysiert und die m/z - Werte im Massenspektrum dargestellt werden.

Die Messungen der Zellextrakte und der Lipidstandards in dieser Arbeit wurden
mittels FTMS durchgeflhrt. Daher soll im Folgenden diese Methode ausfuhrlicher
beschrieben werden.

FTMS Analysatoren bestehen aus vier essentiellen Komponenten. Die erste
Komponente stellt der aufgrund der hohen bendtigten Feldstarken supraleitende
Elektromagnet dar. Je hoéher die Feldstarken, denen die lonen ausgesetzt sind, desto
héher die erreichten Auflésungen und der messbare Massenbereich. Die zweite
Komponente ist die Zelle, in der die lonen gespeichert und analysiert werden. Um
ungewollte Kollisonen der lonen wahrend ihrer Kreisbewegungen in der Zelle zu
vermeiden, muss die mittlere freie Wegstrecke dort maximiert werden. Dies ist nur
mittels eines Ultrahochvakuums mdglich und erfordert als dritte Komponente der
Instrumentation ein entsprechendes Vakuumpumpensystem. Die vierte Komponente
besteht aus den erforderlichen elektronischen Systemen wie Freuquenzgeneratoren
und -verstarkern als auch Rechner sowie Software zur Datenerfassung,

Datenprozessierung und zur Steuerung des gesamten Systems.
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FTMS Analysatoren werden meist mit ESI-Quellen kombiniert. Zunachst werden die
gebildeten lonen Uber die Transferoptik von der lonenquelle in die ICR-Zelle geleitet.
Dabei wird der lonenstrahl fokussiert und der Druck stetig verringert, da, trotz der
lonisation wie im Falle von ESI bei Atmospharendruck, die ICR-Zelle wie erwahnt
unter Hochvakuum betrieben wird. AuRerdem konnen lonen in zwischengeschalteten
Multipolen gespeichert werden und so die Anzahl der pro Messzyklus in die Zelle
gelangten lonen gesteuert werden (die Zeitdauer der Speicherung in dieser Arbeit
wird aufgrund der Verwendung eines Hexapols hexapole accumulation time genannt).
Die ICR-Zelle besteht aus sechs Elektrodenplatten. Die in unserem Aufbau
verwendete zylindrische Bauform der ICR-Zelle ist eine sogenannte Infinity-Zelle '®2,
die in Abbildung 2.2 schematisch dargestellt ist. Dabei sind je zwei Platten orthogonal
zur Richtung des magnetischen Feldes angeordnet. Die vier weiteren Platten stehen
in Richtung des magnetischen Feldes. Die Platten werden zum Einfangen, zur

Anregung und zur Detektion der lonen genutzt.

Detektions-
elektroden
| trapping-
|| . Elektrode
; -
, W
trapping-
Elektrode hy
Anregungs-
elektroden
—_—

magnetisches Feld

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung einer ICR-lonenzelle. Dargestellt sind die
verschiedenen Elektroden zum Einfangen, zur Anregung und zur Detektion der lonen.

Abbildung modifiziert nach Bruker Daltonics, Bremen.
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Beim Ubertritt in die ICR-Zelle weisen die lonen eine Eigengeschwindigkeit parallel
des Magnetfeldes auf, die zu einem Verlust der Teilchen bei Berihrung der dem
Eintritt gegenlberliegenden Zellenwand fuhren wurde. Durch die Generierung eines
statischen elektrischen Feldes Uber die trapping-Elektroden werden die lonen parallel
zum Magnetfeld in in der Zelle gehalten. Orthogonal zum Magnetfeld werden die

lonen durch das starke Magnetfeld auf eine Kreisbahn um die Zellachse gezwungen.
Das Kreuzprodukt des Vektors des magnetischen Feldes B und der Geschwindigkeit
der lonen vV und ihrer Ladung q resultiert in einer Kraft, die senkrecht zur Zellachse

auf das lon wirkt und als Lorentz-Kraft F_bezeichnet wird.
F=|F|=|avx8| (1)

wobei F die resultiernde Kraft ist, q die Ladung und V die Geschwindigkeit des

betreffenden lons und B die Flussdichte des angelegten Magnetfelds ist. Diese Kraft
wirkt auf den Anteil der Bewegung des lons bei Eintritt in die Zelle, die orthogonal
zum Magnetfeld verlauft. Bei der resultierenden Kreisbewegung wirkt die

Zentrifugalkraft F, der Lorentzkraft F_entgegen.

Es qilt also:

mv?

r

Fo=|vxB[==-=F, )

Das lon fuhrt nun die sogenannte Zyklotronbewegung aus. Zur Verdeutlichung ist die

Zyklotronbewegung in der ICR-Zelle in Abbildung 2.3 dargestellt.
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> <

Abbildung 2.3.: Schema der Krafteinwirkung auf ein lon in der ICR Zelle. Die auf ein
geladenes Teilchen in einem Magnetfeld wirkende Lorentzkraft F;, die ihr entgegengerichtete
Zentrifugalkraft Fz und die Eigenbewegung v dieses Teilchen zwingen es zur Ausfuhrung
einer Kreisbewegung in der ICR-Zelle, der sogenannten Zyklotronbewegung. Die Richtung

der Bewegung hangt von der Polaritat der Ladung des Teilchens ab.

Die Geschwindigkeit v auf einer Kreisbahn lasst sich als Winkelgeschwindigkeit @ =Y
r

darstellen. Daraus folgt die Zyklotrongleichung:
w=— (3)

wobei w die Winkelgeschwindigkeit des lons darstellt. Die Winkelgeschwindigkeit
lasst sich mittels Division durch 2m in die Kreisfrequenz, die sogenannte
Zyklotronfrequenz £, Gberflhren.

Aus Gleichung (3) ist ersichtlich, dass die Winkelgeschwindigkeit « bzw. die

Zyklotronfrequenz f, in einem konstanten Magnetfeld der Flussdichte B

z

ausschlieBlich vom Masse- zu Ladungsverhaltnis des betreffenden Teilchens
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abhangig ist. Die Zyklotronfrequenz stellt also flr jede lonenspezies eine
charakteristische GroRRe dar. Ist die Magnetfeldstarke bekannt, so lasst sich aus dem
Kehrwert von (3) bzw. (4) das Masse-Ladungs-Verhaltnis eines lons darstellen, das
als m/z angegeben wird, wobei m die Masse des Teilchens in [u] und g respektive z
ein Vielfaches der Elementarladung in [e] ist.

Die Messung der Zyklotronfrequenz zur Ermittlung des Masse-Ladungs-Verhaltnisses
eines Teilchens hat mehrere Vorteile. Zum einen ist diese Frequenz unabhangig von
der kinetischen Energie des betreffenden Teilchens, so dass diese bei der Messung
nicht beachtet werden muss. Gleiche Teilchen unterschiedlicher kinetischer Energien
haben verschiedene Zyklotronradien, jedoch die gleichen Zyklotronfrequenzen.
Dieses Charakteristikum ermdglicht das erneute Zufuhrung von Energie zur Detektion
und zur Fragmentierung der Teilchen (siehe unten). Zum anderen konnen
Frequenzmessungen sehr exakt durchgefihrt werden und liefern somit sehr genaue
Daten.

Um die lonen auf der z-Achse in der Zelle zu halten, muss wie oben beschrieben ein
trapping-Potential angelegt werden. Aufgrund dieses elektrostatischen Potentials
fuhren die Teilchen in der ICR-Zelle nicht nur die Zyklotronbewegung aus, sondern
das Potential fuhrt auch zur Ausflhrung der sogenannten Magnetronbewegung.
Diese ist ebenso wie die Zyklotronbewegung senkrecht zum Magnetfeld gerichtet. Die
Magnetronbewegung verlauft, wie auch die durch das trapping-Potential verursachte
axiale Bewegung, bei viel kleineren Frequenzen und hat somit kaum Einfluss auf die
eigentliche Messung. Auf sie wird in dieser Arbeit nicht weiter eingegangen. Eine
genaue Beschreibung der physikalischen Prinzipien der FTMS ist im Review von
Marshall, Hendrickson und Jackson '®® dargestellt. Die Detektion der lonen erfolgt
durch die Induktion eines Spiegelstroms an den Detektorplatten (Abb. 2.4). Die
Radien der Zyklotronbewegung und die Koharenz der lonen in der ICR-Zelle reichen
jedoch meist ohne eine Anregung nicht aus, um diese zu detektieren. Zur Detektion
werden die lonen daher durch ein Uber die Anregungsplatten eingestrahltes
Hochfrequenzwechselfeld (radio frequency — rf) angeregt. Jedes lon nimmt bei einer
Ubereinstimmung der eingestrahlten Frequenz mit seiner Zyklotronfrequenz die
Energie des Feldes in Form von kinetischer Energie auf und vergrofRert somit seinen
Zyklotronradius, so dass die lonen in die Nahe der Detektionsplatten kommen. Der

resultierende Zyklotronradius ist dabei abhangig von der Energie des eingestrahlten
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Feldes und der Einstrahlungsdauer. Zusatzlich werden Phasenverschiebungen
ausgeglichen, da die lonen in die gleiche Phase wie das angelegte elektrische Feld
gezwungen werden. Durch die Anregung bewegen sich nun also lonen eines gleichen
m/z Verhaltnisses in ,Paketen“ auf Zyklotronradien, die nahe der Detektionsplatten
verlaufen. Dadurch wird an ihnen ein messbarer Strom induziert. Die Frequenz dieses
Stroms entspricht dabei der Zyklotronfrequenz der ihn induzierenden lonen. Die
Amplitude ist abstandsabhangig und proportional zur Anzahl der detektierten lonen.
Zwar bedarf es einer gewissen Anzahl an lonen, um ein detektierbares Signal zu

erhalten, zu viele lonen jedoch wirken sich negativ auf die Auflésung der Messung
aus.

T
P Detektion 2
E :’.~ => _'q_')
b £
Zeit
Fourier-
Transformation
= .

'....-" ‘.(_U‘
=
[72]
v c
QL
£

Wl ‘1 L. \

Frequenz (m/z)

Abbildung 2.4: Detektion der lonen. Die die Zyklotronbewegung in der ICR-Zelle
ausfiihrenden lonen werden durch eine angelegte Frequenz resonant angeregt. Dadurch wird
der Radius der Zyklotronbewegung vergroRert und Phasenverschiebungen ausgeglichen. Die
lonenpakete induzieren an den Detektionselektroden einen Spiegelstrom, der in der
Zeitdomane gemessen wird. Durch eine Umwandlung mittels einer Fourier-Transformation

kann die Frequenzdomane bzw. die m/z-Werte der so detektierten Molekile dargestellt
werden.
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Die in grollen lonenpaketen wirkenden abstollenden elektrostatischen Krafte
zwischen den lonen storen dabei den Zusammenhalt der lonenwolke. Die Messung
der Frequenz des Stromes erfolgt Uber die Zeit. Das resultierende Signal kann Uber
eine Fourier-Transformation von der Zeitdomadne in die Frequenzdomane
umgewandelt werden. Die Vorgange wahrend der Detektion sind in Abbildung 2.4
zusammengefasst. Zur Anregung konnen verschiedene Modi verwendet werden.
Dabei bestimmt die Breite des angeregten Frequenzbereiches den Messbereich und
die aufgewandte Anregungsenergie die Starke der Anregung. Da lonen
unterschiedlicher m/z-Werte unterschiedliche Zyklotronfrequenzen haben, kénnen
gezielt einzelne, mehrere oder ganze Bereiche von m/z angeregt werden. Fur die
Aufnahme von Breitbandspektren wird ublicherweise die sogenannte chirp-Anregung
verwendet. Dabei wird innerhalb einer bestimmten Zeit ein Frequenzbereich von bis
zu mehreren MHz durchlaufen. GroRe Massenbereiche kdénnen so mittels eines
Pulses aufgenommen werden.

Nutzt man lediglich einige Kilohertz breite Frequenzbereiche zur Anregung, so kommt
es zur Anregung einzelner lonenspezies. Umgekehrt kann man aus einer Anregung
Uber einen breiten Frequenzbereich auch einzelne Frequenzen auslassen, so dass
die lonen mit den entsprechenden Zyklotronfrequenzen ihre Radien nicht verandern.
Durch die Verwendung entsprechend hoher Anregungsenergien konnen die
Zyklotronradien der ubrigen lonen so weit vergro3ert werden, dass sich diese an der
Zellwandung entladen und somit verloren gehen. Diese sogenannte SWIFT (stored-
waveform inverse Fourier-transform) - Anregung ' wird gezielt bei MS/MS-

Experimenten fur die Isolation einzelner Molekulspezies eingesetzt.

2.1.5.3. Tandem-MS

Tandem-MS (oder MS/MS) bezeichnet die Hintereinanderschaltung mehrerer MS-
Experimente, wobei die lonen zwischen den einzelnen Experimenten fragmentiert
werden. Die erhaltenden Fragmentierungsspektren konnen zur Strukturaufklarung der
Molekule beitragen. Vor einem MS/MS-Experiment erfolgt zunachst die Isolation der
Molekulspezies, die untersucht werden soll, des sogenannten parent ion.
Anschliellend erfolgt die Fragmentierung Uber verschiedene, unten aufgeflihrte

Methoden und die erneute Detektion der entstehenden Teilchen. Dies kann wichtige
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Informationen Uber die Struktur der Substanzen liefern, die allein aus der
Informationen der exakten Masse nicht ersichtlich sind. Durch die Speicherung der
lonen in der ICR-Zelle, der nicht-destruktiven Detektion und die unterschiedlichen
Anregungsmodi sind die Mdglichkeiten der Tandem-MS Experimente mittels FTMS
vielfaltig.

Bei Tandem-MS Experimenten geht der Fragmentierung einer spezifischen
lonenspezies zunachst ihre Isolation voraus. Dies geschieht meist Uber eine SWIFT-
Anregung, bei der das zu untersuchende lon (parent ion) nicht angeregt wird und
somit in der Zelle verbleibt und weiterhin achsennah in der Zelle oszilliert.

Zur Fragmentierung kdnnen mehrere Methoden eingesetzt werden. In dieser Arbeit
wurde (iberwiegend die sogenannte collision induced dissociation (CID) %
angewandt. Dabei wird ein Stol3gas in die ICR-Zelle eingelassen. Durch die Kollision
mit den Gasmolekilen wird das parent ion fragmentiert, in dem die ihm zugefuhrte
Energie die labilsten Bindungen brechen lasst. Um sicherzustellen, dass die lonen die
notige kinetische Energie haben, um bei einer Kollision auch tatsachlich zu
fragmentieren, mussen sie zuvor angeregt werden. Dazu wird die Methode der
sustained off resonance irradiation (SORI) — Anregung "®° verwendet. Hierbei werden
die lonen nicht exakt mit ihrer Resonanzfrequenz angeregt. Somit vergrof3ert sich der
Zyklotronradius der lonen nicht stetig mit der Dauer der Anregung, sondern schwankt
periodisch. Dadurch kdnnen die lonen nicht an der Zellenwand entladen werden und
gehen nicht verloren. Da sich die neutralen Gasmolekule gleichmallig in der Zelle
verteilen, ist die Wahrscheinlichkeit einer Kollision mit den Analyten sehr hoch und
macht CID zu einer zuverlassigen und relativ einfach reproduzierbaren Methode.
Nach jedem Messzyklus muss allerdings das StoRgas aus der Zelle abgepumpt
werden, um das Hochvakuum aufrecht zu erhalten.

Als weitere Fragmentierungsmethode kann die infrared multiphoton dissociation
(IRMPD) angewandt werden. Bei IRMPD wird den lonen mittels eines axial
applizierten Laserstrahls Energie zugefuhrt, die die lonen fragmentieren lasst. Auch
hier brechen die labilsten Bindungen des Molekils. Dabei ist es teilweise schwierig,
die lonen zu treffen, da sie aufgrund ihrer Bewegungen den axial applizierten
Laserstrahl nicht immer kreuzen. Die Methode arbeitet im Gegensatz zu CID ohne
eine Beeinflussung des Vakuums in der Zelle. Eine weitere Fragmentierungsmethode

ist die electron capture dissociation (ECD), auf die hier nicht weiter eingegangen wird.
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Eine unspezifische Fragmentierungsmethode, die daher nicht zu den Tandem-MS
Methoden gezahlt wird, ist die sogenannte capillary skimmer dissociation (CSD), die
in der ESI-Quelle erfolgt. Durch den in der Quelle herrschenden Druck ist die
Wahrscheinlichkeit einer Kollision der lonen mit Restgasmolekilen hoch. Durch die
Erhéhung der Spannungen am Kapillarausgang (in dieser Arbeit capexit-Spannungen
genannt) erfahren die lonen eine Beschleunigung und besitzen somit eine erhohte
kinetische Energie. Daher konnen die lonen im Falle einer Kollision fragmentiert
werden. Dieser Vorgang lauft unspezifisch vor dem Eintritt der Teilchen in die Zelle
ab. In einigen Fallen reicht jedoch dieses wenig aufwandige und sehr schnell
durchgefiihrte Experiment aus, um die gewunschten Informationen zu erhalten. Es ist
aullerdem teilweise moglich, durch diese Spannungserhohungen Verunreinigungen
der Probe teilweise zu unterdricken und somit die Nachweisgrenzen zu erhéhen oder

die lonisation der Probenmolekiile zu beeinflussen.

2.1.6. LC-MS Kopplung

Die Verwendung eines Massenspektrometers als Detektor fur chromatographische
Trennlaufe hat mehrere Vorteile. Zum einen kann anhand der Masse des Eluenten
dieser direkt identifiziert werden, ohne weitere Analysen durchfihren zu muassen.
Eventuelle Schwankungen in den Retentionszeiten stéren die Zuordnung der
Substanzen nicht. Zum anderen kénnen nicht vollstandig getrennte Substanzen durch
das Massenspektrum identifiziert und die Intensitaten zugeordnet werden. Dies kann
z.B. bei sehr heterogenen Mischungen und konventionellen Detektoren ein Problem
darstellen.

Fur eine direkte Kopplung der HPLC an ein Massenspektrometer (auch online-
Kopplung genannt) eignet sich besonders eine ESI-lonenquelle, da hier die Analyte in
Losung mit einer konstanten Flussrate eingebracht werden und die Quelle unter
Atmospharendruck betrieben wird. Bei der Auswahl der mobilen Phase muss bei
einer Kopplung an ESI-Quellen besonders darauf geachtet werden, dass alle
Bestandteile flichtig sind und hohe Salzkonzentrationen der mobilen Phase
vermieden werden, damit die Vorgange in der ESI-Quelle nicht gestért werden und
keine starke Adduktionenbildung auftritt. AuRerdem mussen die Flussraten der HPLC

an die ESI-Flussgeschwindigkeiten (einige pyL/min) angepasst werden, da sonst das
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Hochvakuum des Massenspektrometers gefahrdet und die Effizienz der lonisation
gestort wurde. Die Auftrennung mufd daher an speziellen Mikrofluss- oder Nanofluss-
HPLC-Systemen erfolgen oder das Standardsystem mittels eines Fluss-Splitters und
dem Einbau von Kapillaren kleineren Durchmessers und den entsprechenden
SaulengréflRen entsprechend angepasst werden. Solche Systeme sowie die direkte
Kopplung an das MS stellen besondere Anforderungen an die Vermeidung von
Totvolumina im System oder die Reinheit der verwendeten Losungsmittel. In dieser
Arbeit wurde das vorhandene Standardfluss-System zu einem Mikrofluss-System
umgebaut. Eine Umstellung auf ein Nanofluss-System zur weiteren Verbesserung der

Auftrennung war instrumentell nicht durchfihrbar.

2.1.7. Auswertung der Spektren zur Identifizierung und

Quantifizierung der Substanzen

Zur Auswertung der gro3en Datenmengen wurde eine Software als Excel Add-In
entwickelt, da kommerzielle Datenbanken zur Lipidanalytik bisher nicht verfugbar
sind. Anhand dieser wurden die einzelnen Lipidspezies identifiziert. Die
Quantifizierung erfolgte anhand der Peakintensitdten und der Mittelung Uber die
Elutionszeit der entsprechenden Lipidspezies. Es wurde mit einem bei jedem LC-MS
Lauf hinzugegebenen internen Standard gearbeitet, der als Referenz diente. Durch
die in den Kapiteln 2.2.2.8 und 3.6 detailliert beschriebene Auswertung war es so
mdglich, die vielen Lipidspezies zuzuordnen und die LC-MS-Daten zu quantifizieren,

um den Lipidgehalt der untersuchten Proben zu vergleichen.

2.2. Materialien und Versuchsdurchfiihrungen

2.2.1. Verwendete Materialien

Organische Losungsmittel wurden von den Firmen Merck KG, Darmstadt und LGC
Protochem, Wesel, in den flr LC-MS geeigneten Reinheitsgraden bezogen. Wassrige
Lésungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt (Eigenleitfahigkeit

0,055 uS/cm). Zum Ansetzen der Standardldsungen und der zellularen Lipidextrakte
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wurden ausschlieBlich Probenflaschen aus Glas mit Teflonschraubdeckeln verwendet
(Neolab, Chromacol), um eine Kontamination mit Weichmachern auszuschliel3en. Zur
Aufnahme der organischen Ldsungen wurden Hamilton-Spritzen verwendet
(Hamilton, Bonaduz, Schweiz).

Alle Zellkulturmedien, fétales Kalberserum und Puffer sowie sonstige Zusatzlésungen
fur die Zellkultur wurden, wenn nicht anders angegeben, von der Biochrom KG, Berlin
bezogen. Die fur die Zellkultur verwendeten Plastikartikel stammten von der Firma
Nunc GmbH&Co KG, Wiesbaden.

Die verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, von der Firma
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, bezogen.

Weitere verwendete Materialien sind direkt bei der Beschreibung der entsprechenden

Methoden aufgelistet.

2.2.2. Versuchsdurchfiihrungen

2.2.21. Zellkultur

Anzucht

Die Versuche wurden an leicht anziehbaren und somit leicht verfigbaren
kultivierbaren Zelllinien durchgefihrt.

Fur die Etablierung der Methode wurde die humane embryonale Epithelzelllinie
HEK293 (American Type Culture Collection CRL-1573) verwendet. Die adharenten
Zellen wurden in Zellkulturflaschen unter sterilen Bedingungen in einem Zellinkubator
bei 37°C und 5% CO; in Dulbecco’s modified eagle - Medium mit fotalem
Kélberserum 10% (v/v), Glutamin 2 mM, Streptomycin 100 yg/mL und Penicillin
100 U/mL angezogen. Die Subkultivierung erfolgte je nach Konfluenz der Zellen etwa
alle zwei bis drei Tage. Dabei wurden diese mittels Trypsin von den
Kulturflaschenwanden abgeldst, in PBS gewaschen, sedimentiert und in frischem
Medium in den gewinschten Verdinnungen neu angesetzt. Die fir die
Stimulationsversuche verwendeten stabil TLR4/MD2-transfizierten HEK-293 Zellen
wurden unter gleichen Bedingungen, jedoch mit einem Zusatz von 400 pg/mL

Geneticin als Selektionsmarker, gehalten. Die Zellzahlungen wurden mit Hilfe einer
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Zahlkammer (Kleinstquadrate 0,0025 mm?, Tiefe 0,1 mm; Neubauer, Hofheim)
durchgefuhrt.

Medium HEK-293: DMEM, Dulbecco’s modified eagle medium, ohne Glucose; (Biochrom

AG, Berlin), 10% (v/v) fétales Kalberserum (FCS; Linaris, Bettingen am
Main) 2 mM Glutamin, 100 yg/mL Streptomycin, 100 U/mL Penicillin
Medium HEK293-

TLR4/MD2: DMEM mit 10% (v/v) FCS, 2 mM Glutamin, 100 pg/mL Streptomycin,
100 U/mL Penicillin und 400 pg/mL Geneticin (Gibco BRL, Eggenstein).

PBS: phosphate buffered saline, ohne Ca*/Mg?*

Trypsinldsung: Trypsin 10% (v/v) in PBS

Zellstimulation

Die Stimulationen durch LPS wurden an den MD2/TLR4-transfizierten HEK-293-
Zellen durchgefuhrt, da native HEK-293 Zellen aufgrund des fehlenden
Rezeptorkomplexes keine LPS-Responsibilitat aufweisen. Die Zellen wurden
freundlicherweise von Dr. A. Schromm zur Verfugung gestellt. Die Transfektion
erfolgte mit Transfektionsvektoren fur humanes TLR4 und MD2 (Prof. Douglas
Golenbock, University of Massachusettes, USA) und wurden mittels des
Transfektionsreagenz ~ Polyfect (Quiagen, Hilden) nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Die transfizierten Zellen wurden nach einer Selektion mit 400 pg/mL
Geneticin (Gibco BRL, Eggenstein) subkloniert. Die Expression der gewunschten
Proteine wurde durchfluBcytometrisch analysiert und die Responsivitat der Klone auf
die Stimuli Lipopolysaccharid (LPS) und Interleukin-1 (R&D Systems, Wiesbaden)
anhand der Ausschuttung von Interleukin-8 Uberprift (enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA) "®". Zur Stimulation der Zellen wurde das S-Form LPS (Wildtyp) aus
Bakterien der Spezies Escherichia coli, Stamm K235, verwendet '®. Dieses wurde in
der Laborgruppe Biophysik am Forschungszentrum Borstel nach der Phenol-Wasser
Methode extrahiert. Die Qualitat der LPS-Praparation wurde massenspektrometrisch
uberpruft und das LPS zur Lagerung lyophilisiert. Zur Zellstimulation wurden die
Zellen 30 min mit einer LPS-Losung (100 ng/mL in Medium) inkubiert und

anschliefend mit PBS gewaschen.
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2.2.2.2. Isolation der Membranmikrodomanen

Isolation Detergens-resistenter Membranen (DRM)

Die Isolation der Membranmikrodomanen als DRM erfolgte nach Brown und Rose °',

89 Dabei wurden die Zellmembranen mit einem das

adaptiert nach Su et al.
Detergens Triton X-100 (TX-100) enthaltenden Puffer bei 4°C inkubiert und das
detergens-resistente Material von den solubilisierten Membranbereichen in einem
diskontinuierlichen Dichtegradienten separiert.

Hierzu wurden jeweils 1x10° Zellen in 750 uL Zelllysepuffer aufgenommen und auf
Eis mittels Ultraschall aufgeschlossen (Cell Disrupter B15; Branson, Danbury, USA;
Mikrospitze @ 3 mm, 8 s, gepulster Modus, Duty circle 35%, Stufe 5). Die Zelltrimmer
wurden bei 400 x g fur 10 min bei 4°C abzentrifugiert (Biofuge 17RS, Heraeus
Sepatech, Osterode). Der Uberstand wurde in ein neues Roéhrchen Uberfiihrt und bei
150000 x g bei 4°C fur 30 min zentrifugiert (TL-100 Ultrazentrifuge, Rotor TLS-55;
Beckmann, Krefeld). Der Uberstand dieser Zentrifugation wurde als cytosolische
Probe aufbewahrt. Das Sediment wurde in 100 yL TX-100 Puffer (je nach Versuch 1-
oder 0,1-prozentig (v/v)) aufgenommen und vorsichtig resuspendiert. Nach 30-
minutiger Inkubation auf Eis wurde erneut resuspendiert. Nach weiteren 30 min auf
Eis wurde die Suspension mit 100 yL 85-prozentiger Saccharoseldosung gemischt.
AnschlieRend erfolgte eine Uberschichtung mit 800 uL 30-prozentiger und 200 uL 5-
prozentiger Saccharoselésung. Nach der nun folgenden Ultrazentrifugation
(200000 x g, 19 h, 4°C) wurden Fraktionen von 150 uyL Volumen vorsichtig mittels
einer Pipette von oben abgenommen. Dabei waren die Membrandomanen zum Teil
als Schleier im oberen Drittel des Gradienten sichtbar. Die Methode ist schematisch
in Abbildung 2.5 dargestellt. Bis zu einer weiteren Analyse wurden die Fraktionen bei
-20°C gelagert.

Die Isolation mittels einer 1-prozentigen TX-100-Losung wird in dieser Arbeit als
Isolationsmethode 1 bezeichnet, die Isolation mittels einer 0,1-prozentigen TX-100-

Lésung als Isolationsmethode 2.
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Abbildung 2.5: Schema der DRM-Isolation. Die Membranmikrodomanen werden als
Detergens-resistente Membranen (DRM) mittels nicht-ionischer Detergentien (in diesem Fall
Triton X-100) bei einer Temperatur von 4°C aus dem Membranverband gel6st. In einer
nachfolgenden Dichtegradientenzentrifugation sammelt sich das detergens-resistente

Material im Bereich geringer Dichte im Gradienten an.

Zelllysepuffer: 42 mM KCI; 10 mM HEPES, pH 7,4; 5 mM MgCl,; 1 mM Vanadat,
Complete Mini Proteaseinhibitoren (Roche, Grenzach-Wyhlen) frisch

vor Verwendung hinzu

TNE : 10 mM Tris, pH 7,5; 150 mM NaCl, 5 mM EDTA
TX-100-Puffer : je nach Ansatz 1% (v/v) bzw. 0,1% (v/v) Triton X-100 in TNE
Saccharose-

Lésungen: 85%, 30% und 5% (w/v) Saccharose in TNE

Detergensfreie Isolation der Membranmikrodoménen

Isolation der Membranmikrodomanen nach Song

Bei der detergensfreien Isolation der Domanen nach Song etal. werden die
Membranmikrodomanen mittels Natriumcarbonat (NaxCOs3) aus den
Zellmembranverbanden gelost und anschlief3end uber eine
Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt '°. Es wurden hierzu jeweils 1x10° Zellen
in 750 uL Na,COs-Puffer, pH 11, aufgenommen. Der Zellaufschluss erfolgte mittels
eines Dounce-Homogenisators (Pistill B; Kontes, Vineland, USA) und einer
anschlielRenden Ultraschallbehandlung fir 3x20 s auf Eis (zwischen den Zyklen je

1 min auf Eis gekuhlt; Cell Disrupter B15; Branson, Danbury, USA; gepulster Modus,
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Duty Cycle 35%, Mikrospitze @ 3 mm, Stufeb5). Es erfolgte eine erste
Ultrazentrifugation bei 4°C (150000 x g fur 30 min, TL-100 Ultrazentrifuge, Rotor TLS-
55; Beckmann, Krefeld). Der Uberstand wurde bis auf 100 yL abgenommen und das
entstandene Sediment mit 100 yL 85-prozentiger Saccharoselésung resuspendiert.
Die entstandende Losung wurde mit 800 uL 35-prozentiger und 200 pyL 5-prozentiger
Saccharoselosung Uberschichtet. Der Gradient wurde bei 200000 x g fur 19 h bei 4°C
zentrifugiert (TL-100 Ultrazentrifuge, Rotor TLS-55; Beckmann, Krefeld) und
anschlieliend in einzelnen Fraktionen von 150 yL mittels einer Pipette von oben
abgenommen. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

Die Methode nach Song wird in dieser Arbeit als Isolationsmethode 3 bezeichnet.

Zelllysepuffer: 500 mM Na,CO3;, 1 mM EDTA in Wasser, pH 11.0
Saccharose-
I6sungen: 85%, 30% und 5% (w/v) Saccharose in TNE, 250mM Na,CO;

Isolation der Membranmikrodoméanen nach Smart

Zur Vermeidung der Verwendung eines Detergens wurden die Membran-
mikrodomanen nach der von Smart et al. beschriebener Methode aus den

Zellmembranen isoliert 07,

Die Abtrennung der rigiden von den fluiden
Membranbereichen geschieht ausschlieBlich durch die Anwendung mechanischer
Energie. Die Separation der so theoretisch erhaltenden, rigiden Domanen erfolgt wie
auch bei den detergensbasierten Methoden Uber eine Aufschwemmung des Materials
im Dichtegradienten. Die Methode ist schematisch in Abbildung 2.6 dargestellt. Dabei
wurden pro Ansatz 4x10° Zellen zweimal in Puffer A gewaschen und schlieRlich in
3 mL Puffer A aufgenommen. Der Aufschluss der Zellen erfolgte mit einem Dounce
Homogenisator (2 mL Volumen, Pistill B; Kontes, Vineland, USA). Die Effizienz des
Aufbruchs der Zellen wurde anhand der Anfarbung mit Trypanblau mikroskopisch
kontrolliert, da bei einem erfolgten Zellaufschluss das Trypanblau in die Zellen
eindringt und enthaltende Proteine blau anfarbt. Intakte Zellen nehmen den Farbstoff
nicht auf. Der Zellaufschluss wurde 10 min bei 1000 x g zentrifugiert (Biofuge 17RS;
Heraeus Sepatech, Osterode). Der verbleibende postnukledre Uberstand (PNS)

wurde auf eine 30-prozentige Percollésung geschichtet (jeweils 2 mL PNS auf 8 mL
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Percollosung) und bei 84000xg fur 30 min bei 4°C zentrifugiert (L7-55
Ultrazentrifuge, Rotor SW-28; Beckmann, Krefeld). Die Membranfraktion, etwa in der
Mitte des Rohrchens sichtbar, wurde abgenommen und durch Zugabe von Puffer A
auf ein Volumen von 2 mL gebracht. Die Suspension wurde auf Eis 3x beschallt
(kontinuierlicher Modus, je 2x6 sec; zwischen den Beschallungen 2 min Pause auf
Eis; Cell Disrupter B15; Branson, Danbury, USA; Mikrospitze & 3 mm, Stufe 1,5).
Anschlieend wurde diese mit 1,84 mL Puffer C und 0,16 mL Puffer A gemischt und
mit je 5 mL des Dichtegradientenmediums Optiprep in den Konzentrationen 20%,
15% und 10% (v/v) Uberschichtet. Der Gradient wurde 90 min bei 52000 x g
zentrifugiert (L7-55 Ultrazentrifuge, Rotor SW-28; Beckmann, Krefeld). Die oberen
5 mL wurden abgenommen, mit 4 mL Puffer C gemischt und mit 1 mL 15% Optiprep
und 1 mL 5% Optiprep Uberschichtet. Es erfolgte eine weitere Ultrazentrifugation bei
52000 x g far 90 min bei 4°C (L7-55 Ultrazentrifuge, Rotor SW-28; Beckmann,
Krefeld). Die Membranmikrodomanen sollen sich dabei etwas oberhalb der Grenze
der 15- zur 5-prozentigen Optipreplosung sammeln. Die Fraktionen wurden in einem
Volumen von je 600 uL mittels einer Pipette vorsichtig von oben abgenommen und
bei -20°C gelagert.

Die Methode nach Smart wird in dieser Arbeit als Isolationsmethode 4 bezeichnet.

Puffer A: 250 mM  Saccharose, 1mM EDTA, 20mM Tris, pH?7.8,
Proteasehemmer Complete Mini (Roche, Grenzach-Wyhlen)

Puffer B: 250 mM Saccharose, 6 mM EDTA, 120 mM Tris pH 7,8

Puffer C: Optiprep (Axis Shield PoC AS, Oslo) 50% in Puffer B

Percollésung: Percoll, 30% (v/v) in Puffer A

Optiprep: Optiprep 20%, 15%, 10% (v/v) in Puffer B
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Abbildung 2.6: Detergensfreie Membrandomanenisolation nach Smart. Die
detergensfreie Isolationsmethode nach Smart isoliert die rigiden Membranbereiche durch die
Anwendung von mechanischer Energie. Dabei sollen diese intakt bleiben, wahrend die
fluiden Bereiche zerstért werden. Die Abtrennung der Doménen von den restlichen
Membranbestandteilen erfolgt in mehreren Zentrifugationsschritten. Die Membran-
mikrodoma@nen sammeln sich in den Bereichen geringer Dichte nach dem letzten

Zentrifugationsschritt.

2.2.2.3. Charakterisierung der Domanenaufreinigungen

Die mittels der verschiedenen Isolationsmethoden erhaltenden Dichtegradient-
fraktionen wurden auf das Vorhandensein der Markermolekile GM1, Flotillin-2 und
exemplarisch auf Caveolin-1 untersucht. Diese Markermolekiile werden als in

Membranmikrodomanen angereichert beschrieben (siehe Kapitel 1.2.3). Zur
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Erkennung des Gangliosids GM1 wurde nach dem Aufbringen eines Aliquots der
Dichtegradientenfraktionen auf eine Nitrocellusemembran die R-Untereinheit des
Cholera-Toxins verwendet '®. Dieses war direkt mit einer Peroxidase konjugiert und
lalkt sich so bei der Bereitstellung des entsprechenden Substrates detektieren.
Flotillin-2 wurde Uber einen monoklonalen Antikorper im Western-Blot detektiert.

Zusatzlich wurden der Gesamtproteingehalt nach Bradford und der Cholesterolgehalt
mittels eines Cholesterolassay-Kits der Fraktionen getestet. Im Folgenden werden die

verschiedenen Schritte der angewandten Nachweisverfahren dargestelit.

1D Gelelektrophorese der Proben

SDS—Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Zur Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE wurden Aliquots von jeweils 8 yL der
abgenommenen Dichtegradientfraktionen mit 2 yL SDS-Probenpuffer versetzt und fur
10 min in siedendem Wasser gekocht, um die Proteine zu denaturieren. Die Proben
wurden anschlieBend auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen (Sammelgel 5% (w/v)
Acrylamid, Trenngel 12% (w/v) Acrylamid) und im Elektrophoresesystem (Mini-
Protean Ill; Bio-Rad, Mdunchen) aufgetrennt. Dabei wurden Ublicherweise
Spannungen von 100 V fiir 30 min bis zum Ubertritt der Proben in das Trenngel und
anschlie3end 200 V fir 1 h zur Auftrennung der Proben angelegt. Als GréRenmarker

dienten jeweils 0,5 yL MagicMark (Invitrogen, Karlsruhe).

SDS-Probenpuffer:  10% (w/v) SDS; 10% (v/v) Glycerol; 62,5 mM Tris/HCI pH 6,8; 50 mM
DTT; 0,01% (v/v) Bromphenolblau in Aqua dest.

Elektrophorese-

puffer: 0,3% (w/v) Tris; 14,5% (w/v) Glycin; 0,1% (w/v) SDS, pH 8,8
Trenngel, 12%: Aqua bidest. 4,1 mL; Trenngelpuffer (1,5M Tris, pH 8,8) 2,5 mL;

Bisacrylamid 3 mL; 10% SDS 100 uL; TEMED 5 uL, 10% APS 50 pL

Sammelgel, 5%: Aqua bidest. 6,15 mL; Sammelgelpuffer (0,5 M Tris, pH 6,8) 2,5 mL;
Bisacrylamid 1,25 mL; 10% SDS 100 pyL; TEMED 10 uL; 10% APS
50 uL
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2D Gelelektrophorese der Proben

Die Auftrennung der Proteine in der 2D-Gelelektrophorese erfolgt in der ersten
Dimension nach deren isoelektrischen Punkten und in der zweiten Dimension nach
ihren Molekulargewichten '*°. Zur Durchfilhrung der Elektrophorese wurde das ZOOM
IPG Runner System (Invitrogen, Karlruhe) nach Angaben des Herstellers verwendet.
Als Probe diente das gesamte Volumen einer DRM-Fraktion (150 uL). Die Probe
wurde zur Abtrennung der in der Probe enthaltenden Salze dialysiert (Micro
DispoDialyzer, Massenausschlussgrenze 500 u; Harvard Apparatus, Holliston, USA)
und mittels einer Acetonfallung prazipitiert. Hierzu wurde 1 mL Aceton zu der Probe
gegeben und der Ansatz Uber Nacht bei -20°C gelagert. Die gefallten Proteine
wurden anschlieBend bei 14000 x g fur 10 min sedimentiert (Zentrifuge 5415D;
Eppendorf, Hamburg). Der Uberstand wurde verworfen und das entstandene
Sediment getrocknet. Die Probe wurde nun in 140 uL Rehydrierungspuffer '’
aufgenommen und in die Probentaschen der ZOOM-Kassette Uberfuhrt. Zur
isoelektrischen Fokussierung dienten ZOOM-Strips, pH 3-10. Dabei wurden zur
Auftrennung Spannungen von 200 V fir 15 min, 450 V far 15 min, 750 V fur 15 min
und 2000 V far 75 min angelegt. Die Auftrennung in der zweiten Dimension erfolgte in
NuPAGE Novex Bis-Tris ZOOM-Gelen ebenfalls nach Anweisung des Herstellers. Als

Proteinmarker diente 5 yL MultiMark (Invitrogen, Karlsruhe)

Rehydrierungspuffer: 8M Urea, 1% CHAPS, 1% ABS-14, 0,5% AB-40, 20 mM DTT, 0,5%
Ampholyte (ZOOM Carrier Ampholyte, pH 3-7; Invitrogen, Karlsruhe)

Anfarbung der Proteine

Um die Proteine sichtbar zu machen, wurden die Gele nach Fertigstellung der
Elektrophorese einer Roti-Blue Farbung unterzogen. Roti-Blue (Carl Roth, Karlsruhe)
ist eine auf Coomassie-Brilliant-Blau G250 basierende Farbelésung mit kolloidalen
Eigenschaften und farbt Proteine in Gelmatrizes sehr effizient mit einer absoluten
Nachweisgrenze von etwa 30 ng. Die Farbung und die anschlieenden Waschschritte
wurden ohne Vorinkubation laut Herstellerangabe durchgefihrt. Die angefarbten

Banden wurden aus dem Gel herausgeschnitten und direkt fir einen tryptischen
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Verdau der Proteine im Gel zur nachfolgenden massenspektrometrischen Analyse

verwendet.
Peptide Mass Fingerprinting

Das peptide mass fingerprinting (PMF) ist eine Technik zur Identifizierung
unbekannter Proteine einer Probe. Dabei werden die Proteine mittels enzymatischer
Reaktionen fragmentiert und die erhaltenden Peptide massenspektrometrisch
analysiert "%, Durch den Abgleich der erhaltenden Ergebnisse mit Datenbanken
konnen die in der Probe enthaltenden Proteine identifiziert werden. Voraussetzung

hierfur ist die Erfassung der Proteine in den verwendeten Datenbanken.

Tryptischer Verdau der Proben

Die Proteinbanden und -spots wurden nach einer Auftrennung Uber die
Gelelektrophorese aus dem Gel geschnitten und tryptisch verdaut. Dabei spaltet
Trypsin die Amidbindungen der C-terminalen Seite der Aminosauren Lysin und
Arginin. Hierzu wurden die Gelsticke zunachst in Waschlésung gewaschen und
anschlieBend mit Acetonitril bedeckt, bis sie eingeschrumpft waren. Die Stucke
wurden nun vollstandig getrocknet und in Waschlésung rehydriert. Diese Prozedur
wurde bis zur vollstandigen Entfernung des Coomassie-Farbstoffes wiederholt. Die
Gelpartikel wurden nun in Reduktionslésung 45 min bei 56°C inkubiert. Anschliel3end
wurde die Losung durch Alkylierungslosung ersetzt und die Probe fur 30 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Stucke wurden anschliellend erneut in
Waschlosung gewaschen. Die gewaschenen Proben wurden getrocknet und Uber
Nacht bei 37°C in Trypsinlésung verdaut. AnschlieBend wurden die Gelstlicke
zunachst mit 25 mM Ammoniumbicarbonat bedeckt, dann das gleiche Volumen
Acetonitril hinzugegeben und 10 min beschallt (Ultraschallbad TK 52; Bandelin
Sonorex, Berlin). Der Uberstand wurde abgenommen, die Gele mit der
Extraktionsldsung bedeckt und weitere 15 min beschallt. Dieser Schritt wurde
wiederholt. Alle Uberstande wurden vereinigt und im Vakuumkonzentrator (Speedvac
111V; Thermo Scientific, Waltham, USA) getrocknet. Anschlielend wurden die

extrahierten Peptide in 0,1% Trifluoressigsaure aufgenommen, mittels Zip-Tips (C18
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Packungsmaterial; Millipore, Schwalbach) gereinigt und fir die MALDI-TOF Analyse

vorbereitet.

Waschlésung: 100 mM Ammoniumbicarbonat NH4,COs; in Wasser / Acetonitril 1:1
Reduktionslosung: 10 mM Dithiothreitol, 100 mM NH,COs3 in Wasser
Alkylierungslosung: 55 mM lodacetamid, 100 mM NH4CO3 in Wasser

Trypsinldsung: 50 mM NH,COj3; in Wasser + 12,5 ng/uL Trypsin

Extraktionslésung: 1% (v/v) Trifluoressigsaure (TFA) in 30% Acetonitril

MALDI-TOF MS Messungen und Identifikation der Proteine

Die Messungen der Proteinfragmente wurden an einem MALDI-TOF MS Reflex Il der
Firma Bruker Daltonics, Bremen, durchgefuhrt. Die Proben wurden im positiven
lonenmodus gemessen. Die lonisation erfolgte mit einem Stickstoff-Laser
(A =337 nm) bei einer Beschleunigungsspannung von — 20 kV. Als Matrix diente a-
Cyano-4-Hydroxyzimtsaure (CCA), die in TA (TFA 0,1% / Acetonitril 2:1) angesetzt
wurde. Die Praparation erfolgte mittels der dried-droplet Methode. Die Kalibrierung
des Gerates wurde zuvor mit einem Proteinmix aus Angiotensin II, Insulin,
Cytochrom C und BSA durchgefuhrt. Aus den mittels der Software ACQ 4.04 (Bruker
Daltonics, Bremen) aufgenommenen Spektren wurden mit Hilfe der Software Biotools
(Bruker, Daltonics, Bremen) eine Liste der monoisotopischen Massen der tryptischen
Fragmente erstellt. Die Identifizierung der Proteine erfolgte Uber den Abgleich der
detektierten Fragmente mit der NCBI-Datenbank durch die Matrixscience Mascot
Software (www.mascotscience.com). Der sogenannte ,MOWSE score®, der fur jedes
identifizierte Protein berechnet wird, gibt die Wahrscheinlichkeit der richtigen

Identifizierung an.

Western- und Dot-Blot Analysen

Western-Blot

Zur Detektion spezifischer Proteine erfolgte zunachst die Ubertragung der

aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (Amersham Pharmacia
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Biotech; Buckinghamshire) '®®. Der Blot wurde im Blotsystem Mini-Trans-Blot Cell
(Bio-Rad) bei 100 V fur 1 h durchgefuhrt. Die nicht besetzten Bindungsstellen wurden
mit Milchpulverldsung abgesattigt (1 h, 4°C). Es folgten drei Waschschritte fur jeweils
15 min in Tween-TBS bei Raumtemperatur (RT). Um die nach dem Transfer auf der
Membran befindlichen Molekile zu detektieren, wurde diese zunadchst mit dem
entsprechenden primaren Antikorper (AK) inkubiert. Die Konzentration der jeweiligen
Antikorperlosungen sowie die Dauer der Inkubationen wurden individuell fur die
jeweiligen Antikorper angepaldt (siehe unten). Nach Ablauf der Inkubationszeit und
drei erneuten Waschschritten in Tween-TBS wurde der Blot mit einem
peroxidasemarkierten, sekundaren Antikorper behandelt und erneut gewaschen. Die
Chemilumineszenzdetektion wurde mit Hilfe des ECL-Plus Reagenz (Amersham
Pharmacia Biotech) nach Anweisung des Herstellers durchgefuhrt. Die Entwicklung
der Dbelichteten Filme (Hyperfim ECL; Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire) erfolgte mittels der Entwicklermaschine Curix 242S (Agfa-Gevaert,
Koln). Als Kontrollen dienten jeweils 10 ug eines A431-Zelllysates, EGF stimuliert
(Upstate, Lake Placid, USA) und eine bereits auf Markermolektle positiv getestete

Domanenaufreinigung.

Blotpuffer: 0,3% (w/v) Tris; 1,44% (v/v) Glycin; 20% (v/v) Methanol
Tween-TBS: 0,24% Tris; 0,8% NaCl; 0,1% (v/v) Tween 20, pH 7,0

Blockierungslésung: Magermilchpulver (,Glicksklee“) 5% (w/v) in Tween-TBS
EGF-stimuliertes
A431-Zelllysat: Epitheliale, humane Karzinom-Zelllinie (Rockland, Gilberstville, USA)

Verwendete Primarantikorper:

Anti-Flotillin-2 (B-6; Santa Cruz, Heidelberg), monoklonaler AK aus
der Maus, Verwendung in der Verdunnung 1:500 in T-TBS, 5%
Magermilchpulver (w/v), Inkubation 1 h bei 4°C.

Anti-Caveolin-1 (BD Biosciences, Heidelberg), monoklonaler AK aus
der Maus, Verwendung in der Verdinnung 1:2500 in T-TBS, 5%
Magermilchpulver, Inkubation 1h bei 4°C.
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Verwendeter Sekundarantikorper:

Chicken-anti-mouse (Sigma—Aldrich, Taufkirchen), horse radish
peroxidase-konjugiert, Verwendung in der Verdinnung 1:7000 in T-
TBS, 5% Magermilchpulver (w/v), Inkubation 1 h bei RT.

Dot-Blot

Zur Erfassung der Anreicherung des Gangliosids GM1 in den Fraktionen wurden
Dot-Blots durchgeflihrt. Dabei wurde je 1 pL jeder Fraktion ohne eine weitere
Vorbehandlung direkt auf eine Nitrozellulosemembran aufgebracht und trocknen
gelassen. Die Blockierung der freien Bindungsstellen der Membran, die
Waschschritte und die Detektion erfolgten wie oben flir den Western-Blot
beschrieben. Durch die Verwendung der direkt horseradish-peroxidase (hrp)-
konjugierten R-Untereinheit des Cholera Toxins (CTB), das an das GM1 bindet '*,
war ein zweiter Inkubationsschritt mit einem sekundaren Antikdrper jedoch nicht
notwendig. Als Kontrolle wurden jeweils 100 pg (66 fmol) synthetisches GM1 (Avanti

Polar Lipids, Alabaster, USA) auf die Membran aufgebracht.

Cholera Toxin

R-Untereinheit: (Sigma-Aldrich, Taufkirchen), direkt hrp-konjugiert, Verwendung in der
Verdinnung 1:4600 in PBS, 3% BSA (w/v), Inkubation 1 h bei RT.

Gesamtproteinbestimmung

Die Gesamtproteinbestimmung der Dichtegradientfraktionen erfolgte nach Bradford
'3 Hierzu wurden 10 pL Probe mit 800 uL Wasser gemischt und mit 200 pL
Bradford-Reagenz  versetzt. Parallel wurde eine  Standardreihe  mit
Proteinkonzentrationen von 1, 2, 4 und 8 ug/mL BSA (Merck KG, Darmstadt) erstellt.
Nach 10-minutiger Inkubation wurde die Extinktion bei einer Wellenlange von 595 nm
photometrisch gemessen (Spektrometer Uvikon 942; Kontron, Eching). Der
Proteingehalt der Proben wurde Uber die ermittelte Kalibrierungsgerade der

Proteinstandardreihe berechnet.
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Cholesterolnachweis

Die Cholesterolbestimmung wurde fluorometrisch mit Hilfe des Amplex Red
Cholesterol Assay Kits (Molecular Probes, Eugene, USA) laut Herstellerangabe
durchgefuhrt. Dabei wird Cholesterol durch die zugegebenen Cholesterol-Oxidase
oxidiert, was zur Bildung von Wasserstoffperoxid fuhrt. Die hinzugegebene horse
radish — Peroxidase (hrp) reagiert mit dem ebenfalls zugegebenen Farbstoff Amplex
Red und dem gebildeten Wasserstoffperoxid zum sogeannnten Resorufin. Dieses
kann bei einer Wellenlange von 590 nm photometrisch nachgewiesen werden 165,

Der Versuch wurde in 96-well Platten durchgefuhrt. Je Dichtegradientfraktion wurden
50 uL Probe eingesetzt. Die Messungen erfolgten an einem Mikroplattenlesegerat

(Rainbow; Tecan, Crailsheim).

2.2.2.4. Lipidextraktion

Die Lipidextraktionen aus den wassrigen Dichtegradientfraktionen und aus den
angezogenen Zellen erfolgten mittels einer Zweiphasenextraktion mit Chloro-
form / Methanol nach der Methode von Bligh und Dyer '®’. Hierzu wurden zunéchst
0,8 Volumenanteile der zu extrahierenden Probe mit 2 Teilen Methanol und 1 Teil
Chloroform versetzt. Der Ansatz wurde im Ultraschallbad (Ultraschallbad TK 52;
Bandelin Sonorex, Berlin) 10 min beschallt und anschlie®end 25 min unter
mehrmaligem Schitteln bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgte die
Zugabe von 1 Teil Wasser und 1 Teil Chloroform. Um eine optimale Phasentrennung
zu erreichen, wurde der Ansatz bei 400 x g fir 5 min zentrifugiert (UJ3, Heraeus
Christ, Osterode). Die untere organische Phase wurde mittels einer Hamilton-Spritze
abgenommen. Die obere walirige Phase wurde zweimal durch eine erneute Zugabe
von 1 Teil Chloroform, Inkubation sowie Zentrifugation gewaschen. Die
zusammengefuhrten organischen Phasen wurden im Vakuumkonzentrator vollstandig
getrocknet (Speedvac 111V; Thermo Scientific, Waltham, USA) und im fir die weitere

Anwendung verwendeten Losungsmittel aufgenommen.
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2.2.2.5. Abtrennung des Triton X-100 von den isolierten DRM

Entfernung des Detergens durch spezifische Adsorbentien

Zum Versuch, das TX-100 aus den Lipidextrakten zu entfernen, wurde das
Adsorptionsharz Calbiosorb Adsorbent (Calbiochem, San Diego, USA) laut
Herstellerangabe verwendet. Es handelt sich dabei um hydrophobe Kugelchen, an
die die Detergensmolekile adharieren sollen. Das Adsorbent wurde vor einer

Lipidextraktion im wassrigen Medium auf die Proben appliziert.

Dunnschichtchromatographie

Zur Separierung der isolierten Lipide wurden unmodifizierte Kieselgelplatten
(Kieselgel 60  Fas4, KorngroRe  10-12 um, Plattenmalle 20 x 20 cm,
Merck KG, Darmstadt) als  stationare Phase und  Chloroform/Methanol/
Essigsaure/Wasser 85/59/1/4 (viviviv) als mobile Phase verwendet. Die Proben
wurden in einem Volumen von 10 yL Lésungsmittel mit Hilfe einer Hamilton-Spritze
an markierten Startpunkten auf die Platte aufgetragen. Der Lauf erfolgte in einer
I6sungsmittelgesattigten Kammer bei Raumtemperatur. Nach dem Lauf wurden die
Platten getrocknet und die aufgetrennten Lipide mittels einer Primulinldsung
(0,1 mg/mL in Methanol) detektiert '"°. Die Signale wurden unter einer UV-Lampe
(A = 254 nm) sichtbar gemacht.

Um die Spots massenspektrometrisch zu untersuchen, wurden diese ausgekratzt und
die Substanzen mittels einer funfmindtigen Inkubation mit dem Laufmittel unter
Ultraschall (Ultraschallbad TK 52, Bandelin Sonorex, Berlin) aus dem Kieselgel
extrahiert. Eine anschlieBende Zentrifugation (12000 x g, Zentrifuge 5415D;
Eppendorf, Hamburg) trennte die Kieselgelmatrix von den nun im verwendeten

Lésungsmittel befindlichen Proben.

Trennung mittels HPLC

Fur die Auftrennung der Lipidproben Uber die HPLC wurde die stationare

Normalphase Betasil-Diol 100 (Thermo Scientific, Waltham, USA) mit einer
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Partikelgréfie von 5 um verwendet. Messungen, die mittels der Lichtstreudetektion
durchgefuhrt wurden, erfolgten an einem Gilson-HPLC System und der Software
Unipoint (Gilson, Middleton, USA). Die GroRe der verwendeten Saule betrug 4,6 mm
fur den Innendurchmesser und 250 mm in der Lange, die Standardgrofe fur
analytische HPLC-Laufe. Die Losungsmittel wurden vor Gebrauch durch eine 0,2 um-
RC-Membran (regenerierte Cellulose, Schleicher & Schull, Dassel) filtriert und mittels
Helium entgast. Es wurde ein binares Gradientensystem mit den Losungsmitteln A
(Chloroform/Methanol/Ammoniaklosung 28-30% 80/19/1) und B  (Chloroform/
Methanol/Ammoniaklosung 28-30% 60/39/1) und einer Flussrate von 1 mL/min
verwendet. Der angelegte Gradient betrug 0-100% B in 30 min, 100% B fir 10 min
und 100-0% B in 6 min. Die Detektion erfolgte uber einen Lichtstreudetektor (SEDEX
55; Sedere, Lawrenceville, USA) bei 53 °C mit Einsatz von Druckluft mit einer

Flussrate von 3 L/min.

2.2.2.6. Online-Kopplung der HPLC an das ESI FT-ICR MS

Die LC-MS-Messungen wurden an einem Hewlett-Packard (jetzt Agilent, Béblingen)
1100-HPLC System und der Datenerfassungssoftware HyStar 2.0 (Bruker Daltonics,
Bremen) durchgefuhrt. Die GrolRe der verwendeten Saule betrug 0,32 mm fur den
Innendurchmesser und 150 mm in der Lange. Die verwendeten mobilen Phasen A
(Chloroform/Methanol/Ammoniakldsung 28-30% 86/13/1) und B (Chloroform/
Methanol/Ammoniaklosung 28-30% 50/49/1) wurden Uber das Entgaser-Modul der
Anlage entgast. Der angelegte Gradient betrug 0-100% B in 30 min, 100% B fur
10 min und 100-0% B fur 6 min. Die L6sungsmittel bendtigten von der Pumpe bis zum
Detektor 10 min, was bei der Ermittlung der zum Elutionszeitpunkt der verschiedenen
Lipidklassen herrschenden Losungsmittelverhaltnisse beachtet werden musste. Die
mobilen Phasen und der angelegte Gradient wurden gegenuber den
Lichtstreudetektor-Messungen modifiziert, um das System zu optimieren. Bei der
direkten Kopplung des HPLC-Systems und der ESI-Quelle musste eine Kompatibilitat
hinsichtlich der Flussraten gewahrleistet sein (siehe Kapitel 2.1.6). Dazu wurde das
bestehende System fur Standard-HPLC Anwendungen mit Flussraten im Bereich von
einem mL Losungsmittel pro Minute so umgebaut und optimiert, dass durch einen

nach der Pumpe eingebauten Splitter die Flussraten reduziert werden konnten. Die
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Kapillaren, Verbindungen und die Probenschleife am Injektor wurden in ihren
Abmessungen entsprechend angepasst. Dadurch konnten die von der Pumpe
erzielten Flussraten etwa 50-fach reduziert werden (Ubliche Einstellungen:
200 pyL/min Pumpleistung reduziert auf 3-4 pyL/min vor Eintritt in die Saule). Die
Flussraten lieRen sich Uber den Widerstand anhand der Lange und des
Durchmessers des Abflussschlauches am Splitter regulieren. Die Kapillarlangen zur
Saule und zum Massenspektrometer wurden so kurz wie moglich gehalten. Die hinter
der Saule eingesetzte Kapillare wurde direkt mit dem ESI-Sprayer verbunden (Abb.

2.7). Die Steuerung der Anlage erfolgte Uber HyStar 2.0 (Bruker Daltonics, Bremen).

HPLC- N,
Pumpe [ -] zum MS >

ESI-Sprayer

1 mm |.D.
200 pL/ min Injektor

4 —i— - _’ —_—
0,8 mm I.D. Splitter 50 ym L.D.
196 pL/min T-Stlick  3-4 pL/ min

" Saule
320 um 1.D.

Abfall
v

Abbildung 2.7: Schemazeichnung der LC-MS Kopplung. Der durch die Standard-Pumpe
erzeugte Losungsmittelfluss (0,2 mL/min) der mobilen Phase wurde zunachst zu einem T-
Stlick geleitet, das den Fluss splittet. Die resultierenden Flussraten sind Uber die Lange und
den inneren Durchmesser (1.D.) der ableitenden Kapillaren steuerbar. Das System wurde so
eingestellt, dass Flussraten von 3-4 uL in Richtung der Saule herrschten. Die Probenschleife
des Injektors wurde ebenso wie alle Leitungen in ihren Abmessungen entsprechend
angepasst. Die Kapillare im Anschluss an die Saule wurde direkt mit der ESI-

Sprayvorrichtung verbunden. Die Abbildung ist nicht skaliert.

Das HPLC System wurde grundsatzlich durch die Injektion der reinen mobilen Phase
A auf Verunreinigungen uberprift. Die Retentionszeiten wurden regelmaRig durch
Messung einer Standard-Lipidmischung auf die Reproduzierbarkeit der Daten und die

Unversehrtheit des Saulenmaterials untersucht. Dies war aufgrund der verwendeten
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mobilen Phasen besonders wichtig, da die Lebensdauer der stationaren Phase durch
den Ammoniakzusatz verringert wird.
Die zu untersuchenden Proben wurden erst unmittelbar vor der Injektion in das

System in der mobilen Phase A geldst.

Splitter: Acurate Pre-Column Splitter, LC Packings, Dionex, Germering

Verwendete Kapillaren: fused-silica, innere Durchmesser 20 um und 50 ym, Upchurch,
Oak Harbour, USA

Verwendete Kleinteile: Upchurch, Oak Harbour, USA und Agilent, Boblingen

ESI-Sprayer: ES-Nebulizer G1946; Agilent, Boblingen

2.2.2.7. Massenspektrometrische Analyse der Lipide

ESI FT-ICR Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Analyse der Lipidproben erfolgte an einem Apex Il FT-
ICR Massenspektrometer der Firma Bruker Daltonics, Bremen. Das Gerat ist mit
einer Apollo ESI Quelle und einem aktiv abgeschirmten 7 T Magneten ausgestattet.
Ein Schema des Instrumentes ist in Abbildung 2.8 dargestellt. Fur Tandem-MS
Experimente stehen ein Gaseinlass fur CID-Untersuchungen und ein Infrarot-Laser
(25 W, A =10,6 ym, Strahldurchmesser 3,5 mm; Synrad, Mukilteo, USA) fir IRMPD-
Untersuchungen zur Verfligung.

Die Messungen wurden mit den Standardeinstellungen durchgefuhrt. Die in Abbildung
2.8 dargestellten Gerateparameter wurden nach der online-Kopplung der HPLC
Anlage neu angepasst.

Zur Steuerung des Gerates, zur Aufnahme der Spektren und zur Auswertung der
Daten wurde die Datenerfassungssoftware XMass (Bruker Daltonics, Bremen)
verwendet. Die Prozessierung und Auswertung der LC-MS Laufe erfolgte mit Hilfe

des Auswertungsprogrammes Data Analysis DA (Bruker Daltonics, Bremen).

69



METHODEN

ICR - Zelle

Anregungs-
elektroden

ESI - Quelle lonenoptik s

Skimmer 1 v
Offset
CapExit j - trapping-
{5 } Elektrode
Capillary l
Hexapoig vertikale und hor!zontale Ablenkung sowie trapping- Detektisrias
accumulation Fokussierung der lonen Elektrode
i elektroden
ime
Druckgradient
10" imbar  10*Imbar 10° mbar 10" mbar <10 mbar

Abbildung 2.8: Schematischer Aufbau des Apex Il ESI FT-ICR Instrumentes der Firma
Bruker Daltonics. Dargestellt sind die ESI-Quelle, die Transferoptik und die ICR-Zelle mit
den wichtigsten Gerateparametern, die die lonisation sowie den Transfer und das Einfangen
der gebildeten lonen in die Zelle beeinflussen. Ebenfalls dargestellt ist der Druckgradient, der
von der lonisation unter Atmospharendruck bis zur ICR-Zelle unter Ultrahochvakuum reicht.

Abbildung modifiziert nach Bruker Daltonics, Bremen.

Die Kalibrierung des ESI FT-ICR Instruments wurde im positiven lonenmodus anhand
der Fragmentierungsspektren von Angiotensin | durchgeflihrt (capexit-Spannung
180 V). Fur eine Kalibirierung im negativen lonenmodus wurde das Re-LPS aus dem
Escherichia coli Stamm F515 (Isolates HL72) verwendet (capexit-Spannung 180 V).
Die Flussrate bei offline—-ES|I Messungen betrug 120 pyL/min. Die Temperatur des
Trockengases betrug bei offline-ESI Messungen 200°C, bei Nano-ESI Experimenten

80°C. Die Spektren wurden mit einer Samplingrate von 512 k aufgenommen.

Probenvorbereitung

Die Lipidstandardsubstanzen (siehe Tabelle 2.1) wurden als Stammlésung (1 mg/uL)
in  Cloroform/Methanol 1/1  bei -70°C in GlasgefalRchen gelagert. Die
Arbeitsverdunnungen wurden jeweils kurz vor der Messung hergestellt.

Um Verluste durch Degradation und Adsorption an GefalRwanden zu vermeiden,

wurden die Lipide aus Zellextrakten erst am Tag der massenspektrometrischen
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Analyse isoliert. Die Zugabe der zur Injektion in die HPLC nétigen mobilen Phase A
erfolgte jeweils kurz vor der Messung. Stabilitatsmessungen an Standards wurden
ebenfalls durchgefuhrt, um eine frihzeitige Degradation der Substanzen aus-

zuschlielRen.

Messungen von Standardsubstanzen

Bei den Messungen der Lipidstandards wurden Uberwiegend synthetische
Standardsubstanzen mit definierten Fettsaurekettenlangen verwendet. Die
Messungen der Lipidproben wurden aufgrund der unterschiedlichen
lonisierungseigenschaften der verschiedenen Lipidklassen in beiden lonenmodi
durchgefuhrt. Dabei wurden PIl, PG, PS, GM1 und Ceramid im negativen
lonenmodus, PC und Cerebroside im positiven lonenmodus gemessen. PE wurde in
beiden lonenmodi erfasst. Eine Ubersicht der verwendeten Lipidstandards ist in
Tabelle 2.1 gezeigt. Es wurden jeweils drei Messungen von drei voneinander
unabhangigen Einwaagen durchgeflhrt und gemittelt.

Die synthetischen und naturlichen Lipidstandardsubstanzen wurden von Avanti Polar
Lipids (Alabaster, USA) bezogen.
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Bezeichnung Fettsaurerest Neutralmasse [u] | lonenmodus
DOPC 18:1, 18:1 785,593 positiv
DOPE 18:1, 18:1 743,547 positiv/negativ
DMPS 14:0, 14:0 679,442 negativ
DMPG 14:0, 14:0 666,447 negativ

Pl Unterschiedlich
) r,\ersc edien. 38:4: 886,557 negativ
(Rinderleber) Uberwiegend brutto 38:4
Ceramid 18:0 18:0 565,543 negativ
Sphingomyelin (SM
Pringomy (SM) 18:1 730,599 positiv
18:1
Cerebroside Unterschiedlich,
rerseniedic 827,685 positiv/negativ

(Schweinehirn)

Uberwiegend 24:0

GM1
(Schafshirn)

18:0 und 20:0

18:0: 1545,876
20:0: 1573,908

negativ

Tabelle 2.1: Verwendete Lipidstandardsubstanzen. Angegeben sind die Neutralmassen des

monoisotopischen Molekiils sowie der zur Erfassung verwendete lonenmodus.

MS/MS-Experimente

Tandem-MS Experimente an Lipidstandards wurden mittels offline-ESI durchgefuhrt.

Das entsprechende parent ion wurde aus den heterogenen Spektren durch eine
SWIFT-Anregung isoliert und mittels IRMPD oder CID fragmentiert (siehe Kapitel

2.1.5.3). Beispiele hierzu sind in Abbildung 2.9 an Lipidstandards gezeigt.
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Abbildung 2.9: MS/MS Analysen an synthetischen, definierten Lipidstandards.
Beispielhaft gezeigt sind die Fragmentierung des Phospholipids DMPG durch CID und die
Fragmentierung des Gangliosids GM1 durch IRMPD. Die gefundenen Fragmente stimmen
mit Literaturdaten Uberein. Beide verwendeten Fragmentierungsmethoden CID und IRMPD
liefern gute, reproduzierbare Ergebnisse. Abkirzungen: Hex = Hexose; NeuAc = N-

Acetylneuraminsaure; P = Phosphat.

FUr die Charakterisierung der zellularen Lipidextrakte wurden MS/MS-Analysen zu
bestimmten Zeiten des HPLC-Laufes durchgefuhrt. Die Versuche dienten zur Klarung
der Frage, ob sich in bestimmten Elutionsbereichen die teilweise isomeren
Lipidspezies PC und PE uUberlappen (Abb. 2.10). Die entsprechenden Fraktionen
wurden offline gesammelt, da eine direkte online-MS/MS-Analyse wahrend eines LC-
MS Laufes mit der vorhandenen Geratekonfiguration nicht mdglich war. Aufgrund der
kleinen Volumina wurden die entsprechenden Fraktionen mittels Nano-ESI
gemessen. Dabei wurden Nano-Nadeln mit einem inneren Durchmesser von 1 bzw. 2
gm an der Spitze verwendet (Picotip; New Objective, Woburn, USA). Die
Fragmentierung erfolgte hier mittels CID. Die Fragmentierungsspektren wurden mit

127,128

den in der Literatur beschriebenen und anhand von Lipidstandards

nachvollzogenen Fragmenten den entsprechenden Spezies zugeordnet.
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r.i.
7 ®
0,3 760,584
0’2: | 761,587
911758569 759573 | 762,591
759 760 761 762 m/z
Molekiilspezies moEce)ir:g’:lon;ts?:he Summenformel Relative

Masse [M+H]+ [u] Abweichung [ppm]

PC 34:2 758,570 C42Hg1OgNP 1,29
PE 37:2 758,570 CazHs10sNP 1,29
PC 34:1 760,586 CazHs30sNP 2,14

PE 37:1 760,586 Ca2Hg3OsNP 2,14

Abbildung 2.10: Isomere Lipidspezies und dazugehorige Signale. Verschiedene PC- und
PE-Spezies weisen die gleiche Summenformel auf und haben daher exakt die gleichen
Massen. Im positiven ionenmodus sind die rehaltenden Signale daher nicht direkt
zuzuordnen. Im Beispiel sind die berechneten monoisotopischen Massen und die
Messgenauigkeit mit angegeben. Zur eindeutigen Identifizierung wurden die offline

gesammelten, fraglichen Substanzen einer MS/MS-Analyse unterzogen.

2.2.2.8. Auswertung der Daten

Identifizierung der Lipidspezies

Die ldentifizierung der einzelnen Lipide erfolgte anhand ihrer exakten Massen.
Lediglich im positiven lonenmodus wurden, um eine Verwechslung von PC und PE
Spezies ganzlich ausschlielen zu kénnen, MS/MS-Experimente durchgefuhrt und
somit auch die Bildung charakteristischer Fragmente bei der Identifikation mit

einbezogen.
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Durch die vielen hintereinander aufgenommenen Massenspektren Gber einen LC-MS
Lauf und die gro3e Heterogenitat der Proben entstehen grofle Datenmengen. Die
manuelle Auswertung dieser Daten ist allein schon hinsichtlich der Identifikation der
einzelnen Spezies sehr zeitaufwandig. Um die Zuordnung der Signale zu
vereinfachen, wurde die Software PeaklID (©Géran Hubner, LG Immunchemie,
Borstel) als Excel Add-In entwickelt, die die Zuordnung der Signale vereinfacht. Der
Identifizierungsalgorithmus basiert zunachst auf der Berechnung der genauen
Massen der Lipidspezies und dem anschlieBenden Vergleich mit den detektierten
Massen. Dabei liegen die monoisotopischen Massen der einzelnen Kopfgruppen und
Kohlenstoff-Rickgrate in einer Datenbank vor. Die Fettsdurereste werden bei jedem
Abgleich berechnet und mit den Massen in der Datenbank kombiniert. Dabei werden
der verwendete lonenmodus sowie eventuell auftretende Adduktionen oder
Wasserabspaltungen beachtet. In einem vom Anwender angegebenen Fehlerbereich
werden die fur die Identifikation in Frage kommenden Lipidspezies in ihrer
Bruttofettsaurekomposition angegeben. Der Scrennshot einer Analyse ist in
Abbildung 2.11 gezeigt. Die angegebenen Bezeichnungen der Spezies beziehen sich
auf die Gesamtzahl aller Kohlenstoffatome der Fettsaureketten und die Gesamtzahl
der in ihnen vorkommenden Doppelbindungen. In Glycerophospholipiden sind sie auf
zwei Fettsaurekettenreste verteilt. Bei Substanzen mit einem Sphingosinruckgrat
kann die Fettsdure genau angegeben werden.

Die Auswertesoftware umfasst alle Glycerophospholipide unterschiedlicher
Sattigungsgrade der Fettsaurereste inklusive der Etherlipidspezies. Von den
Sphingolipiden wurden Sphingomyelin, Ceramide, Cerebroside und komplexe
Glycosphingolipide beachtet. Dabei wurde als sphingoide Base stets das in
Saugerzellen am haufigsten vorkommende Sphingosin angenommen (siehe Kapitel
1.2.1.1). Dabei ist zu bemerken, dass das sogenannte Dihydrosphingosin ohne
MS/MS Analysen nicht vom Sphingosinruckgrat in einem Molekul unterschieden

werden kann.
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Abbildung 2.11: Screenshot der Ausgabe von PeakID. Die gemessenen Massen der
aufgerufenen Peaklisten wurden mit den von PeaklD berechneten Massenlisten verglichen
und die entsprechenden Lipidspezies innerhalb der gewahlten Parameter ausgegeben. Die
gemessenen Werte, die erwarteten Werte der durch den Algorithmus ermittelten passenden
Spezies, die Peakintensitaten, die relative Massenabweichungen sowie die Summenformel
der Substanzen werden angegeben. Spezies bis zu einer Massengenauigkeit von 10 ppm
wurden fur die Datenauswertung beachtet. Die Peakliste zeigt die monoisotopischen Signale

wahrend der Elution von Pl und wurde mit Data Analysis generiert.

Um keine moglichen Zuordnungen zu Ubersehen, wurde die maximal zugelassene
relative Abweichung auf 10 ppm gesetzt. Der hohe Wert berucksichtigt den Umstand,
dass die Spektren im Breitbandmodus aufgenommen wurden und die Kalibrierung
des Massenspektrometers vor Beginn eines LC-Laufes extern erfolgte. Aulderdem ist
die Anzahl der in der Zelle sich aufhaltenden lonen wahrend eines LC-Laufes nicht
konstant und unterliegt starken Schwankungen, was sich auch auf die
Massengenauigkeit auswirkt. Bei einer internen Kalibrierung und bei einer
kontrollierten lonenintensitat ware die Massengenauigkeit deutlich verbessert.

Die monoisotopischen Massenzurordnung der aus Data Analysis generierten

Massenlisten wurden vor einer PeaklD-Analyse visuell anhand der aufgenommenen

76



METHODEN

Spektren Uberpruft, da es sonst teilweise zu einer Verwechslungen der Signale mit
Isotopenpeaks, Kontaminationen oder Storfrequenzen kommen kann.
Mit Hilfe von PeaklD konnten so die von XMass und Data Analysis aufgenommenen

und prozessierten Daten mit der erstellten Datenbank verglichen werden.
Quantifizierung

Grundsatzlich erfolgen Quantifizierungen in der Massenspektrometrie Uber die
Ermittlung der Signalintensitaten anhand der Integrale der Peakflachen oder anhand
der Peakhdhen. In dieser Arbeit wurden die Peakintensitaten anhand der
gemessenen Peakhdhen ermittelt. Das Signal zu Rausch-Verhaltnis der gemessenen
Signale korreliert mit den Peakintensitaten. Ab einem Signal- zu Rausch-Verhaltnis
von 3 wurde ein Signal als detektiert betrachtet.

Eine Molekulspezies im Massenspektrum kann bei unterschiedlichen m/z-Werten
detektiert werden. Je nach Konzentration der Substanz, Zusammensetzung der
Spraylésung, Kontamination der Probe mit Alkalimetallionen sowie Geometrie und
angelegter Spannungen der lonenquelle kénnen die im Folgenden aufgeflihrten
Quasimolekulionen beobachtet werden. Im positiven lonenmodus werden einfach und
mehrfach positiv geladene lonen [M+H]" bzw. [M+nH]" nachgewiesen. Des Weiteren
kénnen Anlagerungen von z.B. Alkalimetallionen [M+Na]® und [M+K]® beobachtet
werden. Im negativen lonenmodus sind das einfach geladene lon [M-H] sowie
mehrfach geladene lonen [M-nH]™ nachweisbar. Auch hier kann eine
Adduktionenbildung z.B. mit Natrium auftreten [M+Na-2H]. Dabei werden z.B.
doppelt geladene lonen im positiven lonenmodus bei m/z [M+2H]/2 detektiert und die
Isotopenpeaks folgen im Abstand von ‘2 u. Daruber hinaus kdnnen in beiden
lonenmodi Homo- und Heterodimere, Trimere usw. beobachtet werden wie z.B. [2M-
HI', [2M+H]*, [M1+M-H] "®4. Fir die Quantifizierung einer Molekiilspezies miissen die
Intensitaten der verschiedenen Quasimolikilionen zusammengefasst werden.

Bei der Messung der Intensititen der Signale in  aquimolaren
Standardlipidmischungen mussten dartber hinaus fur Standards, die nicht aus einem
definierten Lipid bestanden, die Spezies unterschiedlicher Fettsdurelangen
zusammengefasst werden. Dies war beispielsweise bei Pl der Fall, da PI nur als

naturliche Mischung, nicht aber als definierte Substanz kommerziell erhaltlich ist. Es
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wurden Einwaagen verwendet, deren molare Masse sich auf die im mittleren
Massenbereich der Mischung liegende und gleichzeitig auch am starksten
enthaltenden Spezies Pl 38:4 bezog. Messreihen ergaben, dass die Summe aller im
Standard enthaltenden Spezies zu der Spezies 38:4 im Verhaltnis 0,78 zu 1
vorkommen. Um die anhand von Standardsubstanzen ermittelten Korrekturfaktoren
zu erhalten, wurden die Intensitaten des Signals bei m/z 885,549 fur [M-H]" mit dem
Faktor 1,78 korrigiert. Beim Standard GM1, der aus einer Mischung zweier Spezies
besteht, wurde ebenso vorgegangen (Referenz hier die Spezies 18:0, m/z 1544,869
fur [M-H]', Korrektur um den Faktor 1,42).

Zur Quantifizierung der Zellextraktmessungen erfolgte die Zugabe eines internen
Standards vor der Injektion in die HPLC. Als interner Standard wurde die synthetische
Substanz Dicapryl-PE (PE 20:0) gewahlt, die pro Messung in einer absoluten Menge
von 1ng eingesetzt wurde. PE 20:0 ist in beiden lonenmodi ionisierbar und kommt in

naturlichen Extrakten nicht vor.

Isotopenpeaks

Kohlenstoff kommt in der Natur mit einer 1,1-prozentigen Wahrscheinlichkeit nicht als
'2C, sondern als 'C Isoptop vor. Durch den hohen Anteil an C-Atomen in
organischen Molekiilen ist das *C jedoch fiir deren Analytik relevant, besonders,
wenn quantitative Analysen vorgenommen werden.

Wahrend die unterschiedlichen Fettsaurereste nicht zu SignalUberschneidungen
innerhalb einer Lipidklasse fiihren, liegen die zweifach das '*C-Isotop enthaltenden
Spezies bezlglich der Masse sehr nah an der monoisotopischen Masse der
nachsthdher gesattigten Spezies.

Dabei errechnet sich der Massenabstand aus 2 x ("*C - '?C) - 2H und ergibt einen
Wert von -0,009 u. Um die Signale auseinander zu halten, sind Aufldsungen von
mindestens 88800 im Massenbereich von m/z 800 ndtig. Diese Auflosungen wurden
im Breitbandmodus nicht erreicht.

Sichtbar wird das Vorhandensein von zwei Spezies allerdings in den Intensitaten der
Signale. Bei den untersuchten Substanzen tragt der erste Isotopenpeak einer
Substanz zu etwa 30 % zur Gesamtintensitat der jeweiligen Spezies bei. Die

Intensitdt des Signals der Spezies mit zwei 'C Atomen betrdgt ohne
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Uberschneidungen mit weiteren Signalen etwa 10% des zugehdrigen mono-
isotopischen Signals. Ubersteigt das Signal diesen Wert wie in Abbildung 2.12

gezeigt, so tragt die nachsthdher gesattigte Spezies zur Gesamtintensitat bei.

a.l.
2,5e+07 - 38,4 min
| 861,5504
1,56+07 1 863,5665
] 862,5537 |
| , | 864,5696
5,0e+06 - | |
it o "“mw e M mﬁ,,\,ﬂﬂ“’m A
861 862 863 864 865  m/z

Abbildung 2.12: Uberschneidung der Signale zweier lonenspezies. Signale einer zwei
C-Atome enthaltenden, ungeséttigten Lipidspezies (P136:2, 2x 'C, berechnetes
m/z 863,5560) mit der komplett aus '“C-Atomen bestehenden, nachsthdher geséttigten
Spezies (Pl 36:1, berechnetes m/z 863,5649). Die Auflésung des gezeigten Spektrums von
60000 reicht nicht aus, um die Signale zu trennen. Spektrum aus dem LC-MS Lauf einer

DRM-Lipidextraktion im negativen lonenmodus bei 38,4 min.

Die Intensitaten der Isotopenpeaks wurden nicht in die Daten mit eingerechnet. Fur
relative Vergleiche ist dies jedoch nicht relevant, da sich alle untersuchten Molekule
im gleichen Massenbereich befinden und daher eine fast gleiche Isotopenverteilung
haben. Ubersteigt das Signal des zweiten Isotopenpeaks den Anteil von 30% der
Intensitat des monoisotopischen Peaks, so wurde die Intensitat als Signal der
nachsthoher gesattigten Spezies gewertet, allerdings ohne Abzug der nicht zum
Signals gehérenden 10% an Intensitat, da dies im Rahmen des Fehlers der

Messdaten liegt.
Fehlerbehandlung
Zur Beurteilung der Verlasslichkeit und Reproduzierbarkeit der entwickelten Methode

als auch der Messdaten werden die Daten, falls nicht anders vermerkt, als
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arithmetische Mittelwerte mindestens dreier unabhangiger Messungen und ihrer

Standardabweichungen angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. Isolation der Membranmikrodomanen und Verteilung der

Markermolekiile

In  der Literatur sind neben der Standardextraktionsmethode  fur
Membranmikrodomanen, d.h. mit einer 1-prozentigen Triton X-100-Ldsung, weitere
Extraktionsmethoden beschrieben. Um eine mdglichst effiziente und reproduzierbare
Methode fur die Lipidanalytik zu erarbeiten, wurden die verschiedenen
Isolationsverfahren auf ihre Reproduzierbarkeit und ihre Eignung zur nachfolgenden
massenspektrometrischen Lipidanalytik untersucht. Dabei sollte die
Detergenzkontamination der Proben fur die nachfolgende massenspektrometrische
Analyse moglichst gering gehalten werden. Die Qualitat der Extraktion wurde durch
das Vorhandensein der in der Literatur beschriebenen Markermolekule GM1 und
Flotillin-2 Uberpruft (siehe Kapitel 1.2.3 und 2.1.2). Fur die Standardisolationsmethode
wurde der Cholesterolgehalt festgestellt und exemplarisch untersucht, ob die
isolierten Extrakte neben einer Lipidanalytik auch die massenspektrometrische

Analytik von Proteinen erlauben.

3.1.1. Vergleich verschiedener Isolationsmethoden fiir

Membranmikrodomanen

Aus HEK293-Zellen und TLR4/MD2-transfizierten HEK-Zellen wurden die Domanen
als Detergens-resistente Membranen (DRM) mit einer Tritonkonzentration von 1%
(Isolationsmethode 1) und 0,1% (Isolationsmethode 2) im Lysepuffer vom Rest der
Zellmembranen abgetrennt. Aullerdem wurden die rigiden Bereiche durch
Natriumcarbonat (Isolationsmethode 3) und durch mechanischen Zellaufschluss und
mehrere Zentrifugationsschritte (Isolationsmethode 4) detergensfrei extrahiert (siehe
Kapitel 2.1.1). Nach den Ultrazentrifugationsschritten in einem diskontinuierlichen
Dichtegradienten sammelten sich die nicht gelosten Membranbereiche im Bereich der
geringeren Dichte an. Im Gradientenrdhrchen ist nach der Zentrifugation teilweise

eine deutliche Bande des aufgeschwemmten Materials sichtbar (Abb. 3.1). Die
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einzelnen Fraktionen wurden mit Hilfe einer Pipette manuell abgenommen und auf die
Markermolekule untersucht, die bei einer erfolgreichen Isolation eine Anreicherung in

den Bereichen geringerer Dichte des Gradienten zeigen sollten.

Abbildung 3.1: Aufreinigung der Doménen als
Detergens-resistente Membranen im Dichtgradienten. In
1-prozentiger TX-100-Lésung bei 4°C  unlésliches
Membranmaterial nach einer 19-stundigen
Ultrazentrifugation im Saccharosedichtegradienten. Das
Material sammelte sich zwischen der 30% (w/v) und der 5%

(w/v) Saccharoseldsung.

Im Folgenden sind die Ergebnisse der verschiedenen Isolationsmethoden in Hinblick
auf die Verteilung des Markers GM1 dargestellt. Durch die im Western-Blot
nachgewiesene, hochspezifische Erkennung von GM1 durch die B-Untereinheit des
Cholera Toxins (CTB) war es mdglich, den Nachweis per Dot-Blot durchzufuhren
(siehe Kapitel 2.2.2.3).

Abbildung 3.2 zeigt die Verteilung des GM1 in den einzelnen Fraktionen des
Dichtegradienten nach Anwendung der verschiedenen Isolationsmethoden. In den mit
Isolationsmethode 1 (1% Triton X-100) gewonnene Fraktionen wurde GM1 in den
Fraktionen 2-5 angereichert nachgewiesen. Diese Fraktionen befanden sich in dem
Bereich der geringeren Dichte im Gradienten, und das aufgeschwemmte
Membranmaterial ist in Abbildung 3.1 teilweise sichtbar. Im Sediment wurde kein
GM1 detektiert. Eine Reduktion der Tritonkonzentration im Puffer auf 0,1%
(Isolationsmethode 2) ergab nach der Fraktionierung und dem Nachweis auf GM1
eine Verteilung Uber den gesamten Gradienten.

Auch die Untersuchung der detergensfreien Isolationsmethode 3, bei der die
Domanen durch Natriumcarbonat extrahiert werden sollten, ergab eine Verteilung von

GM1 Uber den gesamten Gradienten. Die Isolationsmethode 4, bei der aufgrund
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eines groleren Volumens des Gradienten eine grélkere Anzahl an Fraktionen
gewonnen wurde, fuhrte ebenfalls zu einer gleichmafigen Verteilung von GM1.
Die Anreicherung von GM1 konnte nur an mit Hilfe der Isolationsmethode 1 (1% TX-

100) isolierten Fraktionen reproduzierbar nachgewiesen werden.

Verteilung von GM1 Isolationsmethode

LR 0R® " L 1) 1% TX-100 1

S 20000 e e ® 20.1%TX100

299008088 ;nco

1 » Sediment

‘am»’ Sediment

Abbildung 3.2: Nachweis von GM1. Dot-Blot von Aliquots aus den verschiedenen
Dichtegradientfraktionen nach CTB-vermittelter Detektion von GM1. Dabei war die Fraktion 1
die erste von oben abgenommene Fraktion und die der geringsten Dichte des Gradienten und
die letzte Fraktion reprasentiert das Pellet. Es wurde jeweils 1 yL der in einem Volumen von
150 pL abgenommenen Fraktion auf die Membran appliziert. Die gréRere Anzahl
abgenommener Fraktionen bei Anwendung der Methode 4 resultierte aus dem gréfReren
Volumen des Dichtegradienten. Eine klare Anreicherung von GM1 war nur nach Anwendung
der Isolationsmethode 1 nachzuweisen. Nach den Extraktionen mit Hilfe der anderen
Methoden war GM1 im gesamten Gradienten gleichmaRig verteilt. Es wurden jeweils 1x10°
Zellen fiir die Aufreinigungen nach Methode 1 und 2 sowie 4x10° Zellen bei Methode 4

verwendet.

Der immunchemische Nachweis des 48 kDa grofden Proteins Flotillin-2 wurde nach
vorangehender Elektrophorese der Dichtegradientenaliquots und Western-Blot
durchgefuhrt (siehe Kapitel 2.2.2.3). Abbildung 3.3 zeigt eine Verteilung des Molekuls
im Dichtgradienten nach der Durchflhrung der verschiedenen Isolationsmethoden,
wobei Fraktionen der Isolationsmethode 3 nicht untersucht wurden. Wie bereits im
vorigen Kapitel beschriebenen Nachweis fir GM1 zeigte sich nach Anwendung der

Isolationsmethode 1 eine Anreicherung des Flotillin-2 in den Fraktionen 2 bis 5.
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Allerdings war Flotillin-2 in geringerer Menge auch in den anderen Fraktionen und im
Sediment nachzuweisen.

Der Test der mittels Isolationsmethode 2 behandelten Proben auf Flotillin-2 zeigte in
Fraktion 1 und Fraktion 8 weniger starke Signale als in den restlichen Fraktionen. Wie
auch die Verteilung des GM1 war allerdings keine klare Anreichung auf bestimmte
Dichtebereiche feststellbar (vgl. Abb. 3.2). Das Molekul war im gesamten Bereich des
Dichtegradienten zu finden. Bei Anwendung der Isolationsmethode 4 war der Marker
Flotillin-2 zum Sediment hin angereichert, nicht aber in den Bereichen geringerer
Dichte.

Verteilung von Flotillin-2 . Isolationsmethode
a
- 60
e ——— — e e e 50 1) 1% TX-100 -
— 40 1

e n—
G e

i 60
S ———— e — 50

. —-— 40

o — 60 o Sediment
C —— -—-*a 4) mechanisch
40

1 P Sediment Marker

2) 0,1% TX-100

Abbildung 3.3: Nachweis von Flotillin-2. Western-Blot und immunchemische Detektion des
Proteins Flotillin-2 (48 kDa). Das Molekll war nach einer Extraktion mit 1% TX-100 in den
Fraktionen 2, 3 und 4 angereichert. In den Ubrigen Fraktionen war es in geringerer
Konzentration ebenfalls nachzuweisen. Nach Anwendung der Isolationsmethode 2 (0,1% TX-
100) war Flotillin-2 fast Gber den gesamten Dichtegradienten gleichmaRig verteilt. Nach dem
mechanischen Aufschluss (Isolationsmethode 4) war Flotillin-2 fast ganzlich im Sediment zu
finden. Fir eine Reduktion der Proben wurde nach Anwendung dieser Methode nur jede
zweite abgenommene Fraktion auf das Gel aufgetragen. Es wurden jeweils 1x10° Zellen fiir
die Aufreinigungen nach Methode 1 und 2 sowie 4x10° Zellen bei Methode 4 verwendet. Die

Fraktionen der Isolationsmethode 3 (Natriumcarbonat) wurden nicht auf Flotillin getestet.

An einer DRM-Isolation aus Lungenendothelzellen wurde exemplarisch der Einfluss
einer Reduktion der TX-100 Konzentration zusatzlich auf die Verteilung des Proteins

Caveolin-1 getestet. Aufgrund ihrer sehr geringen Caveolin-Expression konnte dieser
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Test nicht an den in der Arbeit sonst verwendeten HEK-Zellen durchgefihrt werden.
Die Extrakte  wurden freundlicherweise von Frau E. Reppien, LG
Lungenpharmakologie, Borstel, zur Verflgung gestellt. Nach der Aufarbeitung wurden
im in Abbildung 3.4 dargestellten Versuch benachbarte Fraktionen zum Nachweis des
Caveolins zusammengefasst. Es zeigte sich deutlich, dass nach einer Reduktion der
TX-100 Konzentration auf 0,1% im Lysepuffer das als domanenassoziiert
beschriebene Caveolin-1 nach der Ultrazentrifugation komplett im Sediment zu finden
war. Die Diskrepanz zu den Daten des GM1-Nachweises nach Anwendung der
Isolationsmethode 2 (siehe oben) konnte nicht erklart werden. Bei Isolationsmethode
1 konnte auch fir Flotillin-2 eine Anreicherung in bestimmten Fraktionen (hier
Fraktion 3) festgestellt werden.

Verteilung von Caveolin-1 Isolationsmethode
o B ) 1% X100 1
sonman: 2
3
5
1 2 3 4 5 Sediment s

Abbildung 3.4: Nachweis von Caveolin-1. Einfluss der Reduktion der TX-100
Konzentration im Lysepuffer auf die Verteilung des Markermolekils Caveolin-1 im
Dichtegradienten. Verwendet wurden Lungenendothelzellen, die das Protein Caveolin-1 im
Gegensatz zu HEK-Zellen exprimieren. Caveolin-1 wurde nach Anwendung der
Isolationsmethode 2 komplett im Sediment nachgewiesen. Der Versuch wurde
freundlicherweise von Frau E. Reppien, Lungenpharmakologie, Forschungszentrum Borstel,
durchgefiihrt.

Die lIsolation von Membranmikrodomanen mittels verschiedener Methoden zeigte,
dass lediglich die Standardisolation nach Methode 1 (1% TX-100) zu
reproduzierbaren Ergebnissen in der Verteilung von in der Literatur beschriebenen
Membranmikrodomanenmarkern fuhrte. Versuche, die Domanen mit einer geringer
konzentrierten TX-100-Lésung oder ganzlich ohne ein Detergens zu isolieren, um

mdglichst kontaminationsarme Proben zu erhalten, fihrten auch nach der
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Uberprifung der Einzelschritte und Modifikationen der Methode nicht zu einer
Anreicherung der Markermolekule in einzelnen Fraktionen (Daten nicht gezeigt). Die
beschriebene Methode nach Smart (Isolationsmethode 4) wurde zwischenzeitlich von
den Autoren zuriickgezogen '®°, da sie nicht reproduzierbar anwendbar ist. Eine in
diesem Zuge verdffentlichte Alternativmethode der Autoren konnte ebenfalls keine
reproduzierbaren Ergebnisse liefern (Daten nicht gezeigt).

Diejenigen Fraktionen, die sich im Bereich geringer Dichte im Dichtegradienten
sammelten und in denen die starkste Anreicherung der Markermolekile
nachzuweisen war, wurden als DRM-Fraktionen bezeichnet und fur die weiteren

Versuche sowie die Lipidextraktionen genutzt.

3.1.2. Nachweis von Cholesterol

Zur weiteren Charakterisierung der Aufreinigungen mittels 1-prozentiger Tx-100-
Ldsung, die zu einer reproduzierbaren und in der Literatur beschriebenen Verteilung
der Marker GM1 und Flotillin-2 fuhrten, wurden die einzelnen Fraktionen auf ihren
Cholesterolgehalt hin untersucht. Der Nachweis wurde mit Hilfe eines kommerziell
erhaltlichen, fluoreszenzbasierten Tests durchgeflhrt (siehe Kapitel 2.2.2.3). Auch bei
diesem Test zeigt sich eine Anreicherung des detektierten Moleklls in den oberen
Fraktionen des Dichtegradienten (Abb. 3.5). Cholesterol ist demzufolge in den DRM-
Fraktionen angereichert. Dabei erreichte die Anreicherung Ublicherweise einen Wert
um 6,5 pg/mL fur aus HEK-293 Zellen und bis zu 9 ug/mL fur aus TLR4/MD2-
transfizierten HEK-Zellen isolierten DRM. In Fraktionen, die den Bereichen hdherer
Dichte im Gradienten enthommen werden, lag die Cholesterolkonzentration bei einem
Wert <1 pg/mL. Erwartungsgemal® wurde Cholesterol auch im Sediment
nachgewiesen. In der ebenso getesteten, cytosolischen Fraktion war Cholesterol

dagegen nur in Spuren nachweisbar.
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Abbildung 3.5: Nachweis von Cholesterol. Cholesterolgehalt der Dichtegradientfraktionen
von mit 1-prozentiger TX-100-Losung inkubierten HEK-293 Zellextrakten. Erkennbar ist die
typische Anreicherung der Cholesterolkonzentration in den Bereichen geringer Dichte, also in
den die DRM enthaltenden Fraktionen.

3.1.3. Proteingehalt der Fraktionen

Um zu prifen, ob es mdglich ist, die Probe gleichzeitig zur Lipidanalytik auch auf
ihren Proteingehalt hin massenspektrometrisch zu untersuchen, wurde zunachst der
Gesamtproteingehalt der durch Isolationsmethode 1 gewonnenen Fraktionen nach
Bradford bestimmt .

Die photometrischen Messungen des Proteingehaltes schwankten zwischen den
einzelnen Fraktionen ohne Beachtung des Sediments zwischen 5 und 12 yg/mL. Es
war keine klare Anreicherung festzustellen, die Fraktionen 1 und 2 wiesen jedoch den
geringsten Proteingehalt auf (Abb.3.6). Die Daten lie3en sich aufgrund der geringen

Probenvolumina und Proteinkonzentrationen zudem nur schwierig reproduzieren.
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Abbildung 3.6: Proteingehalt der Dichtegradientfraktionen. Der Nachweis erfolgte nach
Bradford. Die Messung der optische Dichte der Proben bei 595 nm konnte Uber eine
Standardgerade bekannter Proteinkonzentrationen in die Proteinkonzentration der Probe
umgerechnet werden. Die Konzentration stieg zunachst leicht an und lag in den Fraktionen
mittlerer Dichte um die 11 yg/mL. In den DRM-Fraktionen (2-5) werden unterschiedliche
Proteinkonzentrationen gemessen. HOhere Konzentrationen waren im Sediment des

Dichtegradienten und in der cytosolischen Fraktion nachzuweisen.

Die Proteine der einzelnen Fraktionen wurden daher mit Hilfe einer SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels einer Rotiblue-Farbung sichtbar gemacht. Das in Abbildung
3.7 gezeigte Gel spiegelt den Gesamtproteingehalt einer DRM-Fraktion wider. Pro
Fraktion wurde ein Probenvolumen von 10 yL auf das Gel aufgetragen, dies
entsprach nach den oben gezeigten Messungen einer absoluten Menge von 50 bis
110 ng Protein pro Fraktion. Deutlich erkennbar ist, dass einige Proteinbanden nur in
bestimmten Fraktionen des Dichtegradienten nachweisbar waren. Die markierten
Banden A, D und E waren in den DRM-Fraktionen angereichert. Das Signal der
Bande B nahm zu Bereichen hoéherer Dichte hin an Starke zu. Bande C war erst ab
Fraktion Nummer 6 zu finden. Das Sediment zeigte eine hohe Proteinkonzentration
und —heterogenitat. Hier waren auch viele Banden erkennbar, die in den
Dichtegradientfraktionen nicht zu finden waren. Der Vergleich zur GM1- und Flotillin-

2-Verteilung zeigte eine deutliche Korrelation zwischen der Verteilung der

88



ERGEBNISSE

Markermolekile und der verschiedenen Proteinbanden. Ebenso ist zu erkennen, dass
auch innerhalb der DRM-Fraktionen (Fraktionen 2-5) Unterschiede in der Verteilung

und der Intensitat der Banden zu beobachten waren.
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Abbidung 3.7: SDS-PAGE der einzelnen Dichtegradientfraktionen. Das Gel zeigt den
Gesamtproteingehalt der Probe. Die Proteine wurden mittels einer Rotiblue-Farbung
angefarbt. Der verwendete Marker war im eingescannten Gel schlecht zu erkennen. Einige
der prominenten Banden waren einzelnen Fraktionen zuzuordnen. So waren die Banden A, D
und E in den Fraktionen zu finden, in denen die Marker GM1 und Flotillin-2 immunchemisch
nachgewiesen werden konnten. Bande B nahm zu den unteren Fraktionen des
Dichtegradienten hin an Starke zu. Die Bande C fand sich im Gradienten erst in den

Fraktionen hoherer Dichte.

Um zu bestimmen, um welche Proteine es sich dabei handeln konnte, wurde eine
DRM-Fraktion (also eine Fraktion der hochsten Anreicherung der Marker) Uber eine
zweidimensionale Gelelektrophorese weiter aufgetrennt. Dabei wurden die Proteine
der Probe zunachst nach ihrem isoelektrischen Punkt und anschlieRend nach ihrer
Grole separiert. Die erhaltenden Spots wurden ausgeschnitten und nach einem
tryptischen Verdau massenspektrometrisch analysiert (Kapitel 2.2.2.3). Es konnten so

die in Abbildung 3.8 gekennzeichneten Spots als eine Proteindisulfidisomerase, die
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Hitzeschockproteine HSP 60 und HSP 70, Aktin und die Malatdehydrogenase
identifiziert werden.

Der sogenannte MOWSE-Score gibt dabei die Wahrscheinlichkeit an, dass das
Protein korrekt identifiziert worden ist. Je hoher der Wert des MOWSE-Scores uber
dem fir jede Analyse ermittelten Signifikanzlimit liegt, desto geringer ist die
Wahrscheinlichkeit einer falschen Identifizierung. Der MOWSE-score der
Identifikation der Proteindisulfidisomerase lag knapp unter dem Signifikanzlimit, die
Hitzeschockproteine wurden jedoch mit einer hohen Wahrscheinlichkeit richtig

identifiziert.

pH 3 = pH10
1 85 MOWSE- Masse [u]/
Bezeichnung|$¢0re iso-
Spot 9 (Signifikanz-| elektrischer
limit) Punkt
1 (pos. Glutamat- 101 (62) 62 kDa/ 7.25
62 Kontrolle) | dehydro-
genase 1
29 2(pos. Carbonat- |64 (62) 29 kDa/ 6.4
Kontrolle) | anhydrase
Protein- 53 (60) 57 kDa/ 4.76
3 disulfid-
1 1 isomerase
4 HSP 70 161 (60) 70 kDa/ 5.48
5 HSP 60 1532 (60) 61 kDa/ 5.7
kDa 6 Aktin 98 (60) 42 kDa/ 5.29
7 MDH 51 (60) 36k Da/ 8.92

Abbildung 3.8: Zweidimensionale Gelelektrophorese einer DRM-Fraktion. Die
Auftrennung erfolgte in der ersten Dimension Uber den isoelektrischen Punkt und in der
zweiten Dimension Uber die Masse der Proteine. Die markierten Spots wurden via peptide
mass fingerprinting den in der Tabelle rechts dargestellten Proteinen zugeordnet.

Abkurzungen: HSP: Hitzeschockprotein; MDH: Malatdehydrogenase.

3.2. Lipidextraktion

3.2.1. Extraktion eines Lipidstandards

Zunachst wurde die Methodik nach Bligh und Dyer auf eine aquimolare Mischung
verschiedener Lipidstandards (DOPC, DOPE, DMPG, DMPS, PI, Ceramid 18:0, SM
18:1, Cerebroside und GM1) angewandt, um einen eventuellen auch selektiven

90



ERGEBNISSE

Verlust an Lipidmaterial wahrend der Extraktion zu untersuchen. Die Mischung wurde
insgesamt dreimal extrahiert und die gesammelte organischen Phasen eingeengt. Im
Anschluss wurde ein Massenspektrum im negativen lonenmodus vor (a) und nach (b)
der Lipidextraktion aufgenommen (Abb. 3.9). Die relativen Intensitaten von PG, PS,
PE und Pl im Massenspektrum anderten sich nicht. Die absoluten Intensitaten
nahmen allerdings um eine Zehnerpotenz im Vergleich zu den Messungen vor einer
Lipidextraktion ab (Daten nicht gezeigt). Bei den verwendeten Sphingolipiden blieb
das relativ hydrophobe Ceramid anteilig zu den Glycerophospholipidspezies erhalten.
Die verschiedenen als Standard verwendeten Lactosylceramidspezies waren nach
der Extraktion nur noch teilweise in der organischen Phase detektierbar. Aufgrund der
geringen Nachweisempfindlichkeiten dieser Substanzen waren die zugehorigen
Signale nach Detailanalysen lediglich im Untergrund des Spektrums aus Abbildung
3.9 zu finden. Das Glycosphingolipid GM1 war nach einer Bligh und Dyer Extraktion
in der organischen Phase nicht mehr nachzuweisen. Solche komplexen Glycolipide,
die einen relativ groRen polaren Molekulanteil besitzen, gingen also zum groften Teil
an die wassrige Phase verloren.

Aufgrund der Darstellung der Messung im negativen lonenmodus werden DOPC und
SM 18:1 nicht nachgewiesen. Messungen im positiven lonenmodus ergaben

vergleichbare Werte.
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Abbildung 3.9: Anwendung der Lipidextraktion nach Bligh und Dyer auf eine Mischung
aus Lipidstandards. Reprasentative Massenspekiren im negativen lonenmodus eines
aquimolaren Lipidmixes aus DMPG, DMPS, DOPE, DOPC, PI, Ceramid 18:0 und
Cerebrosiden a) vor und b) nach einer Lipidextraktion nach Bligh & Dyer. Die Relationen
zwischen den einzelnen Glycerophospholipidspezies sowie des Ceramids blieben auch nach
der Extraktion erhalten. Lactosylceramide und das Glycolipid GM1 konnten nach der
Lipidextraktion nicht mehr nachgewiesen werden. Der nach einer Lipidextraktion an Intensitat
zunehmende Peak bei etwa m/z 800 konnte nicht identifiziert werden. Die Konzentration der
Standards betrug vor der Lipidextraktion (a) fir GM1 1 uM und fiir die anderen Lipide je 2 uM.

DOPC und SM 18:1 wurden im dargestellten negativen lonenmodus nicht abgebildet.

3.2.2. Massenspektrum der organischen Phase nach Lipidextraktion
einer durch Methode 1 (1% Triton X-100) isolierten DRM-

Fraktion

Die in den DRM-Fraktionen enthaltenden Lipide wurden vor der
massenspektrometrischen Analyse mit Hilfe der Zweiphasenextraktion nach Bligh und

Dyer vom wassrigen Anteil bzw. von den im wassrigen Anteil I6slichen Substanzen
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(Proteine, Saccharide, ect.) der Dichtegradientfraktion getrennt (siehe Kapitel
2.2.2.4). Zunachst wurde untersucht, in wie weit das in den TX-100-Aufreinigungen
verwendete Detergens die massenspektrometrische Detektion der extrahierten Lipide
beeinflusst. Zunachst wurden mit Hilfe der Isolationsmethode 1 (1% TX-100)
gewonnene DRM-Fraktionen einer Lipidextraktion unterworfen und die erhaltende
organische Phase direkt uber ESI FTMS im negativen lonenmodus analysiert (Abb.
3.10). Das Spektrum zeigt die hochgradige Verunreinigung der Probe durch das
ebenso wie die Lipide in den organischen Anteil der Zweiphasenextraktion
ubergegangene TX-100. Eine Analytik der eigentlichen Probenmolekile war kaum
modglich. Die lonensuppression wahrend der lonisation in der Quelle und die
gegenseitige Beeinflussung der lonen wahrend der Detektion in der ICR-Zelle waren
aufgrund des Uberschusses an TX-100-Molekiilen zu stark, um die eigentlichen
Probensubstanzen ausreichend nachzuweisen. Die wenigen, im Untergrund zu
findenden Glycerophospholipidspezies zeigten Signale knapp Uber dem
Untergrundrauschen. Das bei m/z 742,544 gezeigte Signal fur PE 36:2 [M-H] hatte

ein Signal- zu Rausch-Verhaltnis von 1,5.
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Abbildung 3.10: Massenspektrometrische Analyse eines Lipidextraktes im negativen
lonenmodus einer mit Hilfe der Isolationsmethode 1 (1% Tx-100) isolierten DRM-
Fraktion. Das mit in die organische Phase Ubergehende TX-100 dominierte das Spektrum
und machte eine weitere Analyse der eigentlichen Probenzusammensetzung unmdglich.

Erkennbar ist das in Massenspektren fir TX-100 typische Muster.

Der charakteristische Massenabstand von Am =44 u zwischen den dominanten
Signalen der verschiedenen TX-100 Molekule zeigte die in unterschiedlicher Anzahl

in den Molekulen enthaltenden Ethylenoxidgruppen (Abb. 3.11).

O—[CHz—CHz—O]xH

Abbildung 3.11: Struktur von TX-100. Die variable Anzahl der Ethylenoxidgruppen flihrte
zum typischen Massenabstand von A m =44 u zwischen den einzelnen Molekllspezies im

Massenspektrum.
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3.2.3. Massenspektrum der organischen Phase nach Lipidextraktion
einer durch Methode 2 (0,1% TX-100) isolierten DRM-Fraktion

Eine massenspektrometrische Analyse der mittels Methode 2 isolierten Fraktionen
nach einer Lipidextraktion ergab ebenfalls starke Signale des TX-100. Im gezeigten
Ausschnitt (Abb. 3.12) waren einige wenige Glycerophospholipidspezies zu finden,
die sich klar vom Untergrund abhoben. |hr Signal- zu Rausch-Verhaltnis war im
Gegensatz zu den Signalen der 1% TX-100-Isolate leicht erhoht (fur m/z 742,544
betrug es 3,9; Daten nicht gezeigt). Eine Analytik der eigentlichen Probenmolekile
war aufgrund der immer noch starken lonensuppression und der gegenseitigen

Beeinflussung der lonen in der Zelle nur unzureichend mdglich.
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Abbildung 3.12: Massenspektrometrische Analyse eines Lipidextraktes im negativen
lonenmodus einer mit Hilfe der Isolationsmethode 2 (0,1% Tx-100) isolierten DRM-
Fraktion. Die Signale von TX-100 dominierten das Spektrum. Einzelne Glycerophospholipide

lieRen sich jedoch deutlich identifizieren, wie z.B. PS 36:1.
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3.3. Versuch der Abtrennung des TX-100 von DRM-Lipiden

Da eine reproduzierbare Isolation von Membranmikrodomanen nur nach
Isolationsmethode 1 unter Verwendung einer 1-prozentigen Tritonlésung durchgefuhrt
werden konnte und TX-100 eine massenspektrometrische Analyse unmaoglich macht,
musste eine Methode gefunden werden, das in den Proben enthaltende Triton X-100
abzutrennen.

Aufgrund der sehr ahnlichen physikochemischen Eigenschaften von Detergens- und
Analytmolekilen ist eine Abtrennung von TX-100 schwierig durchzufihren. Gangige
Verfahren zur Abtrennung von Probenkontaminationen eigneten sich zur Abtrennung
des TX-100 nicht. So war z.B. eine Dialyse von TX-100 aufgrund seiner sehr
niedrigen critical micellar concentration (cmc; 0,3 mM bei 25°C) nicht moglich. Auch
die Verwendung spezifischer Detergens-Adsorbentien wie ,Calbiosorb konnte nicht
erfolgreich durchgeflhrt werden, da die Lipidmolekile ebenso wie das TX-100 von
den Harzkugelchen adsorbiert werden. Eine solche Behandlung ist nur fir Proben
geeignet, bei denen die Proteinanalytik im Vordergrund steht. Ein nach der
Fraktionierung durchgeflhrter erneuter Ultrazentrifugationsschritt sedimentierte
sowohl die TX-100- als auch die Lipidmolekule. Fir eine erfolgreiche Abtrennung des

TX-100 von den Lipidmolekulen verblieben also nur chromatographische Methoden.

3.3.1. Auftrennung der DRM-Lipidextrakte mittels

Dlinnschichtchromatographie

Um die Proben von der Detergenskontamination zu befreien, wurde zunachst die
konventionell flr die Lipidanalytik haufig genutzte Diinnschichtchromatographie (DC)
angewandt. Versuche mit verschiedenen Lipidstandards zeigten selbst bei der
Verwendung des spezifisch fur Lipide geeigneten Detektionmittels Primulin eine im
Vergleich zur massenspektrometrischen Analytik sehr geringe Sensitivitat der
Methode. Definierte Standards wurden ab einer absoluten Menge von etwa 8 ug
detektiert. Mit dem verwendeten Laufmittel (siehe Kapitel 2.2.2.5) lieBen sich die
Standardsubstanzen gut nach ihren Kopfgruppen auftrennen. Abbildung 3.13 zeigt
die Auftrennung eines synthetischen Ceramid 18:0 von TX-100 (linke Spur). Das

Triton lief im verwendeten System langsamer als das Ceramid (Vergleich mit Spur 3,
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Triton alleine). Auch eine massenspekirometrische Analyse der Spots nach einer
Extraktion aus dem Kieselgel zeigte eine klare Trennung der Substanzen. Die
Auftrennung eines DRM-Lipdextraktes (Spur 2) zeigte eine deutliche Bande am Start
und einen breiten, verwischten Spot. Weitere Spots waren nicht zu beobachten. Eine
Verdinnung des DRM-Extraktes flhrte zu gleichen Ergebnissen. Massen-
spektrometrische Analysen an aus dem Kieselgel der Platte extrahierten Fraktionen
zeigten keine Lipidsignale. Auch das Material in dem breiten, nicht aufgetrennten

Spot konnte nicht identifiziert werden.

Abbildung 3.13: Diinnschichtchromatographie von
Lipidstandards und einer DRM-Fraktion. Eingesetzt
wurden C18-Ceramid (10 pg), TX-100 (je 20 pg) und der
Lipidextrakt einer DRM-Fraktion (2 pl). Laufmittel:
Chloroform/Methanol/Essigsaure/Wasser 85:59:1:4.

1-C18 Ceramid + TX-100

2 - Lipidextraktion DRM-Fraktion

3-TX-100

Eine Mischung aus Ceramid 18:0 und TX-100 wurde klar

getrennt. Beim Versuch, die Lipidextraktion einer DRM-

Ceramid —
TX-100 —

Fraktion aufzutrennen, entstand ein breiter, verwischter

Spot (Spur 2) sowie eine Bande am Startpunkt der

Chromatographie.

Zur Auftrennung von Lipidstandards war die Dunnschichtchromatographie gut
geeignet. Fur die Analyse von Lipidextrakten aus DRM-Fraktionen bzw. zur
Vorbereitung einer weiterflhrenden massenspektrometrischen Untersuchung der
Proben kam diese Methode allerdings aufgrund der geringen Senstivitat nicht in

Frage.

3.3.2. Auftrennung der DRM-Lipidextrakte mittels HPLC

Als weiteres chromatographisches Verfahren zur Auftrennung von Lipiden hat sich die

HPLC als verlassliche Methode erwiesen '%. Als stationidre Phase wurde eine diol-
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modifizierte Normalphase ausgewahlt, da flr die Lipidanalytik mit nachfolgender
hochauflosender Massenspektrometrie die Auftrennung der Lipide in der LC nach den
Eigenschaften der polaren Kopfgruppe erfolgen sollte. Eine Umkehrphasen-LC zur
Auftrennung primar nach den hydrophoben Eigenschaften der Fettsaureketten wurde
nicht durchgefihrt. Unter der Verwendung von Mischungen verschiedener
Lipidstandards und TX-100 wurde die Trennleistung des verwendeten HPLC Systems
Uberprift und optimiert. Die Versuche wurden zunachst offline und mit Hilfe eines

Lichtstreudetektors durchgeflhrt.
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Abbildung 3.14: Auftrennung eines Lipidgemisches und TX-100 liber das beschriebene
HPLC System. Detektion: Lichtstreudetektor. Stationare Phase: Betasil-Diol 100, Mobile
Phase A: Chloroform/Methanol/Ammoniaklésung 28-30% 80/20/1; B:
Chloroform/Methanol/Ammoniaklosung 28-30% 60/40/1, Gradientenlauf ab der HPLC-
Pumpe: A>B 0-30 min; 100% B 30-35 min; B->A 35-36 min. Eingesetzte Substanzmengen:
Ceramid 18:0/TX-100 je 50 pg; DMPG 300 pg; DOPE 100 ug ; DOPC 100 pg ; Pl 300 pg ;
DMPS 300 pg ; SM 18:1 300 ug. Der innere Durchmesser der Saule betrug 4,6 mm.

Das in Abbildung 3.14 gezeigte Chromatogramm zeigt die Auftrennung einer
Mischung einzelner Lipidstandards. Auf der verwendeten Normalphasensaule
eluierten die Lipide nach ansteigender Polaritat. Die Reihenfolge der Elution

entsprach den Erwartungen im verwendeten System. GM1 als relativ polares

98



ERGEBNISSE

Glycolipid eluierte zeitlich nach Sphingomyelin und war im gezeigten Versuch nicht in
der Lipidmischung enthalten.

Die Signale wurden Uber die Retentionszeiten der Standardlipide zugeordnet. Das
Ceramid und TX-100 hatten nahezu gleiche Retentionszeiten. Die absolute
Nachweisempfindlichkeit des Systems lag bedingt durch den relativ unempfindlichen

Lichtstreudetektor je nach Lipid zwischen 50-150 pg pro Substanz.

Substanz | DOPC | DMPG | Cerebrosid | GM1 | DOPE | Pl | Ceramid | DMPS | Cholesterol

Relativer
Nachweis | 1,0 0,84 0,82 0,77 | 0,7 0,6 | 0,53 0,35 0,28

Tabelle 3.1: Relative Nachweisintensititen der verschiedenen Lipidklassen im
verwendeten HPLC System. Detektion: Lichtstreudetektor. Die Intensitaten wurden aus dem
Verhaltnis der Peakflachen zueinander relativ zu PC bei gleichen molaren Einwaagen der

Probensubstanzen berechnet.

Ein isokratischer Lauf, der lange Aquilibrierungszeiten der Saule einsparen wiirde,
fuhrte nicht zu der erwlnschten Trennung der Substanzen. Auch das Herabsetzen
des pH-Wertes (pH 10) der mobilen Phasen zur Schonung der Kieselgelsaule machte
eine Trennung unmaglich (Daten nicht gezeigt).

Lipide aus DRM-Fraktionen lieBen sich mit Hilfe der Lichtstreudetektion nicht
nachweisen, vermutlich aufgrund der 2zu geringen Empfindlichkeit des
Lichtstreudetektors und der im grolen Ldsungsmittelvolumen stark verdinnten
Probe.

3.4. Online-Kopplung der HPLC an das ESI FT-ICR MS

Um die Nachweisempfindlichkeit zu erhdhen und detaillierte Untersuchungen Uber die
Zusammensetzung der Analytmolekile auch hinsichtlich ihrer Fettsaureketten-
verteilung durchfiihren zu kénnen, wurde die HPLC Uber die ESI-Quelle direkt online
an das hochempfindliche FTMS gekoppelt. Um das Massenspektrometer als Detektor
verwenden zu kdnnen, musste die HPLC Anlage so umgebaut werden, dass fur die

ESI-Quelle angepasste Flussraten erreicht werden konnten (siehe 2.2.2.6). Die
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erzielten Flussraten wurden vor jeder Messung kontrolliert und lagen zwischen 3,5
und 4 pL/min.

Abbildung 3.15 zeigt den Totalionenstrom (total ion current, TIC) der Auftrennung
einer Lipidstandard-Mischung a) im negativen lonenmodus und b) im positiven
lonenmodus. Dabei wurde gegentber der gezeigten offline-Messung (Abb. 3.14) der
Gradient gestreckt und die mobile Phase optimiert, um eine bessere Auflosung zu
erhalten. Die Mischung enthielt die Standards Ceramid 18:0, DMPG, DOPE, DOPC,
DMPS, PI, SM 18:1, GM1 sowie TX-100. Die eingesetzte Menge betrug 10 pmol pro

Substanz, dies entspricht bei einer Molekilmasse von 700 u 7 ng.

. 1 TX-100+ DOPE

ri. § Qe o , /GM1  TIC 200-2500 m/z
3 | DMPG (c

0,91 . PI

08] || DMPS

0,717

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 t[min]

r.l. | TX-100 TIC 200-2500 m/z
+ Ceramid C18 DOPC +

it DOPE SM 18:1 |

0,8

0,7
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Abbildung 3.15: Totalionenstrom der HPLC Auftrennung einer Lipidstandardmischung
und TX-100 a) im negativen und b) im positiven lonenmodus. Detektor: ESI-FTMS.
Injiziert wurde ein Lipidgemisch aus je 10 pmol pro Substanz. Die Reihenfolge der Elution
entspricht den Erwartungen im verwendeten System. So wurde das relativ hydrophile GM1
mit seiner finf Zucker tragenden Kopfgruppe am langsten in der Saule zuriickgehalten und

eluierte erst bei hohen Methanolanteilen der mobilen Phase.
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Der TIC im negativen lonenmodus zeigte die Auftrennung von TX-100, Ceramid,
DMPG, DOPE, DMPS, Pl und GM1. Der TIC im positiven lonenmodus zeigte
zusatzlich die Auftrennung von DOPC und SM. TX-100, Ceramid und DOPE wurden
ebenfalls im positiven lonenmodus detektiert. Alle Substanzen konnten Uber die
aufgenommen Massenspektren eindeutig zugeordnet werden. Bei den in Abb. 3.15
nicht beschrifteten Signalen handelte es sich um nicht identifizierte Kontaminationen
der Probe. Die absolute Nachweisgrenze der im Totalionenstrom sichtbaren Lipide
lag je nach Lipid bei 1 ng bzw. bei der Annahme einer Molekllmasse von 700 u
bei 1,4 pmol. Der Nachweis in den aufgenomenen Einzelspektren war sensitiver und
wird in Kapitel 3.5.5 detailliert beschrieben.

Nachdem die instrumentellen Bedingungen der LC-MS Kopplung bezuglich der
Flussraten, der verwendeten mobilen Phasen und des angelegten Gradienten
optimiert wurden, konnte die Auftrennung der Lipidextraktion einer DRM-Fraktion
erfolgen. Wie in Abbildung 3.16 fiur den negativen lonenmodus gezeigt, reichten nun
die Empfindlichkeit und die Trennleistung des Systems aus, um die meisten

Lipidklassen frei von TX-100 nachzuweisen.
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Abbildung 3.16: Totalionenstrom der HPLC-Auftrennung der Lipidextraktion einer
DRM-Fraktion. Detektion: FTMS, negativer lonenmodus. Die gestrichelte Linie stellt den
Anteil der mobilen Phase A im Gradienten dar. Das TX-100 konnte erfolgreich abgetrennt
werden. Das Signal bei 53 Minuten konnte nicht zugeordnet werden. Die Sensitivitdt des

Systems reichte nun aus, um die aus DRM-Fraktionen extrahierten Lipide nachzuweisen.
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3.5. Massenspektrometrische Detektion und

Datenprozessierung

Im Totalionenstrom werden die Signale aller zeitgleich eluierenden Substanzen
aufsummiert. Somit ist es nicht moglich, die Aufteilung in verschiedene Spezies,
Ladungszustande, Dimerbildungen oder Koelutionen der Substanzen zu erkennen.
Auch eventuelle Signale im Untergrund oder Verunreinigungen werden erfasst und
kénnen nicht von den eigentlichen Probensignalen unterschieden werden. Die
Darstellung der Messungen als Konturplot erlaubt dagegen eine detaillierte Anaylse
der einzelnen Laufe. Nach der Injektion der Probe in die Probenschleife der HPLC-
Anlage wurden jeweils zehn aufeinanderfolgende massenspektrometrische
Experimente (scans) Uber das Datenerfassungsprogramm XMass zu einem Spektrum
aufsummiert. Die Spektren wurden kontinuierlich Uber die gesamte Dauer des
chromatographischen Laufes aufgenommen. Bei einer Laufdauer von 1 h und einer
Summierungsdauer von 10 s ergibt sich beispielsweise eine Anzahl von 360
hintereinander aufgenommenen Massenspektren. Die hintereinander gelegten
Spektren als Aufsicht ergeben die Konturplots der LC-MS Laufe. Dabei entspricht die
x-Achse den m/z-Verhaltnissen der nachgewiesenen Substanzen, die y-Achse der
Retentionszeit und die z-Achse den detektierten Intensitaten. Abbildung 3.17 zeigt
einen solchen Plot fur die im negativen lonenmodus gemessene Auftrennung

verschiedener Lipidstandards.
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Abbildung 3.17: Konturplot eines LC-MS Laufes. Gezeigt ist die Auftrennung der Lipide
Ceramid 18:0, DMPG, DOPE, PI, DMPS und GM1. Aufnahme des MS-Spektrums im
negativen lonenmodus. Die Substanzen wurden meist als einfach geladene lonen [M-H]
detektiert. GM1 wurde im dargestellten Ausschnitt als zweifach negativ geladenes lon [M-
2H]* nachgewiesen (siehe Kapitel 2.2.2.8). Injiziert wurde ein Lipidgemisch aus je 10 pmol

pro Substanz.

Standards, die nur aus Lipiden definierter Kettenlange bestehen (Ceramid 18:0,
DMPG, DOPE, DMPS) zeigten ein Signal bei der erwarteten Masse als einfach
geladenes lon. Besonders DOPE und DMPS hatten gegenuber den anderen Lipiden
relativ lange Elutionszeiten. Am Beginn des Laufes waren einige nicht identifizierbare
Kontaminationen zu finden. Das Glycolipid GM1 teilte sich in dieser Probe bei m/z
771,988 und 786,011 fiir [M-2H]* auf die zwei Spezies 18:0 bzw. 20:0 auf (Details
siehe Kapitel 2.2.2.8). PI bestand aus einer naturlichen Mischung mit verschiedenen
Fettsaurekettenlangen. Daher ist in Abbildung 3.17 deutlich die Aufteilung der Probe
in Spezies unterschiedlicher Fettsaurekettenlangen und somit unterschiedlicher
Massen erkennbar. In Abbildung 3.18 a) ist eine Detailansicht des Konturplotes fur Pl
dargestellt. Die fur Substanzen unterschiedlich langer Fettsdureketten
charakteristischen Massenabstande von 14 u (verursacht durch die unterschiedliche

Anzahl an CH,-Gruppen in den Molekilen) und die verschiedenen Sattigungsgrade
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der unterschiedlichen Spezies (+/-2H) sind deutlich zu erkennen. Abbildung 3.18 b)
zeigt ein Massenspektrum zum Zeitpunkt 24,9 min des Laufes, an dem Pl eluiert.

Lt [min]
a) | - 32
i 30
- 28
| { | | 26
| RER 1| I ||
i L 24
mz 80 80 90 920
b)
a.l.
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: 885.5564 =
2,0e+07 -
Pl 38:3
1,4e+07 | 887.5686
8,0e+06 | PI36:2 pgpq FI385 Pl 40:5
{ 861553855 o7y 883.5380 l 911.5673
20e406] |1 UL "
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Abbildung 3.18: Detailansichten fiir Pl a) im Konturplot und b) im Massenspektrum
zum Zeitpunkt 24,9 Minuten. Als natirliche Mischung sind flr PI verschiedene Spezies
unterschiedlicher Fettsdurezusammensetzungen erkennbar. Massenabstdande von 14 u
werden durch die unterschiedliche Anzahl an CH.>-Gruppen in den Molekilen verursacht.
Massenabstande von 2 u stellen die unterschiedliche Anzahl von Doppelbindungen in den
Fettsaureketten dar. Die m/z—Werte reprasentieren im verwendeten negativen lonenmodus
die [M-H]"" Quasimolekiilionen

3.5.1. Einfluss der Fettsaurereste auf die chromatographische

Auftrennung

Die verwendete Normalphasensaule trennt die Substanzen nach ihrem polaren Anteil
auf und separiert Lipide somit primar nach ihren Kopfgruppen. Eine aquimolare

Mischung aus verschiedenen synthetischen PE-Spezies sollte dennoch den Einfluss
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der Fettsdureketten auf die chromatographische Auftrennung zeigen, da erste
Versuche ergaben, dass der zugegebene kurzkettige interne Standard (siehe Kapitel
3.6.2) recht spat und vom Rest der PE Molekule getrennt eluiert. Es zeigte sich, dass
Substanzen mit kurzeren Fettsaureketten spater eluieren als Substanzen mit
langeren Fettsaureketten und somit grélReren unpolaren Molekulanteil. Wie in
Abbildung 3.19 gezeigt, lagen zwischen der mittleren Retentionszeit von
synthetischen DOPE (PE 36:2) (17,5 min) und der mittleren Retentionszeit von
synthetischen Dicaproyl-PE (PE 12:0) (26 min) 7,5 min. Da die Unterschiede in der
Lange der Fettsduren bei natlrlich vorkommenden Lipiden nicht so grof3 ist wie im
hier dargestellten Versuch mit dem synthetischen Dicaproyl-PE und DOPE, ist dieser

Effekt bei naturlichen Lipiden zu vernachlassigen.

‘ -r28

PE 12:0 | l | 24

t [min]
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PE 20:0 '
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Abbildung 3.19: Einfluss der unterschiedlichen Fettsaurelangen auf die
chromatographische Auftrennung von PE. Auftrennung von Dicaproyl-PE (2 x 6:0),
Dicapryl-PE (2 x 10:0) und DOPE (2 x 18:1). Je langer die Fettsaurekette, desto friiher

eluierte das Lipid. Das Spektrum wurde im negativen lonenmodus aufgenommen, die

eingesetzte absolute Menge je Lipid betrug 4 ng.
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3.5.2. Stabilitat der Lipide im Laufpuffer

Um die Stabilitdt der Lipide zu Uberpriufen, wurde eine Lipidmischung (1 uM je
Standard) in Gegenwart der mobilen Phase A (pH 10) bei Raumtemperatur inkubiert.
Es zeigte sich, dass die Substanzen bei den gewahlten Bedingungen nach 24
Stunden nur noch mit 50% der anfanglich gemessenen Intensitaten detektierbar
waren (siehe beispielhaft fur DOPE und DMPG in Abb. 3.20). Fur das Glycolipid GM1
wurden geringere Verluste der Intensitdten gemessen (Daten nicht gezeigt). Um die
tatsdchliche Zusammensetzung der Proben zu erfassen, mussten die Isolate also
immer frisch extrahiert gemessen werden. Die Extrakte wurden zudem zwischen den
Messungen in Chloroform/Methanol-Mischungen ohne Ammoniakzusatz bei -20°C
aufbewahrt, in denen im entsprechenden Zeitraum keine Veranderungen der

Zusammensetzung beobachtet wurden.

r.l
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Abbildung 3.20: Stabilitit verschiedener Lipidstandards im Laufpuffer. Die Substanzen
wurden in der mobilen Phase A flir 24 h bei Raumtemperatur inkubiert. Gemessen wurden
die absoluten Intensitaten der Signale zu Beginn der Inkubationszeit, nach 4 h und nach 24 h.
DOPE und DMPG waren nach 24 h mit der Halfte der urspringlich detektierbaren

Intensitaten nachweisbar.
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3.5.3. Ladungszustand und Dimerbildung der detektierten

Substanzen

Die gemessenen Substanzen traten Uberwiegend als einfach geladenen Spezies auf.
Bei den Messungen der Standards wurden fur das Glycolipid GM1 neben den einfach
geladenen auch doppelt geladene Spezies bei m/z [M+2H]/2 detektiert (Abb. 3.17). In
den Zellextrakten konnten dagegen zweifach geladene Spezies nicht detektiert
werden.

Um die Dimerbildung zu untersuchen, wurden Konzentrationsreihen verschiedener
synthetischer Standards gemessen. Wahrend PC schon ab Konzentrationen von
0,5 pmol/uL Dimere bildete (Abb. 3.21), wurde eine Dimerbildung bei PG auch bei
einer Konzentration von 50 pmol/uL nicht beobachtet (Daten nicht gezeigt). Dies
spiegelt sich auch in den Messungen der Zellextrakte wider. Fur PC ist in allen
Messungen eine Dimerbildung zu beobachten (siehe Kapitel 3.7.1). Bei den
Messungen der Gesamtlipidextrakte wurde zusatzlich eine Dimerbildung bei PE
beobachtet. Eine Dimerbildung der Lipide bei ESI FT-ICR Messungen ist also
offenbar abhangig von der eingesetzten Konzentration der Probenlosung und der
Kopfgruppe der Substanzen. Eine Titration der Extrakte zur optimalen
Konzentrationseinstellung fir jede Lipidklasse konnte aufgrund der geringen
Probenmenge und des sehr hohen Messaufwandes nicht durchgefuhrt werden.
Jedoch wurden die Dimerintensitaten von PC und PE bei der Auswertung mit

berechnet.
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Abbildung 3.21: Dimerbildung von DOPC im positiven lonenmodus. Gemessen wurden
verschiedene Konzentrationen DOPC in der mobilen Phase A mittels offline ESI-FTMS.
Gezeigt sind die absoluten Signalintensitaten der Monomere und Dimere. Eine Dimerbildung
setzt bereits bei einer Konzentration von 0,5 pmol/uL ein. Gezeigt ist der Bereich bis zu einer

Konzentration von 50 pmol/uL (a) und der Auschnitt bis 1 pmol/uL im Detail (b).

3.5.4. Messgenauigkeiten und Massenauflosung

Eine Analytik mittels FT-Massenspektrometrie zeichnet sich besonders durch das
erreichbare hohe Auflosungsvermodgen und die hohen Messgenauigkeiten aus. Bei
der Analytik von heterogenen Mischungen tragen beide Faktoren zu einer eindeutigen

und schnellen Ildentifizierung der gemessenen Substanzen bei. Die hohe Auflosung
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der Spektren macht es mdglich, bezuglich der Masse sehr nahe beieinander liegende
Spezies innerhalb einer Probe direkt zu identifizieren (siehe Kapitel 1.2.4). Die
geringen Massenabweichungen zwischen kalkulierter und detektierter Molektlmasse
erlauben eine direkte Identifikation der einzelnen Spezies, die so ohne zeitaufwandige
MS/MS-Experimente durchfuhrbar ist.

Die im Breitbandmodus (Massenbereich 200-2500 u) durchgefihrten Messungen
fuhrten bei einer extern durchgefuhrten Kalibrierung im Allgemeinen zu
Massengenauigkeiten im Bereich von <5 ppm. Die Messgenauigkeiten fur die
verwendeten Lipidstandards der Messung aus Abb. 3.9a sind in Tabelle 3.2
dargestellt. Es handelte sich hierbei um eine offline-ESI-FTMS Messung ohne eine
Vortrennung der Substanzen. Die Daten konnten daher direkt aus dem Datenerfas-
sungsprogramm XMass uUbernommen werden. Das Spektrum wurde im
Breitbandmodus bei einer Sampling-Rate von 512 k aufgenommen. Die grofte
Abweichung in der Massengenauigkeit zwischen kalkulierter und detektierter Masse
zeigte DMPG mit 3,7 ppm. Diese lonenspezies wies im Spektrum die hdchste
Intensitat auf. Die Aufldsung der Messungen lag im Massenbereich m/z < 1000 um
40000, bei héheren m/z - Verhaltnissen um 17000 (fir GM1).

Molekiil Mgemessen Muerechnet | AM=Mperechnet | AM/M Auflésung

[u] [u] -Mgemessen [ul [Ppm] R=M/5M
[Ceramid 18:0-H] 564,5359 564,5356 0,0003 0,5 38700
[PG 28:0-H] 665,4369 665,4394 0,0025 3,7 46400
[PS 28:0-H] 678,4347 678,4346 0,0001 0,1 46400
[PE 36:2-H] 742,5380 742,5387 0,0007 0,9 42400
[PI 38:4-H] 885,5475 885,5493 0,0018 2 35600
[GM1 18:0-H] 1544,8653 1544,8688 0,0035 2,3 16900

OM: Breite des Signals bei halbem Maximum

Tabelle 3.2: Messgenauigkeiten fiir einzelne Substanzen einer offline ESI-FTMS
Messung. Daten des Spektrums aus Abb.3.9a. Die Daten wurden direkt aus XMass
Ubernommen. Die Massengenauigkeiten lagen zwischen 0,1 und 3,7 ppm. Die erreichten
Auflésungen liegen zwischen 17000 fur die hdheren Massenbereiche und um 40000 far m/z
< 1000. Die Daten wurden im Breitbandmodus (m/z 200-2500) mit einer Sampling-Rate von

512 k aufgenommen.
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Es wurde nun Uberprift, ob die hohe Messgenauigkeit auch wahrend einer online-
Messung einer heterogenen biologischen Probe erhalten bleibt. In Tabelle 3.3 sind
die Ergebnisse fur einige ausgewahlte Substanzen einer DRM-Lipidextraktion nach
einem LC-MS Lauf gezeigt. Die einzelnen Spektren wurden im Breitbandmodus
(m/z 250-2500) bei einer Sampling-Rate von 512 k aufgenommen. Im negativen
lonenmodus lagen die Massenabweichungen zwischen 0,25 und 4,2 ppm und waren
somit im Mittel etwas hoher als die Abweichungen der offline-Messungen in Tabelle
3.2. Die Auflésung der Signale lag bei m/z <1000 um die 65000. Die Aufldsung im
Bereich m/z > 1000 liegt um 35000 (PC-Dimere, Daten nicht gezeigt). Auffallend ist
dabei, dass die online-Messungen eine hdhere Auflésung zeigten. Dies kdnnte durch
eine geringfugig andere Einstellung des aufgenommenen Massenbereiches (m/z 200-
2500 bzw. m/z 250-2500) zustande kommen. Die Vortrennung der Substanzen und
somit eine Reduktion der lonen in der Zelle im Gegensatz zu einer offline-Messung
der Probe spielt im gezeigten Vergleich keine groRe Rolle, da in der offline-Messung
eine wenig heterogene Lipidstandardmischung aus wenigen Spezies und ohne eine
Kontamination verwendet wurde. Die Daten der Aufldsung der Signale wurden aus

XMass zum jeweiligen Zeitpunkt der héchsten Intensitaten Gbernommen.

Molekiil Mgemessen Mberechnet AM=Mperechnet | AM/M Auflésung

[u] [u] -Mgemessen [u] [Ppm] R=M/5M*
[Ceramid 24:1-H] 646,6111 646,6138 0,0027 4,2 67300
[PG 34:2-H] 745,5001 745,5020 0,0019 2,5 71400
[PS 36:1-H] 788,5432 788,5442 0,001 1,3 63200
[PE 34:1-H] 716,5203 716,5230 0,0028 3,9 67100
[PI 38:4-H] 885,5511 885,5493 0,0018 2 59400
[PC 36:2+H]" 786,6011 786,6013 0,0002 0,25 63300

*OM: Breite des Signals bei halbem Maximum

Tabelle 3.3: Messgenauigkeiten fiir einzelne Substanzen der online ESI-FTMS Messung
einer DRM-Lipidextraktion nach LC-Vortrennung. Die Daten wurden aus Data Analysis
Ubernommen. Die Massengenauigkeiten lagen zwischen 0,25 und 4,2 ppm. Die Auflésungen
lag um die 65000 bei m/z < 1000. Die Daten wurden im Breitbandmodus (m/z 250-2500) mit

einer Sampling-Rate von 512 k aufgenommen.

110




ERGEBNISSE

Die online-Messung eines LC-Laufes unterscheidet sich von offline-Messungen
heterogener Proben in mehreren Punkten. Im Gegensatz zu einer offline-Messung
wird bei LC-MS Laufen eine Substanz Uber einen weitaus langeren Zeitraum
detektiert. Wahrend im ersteren Fall Ublicherweise 50 Transiente zu einem Spektrum
aufsummiert werden (ein Zeitraum von etwa 1 min bei den gangigen Flussraten), wird
im letzteren Fall die Substanz Uber ihre gesamte Elutionszeit in entsprechend vielen
Spektren erfasst. Die Elutionszeiten Ubertreffen im Allgemeinen die Zeitdauer von
1 min (siehe Beispiel Pl in Abb. 3.18a). Darlber hinaus sind durch die vielen
unterschiedlichen Probenmolekile sowie durch eventuelle Kontaminationen bei
offline Messungen weitaus mehr Substanzen in der Quelle und lonen in der ICR-Zelle
als bei Messungen von vorgetrennten Proben. Dies wirkt sich, Uberschreiten die
Konzentrationen einen bestimmten Schwellenwert, negativ auf die Messgenauigkeit
des Gerates und die Auflésung der Spektren aus. Zudem mussen die Daten der LC-
Laufe Uber das Auswerteprogramm Data Analysis (DA) erhoben werden, welches im
Erkennen des monoisotopischen Peaks teilweise geringfugig andere m/z-Werte als

XMass liefert (Daten nicht gezeigt).

3.5.4.1. Auflosung der Etherlipid-Signale

Bei dem in Kapitel 1.2.4 vorgestellten Kendrick-Plot ist der kleinste auftretende
Massenabstand der monoisotopischen Peaks verschiedener Phospholipidspezies
Am = 0,0365 u, dies entspricht einer Abweichung zwischen den Spezies von etwa 50
ppm. Liegt anstatt eines Diacyl-Molekuls ein Alkyl-Acyl-Molekul vor, so verschiebt
sich die Masse des Molekuls bei einer zusatzlichen CH,-Gruppe der Etherlipidspezies
um diesen Wert (Abb. 3.22). Die hohe Massengenauigkeit der FTMS erlaubt eine
klare Unterscheidung zwischen den Spezies.

Lipid | Summenformel | [M+H]* [u] 8 O s

PC 31:0 CaoH750sNP 720,5541 CﬂHas)Lo |

pPC 32:0 _ CaoHs207NP _ 720,5906 S N

PC 32:0 | CaoHs20sNP | 734,5700 | 0-p-0 h
(o]

Abbildung 3.22: Massenverschiebungen der Etherlipide. Aufgrund der Etherbindung am
C-1-Kohlenstoff des Glycerolriickgrates ergibt sich bei Etherlipidspezies eine von den Diacyl-

Spezies abweichende Elementarzusammensetzung. pPC = Plasmanyl- bzw. Plasmenyl-PC.
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Im in Abbildung 3.23 gezeigten Spektrum einer DRM-Lipidextraktion waren eine
Diacyl-PC-Spezies (m/z 720,5534) als auch eine Alkyl-Acyl-PC Spezies mit einer
zusatzlichen CH»-Gruppe (m/z 720,5899) nachzuweisen. Die beiden Spezies kdnnen
in diesem Massenbereich ab einer Auflésung von 22000 getrennt werden. Im
verwendeten LC-System eluierten Diacyl- und die identifizierten Etherlipidspezies
einer Lipidklasse gleichzeitig. Die Zuordnung anhand der exakten Molekulmassen
verhinderte eine Verwechslung mit dem Isotopenpeak der zwei 3C-Atome
enthaltenden Alkyl-Acyl-PC Spezies bei m/z 718,5749. Der zweite *C—Isotopenpeak
dieser Spezies und das Signal bei m/z 720,5899 konnten nicht aufgelost werden
(siehe Kapitel 2.2.2.8). Ob eine Plasmenyl- oder Plasmanyl-Spezies (siehe Kapitel
1.2.1.1) vorliegt, kann ohne MS/MS-Analysen nicht aufgeklart werden. Etherlipide

wurden in den Zellextrakten fur PE und PC nachgewiesen.

a.l. ;
12e+07 | 7185749
] 720,5899
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’ : | 7205534
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Abbildung 3.23: Aufgeldste Signale fiir Diacyl-PC 31:0 [M+H]* 720,5534 m/z und Alkyl-
Acyl-PC 32:0 [M+H]" 720,5899 m/z. Ausschnitt des LC-MS Laufes einer DRM-
Lipidextraktion. Massenspektrum bei 38,7 min im positiven lonenmodus. Die absolute
Massendifferenz der zwei Spezies betrug 0,03652 u. Eine Verwechslung mit dem zweiten
3C-lsotopenpeak der Spezies der monoisotopischen Masse bei 718,5749 m/z konnte

ausgeschlossen werden.

3.5.5. Absolute Nachweisgrenzen

Unter der Berucksichtigung eines Signal-Rausch Verhaltnisses von grofRer als 3 lagen

die erreichbaren absoluten Nachweisgrenzen fur Lipidstandards im unteren
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Femtomol-Bereich. Durch die Optimierung der Spannungseinstellungen in der
lonenquelle (insbesondere der Spannung am Kapillarausgang — capexit Spannung)
konnten die Nachweisgrenzen noch verbessert werden. Dies ist in Abbildung 3.24 am
Beispiel von PE exemplarisch gezeigt. Die Nachweisempfindlichkeit im negativen
lonenmodus wurde durch eine capexit-Spannung von 140 V erhéht. Eine weitere
Erhdhung der Spannung auf 200V erbrachte keine signifikante weitere
Verbesserung. Im positiven Modus ging die Nachweisempfindlichkeit nach einer
Verbesserung bei 140 V bei einer Erhdhung der Spannung auf 200 V wieder zuruck.
Bei den Messungen der Zellextrakte wurde fir eine sensitive Detektion eine capexit-
Spannung von 140 V gewahit.
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Abbildung 3.24: Messung des synthetischen Standards DOPE bei verschiedenen
capexit-Spannungen. Angegeben ist das Signal zu Rausch-Verhaltnis der Signale. Die
verwendete DOPE-Konzentration betrug 250 fmol/uL in Chloroform/Methanol 80:20.
Gemessen wurde mit capexit-Spannungen von 100, 140 und 200 Volt, links im negativen,
rechts im positiven lonenmodus. Die Nachweisempfindlichkeit wird in beiden lonenmodi

durch eine auf 140 V erhohte capexit-Spannung verbessert.

Fiar die Messungen an Lipidstandards wurde ebenfalls diese Einstellung verwendet.
Da es sich bei TX-100 um ein stabiles Molekule handelt, fuhrt die Erhdhung der
capexit-Spannung nicht zu einer Unterdrickung der TX-100 Kontaminationen der

Probe. Allerdings verbessert sich die Detektion von unterreprasentierten Spezies in
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der Probe, da eine gréfRere Anzahl an Lipidsignalen deutlich Gber ein Signal-Rausch
Verhaltnis von 3 kommen, das als Detektionsgrenze gewahlt wurde.

DMPG, DOPC, SM 18:1 sowie Ceramid 18:0 konnten in offline-Messungen bereits in
einer Konzentration um 20 fmol/uL detektiert werden. Dies entspricht bei einer
Flussrate an der ESI-Quelle von 2 pL/min und einer Messdauer von 30 s einer
absoluten Menge von 20 fmol. Die Nachweisgrenzen fur DOPE, DMPS und PI lagen
um 40 fmol. Die zu den Glycolipiden gehdrenden Cerebroside und GM1 liessen sich
bei den durchgefuhrten Messungen ab einer absoluten Menge von 120 fmol nach-
weisen. Bei den LC-MS Laufen wurden unter allen verwendeten Lipiden DMPG und
DOPC mit 60 fmol bzw. 45 fmol am sensitivsten nachgewiesen. Pl, DOPE und SM
konnen ab 100 fmol detektiert werden. Die hochsten Nachweisgrenzen (um 600 fmol)
hatten DMPS, Ceramid 18:0 und GM1.

3.5.6. Lineare Responsivitiat des Gerates

Fur eine quantitative Auswertung bzw. einen relativen Vergleich der Haufigkeiten der
einzelnen Lipidklassen und Spezies musste sichergestellt sein, dass sich die
gemessenen Signalstarken linear zur Konzentration der gemessenen Substanzen
verhielten. Um den dynamischen Bereich des Gerates festzustellen, wurden Mess-
reihen mit verschiedenen Konzentrationen an synthetischen Standardlipiden
durchgefuhrt. Abbildung 3.25 zeigt die Signalstarke aufgetragen gegen die
Konzentration exemplarisch fur Messungen von DMPG im negativen lonenmodus.
Die Responsivitat verhielt sich Uber den gesamten gemessenen Konzentrations-
bereich von 0,031 pmol/uL bis 25 pmol/uL linear. Im positiven lonenmodus wurde das
Experiment mit PC durchgefuhrt. Dabei ergaben sich geringflugig schlechtere Werte

als fur PG im negativen lonenmodus (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.25: Dynamischer Bereich des FTMS im negativen lonenmodus am Beispiel
von synthetischem DMPG. Die Signalintensitdten verhalten sich Uber der
Probenkonzentration Uber den gesamten gemessenen Konzentrationsbereich (0,031 bis
25 uM) linear. Im gezeigten Ausschnitt links oben im Bild ist der Konzentrationsbereich bis
1 UM detailliert dargestellt, da sich hier die verwendeten Konzentrationen der
Standardsubstanzen bewegen. Der lineare Regressionskoeffizient (R?) ist mit angegeben. Als

Spraylésung diente die mobile Phase A, die capexit-Spannung betrug 140 V.

3.6. Quantifizierung

Um Vergleiche zwischen Proben verschiedenen Ursprunges moglich zu machen und
um insbesondere Anderungen zwischen gesunden und pathogenen Zustanden in der
Lipidkomposition von Zellen z.B. in verschiedenen Stadien von Zellen oder
Krankheiten zu erfassen, muss die Lipidanalytik verlassliche quantitative Daten
liefern. Nach Erfassung des dynamischen Bereiches des FTMS, den erreichbaren
Messgenauigkeiten und den optimierten Gerateeinstellungen (Beispiel capexit-
Spannungen), musste nun eine Methode gefunden werden, die es erlaubt, die
Intensitaten der erhaltenden Massendaten aller Lipidklassen zu normieren. Fur eine
Quantifizierung der verschiedenen Lipide in biologischen Proben mussen

verschiedene Punkte beachtet werden, die im Folgenden kurz aufgefuhrt werden.
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Zunachst muss fur einen direkten Vergleich zwischen verschiedenen Proben der
Lipidgehalt der Probe standardisiert werden. In dieser Arbeit wurden die DRM jeweils
aus der gleichen Anzahl Zellen isoliert, d.h. die daraus extrahierte Lipidmenge
entspricht, soweit nicht anders vermerkt, einem Zellzahlaquivalent von 1x10° (siehe
Kapitel 3.5.3). Zur Messung der jeweiligen Probe wurden immer die gleichen
Volumina dieses - auf die Zellzahl eingestellten - Extraktes eingesetzt. Des Weiteren
mussen fur eine Quantifizierung die relativen Nachweisempfindlichkeiten der
einzelnen Lipidklassen und —spezies beachtet werden, sowie die Anderung dieser in
den durch den HPLC-Gradienten bedingten unterschiedlichen ESI-Sprayl6sungen.
Bei den Messungen der Intensitaten der einzelnen Spezies missen die Intensitaten
der verschiedenen Quasimolekilionen (siehe 2.2.8) aufsummiert werden. Die
erhaltenden Daten mussen abschlieBend gegeniber einem internen Standard
normiert werden. Dies ist auch wichtig, um eventuelle Schwankungen in der

Gerateperformance zu korrigieren.

3.6.1. Relative Nachweisempfindlichkeiten der Lipidspezies

3.6.1.1. Abhangigkeit der Nachweisempfindlichkeiten von den

Fettsaurekettenldngen

Der am starksten zur lonisationseffizienz beitragende Faktor fiur Lipide ist die
jeweilige polare Kopfgruppe . Um zu untersuchen, ob und in welchem Ausmaf
auch die Struktur der Fettsaureketten zur lonisationseffizienz bzw. zur Detektion der
einzelnen Lipide beitragt, wurde eine aquiomolare Mischung verschiedener
synthetischer PE Spezies untersucht. Die eingesetzten Substanzen variierten in der
Lange ihrer Fettsaurereste und in ihrem Sattigungsgrad (PE 12:0, PE 20:0, PE 32:0
und PE 36:2).

Die einzelnen Spezies zeigten alle gleiche Nachweisempfindlichkeiten (Abb. 3.26).
Lediglich die sehr kurzkettige, unphysiologische PE Spezies mit zwei C 6-
Fettsaureresten lieferte Signale mit geringeren Intensitaten. Es kann also davon
ausgegangen werden, dass innerhalb einer Lipidklasse Spezies mit einer unter-
schiedlichen Bruttofettsaurekomposition, die im Bereich der naturlich vorkommenden

Langen liegt, gleich gut ionisiert und nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.26: Nachweis verschiedener PE-Spezies. Die extrem kurzkettige und
natlrlicherweise nicht vorkommende 12:0 Spezies zeigte eine leicht verminderte
Nachweisempfindlichkeit, PE 20:0 sowie die auch natirlich vorkommenden Spezies PE 32:0
und PE 36:2 zeigten in der Nachweisempfindlichkeit keine Unterschiede. Die verwendete
Spraylésung war die mobile Phase A, dargestellt sind die Ergebnisse der Messungen im

negativen lonenmodus. Die Konzentration der Proben betrug 1, 3 und 5 pmol/uL.

3.6.1.2. Abhangigkeit der Nachweisempfindlichkeiten von den Kopfgruppen
und von der ESI-Spraylosung

Wie im vorigen Kapitel gezeigt, ist die Nachweisempfindlichkeit eines Lipids
weitestgehend unabhangig von der Komposition der Fettsaurereste. Im Folgenden
wurde nun der Einfluss der unterschiedlichen polaren Kopfgruppen auf den Nachweis
der einzelnen Klassen untersucht. Die Nachweisempfindlichkeiten der
Probensubstanzen richten sich primar nach der Effizienz der lonisation der
Substanzen in der Quelle. Diese ist durch die physikochemischen Eigenschaften des
Analytmolekuls bestimmt und kann durch das verwendete LOsungsmittelgemisch,
bzw. darin enthaltende Zusatze, beeinflusst werden. Um die verschiedenen
Lipidklassen untereinander quantitativ zu vergleichen, muissen ihre relativen
Nachweisempfindlichkeiten in den Lésungsmittelverhaltnissen bestimmt werden, die
zum Zeitpunkt ihrer Elution herrschen, und entsprechende Korrekturfaktoren ermittelt

werden.
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Zunachst wurde ein aquimolarer Lipidmix unter gleichbleibenden Bedingungen in
verschiedenen Losungsmittelsystemen erfasst. Verwendet wurden dabei ein fur den
jeweiligen lonenmodus in den Zusatzen angepasstes Losungsmittelsystem und eine
Chloroform/Methanol-Mischung ohne Zusatze. Fur die Messungen im negativen
lonenmodus wurde ein Chloroform/Methanol Gemisch mit 0,3% Ammoniaklésung 28-
30% versetzt, um eine optimale Deprotonierung der Analyte zu gewahrleisten. Dabei
zeigte PG in der Spraylosung mit Ammoniakzusatz die starksten Signalintensitaten,
gefolgt von PI, PE und PS. Die Sprayldsung ohne Zusatze flhrte zu einer
absteigenden Intensitatsstarke von PG uUber Pl, PS und PE (Abb. 3.27). Der Zusatz
von Ammoniak wirkte sich also positiv auf die Detektion von PE und Pl aus.

FUr die Messungen im positiven lonenmodus wurde ein Chloroform/Methanol-
Gemisch mit 2% Essigsaure versetzt, um die Protonierung der Analyte zu
unterstitzen. Weitere Versuche erfolgten mit einer Spraylésung ohne Zusatze. Dabei
zeigte in beiden Spraylésungen PC die starksten Signalintensitaten, gefolgt von PE
und SM (Abb. 3.27). Wahrend sich die relative Nachweisempfindlichkeit von PC zu
SM im Vergleich der beiden Spraylésungen kaum anderte, wurde PE im Spray ohne

Zuséatze in Relation zu PC schlechter detektiert.
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Chloroform/Methanol/Essigsdure  Chloroform/Methanol
49:49:2 4:1

Abbildung 3.27: Vergleich der relativen Intensititen verschiedener synthetischer
Lipidstandards in unterschiedlichen Sprayléosungen. Im a) negativen lonenmodus werden
beispielhaft die Messungen der Substanzen DMPG, DOPE, DMPS und Pl in
Chloroform/Methanol 50:50 (v/v) + 0,3% Ammoniaklésung 28-30% und Chloroform/Methanol
4:1 (v/v) gezeigt. Im b) positiven lonenmodus werden die Signale von DOPC, DOPE und SM
18:0 in Chloroform/Methanol/Essigsaure 49:49:2 (v/v/v) und in Chloroform/Methanol 4:1 (v/v)

gezeigt. Gemessen wurde ein Lipidgemisch in einer Konzentration von 1 uM je Lipid.

Wie oben gezeigt, anderten sich die relativen Nachweisempfindlichkeiten der

verschiedenen Lipidklassen mit der Wahl des Losungsmittels, mit dem sie in die ESI
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Quelle gelangen. Durch eine direkte Kopplung der HPLC an die ESI Quelle war die
verwendete ESI-Spraylosung bereits determiniert, sie bestand dann aus der mobilen
Phase des LC-Laufes. Durch den angelegten Gradienten anderte sich die
Sprayldsung Uber die Dauer des Laufes. Um einen Vergleich zwischen den einzelnen
Lipidklassen zu erreichen, wurden Lipidstandards in dem Losungsmittelgemisch
analysiert, welches ihren Retentionszeiten in der LC entsprach. Aus diesen
Experimenten wurden die Korrekturfaktoren fur die Vergleichbarkeit der
verschiedenen Lipidklassen in den durchgefuhrten LC-MS Laufen der Zellextrakte
erstellt (Tab. 3.4). Bei der Faktorberechnung mussten aullerdem die
unterschiedlichen = Nachweisintensitaten von PE in den verschiedenen
Losungsmittelsystemen mit beachtet werden, da PE als interner Standard genutzt
wurde (siehe Kapitel 3.6.2).

Lésungsmittelsystem | eluierende Lipidklasse | Faktor relativ zu Faktor PE im jeweiligen Ermittelter Faktoren zur
CHCI,/CH;OH/NH, 28-30% und lonenmodus PE Losungsmittelsystem Normierung auf PE
neg pos pos/neg neg pos
86/13/1 Ceramid # 2,25 # 0,79 Cer: 1,78 #
781211 PG # 9,58 # 0,59 PG: 5,65 #
66/33/1 PE PE 1 1 1 PE: 1 PE: 1
55/44/1 PI PC 1,38 5,40 1,21 Pl: 1,67 PC: 6,53
50/49/1 PS SM 2,83 0,34 0,71 PS: 2,01 SM: 0,24

Tabelle 3.4: Einfluss der sich &ndernden mobilen Phase der LC auf die
Nachweisempfindlichkeiten der verschiedenen Lipidstandards. Als Referenzsubstanz
diente PE. Die Faktoren errechnen sich aus den jeweils relativen Nachweisintensitaten der
verschiedenen Lipidklassen in den entsprechenden Ldsungsmittelsystemen zur Elutionszeit
der jeweiligen Substanz. Mit eingerechnet ist der Faktor, der die in verschiedenen

Lésungsmittelsystemen unterschiedliche Responsivitat von PE selbst beachtet.

3.6.2. Interner Standard

Mit Hilfe der relativen Nachweisempfindlichkeiten des eingesetzten internen
Standards gegenuber anderen Lipidklassen kdnnen nun Aussagen uber die relative
Verteilung von Lipiden unterschiedlicher Klassen und Spezies in einer Probe gemacht
werden. Als interner Standard wurde PE 20:0 gewahlt, der in beiden lonenmodi

detektierbar ist. Die gemessenen Intensitaten des Standards wurden sowohl im
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negativen als auch im positiven lonenmodus dafiir genutzt, die einzelnen Spektren zu
normieren. Er kommt als sehr kurzkettige Substanz in Isolaten aus naturlichen
Proben nicht vor. Das von ihm erzeugte Signal war also komplett dem internen
Standard zuzuordnen. Der Standard wurde direkt vor der Injektion in die HPLC zum
Lipidextrakt hinzugegeben. Es wurde bei jedem LC-Lauf 1 ng absolute Menge des
internen Standards zusammen mit der Probe injiziert. Da durch die in Kapitel 3.6.1.1
beschriebenen Versuche sichergestellt werden konnte, dass innerhalb einer
Lipidklasse die unterschiedlichen Spezies der verschiedenen Fettsaurekettenlangen
in gleichen Intensitaten detektiert wurden, konnte mit lediglich einem internen

Standard gearbeitet werden.

3.6.3. Auswerteschema

Nach der qualitativen Auswertung der Daten mittels PeakID (siehe Kapitel 2.2.2.8)
erfolgte die quantitative Auswertung. Hierzu wurden die unterschiedlichen
Nachweisempfindlichkeiten der einzelnen Lipidklassen (siehe Kapitel 3.6.1) und das
relative Vorkommen der Klassen und Spezies in den einzelnen zellularen Proben
bertcksichtigt. Die Normierung erfolgte Uber die am starksten auftretenden Signale
einer Klasse. Da Spezies mit geringer Intensitat durch den erhdéhten Untergrund des
gemittelten Gesamtspektrums darin nicht sicher zu detektieren waren, wurden die
Bereiche, in denen die einzelnen Lipidklassen eluierten, zusatzlich einzeln
aufsummiert, um eine detailliertere Analytik durchfiuhren zu koénnen. Durch die in
Kapitel 3.6.1 ermittelten Korrekturfaktoren war es nun maoglich, die Daten quantitativ

auszuwerten. Die Auswertung ist in Abbildung 3.28 als Flussdiagramm dargestellt.
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Lipidextraktion einer auf
eine definierte Zellzahl
normierten Probe

Mittelung der Intensitaten der Signale
des LC—MS Laufes unter Beriicksichtigung
von Adduktion- und Dimerbildung

Semiquantitative Bestimmung
der verschiedenen Lipidspezies in der
eingesetzten Probenmenge

A

jeder Klasse im LC-MS Lauf relativ
zueinander setzen

L Intensitaten des Hauptpeaks

Normierung der detektierten Intensititen
> beziiglich der klassenspezifischen
Nachweisempfindlichekeiten

L Korrektur beziiglich der Spraybedingungen

L Normierung auf den internen Standard

Abbildung 3.28: Schema der Auswertung der einzelnen Laufe zur Erhebung der
quantitativen Daten. Die einzelnden, hintereinander ausgefiihrten Schritte der
Datenprozessierung sind aufgefiihrt. Als Resultat konnen die Daten unterschiedlicher Proben

direkt verglichen werden.

3.7. Lipidanalytik der zellularen Extrakte

Nach dem oben beschriebenen Aufbau der Methodik erfolgte nun die Anwendung der
Analytik auf die Messungen der DRM-Lipidextrakte. Es wurden dabei DRM-Extrakte
unstimulierter sowie LPS-stimulierter TLR4/MD2-transfizierter HEK-Zellen und der
Gesamtlipidextrakt unstimulierter TLR4/MD2-transfizierter HEK-Zellen untersucht. Im
Folgenden werden zunachst exemplarisch einige Messergebnisse im Detail gezeigt,
um die prinzipielle Anwendbarkeit der Methodik auf heterogene biologische Proben
zu zeigen. Im darauf folgenden Abschnitt werden drei Messungen einer Extraktion

zusammengefasst, um die Reproduzierbarkeit der Methode zu demonstrieren.
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AnschlieBend werden die Daten aller durchgefihrten Messungen in Tabellen
dargestellt. Es handelt sich dabei um erste Ergebnisse, die zur Absicherung weiter

verifiziert werden sollten.

3.7.1. LC-MS Laufe der Extrakte

In Abbildung 3.29 ist der Totalionenstrom mit dazugehoérigem 2D-Plot eines LC-MS
DRM-Dichtegradientenfraktion
lonenmodus dargestellt. Die Spektren wurden im Breitbandmodus von m/z 200 bis

Laufes extrahierter Lipide einer im negativen
m/z 2000 aufgenommen, allerdings wurden keine Massenpeaks oberhalb von
m/z 1300 beobachtet. Eine Dimerbildung der im negativen Modus detektierten

Substanzen trat nicht auf.
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Abbildung 3.29: TIC und 2D-Plot des LC-MS Laufes eines DRM-Lipidextraktes im
negativen lonenmodus. PG, PE, Pl und PS wurden deutlich detektiert und sind im 2D-Plot
sichtbar. Die Ceramide sind im dargestellten 2D-Plot nicht zu sehen, konnten aber in den
detektiert Die

Fettsdurekettenlangen der Substanzen sind gut erkennbar. TX-100 wurde im negativen

Einzelspektren werden. typischen  Muster der verschiedenen

lonenmodus nicht sehr sensitiv detektiert und war nur am Beginn des Laufes nachzuweisen.
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Im 2D-Plot war das charakteristische Verteilungsmuster der verschiedenen
Fettsaurekettenkompositionen innerhalb einer Lipidklasse in der Aufsicht zu sehen.

Abbildung 3.30 zeigt die Einzelspektren fur zwei Elutionszeiten.
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Abbildung 3.30: Massenspektren eines LC-MS Laufes einer DRM-Lipidextraktion. Teil a)
zeigt ein Spektrum zum Zeitpunkt 34,3 min mit einem Ausschnitt der Signale von PI. Teil b)
zeigt Signale von PS bei 46,7 min. Die Spektren wurden im negativen lonenmodus
aufgenommen. Alle in den Spektren gezeigten Signale konnten Lipiden der dargestellten

Klasse zugeordnet werden.
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Dabei zeigt Teil a) ein Spektrum zum Zeitpunkt 34,3 Minuten, in dem dreizehn
verschiedene Spezies fur Pl nachgewiesen wurden. Teil b) der Abbildung zeigt ein
Spektrum zum Zeitpunkt 46,7 Minuten. Hier konnten zehn PS Spezies zugeordnet
werden. In Abbildung 3.31 ist der LC-MS Lauf einer Lipidextraktion einer DRM-
Fraktion im positiven lonenmodus dargestellt. Im positiven lonenmodus wurde TX-
100 sehr sensitiv detektiert. Dennoch waren die einzelnen Lipidspezies, wie im Falle
von PC gezeigt, sauber nachzuweisen (Abb. 3.32). Deutlich ist die Dimerbildung bei
PC zu erkennen (siehe Kapitel 3.5.3). Die Signale des TX-100 waren im gezeigten
Spektrum noch in geringen Intensitaten zu finden. Sphingomyelinspezies konnten
anhand der genauen Massen zum erwarteten Elutionszeitpunkt identifiziert werden,

auch wenn sie im abgebildeten 2D-Plot nicht so deutlich wie PE oder PC sichtbar

sind.
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Abbildung 3.31: TIC und 2D Plot des LC-MS Laufes eines DRM-Lipidextraktes im
positiven lonenmodus. TX-100 wurde sehr sensitiv detektiert und eluierte Uber einen langen
Zeitraum. Einzelspektren im Elutionsbereich von PE und PC zeigten trotzdem nur noch
wenige TX-100-Signale. Bei PC war eine Dimerbildung zu beobachten. SM ist im

dargestellten 2D-Plot nicht zu erkennen, konnte in Einzelspektren aber identifiziert werden.
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Abbildung 3.32: Massenspektrum eines LC-MS Laufes einer DRMe-Lipidextraktion.
Spektrum zum Zeitpunkt 31,1 min. PC war im positiven lonenmodus sehr sauber
nachzuweisen. Alle im oberen Ausschnitt gezeigten Signale konnten PC-Monomeren

zugeordnet werden. Lediglich das Signal bei m/z 708 stammte von Tritonresten.

3.7.2. MS/MS Analysen

Aufgrund der Bestimmung der Spezies anhand ihrer Elutionszeit einerseits und ihrer
exakten Massen andererseits wurden MS/MS-Analysen lediglich an den im positiven
lonenmodus nachgewiesenen Lipiden PC und PE durchgeflhrt. Diese haben
aufgrund ihrer gleichen elementaren Zusammensetzung exakt die gleichen Massen
(siehe 3.5.4.1). PC eluierte im verwendeten LC-System zeitlich nach PE, PE eluierte
jedoch Uber einen langen Zeitraum und somit eventuell zumindest zum Tell
zusammen mit PC. Um die Zuordnung zu verifizieren und eine Verwechslung
einzelner Spezies auszuschlielen, wurden MS/MS-Experimente mittels SORI-CID
durchgefuhrt. Fir die Tandem-MS Untersuchungen mussten die Substanzen nach

der HPLC Auftrennung gesammelt und in nachfolgenden offline-Experimenten
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analysiert werden. Mit unserer FTMS-Geratekonfiguration war es nicht moglich,
MS/MS-Experimente direkt wahrend eines LC-MS Laufes durchzufuhren. Das
Sammeln der Fraktionen Uber die jeweiligen Elutionszeiten wurde dabei Uber das MS
kontrolliert. Abbildung 3.33 zeigt beispielhaft ein MS/MS Experiment im positiven
lonenmodus der Molekllspezies bei m/z 760,5434. Die relativ grolie
Massenabweichung der gemessenen zur berechneten exakten Masse kam durch die
Peakzuordnung der Software zustande, die nach der SWIFT-Isolation leicht andere
Ergebnisse lieferte. Das parent-ion wurde zuvor jedoch mit einer sehr geringen
Massenabweichung identifiziert. Die Substanz eluierte zu PC-charakterisitischen
Zeiten. Es konnte sich allerdings nach der genauen Masse sowohl um PC 34:1
[M+H]" als auch um PE 37:1 [M+H]" handeln. Aufgrund des geringen Probevolumens
(einige yL) wurde die Analyse mittels Nano-ESI durchgefuhrt. Nach der erfolgreichen
SWIFT-Isolation der Molekllspezies und der nachfolgenden Einleitung des
StoRgases (Anregung 37 dB, Anregungszeit 50 ms) war das fur PC typische
Cholinphosphatfragment bei m/z 184,072 nachzuweisen. MS/MS-Experimente
weiterer parent ions fuhrten zu gleichen Ergebnissen. PE und PC wurden durch die

HPLC also vollstandig getrennt, ohne dass einzelne Spezies sich Uberschnitten.

a.l.
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Abbildung 3.33: SORI-CID-Fragmentierungsspektrum der Molekiilspezies bei m/z 760.
Das per SWIFT isolierte Signal konnte im positiven lonenmodus der PE Spezies 37:1 [M+H]"
oder der PC Spezies 34:1 [M+H]" zugeordnet werden. Die Intensitat des parent ion ging nach
Einlass des Stof3gases deutlich zurtick. Das charakteristische Fragment flr Cholinphosphat

bei m/z 184 war sehr prominent. Das parent ion war also zweifellos ein PC.
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3.7.3. Verifizierung der Methodik

Im Folgenden werden die Daten der Messungen einer Lipidextraktion dargestellt. Es
soll gezeigt werden, dass die Analytik reproduzierbare Ergebnisse liefert. Als Beispiel
sind in Abbildung 3.34 und Tabelle 3.5. die Daten der Lipidklassen PI, PC und SM
einer DRM-Lipidextraktion gezeigt. Die ldentifizierung erfolgte durch PeaklID. Der
maximal zugelassene Fehler zur Identifikation der Spezies lag bei 10 ppm, wobei die

meisten der detektierten Substanzen einen Fehler unter 4 ppm aufwiesen.
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Abbildung 3.34: Verteilung der einzelnen Bruttofettsdurekompositionen von PIl, PC und
SM einer DRM-Lipidextraktion. Die einzelnen Werte sind in Tabelle 3.5. dargestellt.
Normiert wurde jeweils auf Pl 34:1, PC 34:1 und SM 16:0. Die Standardabweichung von drei

Messungen ist mit angegeben.

Die Daten zeigen die relativen Intensitadten der einzelnen Spezies innerhalb der
dargestellten Lipidklasse und ergaben sich aus drei gemittelten Messungen. Normiert
wurde innerhalb der jeweiligen Klasse auf die Spezies, die zur spateren Auswertung

zu PE 20:0 in Relation gesetzt wurde. Es handelte sich dabei um einen oder den

128



ERGEBNISSE

dominanten Massenpeak der Fraktion, um ihn zur weiteren Auswertung in den Uber
den gesamten Lauf gemittelten Daten mit PE 20:0 in Relation setzen zu konnen
(siehe Kapitel 3.6.3). Die Standardabweichungen lagen im negativen lonenmodus
meist unter zwei, teilweise etwas hdher bis zu 5% Abweichung. Im positiven
lonenmodus waren die Abweichungen insgesamt hoher, sie lagen bei SM
durchschnittlich knapp unter und fur PC knapp Uber 10%. Ausrei3er mit einem Fehler
um 50% ergaben sich aus der fehlenden Detektion der jeweiligen Spezies in einer der

drei Messungen, die als Wert Null in die Berechnung einfloss.

Pl PC SM

30:2 n.d. 1,2 +/- 0,38 14:0 3,5 +/-0,27
30:1 n.d. 1,9 +/- 0,01 15:0 3,5+/-0,19
30:0 n.d. 5,8 +/- 0,32 16:1 5,2 +/-0,5
32:2 n.d. 2,8 +/- 0,13 16:0 100 +/- 8,95
32:1 5,6 +/- 0,24 37,1 +/-0,47 18:1 1,2 +/- 0,6
32:0 1,3 +/- 0,65 n.d. 18:0 4,4 +/-2,2
34:3 0,7 +/- 0,03 n.d. 24:1 9,1+/-4,5
34:2 20,1 +/- 0,51 17,3 +/- 0,84 24:0 6,7 +/- 3,3
34:1 100 +/- 1,16 100 +/- 2,51

35:1 8,9 +/- 0,15 n.d.

36:4 14,2 +/- 0,15 n.d.

36:3 33,3 +/-0,46 n.d.

36:2 158,5 +/- 2,37 31,4 +/- 1,76

36:1 161,4 +/-4,3 n.d.

37:3 10,0 +/- 0,06 n.d.

37:2 10,0 +/- 0,15 n.d.

37:1 n.d. n.d.

38:5 16,2 +/- 8,25 n.d.

38:4 116,3 +/- 1,06 n.d.

38:3 149,4 +/- 2,05 0,4 +/- 0,02

38:2 70,4 +/-2,7 1,6 +/- 0,02

38:1 8,7 +/- 0,14 n.d.

39:4 1,6 +/- 0,02 n.d.

39:3 3,2 +/- 0,04 n.d.

40:6 6,6 +/- 3,3 n.d.

40:5 3,9 +/- 1,95 n.d.

40:4 2,9 +/- 0,05 n.d.

40:3 2,2 +/- 0,02 n.d.

40:2 1,7 +/- 0,03 n.d.

40:1 n.d. n.d.

Tabelle 3.5: Verteilung der einzelnen Bruttofettsaurekompositionen von Pl, PC und SM
einer DRM-Lipidextraktion. Werte zu Abbildung 3.34. Validierung der Analytik anhand von
reprasentativen Beispielen flr Pl im negativen lonenmodus und PC und SM im positiven
lonenmodus. Dargestellt sind die Daten dreier gemittelter LC-Laufe einer Probe. Die Daten
sind jeweils auf die Spezies 34:1 bzw. 16:0 normiert. Mit angegeben ist die

Standardabweichung einer Messreihe. n.d. = nicht detektiert.
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3.7.4. Lipidanalytik an DRM aus unstimulierten und stimulierten

Zellen

Die Messungen des Lipidgehaltes der DRM erfolgten an Lipidextraktionen nach Bligh
und Dyer aus DRM-Dichtgradientfraktionen, die aus unstimulierten sowie aus mit LPS
stimulierten TLR4/MD2-transfizierten HEK-Zellen isoliert wurden. Dabei wurden die
Messungen dreier unabhangiger Isolationen zusammengefasst.

Die relativen Peakintensitaten innerhalb einer Lipidklasse wurden wie in Kapitel 3.7.3.
ermittelt. AnschlieBend wurden die Korrekturfaktoren fur die Intensitat eines der
Hauptpeaks zur Referenzsubstanz PE 20:0 und die Korrekturfaktoren fur die relativen
Nachweisempfindlichkeiten der einzelnen Lipidklassen angewandt. Die Daten wurden
Uber drei Messreihen gemittelt und berechnet. Spezies, die nur in zwei von drei
Messungen detektiert wurden, flossen daher mit entsprechend hoher
Standardabweichung in die Daten mit ein. Spezies, die in nur einer Messung
detektiert wurden, wurden nicht beachtet. Beim Auftreten von Dimeren wurde die
Gesamtintensitat der Dimere auf die Monomerintensitaten anteilig aufgerechnet.
Zusammenfassend konnten in den DRM Extrakten eine Anzahl von 118 sich in
Kopfgruppe, Bruttofettsdurekomposition oder Fettsaureverknipfung

unterscheidenden Lipidspezies mit der verwendeten Methodik nachgewiesen werden.

3.7.4.1. Glycerophospholipide der DRM Extrakte

Tabelle 3.6. zeigt die auf PE 20:0 normierten Daten zur Verteilung der verschiedenen
Lipidspezies in DRM-Fraktionen. Gezeigt sind die Daten der Extrakte aus
unstimulierten und mit LPS stimulierten TLR4/MD2-transfizierten HEK-Zellen.
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3.7.4.2. Sphingolipide der DRM Extrakte

Die quantitativ erfassten Sphingolipide in dieser Arbeit waren Sphingomyelin und

Ceramid. Alle weiteren Sphingolipide konnten in den Zellextrakten nicht
reproduzierbar detektiert werden. Tabelle 3.7 zeigt die Daten der erfassten
Sphingomyelin- und Ceramidspezies aus DRM-Lipidextraktionen. Die Proben

stammten aus unstimulierten bzw. mit LPS stimulierten TLR4/MD2-transfizierten
HEK-Zellen.

DRM SM Cer
LPS stimuliert | unstimuliert LPS stimuliert unstim
gesittigt
14:0 0,45 +/- 0,21 0,67 +/- 0,33
15:0 0,47 +/- 0,24 0,75 +/- 0,39
16:0 22,57 +/- 5,13 | 32,09 +/-7,14 0,19 +/- 0,03 0,12 +/- 0,03
18:0 1,46 +/- 0,35 1,58 +/- 0,98 0,03 +/- 0,00
22:0 0,04 +/- 0,00
24:0 4,51 +/- 1,36 0,13 +/- 0,01
einfach ungesattigt
16:1 0,58 +/- 0,26 0,89 +/- 0,42
18:1 0,36 +/- 0,21
24:1 4,63 +/- 1,31 0,10 +/- 0,01
Summe 25,53 45,48 0,49 0,12

in den DRM-Extrakten.
Gegenubergestellt sind die Daten der Extrakte aus stimulierten bzw. aus durch LPS
stimulierten TLR4/MD2-transfizierten HEK-Zellen. Referenzsubstanz ist PE 20:0 (=1). Es

wurde Uber drei unabhangige Messungen gemittelt.

Tabelle 3.7: Gehalt an Sphingomyelin und Ceramiden

3.7.5. Gesamtlipidgehalt von TLR4/MD2-transfizierten HEK-Zellen

Die Zellen der Gesamtlipidextraktion wurden vor der Lipidextraktion nicht durch LPS
stimuliert. Zu beachten ist, dass es sich bei diesen Daten um die Auswertung dreier

Messungen einer Probe handelte.
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3.7.5.1. Glycerophospholipide

In Tabelle 3.8 sind die Daten der Messung eines Gesamtlipidextraktes aus
TLR4/MD2-transfizierten HEK-Zellen dargestellt.

Gesamtlipidextrakt

Lipidklasse Pl PG PS PE pPE PC pPC
Fettsduren (brutto)
gesattigt
28:0 7,68 +/- 597
30:0 65,89 +/- 8,59
32:0 0,60 +/- 0,02
Summe gesattigt 0,00 0,60 0 0 0 73,57 0

einfach ungesattigt

28:1
30:1 31,17 +/-4,97
31:1 0,08 +/- 0,04
32:1 1,13 +/- 0,024 |[ 1,55 +/- 0,02 0,34 +/- 0,01 219,73 +/- 21,59
33:1 0,39 +/- 0,01
34:1 16,90 +/- 0,48 || 11,68 +/- 0,26 || 2,81 +/-0,03 || 13,52 +/- 0,03 250,59 +/- 132,37
35:1 1,45 +/- 0,02 1,10 +/- 0,06 0,37 +/- 0,02
36:1 24,34 +/- 0,86 3,58 +/- 0,09 8,93 +/- 0,03
37:1
38:1 0,26 +/- 0,00
40:1 0,25 +/- 0,00
42:1
Summe einfach ungesittigt 43,83 14,80 7,61 22,45 0 501,49 0

mehrfach ungeséattigt

32:2 14,87 +/- 2,63
33:6 0,27 +/- 0,04
33:5 0,42 +/- 0,06
34:6 1,91 +/- 0,31
34:5 1,12 +/- 0,17
34:4 0,38 +/- 0,36
34:3 0,50 +/- 0,48
34:2 3,20 +/- 0,03 6,56 +/- 0,19 0,12 +/- 0,06 93,87 +/- 24,13
35:6 4,47 +/- 0,73
35:5 1,63 +/- 0,22
35:2 0,52 +/- 0,25 1,53 +/- 0,03 4,92 +/- 0,08
36:6 6,64 +/- 0,92 16,08 +/- 5,25
36:5 6,61 +/- 0,63
36:4 4,03 +/- 0,20 0,34 +/- 0,02 1,10 +/- 0,09 | 2,50 +/- 0,33
36:3 4,92 +/- 0,19 2,70 +/- 0,09 1,54 +/- 0,04 4,21 +/- 4,02
36:2 23,38 +/- 0,32 || 38,18 +/- 0,36 1,15 +/- 0,02 17,03 +/- 0,02 227,27 +/- 44,22
37:7 7,51 +/-6,6
37:6 1,09 +/- 0,22
37:4 0,43 +/- 0,21
37:3 1,45 +/- 0,04
37:2 1,48 +/- 0,01 0,58 +/- 0,01
38:7 16,03 +/- 6,13
38:6 30,01 +/- 5,88
38:5 6,22 +/- 1,13
38:4 28,58 +/-1,72 || 1,25 +/-0,04 0,26 +/- 0,01 6,08 +/- 0,03 | 1,64 +/-0,23 2,0 +/- 1,91
38:3 24,28 +/- 1,19 || 0,84 +/- 0,01 0,20 +/- 0,00 0,76 +/- 0,12 3,48 +/- 3,33
38:2 7,14 +/- 3,43 1,31 +/- 0,03 0,20 +/- 0,00 1,03 +/- 0,03 | 1,00 +/-0,13 13,34 +/- 2,08
39:7 4,56 +/- 1,87
39:3 0,30 +/- 0,16
40:8 6,24 +/- 4,87
40:7 5,90 +/- 1,00
40:6 2,78 +/- 0,39
40:5 0,40 +/- 0,21
40:3 0,27 +/- 0,01
40:2 0,19 +/- 0,09 0,62 +/- 0,60
Summe mehrfach ungesittigt 100,18 53,28 1,95 31,70 102,19 360,50 23,59
Summe 144,01 68,68 9,55 54,16 102,19 935,56 23,59

Tabelle 3.8: Daten der Gesamtlipidextraktion von TLR4/MD2-transfizierten, nicht
stimulierten HEK-Zellen. Die Standardabweichung gibt hier im Gegensatz zu Tabelle 3.6.

den Fehler von drei Messungen einer Probe an. PE 20:0 diente als Referenzsubstanz.
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3.7.5.2. Sphingolipide

Tabelle 3.9. zeigt den Sphingomyelin und Ceramidgehalt einer Gesamtlipidextraktion
aus TLR4/MD2-transfizierten HEK-Zellen.

Gesamtlipidextrakt
SM Ceramid
gesittigt
14:0
15:0 2,70 +/- 0,81
16:0 111,80 +/- 38,94
18:0 10,39 +/- 5,03
22:0
24:0 11,63 +/- 8,69
einfach ungesittigt
16:1 19,43 +/- 17,99 0,24 +/- 0,09
18:1 1,85 +/- 1,02 0,11 +/- 0,00
24:1 15,24 +/- 11,58 0,16 +/- 0,00
Summe 173,04 0,15

Tabelle 3.9: Gehalt an Sphingomyelin und Ceramiden im Gesamtlipidextrakt. Die Lipide
stammen aus TLR4/MD2-transfizierten, nicht stimulierten HEK-Zellen. Referenzsubstanz ist
PE 20:0 (=1).

Mit dem oben beschriebenenen Identifikations- und Auswertesystem konnten bei den
Gesamtlipidextraktmessungen eine Anzahl von 103 Lipidspezies unterschiedlicher
Kopfgruppe, Bruttofettsdurekomposition und Bindungsart der Fettsaurereste

identifiziert werden.

3.7.6. Vergleich der in den zellularen Extrakten detektierten

Lipidspezies

3.7.6.1. Vergleich der Sattigungsgrade der detektierten Spezies

Zum Vergleich der Sattigung der Fettsaureketten wurden die Daten aller detektierten

Spezies, d.h. die der Glycerophospholipide und der Sphingolipide SM und Ceramid,
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betrachtet (Abb. 3.35). Insgesamt konnten in den DRM-Extrakten der aus stimulierten
Zellen enthommenen Proben 4%, in den Extrakten aus unstimulierten Zellen 7% und
im Gesamtlipid 14% Spezies mit vollstandig gesattigten Fettsdureresten beobachtet
werden. Bei den einfach ungesattigten Spezies betrug der Anteil 41% im
Gesamtlipidextrakt und 40% in den DRM-Extrakten stimulierten Zellen. In den DRM-
Extrakten der unstimulierten Zellen lag der Anteil bei 51% an. Spezies mit einer
mehrfach ungesattigten Fettsaure waren im Gesamtextrakt mit 45% und in den
Extrakten aus unstimulierten Zellen mit 42% vertreten. Die DRM-Extrakte der
stimulierten Zellen zeigten mit 56% den hdchsten Anteil an mehrfach ungesattigten
Fettsauren. Insgesamt wurde in den DRM-Extrakten ein verminderter Anteil an
komplett gesattigten Fettsdureresten gegenuber dem  Lipidgesamtextrakt
nachgewiesen. Wahrend der Anteil an mehrfach ungesattigten Fettsdureresten im
Gesamtextrakt und den DRM-Extrakten unstimulierter Zellen gleich war, nahm er in

DRM-Extrakten aus LPS-stimulierten Zellen zu.

DRM, LPS stimuliert Gesamtextrakt
41%
40% 56%
45%
4% 14%

DRM unstimuliert

51%

[ ceinfach ungesattigt

[ mehrfach ungesittigt
42% Il gesittigt

7%

Abbildung 3.35: Prozentuale Anteile der verschiedenen Sattigungsgrade in TLR4/MD2-
transfizierten HEK-Zellen. Vergleich des Gesamtextraktes und der DRM aus unstimulierten
und LPS-stimulierten Zellen. In die Auswertung flossen die Daten der detektierten

Glycerophospholipide, Sphingomyeline und Ceramide ein.
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Fur PC konnten drei Spezies mit vollstandig gesattigten Fettsdureresten detektiert
werden. Dies war bei Pl und PG nur bei jeweils einer Spezies der stimulierten DRM-
Extrakte der Fall. Komplett gesattigte Spezies konnten fur PE und PS nicht detektiert
werden (Tab. 3.6.). Die bei den Glycerophospholipiden in beiden Proben am
haufigsten vertretenden Spezies waren die Bruttofettsdurekompositionen 34:1, 36:2
und 36:1 (Tab. 3.6.). Bei PC waren auch die Spezies 31:2 und 34:2 in einem hohen
Anteil zu finden. Die Spezies 38:4 und 38:3 und 38:2 waren bei Pl anteilig weitaus
starker als bei den anderen Glycerophospholipidklassen vertreten. Pl zeigte die
Tendenz zu langeren Fettsaureketten und wies den gréfdten Anteil an mehrfach
ungesattigten Fettsaureresten im Vergleich zZu den ubrigen
Glycerophospholipidklassen auf. Pl zeigte zudem den hochsten Grad an
Heterogenitat bezlglich der Bruttofettsdurekomposition. Die Fettsauren der PE-
Etherlipidspezies waren in allen Extrakten in ihrer Bruttokomposition mehrfach
ungesattigt, wahrend bei den Diacyl-Spezies auch einfach gesattigte Verteilungen
auftraten. PC-Etherlipidspezies wiesen vollstandig gesattigte, einfach ungesattigte
und mehrfach ungesattigte Fettsdurekompositionen auf. Bei PC war auffallig, dass
nach einer LPS-Stimulation der Zellen die Spezies dieser Klasse insgesamt kurzere
Fettsaurekettenlangen aufwiesen als vor einer Stimulation (Tab. 3.6., PC 36:2 und
38:2, gerechnet auf die Gesamtsumme PC). Den groRten Anteil an vollstandig
gesattigten Spezies stellte SM mit der Spezies 16:0. Auffallend war hier, dass die
langkettige Spezies SM 24:0 wie auch die einfach ungesattigte, langkettige Spezies
24:1 erst in den DRM-Proben der stimulierten Zellen auftraten.

Die auffalligste Anderung zwischen den stimulierten und den unstimulierten DRM-
Proben war die Anderung des Ceramidgehaltes. Dieser anderte sich nicht nur
absolut, sondern auch qualitativ. War vor einer Stimulation der Zellen lediglich die
Spezies mit einer 16:0 Fettsaurekette zu finden, so stieg nach einer Stimulation durch
LPS die Anzahl der identifizierten Spezies auf funf an. Alle in diesen Proben neu
hinzugekommenen Spezies besalden eine langere und bis auf 24 Kohlenstoffatome
ansteigende Fettsaurekette (Abb.3.36).
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a) ri. 0,25
T LPS
stimuliert
0,15
0,05
ri. 0,25
b) unstimuliert
0,15
0,05
Ceramid 16:0 18:0 22:0 24:1 24:0

Abbildung 3.36: Anderung des Ceramidgehaltes der DRM-Fraktionen nach einer
Stimulation der Zellen durch LPS. Gezeigt sind die Daten a) ohne eine Stimulation und b)
nach einer Stimulation TLR4/MD2-transfizierter HEK-Zellen. Nach einer Stimulation der
Zellen durch LPS stiegen die Heterogenitat und die Menge der Ceramidspezies in den

Proben an. Die Intensitaten sind relativ zum internen Standard PE 20:0 (=1) angegeben.

3.7.6.2. Vergleich der Anteile der untersuchten Lipidklassen

Der Vergleich der Anteile der unterschiedlichen Kopfgruppen der untersuchten Lipide
ist in Tabelle 3.10 dargestellt. Die Daten beziehen sich auf die Gesamtheit der
untersuchten Lipide inklusive der Ceramide und Sphingomyelin. Fur die Ceramide
konnte jeweils nur ein sehr geringer Anteil nachgewiesen werden, wahrend der Anteil
von SM insgesamt relativ hoch war. Die Ceramide waren in den DRM unstimulierter
Zellen sowie im Gesamtlipidextrakt gegenuber den nach Stimulation isolierten DRM-
Extrakten leicht erhdht. Sphingomyelin war in den DRM-Extrakten insgesamt geringer

vertreten als im Gesamtlipidextrakt. Dabei betrug der SM-Anteil in den Extrakten
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stimulierter Proben weniger als die Halfte als in den unstimulierten DRM-Extrakten
(Tabelle 3.10).

% DRM stimuliert DRM unstimuliert Gesamtlipid

Pl 34,49 15,20 9,53
PG 1,99 1,87 4,55
PE 4,12 2,97 10,35
PS 0,79 0,55 0,63
PC 55,84 71,56 63,45
Cer 0,05 0,02 0,03
SM 2,72 7,82 11,45
Summe 100,00 100,00 100,00

Tabelle 3.10: Prozentuale Anteile der verschiedenen Lipidklassen in TLR4/MD2-
transfizierten HEK-Zellen. Untersucht wurden der Lipidgesamtextrakt und DRM-Extrakte
unstimulierter bzw. durch LPS stimulierter Zellen. Angegeben sind die aufsummierten
Intensitaten aller detektierten Lipide nach Anwendung der Korrekturfaktoren. Normiert wurde
auf PE 20:0 (=1).

Abbildung 3.37 zeigt die prozentuale Verteilung der Glycerophospholipidklassen in
den Extrakten bezogen auf die Gesamtheit der detektierten Glycero-
phospholipidspezies. Die Intensitditen der bei PC und PE detektierten
Etherlipidspezies wurden jeweils in die Klasse mit eingerechnet. Im Gesamt-
lipidextrakt stellte PC mit 71% den Hauptanteil der Glycerophospholipide, gefolgt von
PE mit 12% und PI mit 11%. PG (5 %) und PS (1%) waren weniger stark vertreten. Im
Vergleich des Gesamtlipidextraktes mit den DRM-Extrakten war die groRte
Auffalligkeit der Anstieg des Anteils von Pl (35%) bei stimulierten Zellen im
Gegensatz zu unstimulierten Proben (16%) und dem Gesamtlipidextrakt (11%). In
allen untersuchten Extrakten stellten PC-Spezies den Hauptanteil dar. PG und PE
zeigten in den Proben der DRM nur geringfugige Unterschiede und waren gegentber

dem Gesamtlipidextrakt leicht vermindert. PS war insgesamt sehr gering vertreten.

138



ERGEBNISSE

DRM, LPS stimuliert Gesamtextrakt

58% 1%

1%

4% 20, 35% 12%

5%

DRM, unstimuliert

PC
Pl

PG
PE
PS

78%

BEOERNEN

1%

3% 2% 16%

Abbildung 3.37: Prozentuale Anteile der verschiedenen Glycerophospholipidklassen in
TLR4/MD2-transfizierten HEK-Zellen. Vergleich des Gesamtextraktes und der DRM aus
unstimulierten und LPS-stimulierten Zellen Die Gesamtheit der Glycerophospholipide

inklusive der Etherlipidspezies wurde auf 100% gesetzt.

3.7.6.3. Glycosphingolipide

Glycosphingolipide  wie  Cerebroside, Lactosylceramide  und komplexe
Glycosphingolipide werden in der Literatur als in Membranmikrodomanen
angereichert beschrieben. Daher sollte in dieser Arbeit auch diese Substanzklassen
detektiert und quantitativ erfasst werden. Glycosphingolipide sind aufgrund ihrer
verschiedenen Kopfgruppen aus einer unterschiedlichen Anzahl von Zuckergruppen
und deren Ladungszustanden eine sehr heterogene Lipidklasse. lhre
physikochemischen Eigenschaften differieren nicht nur innerhalb ihrer
Substanzklasse, sondern unterscheiden sich auch gegeniber den Eigenschaften der
anderen in dieser Arbeit erfassten Lipidklassen. Eine gemeinsame Analytik in nur
einem Schritt ist daher sehr schwierig. Mit Hilfe von PeakID konnten einige Spezies
anhand ihrer genauen Massen identifiziert werden. Dabei handelte es sich

uberwiegend um Cerebroside, also um relativ einfache Molekille mit einer oder zwei
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Zuckereinheiten. Diese konnten allerdings nur teilweise mittels der zur
Glycerophospholipidanalytik  verwendeten Lipidextraktionsmethode aus den
Zellisolaten extrahiert werden (siehe Kapitel 3.2.1). Komplexere Glycosphingolipide
konnten mittels dieser Methode nicht extrahiert werden. Es ist daher keinesfalls
moglich, bezlglich dieser Substanzen eine quantitative Aussage zu treffen, da das
verwendete Extraktionssystem fur diese Anwendung nicht optimiert wurde. Ein
weiteres Problem ergibt sich bei der HPLC-Auftrennung der Substanzen. Durch die
sehr unterschiedlichen Polaritaten der einzelnen Spezies aufgrund der verschiedenen
zuckerhaltigen  Kopfgruppen wurden Standardsubstanzen im verwendeten
Normalphasensystem gut aufgetrennt, hatten jedoch in sich sehr unterschiedliche
Retentionszeiten. Eine  Quantifizierung wurde so zusatzlich  erschwert.
Zusammenfassend muss die Methodik far eine aussagekraftige

Glycosphingolipidanalysen speziell angepasst werden.

3.7.6.4. Cholesterol

Die Bestimmung des Cholesterolgehaltes von DRM Extrakten aus unstimulierten und
durch LPS stimulierten Zellen zeigte keine Unterschiede zwischen den Proben (Abb.
3.38). In den oberen Fraktionen des Dichtegradienten war Cholesterol jeweils
angereichert und in gleichen absoluten Mengen nachweisbar. Dabei muss beachtet
werden, dass das Cholesterol nicht massenspektrometrisch detektiert wurde (siehe
Kapitel 2.2.2.3). Die durch den durchgefuhrten Nachweis erhaltenden absoluten
Werte konnten nicht direkt mit den massenspektrometrischen Werten der anderen
untersuchten Lipide verglichen werden. Zwar war die absolute Menge des
zugegebenen internen Standards bekannt, jedoch treten bei den einzelnen Schritten
der Analytik Verluste auf, die nicht absolut quantifiziert werden konnten. Abhilfe
konnte die Zugabe des internen Standards vor der durchgefuhrten Lipidextraktion
schaffen. Allerdings ist dann die letztendlich massenspektrometrisch detektierte
Menge des internen Standards nicht mehr absolut bekannt und die

Gerateperformance kann nicht Gberwacht werden.
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Abbildung 3.38: Cholesterolgehalt der DRM-Dichtegradientfraktionen aus
unstimulierten und LPS stimulierten TLR4/MD2-transfizierten HEK-Zellen. Es war kein
Unterschied im Cholesterolgehalt der Proben nachweisbar.

141



DISKUSSION

4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode entwickelt, die es ermdglicht, die
detaillierte Lipidzusammensetzung zellularer Membranen und
Membranmikrodomanen zu erfassen und zu quantifizieren. Fur die Analytik solch
geringer Mengen eines sehr heterogenen Lipidgemisches wurde die hochauflésende
FTMS genutzt. Die Proben wurden durch eine Mikrofluss-HPLC vorgetrennt, nach der
Elution direkt in einer ESI-Quelle ionisiert und im Massenspektrometer analysiert. Zur
Isolation der funktionellen Membranmikrodomanen aus TLR4/MD2-transfizierten
HEK-Zellen wurden vier verschiedene Extraktionsmethoden angewandt und die
erhaltenden Extrakte zunachst biochemisch charakterisiert. Die in der Literatur
beschriebenen Markermolekile fir Membranmikrodomanen (GM1, Flotillin-2) wurden
lediglich in den mit Triton X-100 isolierten Fraktionen nachgewiesen. Da das Dtergens
die massenspektrometrische Analyse jedoch erheblich stort, erwies sich eine
Vortrennung der Extrakte und damit die Abtrennung von TX-100 von den
Membranlipiden durch HPLC als unabdingbar. Fur die Etablierung der Methode
wurde mit einer schnell anziehbaren Zellinie gearbeitet, um das zur Praparation
notwendige Material jederzeit verfigbar zu haben. Die verwendeten Probenmengen
(10° Zellen pro Ansatz) und Isolationsverfahren wurden jedoch so gewahlt, dass die
Analytik in gleicher Weise auch an Extrakten aus den fur immunologische

Fragestellungen wichtigen Primarzellen durchgeflhrt werden kann.

4.1. Isolation zellularer Membranmikrodomanen

Als Beispiel wurden Membranmikrodomanen, die sogenannten lipid rafts, untersucht.
Membranmikrodomanen werden unterschiedliche Funktionen in zellularen Systemen
zugesprochen und sind im Fokus vieler Forschungsfelder '9'%848 Eine Kenntnis ihrer
genauen Lipidzusammensetzung konnte helfen, die Dynamik und Funktion dieser
Strukturen in Zellen besser zu verstehen.

Die Domanen wurden mit Hilfe von Detergentien als Detergens-resistente
Membranen (DRM) sowie mittels detergensfreier Methoden isoliert. Die

detergenzfreie Isolationsmethode 4 schien sich zunachst als Methode der Wahl

142



DISKUSSION

anzubieten, da an Extrakten dieser Methode bereits massenspektrometrische Daten
iiber die Lipidkomposition von Membrandomanen verédffentlicht wurden '°. Die
Schwierigkeiten der Durchfuhrung der Methode bestanden zum einen in der genauen
Dosierung der zugefuhrten Energien zur mechanischen Separierung der rigiden und
fluiden Membranbereiche und zum anderen in der teils schwierigen manuellen
Abnahme der Fraktionen nach den Zentrifugationsschritten. Eigene, umfassende
Experimente zur Isolation der Domanen nach dieser Methode konnten die
beschriebenen Extraktionsergebnisse nicht reproduzieren. Vor allem lieRen sich die
untersuchten Markermolkule zur Identifizierung der Domanen nicht in den erwarteten
Fraktionen des Dichtegradienten angereichert nachweisen. Kurz nach diesen
experimentellen Befunden wurde die Methode von den Autoren aus oben genannten

Griinden zurlickgezogen '%°

. Auch eine in diesem Zuge alternativ vorgestellte
Extraktionsmethode, deren Fraktionen ebenso bereits fir massenspektrometrische
Analysen verwendet wurden 2%, lieR sich nicht reproduzieren.

Lediglich die durchgefuhrten Versuche mittels 1% TX-100 im Lysepuffer
(Isolationsmethode 1) zeigten eine klare und reproduzierbare Anreicherung von
Markermolekulen in den Bereichen geringer Dichte des Gradienten wie in der
Literatur beschrieben 20"104.102.106.107 "Rjie Analytik dieser Proben ist daher besonders
anspruchsvoll, da sie einen hohen Anteil an Triton X-100 enthalten.

Zur weiteren Charakterisierung und zur Uberpriifung der parallelen Durchfihrbarkeit
einer massenspektrometrischen Proteinanalyse der Proben wurde der Proteingehalt
der mit Hilfe der Isolationsmethode 1 gewonnenen Fraktionen untersucht. Das 1D Gel
zeigte ahnliche Muster wie in der Literatur beschrieben, wobei der Proteingehalt zum
Sediment hin zunimmt und in den DRM-Bereichen einige Proteinbanden angereichert
sind ?%2. Die genaue Analyse der dominantesten Spots einer 2D-Auftrennung durch
peptide mass fingerprinting flhrte zu einer sicheren Identifizierung der
Hitzeschockproteine 60 und 70, Aktin und einer Malatdehydrogenase in den DRM-
Fraktionen. Dabei gilt Aktin als in Domanen angereichert 2°>2%* und ist ein Indiz fiir die

Assoziation der Membrandomanen mit dem Cytoskelett 2%

Einige
Hitzeschockproteine (HSP) werden als domanenassoziiert beschrieben 2°°%2. Dazu
gehdrt auch das HSP 70 2%, das sich nach einer Stimulation durch LPS mit TLR4 in
den rigiden Membranbereichen kolokalisiert 2°®*2. Das Protein wurde in DRM-

Extrakten unstimulierter, TLR4/MD2-transfizierter HEK-Zellen identifiziert, so dass
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eine Anreicherung des HSP 70 in den Domanen demnach nicht erfolgen sollte. Die
durch die Transfektion erreichte Uberexpression des TLR4 in den Zellen kénnte sich
jedoch auf die Proteinverteilung innerhalb der Zellmembran auswirken und von
Untersuchungen an Primarzellen abweichende Ergebnisse liefern. HSP 70 wird
aullerdem als intrazellular lokalisiert beschrieben und bindet nach Zerstérung der
Zelle von auRen z.B. an die Plasmamembrandoménen von Makrophagen 2°°. Die
Anwesenheit von HSP 70 in den DRM-Extrakten konnte daher auch ein Hinweis auf
eine Verschleppung der cytosolischen Fraktion nach der ersten Ultrazentrifugation
sein. Die Untersuchung der DRMs bezieht sich bei der gewahlten Isolationsmethode
nicht nur auf die durch Triton nicht I6sbaren Membranbereiche der Plasmamembran.
Vor der Tritoninkubation der Zellen wird lediglich der Kern vom Rest des Zellmaterials
abgetrennt. Es ist daher durchaus denkbar, dass auch Domanen anderer Organellen
isoliert werden. Das Vorhandensein von Membanmikrodomanen wurde aufler fur
Plasmamembranen auch fiir Membranen des Golgi-Apparates gezeigt 2'°. Auch fiir
die Mitochondrienmembranen sind Membranmikrodomanen beschrieben 2?12, HSP
60 ist ein in der Matrix der Mitochondrien lokalisiertes Protein 2'. Ist es, wie vermutet,
auch am Transport von Proteinen Uber die innere Mitochiondrienmembran beteiligt
214, konnte die Anwesenheit des Proteins in den untersuchten Extrakten ein weiterer
Hinweis auf die Domanenbildung in den Mitochondrienmembranen sein.
Malatdehydrogenasen sind ebenfalls in Mitochondrien lokalisiert, kommen allerdings
auch als 18sliches Protein im Cytoplasma vor 2'>#'®. Daher kann die Anwesenheit des
Proteins in den Extrakten auch auf eine wie oben beschriebene Verschleppung
hindeuten. Genauere Analysen muissten an Domanenextraktionen aus zuvor
isolierten, reinen Plasmamembranen erfolgen. Es sollte aber auch erwahnt werden,
dass es bei einer subzellularen Fraktionierung immer schwierig ist, wirklich reine
Fraktionen zu erhalten, und dass bei einer sensitiven Nachweismethode also auch
diese Verunreinigungen mit erfasst werden. Die Proteinanalysen wurden nicht weiter
verfolgt, da der Fokus der Arbeit auf der Entwicklung einer Lipidanalytik lag. Es bleibt
jedoch festzuhalten, dass neben den Tests auf die Markermolekile mit
immunchemischen Methoden weitere Proteine massenspektrometrisch identifiziert
werden konnten, die in den mittels 1%iger TX-100-Losung aus HEK-Zellen isolierten

DRM-Fraktionen angereichert sind.
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4.2. Lipidextraktion und Detergenskontamination

Vor der massenspektrometrischen Analyse der Proben mussten die Lipide aus den
zellularen Extrakten isoliert werden. Eine effiziente und reproduzierbare
Lipidextraktion ist gerade fur eine quantitative Lipidanalytik unerlasslich und birgt eine
hohe Anfalligkeit flr Fehler.

Die fur viele Anwendungen standardmafig genutzte Lipidextraktion nach Bligh und
Dyer konnte fur die Extraktion von allen Glycerophospholipiden, Sphingomyelin und
Ceramid erfolgreich verwendet werden, da die Intensitaten von Lipidstandards relativ
zueinander erhalten blieben. Um eine quantitativ mdglichst vollstandige Extraktion der
Substanzen zu erreichen, wurde jede Extraktion dreimal durchgefihrt und die
erhaltenden organischen Phasen zusammengefasst. Weitere Waschschritte erhohten
die Effizienz der Extraktion nicht.

Die eher polaren Glykosphingolipide gingen zum grof3en Teil bei der Extraktion in die
wassrige Phase Uber. Dort konnten sie aufgrund der hohen Saccharosekonzentration
durch den Dichtegradienten nicht direkt nachgewiesen werden. Eine Dialyse der
wassrigen Phase Uber mehrere Tage flhrte nicht zu einer Abtrennung der
Saccharose. Auch die maRig polaren Cerebroside konnten in den Extrakten nicht
identifiziert werden. Da sie zumindest teilweise in die organische Phase Ubergehen,
sind sie in den Extrakten wahrscheinlich auch nur sehr gering vertreten und daher
schwer nachzuweisen. Eine quantitative Auswertung der Daten ware aullerdem so
nicht méglich. Fur die Extraktion von Glycosphingolipiden muss die Methode speziell
angepasst werden, z.B. durch die Verwendung einer Festphasenextraktion '”. Auch
konnten neueste Verfahren wie die sehr sensitive Messung mittels orthogonaler IR-
MALDI 2'®2'® ynd der lonisation und Desorption der Molekile direkt von
Dunnschichtchromatographie-Platten durchgefiuhrt werden.

Bei der Lipidextraktion sammelten sich Detergens (TX-100)- und Lipidmolekdile in der
organischen Phase. Sie konnten jedoch aufgrund ihrer sehr &hnlichen
physikochemischen Eigenschaften nicht voneinander getrennt werden. Eine
Trennung durch Dialyse ist aufgrund der niedrigen cmc nicht moglich: TX-100 bildet
auch in sehr niedrigen Konzentrationen noch Micellen und kann somit die
Dialysemembran nicht passieren. Die Verwendung von speziellen Adsorbentien ist

generell zur Abtrennung von Detergentien mit einem niedrigen cmc geeignet %°. Da
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die in dieser Arbeit untersuchten Lipide allerdings ebenso an die hydrophobe
Oberflache des Adsorbents binden und somit ein nicht kontrollierbarer Verlust der
Probe erfolgen wirde, war diese Methode, wie sich zeigte, fUr die untersuchten
Proben nicht geeignet. Der Einsatz von spaltbaren Detergentien ist flr
massenspektrometrische Analysen denkbar ?*'?%2, miisste jedoch fir die
Domanenaufreinigung zuvor charakterisiert werden.

Mittels des verwendeten HPLC-Systems konnte TX-100 erfolgreich vom Rest der
Probe abgetrennt werden, so dass eine massenspektrometrische Analyse der Proben
ermoglicht wurde (siehe oben). Lediglich die Quantifizierung der Ceramide, die mit
TX-100 im verwendeten HPLC-System koeluieren, kdnnte durch TX-100 beeinflusst
worden sein. Hier ist bei einer Separation der Substanzen ein groRRerer Anteil an

Ceramiden zu erwarten.

4.3. Lipidanalytik

4.3.1. Lipidanalytik mittels ESI-FTMS

FTMS zeichnet sich durch ihre hohe Massenauflésung und Genauigkeit aus. Diese
Eigenschaften erméglichen zuverlassige Identifikationen der meisten Lipide auch in
sehr heterogenen Mischungen ’.

Die hohen Aufldsungen erlaubten selbst die Unterscheidung von Diacyl- und
Etherlipidspezies. Dadurch ist eine Analytik schnell durchfihrbar und liefert sehr
genaue Ergebnisse. Lediglich die isomeren (exakt massengleichen) PE- und PC-

47 Eine

Spezies mussen zusatzlich einer MS/MS-Analyse unterzogen werden
Differenzierung zwischen dem zwei '*C-Isotope enthaltenden Spezies und der
monoisotopischen, einfach hoher gesattigten Spezies konnte in den durchgefuhrten
Messungen im Breitbandmodus nicht erreicht werden. Erst ab einem
Auflésungsvermégen um 90000 konnen solche Signale auseinander gehalten
werden. Zwar sind solche Auflésungen im Hochauflésungsmodus des FTMS leicht zu
erreichen, jedoch musste der daflir gemessene Massenbereich stark eingeschrankt

werden "%,
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Mit Hilfe der FTMS konnten Nachweisgrenze fir Lipidstandards von <20 fmol erreicht
werden, die deutlich besser sind als fur andere in der Literatur beschriebenen MS-
Verfahren (im pmol-Bereich) fiir ESI Triple-Quadrupol-Gerate 32223224,

Detergentien stdren eine massenspektrometrische Analyse erheblich '*°, lieRen sich
aber fur die Isolation der in dieser Arbeit untersuchten Membranmikrodomanen nicht
vermeiden. Die Signale des TX-100 dominieren die Spektren nicht nur aufgrund ihres
hohen Anteils in der Probe, sondern auch durch ihre leichte lonisierbarkeit. Durch die
hohen lonenkonzentrationen in der ESI-Quelle kommt es so zu einer
lonensuppression, d.h. die lonisation der eigentlich zu untersuchenden Lipidmolekile
wird empfindlich gestort. Des Weiteren fuhren hohe lonenkonzentrationen in der ICR-
Zelle zu einer Verschlechterung der Auflosung, zu einer geringeren Messgenauigkeit
und zum Verlust der linearen Responsivitat der Detektion. Um die
massenspektrometrische Analyse mittels ESI nicht zu beeintrachtigen, sollte die
Detergenskonzentration in der Probe fiir TX-100 0,05% nicht tibersteigen '°°. Bei der
Verwendung von 0,1% TX-100 im Lysepuffer zur DRM-Isolation sind in der
organischen Phase der Lipidextraktion deutlich geringere Konzentrationen zu
erwarten, dennoch wurden starke Signale des Detergens beobachtet. Eine
Abtrennung der TX-100 Molekule vor der massenspektrometrischen Analyse ist also
notwendig.

In den durch HPLC vorgetrennten biologischen Extrakten konnten alle
Glycerophospholipide (PC, PE, PG, PS, PI, inklusive PE- und PC-Etherlipide),
Sphingomyelin und Ceramid nachgewiesen werden. Die ldentifizierung der grofden
Datenmengen konnte Uber das innerhalb dieser Arbeit entwickelte
Auswerteprogramm PeakID {Hubner, G., in Vorbereitung} automatisiert und somit
erheblich beschleunigt werden.

Freies Cholesterol dagegen ist mittels ESI-MS aufgrund der geringen
lonisationseffizienz erst nach einer Derivatisierung, wie beispielsweise einer
Sulfatierung oder Acetylierung, sensitiv nachweisbar 2°*'%*. Daher wurde in dieser
Arbeit ein fluoreszenzbasierter Nachweis verwendet. Vergleiche in der Literatur
zwischen MS-Messungen von derivatisiertem Cholesterol und einer auf der gleichen
Basis wie in dieser Arbeit durchgefuhrten fluoreszenzbasierten Messung ergaben
anndhernd gleiche Werte ??°. Komplexe Glycolipide konnten aus oben dargestellten

Grinden in den Extrakten nicht nachgewiesen werden.
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4.3.2. LC-Auftrennung der Extrakte und online-Kopplung an das
FTMS

Um die Abtrennung des Triton X-100 zu erreichen und um zusatzlich die komplexen
Lipidextraktionen  vorzutrennen, wurden die  Probenextrakte  vor  der
massenspektrometrischen Analyse Uber eine HPLC getrennt.

Es konnte gezeigt werden, dass mit dem verwendeten HPLC-System das Triton X-
100 erfolgreich von den Lipidmolekulen abgetrennt wurde.

Das System wurde aulerdem dazu genutzt, die in der Probe enthaltenden Lipide
nach ihren polaren Kopfgruppen aufzutrennen. Zwar schlie3t die Hochauflésung des
zur Detektion verwendeten FTMS unter der Verwendung beider lonenmodi eine
Verwechselung der verschiedenen Spezies aus, allerdings fuhrt die Vortrennung der
komplexen Lipidextraktionen nach den enthaltenden Lipidklassen ebenso wie die TX-
100 Abtrennung zu einer Reduzierung der lonenzahl in der ESI-Quelle sowie in der
ICR-Zelle. In der Probe unterreprasentierte Spezies kdnnen somit besser identifiziert
werden. Die Auflosung wird aullerdem gegenuber Messungen nicht vorgetrennter,
heterogener Proben erhdht und die Messsignale werden auf die vielen Einzelspektren
des LC-Laufes verteilt, so dass die Spektren Ubersichtlicher werden. Da ESI ein
konzentrationsabhangiger Prozess ist '° und bei einem entsprechend angepassten
LC-System sehr kleine Probenvolumina injiziert werden konnen, ist es moglich, durch
eine Aufkonzentrierung der Probe vor der Injektion und durch die in der Saule
erfolgende Aufkonzentration der einzelnen Lipidklassen die Nachweisgrenzen zu
erhohen. Der begrenzende Faktor ist hierbei die Beladungsgrenze der verwendeten
Trennsaule.

Die einzelnen Lipidklassen konnten im verwendeten System sehr gut
chromatographisch voneinander getrennt werden, obwohl aufgrund der Identifikation
Uber die m/z-Werte eine absolute Trennung der Eluenten aul3er fir PC und PE nicht
notwendig ist. Fur die ldentifikation dieser Lipidklassen sind bei einer vollstandigen
Separation nachfolgende Analysen nicht nétig. Zur Uberpriifung der Auftrennung
wurden gesammelte Fraktionen durch offline MS/MS-Analysen Uberpruft. Es zeigte
sich, dass die beiden Klassen sauber voneinander getrennt werden konnten.

Zur Abtrennung des Detergens und zur Auftrennung der Lipide nach ihren
unterschiedlichen  Polaritaten wurden eine Diol-Normalphase und eine
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Gradientenelution verwendet. Die Elution der Lipide erfolgte erwartungsgemal nach
den Kopfgruppen in der Reihenfolge der weniger polaren Lipidklassen zu den
polareren Lipidklassen '**'°. Einen geringfiigigen Einfluss auf die Retentionszeit lie
sich auch fur die Fettsdurereste der einzelnen Substanzen feststellen. Der Verbleib
von Lipidmaterial in der Saule #*° konnte ebenso wie eine Degradation der stationaren
Phase aufgrund der chemischen Zusammensetzung der mobilen Phase durch
regelmaBige Uberprifungen des Systems mittels Uberwachten Spil- und
Standardlaufen ausgeschlossen werden.

Das HPLC-System wurde fur die Verwendung ESI-kompatibler Flussraten (einige
ML/min) umgebaut und direkt mit dem FTMS gekoppelt. Durch die Nutzung des FTMS
als Detektor konnte fur DOPC eine absolute Nachweisgrenze von 45 fmol und fur
DMPS, Ceramide und Glycolipide von 600 fmol erreicht werden. Die in der Literatur
beschriebenen Nachweisgrenzen fir LC-MS-Messungen an Lipiden mittels
Quadrupol- oder lonenfallen-Instrumenten liegen im Mittel fir die einzelnen Klassen
im unteren Picomol-Bereich '°?%" bis zu 700 fmol *2??°. Bei Messungen ohne eine
direkt  vorgeschaltete LC-Vortrennung konnten geringfugig niedrigere
Nachweisgrenzen erreicht werden (siehe oben). Erwartet wurde eigentlich eine
Erhdhung der Sensitivitat. Dieses konnte eventuell daran liegen, dass das
Losungsmittel wahrend des Gradientenlaufes Dichtungsmaterial oder ahnliches aus
dem System l6st, das im FTMS sehr sensitiv nachgewiesen wird und so zu einer
Anhebung der Basislinie des Totalionenstromes flhren kann. Die einzelnen
Massenspektren lieferten im gewilnschten Massenbereich zwar sehr saubere
Signale, im unteren Massenbereich waren jedoch einige Verschmutzungen zu
beobachten. Eine Vortrennung der Lipide nach ihren Kopfgruppen lasst jedoch
aufgrund der oben beschriebenen Griinde eine detailliertere, besser quantifizierbare

und reproduzierbarere Analyse zu.

4.3.3. Quantifizierung
Die Quantifizierung von Lipiden in den Massenspektiren erfolgte Uber die
Signalintensitaten. Dies ist mdglich, da in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass bei der

verwendeten ESI FTMS ein linearer Zusammenhang zwischen den gemessenen

Signalintensitaten und den Lipidkonzentrationen der Proben besteht. Fir die
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quantitative  Erfassung der Proben mussten auch die verschiedenen
lonisationszustande der einzelnen Molekule (Adduktionenbildung, Mehrfachladungen,
Multimerbildung) beachtet werden. Da die Auftrennung der Lipide Uber
Normalphasen-LC anhand ihrer Kopfgruppen erfolgt, kommt es zu einer Uberlappung
der einzelnen, verschiedene Fettsduren enthaltenden Spezies 2%, Somit musste
fur eine Quantifizierung die Mittelung aller aufgenommenen Spektren uber die
entsprechende Elutionszeit einer Lipidklasse erfolgen. Die erhaltenden Intensitaten
wurden auf einen vor der Messung zur Probe gegeben internen Standard normiert.
Durch den internen Standard konnte aul3erdem die Konstanz der geratespezifischen
Einstellungen Uberpruft werden.

Um verschiedene zellulare Extrakte miteinander vergleichen zu konnen, mufte
aullerdem der Lipidgehalt der Extrakte normiert werden. In dieser Arbeit wurden die
untersuchten DRM aus jeweils 1 x 10° Zellen isoliert. Neben der Normierung des
Lipidgehaltes auf ein Zellzahlaquivalent °*'*2 kénnen die Proben beispielsweise auch

iber den Proteingehalt angeglichen werden '

, jedoch kann sich dieser in
verschiedenen Zellzustanden moglicherweise andern. Mit Hilfe der verwendeten
Normierungsmethode konnten Untersuchungen des relativen Lipidgehaltes
verschiedener Proben problemlos durchgefiihrt werden.

Absolute Aussagen Uber den Lipidgehalt von biologischen Proben sind nur dann
sinnvoll, wenn sichergestellt ist, dass keine bzw. genau kontrollierte Verluste wahrend
der Probenvorbereitung auftreten, wie beispielsweise bei der Isolation der
gewiinschten Kompartimente, der Lipidextraktion und der Lagerung. Zur Uberpriifung
der Effizienz der Lipidextraktion mussen z.B. vor der Durchfihrung weitere interne
Standards hinzugegeben werden ?*. Da eine genaue Quantifizierung der Verluste
wahrend der Lipidextraktion der Proben nicht erfolgte, konnten die absoluten Daten
des in dieser Arbeit verwendeten fluoreszenzbasierten Cholesterol-Nachweises nicht
direkt mit den erhaltenden massenspektrometrischen Daten verglichen werden.

Die Zellextrakte wurden zur Durchfihrung der LC-MS-Messungen in der
Konzentration so eingestellt, dass alle Glycerphospholipidklassen sowie Ceramid und
SM detektiert werden konnten. Eine Titration der Proben flr eine optimale
Konzentrationseinstellung musste fur jede Lipidklasse durchgefuhrt werden, was
aufgrund der geringen Probenmengen allerdings nicht mdglich ist. Eine zu starke

Verdlinnung der Extrakte wirde die Detektion der in der Probe unterreprasentierten
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Spezies verhindern. Die Messgenauigkeiten der heterogenen Zellextraktionen
verschlechterten sich nicht gegenuber der Messung definierter, gering konzentrierter
Standardlipide und eine Dimerbildung der lonen trat nur bei PC auf. Dieses lasst
darauf schliel3en, dass die Lipidkonzentrationen der eingesetzten Proben auller fur
PC gering genug waren, um eine gegenseitige Beeinflussung der lonen bei der
lonisation und Detektion zu vermeiden ?%°.

Als interner Standard bei den LC-MS-Messungen wurde PE 20:0 verwendet, welches
in naturlichen Extrakten aufgrund der sehr kurzen Fettsdurekettenlangen nicht
vorkommt und in beiden lonenmodi nachgewiesen wird. Da beschrieben wurde, dass
die Nachweisempfindlichkeiten der verschiedenen Spezies einer Lipidklasse je nach
Fettsiurekettenlange variiert ?', wurde dies mit Hilfe von synthetischen Standards
unterschiedlicher Fettsaurekettenlangen kontrolliert. Es konnte gezeigt werden, dass
nur bei extrem kurzen Fettsaurelangen Unterschiede in den
Nachweisempfindlichkeiten auftraten. Die relativen Nachweisempfindlichkeiten der
verschiedenen Kopfgruppen wurden fur verschiedene Spraylosungen ermittelt und

stimmen mit Literaturdaten (berein '°®%'

. Durch die Anwendung der erhaltenen
Korrekturfaktoren flr die unterschiedlichen Nachweisempfindlichkeiten der
unterschiedlichen Kopfgruppen in verschiedenen Sprayldsungen konnten alle
erhaltenden Daten auf den internen Standard normiert werden.

Zur Quantifizierung der Glycosphingolipide musste mit weitaus mehr Standards oder
Korrekturfaktoren gearbeitet werden, da diese Lipidklasse aufgrund der verschieden
grollen und unterschiedliche Ladungen tragenden Oligosaccharideinheiten in der
Kopfgruppe unterschiedliche Polaritaten haben und somit unterschiedliche
Retentionszeiten in der HPLC aufweisen. Das System musste also fur die Analytik
von Glycosphingolipiden angepasst werden 232233234,

Unter Berucksichtigung der oben beschriebenen Verfahren zum instrumentellen
Aufbau und zur Auswertung konnte so eine Analytik aufgebaut werden, die den
Anforderungen der Untersuchung subzellulérer Lipidome bezuglich Sensitivitat,
Genauigkeit und Reproduzierbarkeit gerecht wird. Lediglich fir Glycosphingolipide

mussen spezielle Trennmethoden eingesetzt werden.
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4.4. Lipidzusammensetzung der Zellextrakte

Mit der erarbeiteten Methode wurde die Komposition des Lipidgesamtgehalts sowie
der Detergens-resistenten Membranen an TLR4/MD2-transfizierten HEK-Zellen
untersucht. Daruber hinaus wurden in ersten Untersuchungen DRM unstimulierter
und LPS-stimulierter Zellen untersucht, um zu Uberprifen, ob sich ihre
Lipidzusammensetzung durch die Stimulation verandert. Fiur TLR4 als LPS-Rezeptor
konnte gezeigt werden, dass dieser nach einer Stimulation der Zellen mit
Domanenmarkern kolokalisiert und daher in die rigiden Membranbereiche einwandert
20892 Durch die Stimulation mit LPS und der anschlieRenden Signalverarbeitung in
der Zelle konnte demzufolge eine Anderung der Lipidzusammensetzung der
Domanen erfolgen, die dazu fuhrt, dass die Rezeptorproteine in ihnen stabilisiert
werden.

Die Diskussion der erhaltenden Daten zur Lipidzusammensetzung von
Membranmikrodomanen mit der Literatur gestaltet sich schwierig, da nur wenige
detaillierte Daten hierzu existieren. An Isolaten der detergensfreien Methode nach

195

Smart " und der alternativ dazu verdffentlichten Methode wurden

199200 Auch an mittels

massenspektrometrische Untersuchungen veroffentlicht
0,05%iger TX-100-Losung isolierter Extrakte wurden Lipiddaten
massenspektrometrisch ermittelt 1% Alle drei zur Isolation verwendeten Methoden
lieRen sich in der vorliegenden Arbeit nicht reproduzierbar anwenden.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, von den
mittels 1% TX-100 isolieten Domanen detaillierte Daten Uber die enthaltenden
Lipidklassen und den unterschiedlichen Fettsaurekompositionen zu erhalten. Die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der gemessenen Triplikate war sehr gut und wies
im Allgemeinen eine Standardabweichung von unter 10% auf. Aufgrund der oben
beschriebenen Problematik der Glycosphingolipidanalytik und der photometrischen
Bestimmung des Cholesterolgehaltes wurden die Zusammensetzungen in Hinblick
auf die Glycerophospholipide, Sphingomyelin und die Ceramide untersucht. Dabei
konnten fur die Messung des Gesamtlipidextraktes 103 und fir die DRM 118 sich in
ihrer Kopfgruppe oder Fettsdurekomposition und -bindung unterscheidende Lipide

quantitativ erfasst werden. Die Detektion der Ceramide wird zwar durch das in der
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HPLC koeluierende TX-100 erschwert, ein Vergleich des Ceramidgehaltes der
Proben war aber dennoch maoglich.

Die mit der erarbeiteten Methode ermittelte Zusammensetzung des
Glycerophospholipidgehaltes der verwendeten Zellen ergab mit 71% den grofiten
Anteil fir PC. PE und Pl waren mit 12% bzw. 11% in den Extrakten vertreten. PG und
PS machten mit 5% bzw. 1% einen nur geringen Anteil am
Glycerophospholipidgesamtgehalt aus. Diese Verteilung stimmt tendenziell mit
Literaturdaten Uberein, in denen PC und PE als Uberwiegende Spezies und PS als
nur gering vertretende Spezies beschrieben werden #**>°'. Dabei wurden wie erwartet
PE und PC teilweise als plasmanyl- bzw plasmenyl-Spezies identifiziert ®. Der Anteil
von Pl in den DRM-Extrakten war hoher im Vergleich zum Gesamtlipid (15,2% zu
9,5%) und stieg nach einer Stimulation der Zellen in den DRM stark an (34,5%). PI
kann als Vorlaufermolekdl far second messenger wahrend
Signaltransduktionsvorgdngen dienen ?°. Eine Anreicherung konnte auf eine erhdhte
Signalverarbeitung der Zelle hinweisen. Auch konnte der hohere Pl-Gehalt durch ein
erhohtes Auftreten GPl-verankerter Proteine und einem Verbleib ihres Ankers
wahrend der Probenaufreinigung in der Membran erklart werden. Eine

Uberexpression von CD14 ¢

, einem membranstandigen, GPIl-verankerten Protein,
das an der LPS-Erkennung beteiligt ist, konnte durch die Uberpriifung der Expression
in den verwendeten Zellen Uber immunchemische Methoden ausgeschlossen
werden.

Einfach und mehrfach gesattigte Bruttofettsdurekompositionen waren im
Gesamtlipidextrakt gleichermallen stark vertreten, der Anteil der vollstandig
gesattigten Spezies lag bei 14%. In Zellen kommt meist nur ein geringer Anteil von
Glycerophospholipiden mit zwei vollstandig geséttigten Fettsdureresten vor %*”. Auch
die gefundenen Fettsaureverteilungen mit den Hauptverteilungen 34:1, 34:2 und 36:2
und der Verteilung fiir P hin zu hdheren Fettsduren wurden ahnlich beschreiben 2%
Fur PC sind, wie auch in den Extrakten gefunden, kurzere Fettsdurekettenléangen
beschrieben 2°. In den DRM konnten keine erhdhten Anteile an vollstindig geséttigten
Fettsaureketten nachgewiesen werden, was aufgrund der Modellvorstellung der
Bildung und Struktur der Domanen so nicht erwartet wurde #*°. Nach einer LPS-

Stimulation der Zellen stieg der Anteil der mehrfach gesattigten Spezies weiter an, so
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dall keine Stabilisierung der Strukturen allein aufgrund der Fettsaureketten der
Glycerophospholipide zu vermuten ist.

Fur Sphingomyelin werden Uberwiegend 16:0- oder hdherkettigen Fettsaurerste
beschrieben, was auch in den im Rahmen dieser Arbeit analysierten Zellextrakten der
Fall war 2*%2*1_ Eine Anreicherung von SM war im Gesamtlipidextrakt gegeniiber den
DRM unstimulierter sowie noch verstarkt gegenuber Extrakten unstimulierter Zellen
zu beobachten (siehe Tabelle 3.10). Erwartet wurde hingegen eine Anreicherung von
SM in den Doméanen, da Sphingomyelin eine stabilisierende Rolle bei der Formation
von Membranmikrodoménen zugesprochen wird *’. Die Daten stehen auRerdem im
Gegensatz zu in der Literatur verdffentlichten Daten 242196243244

Es gibt allerdings Hinweise darauf, dass in Zellmembranen auch ceramidreiche, rigide
Domanen existieren 242 Die Affinitat von Ceramiden und Glycerophospholipiden
zueinander ist gering. Da Ceramide im Gegensatz zu Sphingomyelin auch keine
starke Wechselwirkung mit Cholesterol eingehen, bilden sie eigene, cholesterolarme

247

Bereiche mit hohen Packungsdichten aus Es wurde beschrieben, dass

248 und dass

Cholesterol-unabhangige Membrandomanen in Zellen existieren
Ceramide die strukturelle Rolle der Sterole in Membranmikrodomanen Ubernehmen
kdnnten 2%°.

Der verringerte Gehalt an SM in den untersuchten DRM gegeniber dem
Gesamtlipidextrakt als auch die Detektion von Ceramiden in den DRM lassen darauf
schliel3en, dald in den untersuchten Zellen die rigiden Domanen als Ceramid- und
nicht als SM/Cholesterol-angereichert existieren. Der Anstieg des Ceramidgehaltes
und deren Heterogenitat hin zu langeren Fettsauren der detektierten Spezies ist ein
weiteres Indiz dafiur. Die Domanenformation scheint dariber hinaus weitgehend
unabhangig von den Fettsaureresten der Glycerophospholipide zu sein, da hier
Uberwiegend mehrfach gesattigte Reste detektiert werden konnten, die einer dichten
Packung der Substanzen in der Membran entgegenwirken *.

Nach der Stimulation war SM in noch geringeren Anteilen in den DRM zu finden als in
den Extrakten unstimulierter Zellen. Zusatzlich wurden mehr und langerkettigere
Ceramide gefunden. Geht man davon aus, dass ceramidangereicherte, nicht aber
SM-angereicherte Doménen isoliert wurden, so scheinen sich diese nach einer

Stimulation also weiter zu stabilisieren.
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Ceramide werden de novo im endoplasmatischen Reticulum sythetisiert '®. Ein
weiterer Weg zur Produktion von Ceramiden ist die enzymatische Hydrolyse von
bereits in den Zellmembranen lokalisierten Sphingolipiden durch eine

Sphingomyelinase %°.

Es konnte gezeigt werden, dall die sogenannte saure
Sphingomyelinase nach einer Stimulation der Zelle mit unterschiedlichen Stimuli in
Sphingolipid-angereicherte Domanen translokalisiert ?°'. Eine Stimulation der Zellen
mit LPS fuhrt dariber hinaus zu einer erhohten Aktivitat der sauren
Sphingomyelinase, und das so produzierte Ceramid scheint essentiell fur die
Assoziation von TLR4 und lipid rafts zu sein #*2. Dies wird zwar als ein CD14-
abhangiger Weg beschrieben, ein ebenfalls zum LPS-Rezeptorkomplex gehdérendes
Molekul, das die untersuchten Zellen allerdings nicht enthalten, jedoch konnten auch
weitere Molekule involviert sein.

Eine durch LPS induzierte erhdhte Sphingomyelinaseaktivitat in den untersuchten
Zellen konnte also zu der verstarkten Bildung von Ceramid-angereicherten, rigiden
Membranmikrodomanen fuhren. Die erhaltenden Daten liefern hierzu erste
experimentelle Hinweise anhand der Untersuchung der Lipidzusammensetzung der
isolierten Domanen aus unstimulierten und LPS-stimulierten TLR4/MD2-transfizierten
HEK-Zellen.

FUr eine Bestatigung dieser Hypothese bedarf es einer weiteren Verifizierung der
Ergebnisse. Die Anwendung der erarbeiteten Analytik auf DRM-Extrakte stimulierter,
humaner Makrophagen wird zeigen, ob sich die Befunde auch fir primare
Immunzellen bestatigen.

Die Analytik der Ceramide wurde durch ihre Koelution mit TX-100 in der HPLC
erschwert. Zusatzlich sollte beachtet werden, dass in der Literatur eine eventuelle
Artefaktbildung bei der Verwendung von Detergentien zur Isolation von
Membrandomanen diskutiert wird '®. Daher missen Untersuchungen, die ex vivo
anhand von DRM durchgefuhrt werden, in der Interpretation mit Vorsicht behandelt

werden 2%,
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4.5. Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit erarbeitete Methode der Lipidanalytik von
Membranmikrodomanen oder anderer Zellmembranen kann fur zukunftige Analysen
weiter optimiert und ausgebaut werden.

Besonders wichtig ist dabei, die Glycosphingolipide und Cholesterol in ihren Anteilen
direkt vergleichen zu kénnen und zu den erfassten Lipiden in Relation setzen zu
konnen. Dazu muss die Lipidextraktionsmethode fur Glykolipide z.B. durch die
Verwendung einer Festphasenextraktion optimiert werden. Fur die Quantifizierung der
Glycolipide sind die Anpassung der verwendeten Korrekturfaktoren oder die
Verwendung zusatzlicher interner Standards unerlasslich. Zur Validierung der
erhaltenden Daten ist eine verbesserte Auftrennung der Ceramide von TX-100 durch
die Anpassung des HPLC-Systems, so dass die Ceramide der
Membrandomanenextrakte ohne einen stérenden Einfluss des Detergens
empfindlicher detektierbar werden. So kénnten z.B. die stationare Phase und die
mobilen Phasen modifiziert werden, oder eine Normalphasensaule und eine
Umkehrphasensaule fur die HPLC-Auftrennung in Reihe kombiniert werden. Die
genugend sensitive Detektion des Cholesterols im MS ohne eine notwendige
Derivatisierung ware ein weiterer Schritt, um die Domanen zu charakterisieren und
ihre Struktur und Bildungsmechanismen besser zu verstehen.

Zusatzlich ware es vorteilhaft, die Fettsaureverteilung innerhalb eines Molekuls und
nicht nur die Summe der Kettenlangen und die Gesamtzahl der Doppelbindungen zu
kennen. Neueste Hybrid-FTMS Gerate, die mit einem vorgeschalteten Quadrupol-
Massenfilter und einer Kollisionszelle ausgerustet sind, kdnnen datenabhangige
MS/MS-Untersuchungen automatisch  direkt wahrend eines LC-MS-Laufes
durchflhren. Die Bestimmung der Verteilung und der Position der Fettsaurereste der
Lipide kénnte somit schnell online durchgefihrt werden, ohne auf die Vorteile der
akkuraten FTMS-Analytik verzichten zu mussen.

Durch die Reduktion der HPLC-Flussraten in Kombination mit online Nano-ESI
konnen, falls erforderlich, die absoluten Nachweisgrenzen weiter gesenkt werden.
Inwieweit neue, massenspektrometrische Verfahren wie die desorption electrospray
ionisation (DESI) oder das bildgebende MALDI imaging in der Lage sein werden, sehr

sensitive Messungen direkt von Dunnschichtchromatographieplatten durchzufihren
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oder Membranbereiche ohne eine vorherige Extraktion aus den Zellen direkt auf ihren

Lipidgehalt zu untersuchen, wird sich erst erweisen mussen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode zur empfindlichen Lipidanalytik von
zellularen Membranmikrodomanen entwickelt. Sie beruht auf der direkten Kopplung
einer Mikrofluss-HPLC mit der hochauflésenden FTMS in Verbindung mit einer
teilweise automatisierten Identifikation der einzelnen Lipidspezies und einer
Quantifizierung, die sowohl lipidspezifische Eigenschaften als auch MS- und HPLC-
spezifische Faktoren berucksichtigt. Es wurde gezeigt, dal mit dieser Methode
heterogene, =zellulare Lipidextrakte auf ihre Zusammensetzung hin detailliert
analysiert und verschiedene Proben quantitativ verglichen werden konnen. Die
Sensitivitat der Methode erlaubt die Detektion und ldentifikation von Lipidmolekilen
im Femtomol-Bereich.

Die erarbeitete Lipidanalytik wurde dazu genutzt, die Membranmikrodomanen von
LPS-responsiven, TLR4/MD2-transfizierten HEK-Zellen vor und nach der Stimulation
zu untersuchen. Die Membranen von Zellen bestehen aus einer Lipid-Doppelschicht,
innerhalb derer rigide und fluide Bereiche exisitieren, die sich durch eine
unterschiedliche Membrankomposition unterscheiden. Die rigiden Membranbereiche,
die Membranmikrodomanen oder auch sogenannten lipid rafts, sind an vielen
zellularen Prozessen beteiligt und scheinen z.B. in der Signaltransduktion die
Rekrutierung und Stabilisierung verschiedener Rezeptorkomplexe zu regulieren. Die
Kenntnis des Lipidgehalts von Membranmikrodomanen sowie die Untersuchung, ob
dieser nach einer Stimulation von Zellen einer Anderung unterliegt, kdnnen zu einem
besseren Verstandnis der Organisation und Dynamik dieser Unterstrukturen der
Membran fuhren.

Zur Isolation der Membranmikrodomanen wurden vier verschiedene
Extraktionsmethoden angewandt und zunachst mit Hilfe immunchemischer Methoden
auf die Anwesenheit von in Domanen angereicherten Markermolekulen untersucht.
Dabei zeigte sich, dass lediglich die Isolation mit Hilfe von 1% Triton X-100 zu
reproduzierbaren Anreicherungen der gewahlten Markermolekile fuhrt. Um eine
massenspektrometrische Analyse dieser sogenannten DRM (Detergens-resistenten
Membranen) durchfihren zu kdnnen, musste das Detergens zuvor von den Lipiden

abgetrennt werden, da es den Nachweis empfindlich stort. Zur Vortrennung der
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Proben erwies sich eine Normalphasen-HPLC als gut geeignet, die gleichzeitig die
enthaltenden Lipde ihren polaren Kopfgrupen nach separierte.

Mehr als einhundert verschiedene Molekulspezies der Glycerophospholipide,
Sphingomyeline und Ceramide konnten mit dem erarbeiteten Analyseverfahren in den
zellularen Proben massenspektrometrisch identifiziert und quantifiziert werden. Als
wichtigster Befund ergab sich, dass der SM-Anteil in den DRM-Extrakten gegenuber
dem Gesamtextrakt vermindert war und nach einer Stimulation der Zellen noch weiter
absank, wahrend der Gehalt an Ceramiden zunahm und eine deutlich groRere
Heterogenitat bezuglich der Fettsaurereste aufwies. Daraus kdnnte geschlossen
werden, dass Uberwiegend Ceramid-angereicherte Membranmikrodomanen isoliert
wurden, nicht aber die in der Literatur haufiger beschrieben SM/Cholesterol-
angereicherten Membrandomanen. Um die Bedeutung der beobachteten
Veranderung der Lipidzusammensetzung bei der Signaltransduktion noch besser
verstehen zu kénnen, bedarf es jedoch einer weiteren Validierung der Daten.

Die erfolgreiche Anwendung der Methode auf zellulare Membranmikrodomanen
demonstriert die erreichte Empfindlichkeit und das Potential der erarbeiteten Methode
zur detaillierten Erfassung der heterogenen Lipidzusammensetzung. Die Analytik ist
daher auch fur die Untersuchung immunologischer Fragestellungen an Primarzellen,
wie beispielsweise aus humanem Blut gewonnenen Makrophagen, geeignet, deren

Untersuchung aufgrund des begrenzten Ausgangsmaterials schwierig ist.
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