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1. Einleitung  
 

1.1. Zielsetzung 

 

Biologische Membranen sind für das Leben unerlässlich, da sie eine Abgrenzung 

eines Systems zu seiner Außenwelt ermöglichen. Für die Zelle dienen sie der 

Kompartimentierung von Reaktionsräumen und machen so die Regulation 

biologischer Prozesse möglich. Dabei fungiert die Plasmamembran als äußere Hülle 

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. Zusätzlich zur 

Funktion der Strukturgebung wirken Zellmembranen als hochselektive Permeabilitäts-

schranken für Ionen und Moleküle, wodurch die Zusammensetzung des 

intrazellulären oder -organellen Milieus reguliert wird. Die wichtigen biologischen 

Energiegewinnungsprozesse der Photosynthese und der oxidativen Phosphorylierung 

laufen an Membranen ab. Membranen besitzen außerdem spezifische Rezeptoren für 

äußere Reize, oder sie erzeugen selbst Signale, die chemischer oder elektrischer 

Natur sein können. Bei der intra- und interzellulären Kommunikation von Zellen 

spielen sie somit eine zentrale Rolle. 

Für 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 müssen diese zuverlässig 

erkennen können. 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 Moleküle, der 

Membranlipide, die in wässrigen Lösungen Doppelschichten mit speziellen 

physikochemischen Eigenschaften ausbilden. Mit dieser Lipid-Doppelschicht sind 

Proteine transmembran oder peripher assoziiert. Die Membranlipide weisen eine 

große chemische und strukturelle Heterogenität auf, die offensichtlich zu der 

strukturellen und funktionalen Vielfalt der Membranen führt. Dabei dienen die 
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Membranlipide nicht ausschließlich als inerte Matrix für die in der Zellmembran 

eingelagerten Proteine, sondern erfüllen auch regulatorische Funktionen. Lipide 

können dabei als second-messenger agieren oder durch die fein gesteuerte 

Bereitstellung von Membranbereichen unterschiedlicher Fluiditäten eine größere 

Rolle an regulatorischen Prozessen spielen als bisher angenommen. Diese 

Membranmikrodomänen, häufig auch als „Lipid-Rafts“ bezeichnet, gelten als 

Plattformen für die Signaltransduktion, indem sie beispielsweise Rezeptorproteine in 

Komplexen zusammenführen und stabilisieren. Eine genauere Kenntnis der 

Mechanismen ihrer Bildung und ihrer Struktur kann zu einem besseren Verständnis 

der regulativen Vorgänge in biologischen Systemen führen.  

Sehr viele Untersuchungen befassen sich ausschließlich mit den Rezeptorkomplexen 

innerhalb der Membranmikrodomänen. Durch ihre strukturgebende Eigenschaft sollte 

aber auch ihre Lipidzusammensetzung bekannt sein. Besonders wichtig ist dabei, ob 

in unterschiedlichen Zellzuständen die Lipidkomposition in den 

Membranmikrodomänen von der Zelle reguliert wird und somit Änderungen unterliegt. 

Ein weiteres interessantes Beispiel für die Untersuchung der Änderung der 

Lipidkomposition subzellulärer Kompartimente sind die Phagosomen von z.B. 

Makrophagen vor und nach der Aufnahme von sich intrazellulär vermehrenden 

Bakterien.  

Die Lipidanalytik biologischer Proben hat in den letzten Jahren an Bedeutung 

gewonnen und führt inzwischen, anlehnend an die Genom-,  Proteom- und 

Glykomuntersuchungen, zum Forschungsfeld der Lipidom-Analytik (lipidomics). Zur 

Lipidzusammensetzung von Membranmikrodomänen gibt es in der Literatur allerdings 

bisher nur sehr wenige experimentelle Daten. Dies ist unter anderem darin begründet, 

dass für die Untersuchung meist nur sehr wenig Material zur Verfügung steht, die 

Isolation der amphiphilen Moleküle schwierig und verlustreich ist und eine 

Lipidanalytik aufgrund der Vielfältigkeit der chemischen Strukturen aufwändig ist. 

Insbesondere bei der für die Bearbeitung immunologischer Fragestellungen wichtigen 

Analyse von humanen Primärzellen, für die sehr wenig Ausgangsmaterial zur 

Verfügung steht, ist eine Lipidanalytik daher schwierig. Zwar lassen sich mit Hlilfe 

immunchemischer Methoden einige Lipide sehr sensitiv nachweisen, diese 

Untersuchungen können aber keine nur annähernd vollständige Übersicht über 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 subzellulärer 

Kompartimente zu erfassen und zu vergleichen. Für die massenspektrometrische 

Analytik sollten die Vorteile der hochauflösenden Fourier-Transform 

Massenspektrometrie genutzt werden. Die Einsatzfähigkeit der Methode sollte 

beispielhaft durch die Erfassung der Lipidkomposition von Membranmikrodomänen 

unstimulierter sowie stimulierter immunkompetenter Zellen aufgezeigt werden. 
  

1.2. Einführung in die Thematik 

 

Zur Einführung in die Thematik soll zunächst ein Überblick der Strukturvielfalt  

zellulärer Lipide erfolgen. Anschließend wird auf den Aufbau biologischer Membranen 

und deren biophysikalische Eigenschaften eingegangen. Es werden anschließend die 

Modellvorstellung der Membranunterstrukturen, der Membranmikrodomänen, 

beschrieben und die Hinweise auf ihr Vorkommen in Zellen aufgezeigt. Zum Abschluß 

dieses Kapitels werden Methoden zur Untersuchung der Membrandomänen und der  

Lipidanalytik vorgestellt.  
 

1.2.1. Lipide 

 

Lipide sind von den Naturstoffklassen neben Proteinen, Kohlenhydraten und 

Nukleinsäuren die vierte, große Gruppe, die als gemeinsames Merkmal die 

Löslichkeit in apolaren Lösungsmitteln und die damit einhergehende Hydrophobizität 

aufweisen (von griechisch lipos, das Fett). Sie werden in Fettsäurederivate (z.B. 

Wachse, Glycerolipide, Sphingolipide, Prostaglandine) und Isoprenoide wie z.B. 

Steroide eingeteilt. Eine Übersicht über die Heterogenität biologischer Lipide zeigt 

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

sind kursiv dargestellt. Abbildung modifiziert nach Lottspeich 1.  

 

So heterogen sich die Stoffklasse darstellt, so mannigfaltig sind auch die einzelnen 

Funktionen, die die verschiedenen Substanzen in biologischen Systemen erfüllen. Sie 

dienen beispielsweise als Energiespeicher, können als Hormone oder als second 

messenger aktiv an Stoffwechselprozessen teilnehmen 2,3 oder erfüllen strukturelle 

Funktionen wie die Bildung von selbst organisierten, nicht kovalenten 

supramolekularen Strukturen wie Micellen, Vesikeln und die Lipid-Doppelschichten 

biologischer Membranen 4.  

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 Vorschläge zu vereinfachten Bezeichnungen, so auch relativ neue 5, 

was die Aktualität 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 6 verwendet wurde. Dabei 

werden die Fettsäurereste als Anzahl ihrer Kohlenstoffatome und der in der Kette 

enthaltenden Doppelbindungen angegeben, so steht z.B. 18:1 für eine einfach 
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ungesättigte, achtzehn C-Atome enthaltende Fettsäurekette. Durch die in dieser 

Arbeit angewandte massenspektrometrische Analytik wird die 

Bruttofettsäurekomposition angegeben, da die Identifizierung über die exakten 

Massen ohne Fragmentierungsanalysen keine Information über die Verteilung der 

Fettsäureketten liefert. So steht z.B. 36:2 für eine Gesamtzahl von 36 C-Atomen in 

den Ketten sowie zwei Doppelbindungen (Tab.1.1). 

 

Bezeichnung nach IUPAC Trivialbezeichnung 
Bruttofettsäure-

komposition 

1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamin  
POPE; PE 16:0 und 18:1 36:2 

1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3- 

phosphocholin 
DOPC; PC 18:1 und 18:1 36:2 

 
Tabelle 1.1: Beispiele für die Nomenklatur von Lipiden. Dargestellt sind Beispiele für die 

Bezeichnungen  von Glycerophospholipiden nach IUPAC, die Trivialbezeichnungen sowie die 

Bruttofettsäurekomposition.  

 

Eine Membranlipidklasse teilt sich durch die unterschiedlichen Längen und 

Sättigungsgrade der gebundenen Fettsäurereste also in verschiedene Subspezies 

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

 

1.2.1.1. Membranlipide 

 

In diesem Kapitel sollen zunächst die strukturgebenden Moleküle der Membranen von 

Säugetierzellen 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 Säugerzellen lassen sich drei Hauptgruppen 

zuordnen. Den größten Anteil machen dabei die Glycerophospholipide aus. Die 

zweite große Gruppe stellen Cholesterol und Cholesterolderivate. Die dritte Gruppe 

besteht aus den Sphingolipiden, die einige Untergruppen mit unterschiedlichen 

Strukturmerkmalen beinhaltet. 
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Glycerophospholipide 

 

Das Grundgerüst der Glycerphospholipide besteht aus Glycerol, das an der C-1- und 

C-2-Position jeweils mit einem Fettsäurerest und an der C-3-Position mit einem 

Phosphat über Esterbindungen verknüpft ist (Abb. 1.2). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1.2.: Struktur der Glycerophospholipide. Das Glycerolrückgrat mit der 

Nummerierung der Kohlenstoffatome ist rot dargestellt. Die hier beispielhaft gezeigten 

Fettsäurereste können verschiedene Längen und Sättigungsgrade aufweisen. Sie können 

statt der gezeigten Esterbindungen auch über Etherbindungen mit dem Glycerol verknüpft 

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

 

Aufgrund der stereospezifischen Nummerierung der Kohlenstoffatome des Glycerols 

werden diese oft mit dem Präfix sn für „stereospecific numbered“ gekennzeichnet 7. 

Die Hydroxylgruppe des C-3 des Glycerols ist mit Phosphorsäure verestert. An die  

Phosphorylgruppe sind die polaren Kopfgruppen des Moleküls ebenfalls über eine 

Esterbindung mit dem Rest des Moleküls verknüpft, 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).  
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Polare Kopfgruppe (R) Ladung bei pH 7 Glycerophospholipidklasse Abkürzung 

-CH2-CH2-N+(CH3)3 zwitterionisch Phosphatidylcholin PC 

-CH2-CH2-NH3+ zwitterionisch Phosphatidylethanolamin PE 

-CH2-CH(COO-)-NH3+ negativ Phosphatidylserin PS 

-CH2-CHOH-CH2OH  negativ Phosphatidylglycerol PG 

myo-Inositol negativ Phosphatidylinositol PI 

 
Tabelle 1.2: Kopfgruppen der Glycerophospholipide. Sie sind über das Phosphat mit dem 

Glycerolrückgrat verestert. Angegeben ist die Ladung des jeweiligen Gesamtmoleküls im 

neutralen pH-Bereich. Die Bezeichnung nach IUPAC ist im Abkürzungsverzeichnis 

dargestellt. 

 

Eine Sonderform der Glycerophospholipide stellt das Cardiolipin dar, das aus zwei 

über ein Glycerol verknüpfte Phosphatidylglyceroleinheiten besteht 8. Es ist in 

Säugerzellen allerdings nur in den inneren Mitochondrienmembranen zu finden.  

Trotz der relativ geringen Anzahl an verschiedenen Kopfgruppen exisitiert eine sehr 

große Anzahl an verschiedenen Glycerophospholipid-Spezies, bedingt durch die 

Fettsäurereste, die sich sowohl in Kettenlänge als auch in der Anzahl der 

Doppelbindungen unterscheiden. In Glycerophospholipiden ist die Fettsäure an der 

C-1-Position des Glycerolrückgrates meist gesättigt, während die Fettsäuren an den 

C-2-Positionen meist ungesättigt sind 9,10. Durch die Varianz in den Fettsäureresten 

können Phospholipide mit identischen Kopfgruppen sehr unterschiedliche strukturelle 

Eigenschaften haben. Häufige Fettsäurereste sind 16:0 (Palmitinsäure), 18:0 

(Stearinsäure), 18:1 (Ölsäure) und 18:2 (Linolsäure). In natürlichen Fettsäuren liegen 

Doppelbindungen meist in cis-Konfiguration vor, was zu einem Knick in der 

Fettsäurekette führt. Eine als freie Fettsäure wichtige Signalsubstanz in der Zelle ist 

die Arachidonsäure 20:4 11.  
 

Etherlipide 
 

Neben den estergebundenen Fettsäureresten kommen in tierischen Geweben auch 

Glycerophospholipide mit ethergebundenen Fettsäureresten vor. Dabei wird zwischen 

Molekülen mit einer einfachen Etherbindung (2-Acyl-1-Alkyl-Glycerophospholipide, 
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auch Plasmanylspezies genannt) und Molekülen mit einer Enoletherbindung (2-Acyl-

1-Alkenyl-Glycerophospholipide; auch Plasmenylspezies oder Plasmalogene 

genannt) an der C-1-Position des Glycerols unterschieden. Der zweite Fettsäurerest 

an den C-2-Positionen des Glycerols ist in beiden Fällen über eine Esterbindung wie 

bei den Diacyl-Spezies der Glycerophospholipide verknüpft. Etherlipide kommen 

überwiegend mit Ethanolamin oder Cholin als Kopfgruppe vor 6. Ihr Anteil innerhalb 

einer Lipidklasse variiert und kann beispielsweise in der Myelinhülle für PE bis zu 

70% betragen 12. In humanen Leukocyten steigt der Anteil von plasmenyl-PC durch 

die Einwirkung des platelet-activating factor (PAF) 13. Dies kann ein Indiz dafür sein, 

dass plasmenyl-Spezies durchaus eine Rolle bei entzündlichen Vorgängen spielen, 

z.B. als membranassoziierte Abfänger für reaktive Sauerstoffspezies durch die vinyl-

Etherbindung 14,15. Die Bedeutung der Etherlipide ist jedoch noch nicht hinreichend 

geklärt.  

 

Cholesterol 

 

Der Steroidalkohol Cholesterol ist das wichtigste tierische Sterol. Es wird in seiner 

Fettsäureesterform gespeichert und transportiert. In der Membran regelt es die 

Fluidität. Das kleine, planare Molekül ist bis auf die C-3-ständige Hydroxygruppe 

vollständig hydrophob, interagiert mit den Fettsäurereste der übrigen Membranlipide 

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

 

 
 

Abbildung 1.3: Chemische Struktur von Cholesterol.  
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Sphingolipide 

 

Sphingolipide sind komplexe Lipide mit einem langkettigen Aminoalkohol als 

Grundgerüst (Abb.1.4). In Säugerzellen ist dies meist Sphingosin, das eine 4,5-trans-

Doppelbindung trägt. Zu einem geringeren Anteil wird auch Dihydrosphingosin 

nachgewiesen, in dem keine Doppelbindung eingeführt ist 2,16. Das Sphingosin ist 

über eine Amidbindung mit einer langkettigen Fettsäure verbunden. Ohne weitere 

gebundene Gruppen wird diese Struktur als Ceramid bezeichnet. Die N-Acylreste der 

Ceramide sind häufig langkettige Fettsäurereste wie Lignocerinsäure (24:0) oder 

Nervonsäure (24:1).   

Sind am Ceramid zusätzliche Gruppen gebunden, werden die Sphingolipide weiter in 

Sphingophospholipide und Glycosphingolipide unterteilt (Abb.1.1). Sphingomyelin 

(SM) ist das wesentliche Sphingophospholipid in Säugerzellmembranen. Es handelt 

sich dabei um ein Ceramid, das mit einem Cholinphosphat verestert ist. Es trägt somit 

die gleiche Kopfgruppe wie PC (Abb. 1.4).  

 

 
 
Abbildung 1.4: Struktur der Sphingolipide am Beispiel des Sphingomyelins. Das 

Sphingosin-Rückgrat ist rot dagestellt. Ist das Sphingosin über die Amidbindung mit einer 

Fettsäure verknüpft, so erhält man Ceramid. Wird Ceramid mit Cholinphosphat verestert, 

erhält man Sphingomyelin. 

 

Glycosphingolipide sind an der primären 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 führt zu einem Lactosylceramid. Vereinfacht kann z.B. ein 
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Lactosylceramid als Gal-Glc-Cer für Galactosyl (β1 4)glucosyl (1 1) -Ceramid 

beschrieben werden.  

 

 
 
Abbildung 1.5: Glycosphingolipide. Beipiele für die Kopfgruppen in Glycosphingolipiden. 

Die Mono- oder Oligosaccharide sind über eine O-glycosidische Bindung mit dem Ceramid 

verknüpft. Eine oder zwei Zuckergruppen am Ceramid ergeben die Cerebroside, hier als 

Glucosyl- bzw. Lactosylceramid bezeichnet. Ist eine Komponente der Kopfgruppe eine 

Sialinsäure, so wird die Substanz als Gangliosid bezeichnet. Die Nomenklatur der in der 

Abbildung gezeigten Ganglioside GM1, GM2 und GM3 ist nach Svennerholm 17 angezeigt.  

 

Komplexe Glycolipide, deren Kopfgruppe eine oder mehrere Sialinsäuren enthält, 

werden als Ganglioside bezeichnet. Sie tragen bei pH 7.0 eine negative Ladung. In 

Säugerzellen ist N-Acetylneuraminsäure die häufigste Sialinsäure. Glucose, 

Galactose und N-Acetylgalactosamin sind weitere Zucker der Gangliosid-

Kopfgruppen. Ganglioside sind sehr komplexe Substanzen, die nach der Anzahl und 



EINLEITUNG 

 19

Struktur sowie Bindungsart der Zuckereinheiten eingeteilt werden. Nach der 

Nomenklatur nach Svennerholm werden die Ganglioside nach ihrer Anzahl der 

Sialinsäuren im Molekül und der Abfolge in der Dünnschichtchromatographie 

eingeteilt 17. Bei GM1 handelt es sich beispielsweise um eine Monosialo-Gangliosid, 

also ein Molekül mit einer Sialinsäure (Abb. 1.5).  

 
1.2.1.2. Biosynthese von Membranlipiden 

 

Die de-novo Synthese von Glycerophospholipiden und Cholesterol erfolgt im 

endoplasmatischen Reticulum (ER) 18. Die Biosynthese der Sphingolipide beginnt 

ebenfalls im ER mit der Synthese von Ceramid, das nachfolgend im Golgi-Apparat zu 

SM und Cerebrosiden erweitert wird 19,20. Die weiteren Zuckerkomponenten der 

komplexen Glycosphingolipide werden durch Glycosyltransferasen ebenfalls im Golgi-

Apparat angefügt. Die fertigen Lipidmoleküle werden hauptsächlich über Endo- und 

Exocytose, aber auch durch Proteine wie Flippasen oder Translokasen zu den 

verschiedenen Zielmembranen und -positionen transportiert 21. 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 

zellulären Membranen. Allen an der Membranbildung beteiligten Lipiden ist ihr mehr 

oder wenig ausgeprägter amphiphiler Charakter gemeinsam. Dieser ist die 

Grundvorausetzung zur Bildung der biologischen Membranen. Die vorgestellten 

Membranlipide bilden in wässrigen Umgebungen spontan Aggregate, wobei die 

hydrophilen Molekülteile dem wässrigen Medium zugewandt sind 4. Dabei bilden sich 

neben micellaren Strukturen auch Liposomen, die aus einer Doppelschicht Lipiden 

bestehen, wobei sich die Fettsäurereste der Lipide im Innern dieser Doppelschicht 

gegenüberstehen. 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 PI als Vorläufermolekül für 

inositolbasierende second messenger (z.B. Inositol-1,4,5-trisphosphat) 22. Komplexe 

Glycosphingolipide spielen eine große Rolle bei der Zell-Zell-Erkennung und der 

Zelladhäsion und dienen an der Zelloberfläche als Rezeptoren für biologisch aktive 

Substanzen 23. 

 

1.2.2. Biologische Membranen 

 

1.2.2.1. Struktur und biophysikalische Eigenschaften zellulärer Membranen 

 

Wie bereits erwähnt, bilden die im obigen Abschnitt vorgestellten Membranlipide die 

Grundlage der zellulären Membranen. Biologische Membranen sind Aggregate von 

Lipiden und Proteinen. Das in modifizierter Form immer noch als gültig geltende 

Modell für die Organisation biologischer Membranen entwickelten Singer und 

Nicolson Anfang der Siebziger Jahre 24. Als sogenanntes „Flüssig-Mosaik-Modell“ 

beschreibt es biologische Membranen als zweidimensionale Flüssigkeiten, in denen 

sich die einzelnen Lipide und Membranproteine permanent in lateraler Bewegung 

befinden.  

Das Grundgerüst 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-Kräften und nicht-kovalenten Bindungen wie 

Wasserstoffbrücken in den Bereichen der polaren Kopfgruppen 

zusammengehalten 25. Die Proteine können 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 

festhält. Dies kann in Form einer Acylierung, einer Prenylierung oder durch die 

Kopplung an ein glycosiliertes Phosphatidylinositol 26 geschehen. 
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Abbildung 1.6: Flüssig-Mosaik Modell einer biologischen Membran nach Singer und 
Nicolson. Die Membranlipide lagern sich im wässrigen Umfeld als Lipid-Doppelschicht an, 

wobei die polaren Kopfgruppen nach außen orientiert sind und sich die hydrophoben 

Fettsäureketten 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 über 

die Doppelschicht ist asymmetrisch 27,28,29. PC und SM sind sowohl in der 

Plasmamembran als auch in den intrazellulären Membranen eher auf der zur 

extrazellulären Seite gerichteten Schicht des Bilayers angereichert. PE und PS 

befinden sich hingegen eher, PS fast ausschließlich, auf der jeweils inneren Seite der 

Lipid-Doppelschicht. Cholesterol ist in beiden Schichten lokalisiert. Glycosphingolipide 

sind nur auf der äußeren Seite der Plasmamembran zu finden, in inneren Membranen 

sind sie nicht anzutreffen. Die Wanderung eines Moleküls von einer 

Membranoberfläche zur anderen wird transversale Diffusion oder „flip-flop“ genannt. 

In Erythrocyten sind Transferraten von 5 min für PS und von bis zu mehr als 10 

Stunden für PC und SM beschrieben worden 21. Die Transferraten hängen von der 

Kopfgruppe als auch von der Länge und dem Sättigungsgrad der 

Fettsäurekettenreste ab 30. 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 31.  

Eine Änderung dieser sehr genau kontrollierten Verteilung der Lipide in den 

Zellmembranen ist meist ein Indiz für eine Dysfunktion oder das Zeichen für eine 

Änderung der Zellfunktion. So ist ein Anstieg des Anteils an PS in der äußeren 

Membran z.B. ein Zeichen für eine beginnende Apoptose 32, kann aber auch auf 

Erkrankungen wie z.B. Diabetes hinweisen 33. 

Nach der Einführung 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 Flüssig-

Mosaik-Modell nach Singer und Nicolson inzwischen modifiziert betrachtet werden. 

Jede Membranlipidspezies hat einen charakteristischen Schmelzpunkt (Tm). Die Tm 

variieren stark zwischen den einzelnen Lipidklassen und wird durch die chemische 

Strukturen der Kopfgruppe und den Fettsäureketten eines Moleküls bestimmt. So 

haben z.B. Sphingolipide einen hohen Tm (Bsp Palmitoyl-SM, 41,4°C) 34. Im 

Gegensatz dazu weisen Glycerophospholipide mit ungesättigten Fettsäureresten 

niedrige Tm auf (Beispiel POPC, -2,9°C) 35.  

Bei einer Temperatur unterhalb von Tm befindet sich eine Lipid-Doppelschicht in der 

sogenannten Gelphase (solid-ordered; so), in der die Acylketten relativ fest und 

geordnet sind. Oberhalb von Tm befindet sich die Doppelschicht in der flüssig-

kristallinen (liquid-disordered; ld) Phase, in der die Acylketten lose gepackt und 

ungeordnet sind 36.  

Eine Doppelschicht bestehend aus einem binären Lipidgemisch mit unterschiedlichen 

Tm segregiert bei einer Temperatur zwischen beiden Tm in eine Gel- und eine ld-

Phase 37,38. Setzt man der Doppelschicht Cholesterol zu, so entstehen statt starren 

so-Phasen Bereiche, in denen die Fettsäurereste der Lipide geordnet vorliegen, die 

sich aber lateral schnell bewegen, die sogenannten liquid-ordered (lo) Phasen 39,40. 

Werden zwei Lipide unterschiedlicher Tm und Cholesterol gemischt, so resultiert dies 

bei Temperaturen zwischen den Tm beider Lipidkomponenten in einer Doppelschicht, 

die sowohl ld- als auch lo-Phasen aufweist 41,42,43. Dabei interagiert das kleine, planare 

und sehr hydrophobe Cholesterol mit den gesättigten Acylketten und verhindert die 

Bildung einer so-Phase 44,45,46. Besonders stark ist die Wechselwirkung zwischen 
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Cholesterol und Sphingolipiden, da die sphingoide Base Wasserstoffbrücken zur 

Hydroxygruppe des Cholesterol ausbilden kann 47,48. Auch hinzugegebene GPI-

verankerte Proteine lagern sich in den lo-Phasen ein 49.   

In einer flüssigen (ld) Phase können sich also durch die Akkumulation bestimmter 

Lipidspezies rigide Bereiche (lo) ausbilden, die sogenannten Membranmikrodomänen 
36. Dies ist in Abbildung 1.7 für eine Modellmembran aus DOPC, SM, Cholesterol und 

einem GPI-verankerten Protein dargestellt 49,30. 
 

 
 

Abbildung 1.7: Rasterkraftmikroskopische Aufnahme der Mikrodomänenbildung in 
einer Modellmembran und Schema der Domänenbildung. Die Modellmembran besteht 

aus DOPC (2x18:1, rote Bereiche), SM (dunkle Bereiche) und Cholesterol und wurde auf eine 

inerte Trägersubstanz 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 Domänen anreichert 49. Das Schema rechts zeigt die 

Prinzipien der Domänenformation 30. Die langen SM-Moleküle bilden mit Cholesterol eine eng 

gepackte, rigide Phase aus, die eine größere Dicke als die fluiden Bereiche aufzeigt und 

somit im Höhenbild der rasterkraftmikroskopischen Aufnahme abbildbar ist. 

 

1.2.2.2. Membranmikrodomänen in zellulären Membranen 

 

Zellmembranen bestehen aus einer Vielzahl unterschiedlicher Lipidklassen und  

-spezies mit sehr unterschiedlichen Fluiditäten und Tm. Cholesterol wirkt regulierend 

auf die Membranfluidität und ist in natürlichen Membransystemen mit einem großen 

Anteil vertreten, der bis zu 28% (w/w) am Gesamtlipidgehalt ausmachen kann 25. Die 

Aufrechterhaltung bzw. Steuerung der Membranfluidität ist essentiell für die 

Funktionen der Zelle, z.B. bei der Anpassung an die Umgebungstemperatur 25. Daher 
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stellt sich die Frage, ob das in Modellmembranen beobachtbare Phänomen der 

Koexistenz verschiedener Phasen auch in natürlichen Membransystemen existiert 

und welche Funktion dieses haben könnte. Erste Hinweise auf eine laterale 

Phasenseparation in biologischen Membranen wurden an Fibroblasten gefunden, aus 

denen detergensresistente Membranbereiche extrahiert werden konnten 50. Brown 

und Rose entdeckten 1992, dass sich auch GPI-verankerte Proteine durch die 

Behandlung mit kalten, nicht-ionischen Detergentien wie Triton X-100 (TX-100) nicht 

solubilisieren ließen 51. Diese als Detergens-resistente Membranen (DRM) 

bezeichneten Strukturen zeigten außer der Anwesenheit von GPI-verankerten 

Proteinen eine Anreicherung von Cholesterol und Sphingolipiden 52,53. Das Abfangen 

des Cholesterol in der Zelle durch Methyl-β-Cyclodextrin verhinderte in den meisten 

Fällen die Ausbildung der DRM 54. Die Resistenz gegenüber Detergentien wird der 

hohen Packungsdichte der Lipidmoleküle in den lo-Domänen zugeschrieben 55,56 und 

die isolierten DRM damit den Membrandomänen in der lo-Phase 57,58. Simons und 

Ikonen entwickelten aus dieser Beobachtung das Modell der „lipid rafts“ in 

Zellmembranen 59, dass die Membranmikrodomänen als Plattformen für 

Signalvorgänge sowie als Beteiligte an Membrantransportvorgängen beschreibt und 

sie somit funktionalisiert.  

Membranmikrodomänen in Zellen gelten als hochdynamische Strukturen, deren 

Durchmesser zwischen einigen Nanometern bis zu mehreren hundert Nanometern 

angegeben wird 60,61,62,63,64.  

Als Sonderform der Membranmikrodomänen werden die Caveolen betrachtet 65. Hier 

ist das mit Cholesterol interagierende Protein Caveolin mit dem rigiden 

Membranbereich assoziiert 66,67, was zu einer Einstülpung der Membran führt. Dieses 

ist im Elektronenmikroskop deutlich sichtbar 68.  

Membranmikrodomänen wird eine Vielzahl zellulärer Funktionen zugesprochen. Sie 

erfüllen beispielsweise mannigfaltige Aufgaben bei vesikulären Transportvorgängen 

wie der Endocytose und Membranverteilungsprozessen 69,70,71,72. Infizierende Partikel 

wie Prionen oder die für Alzheimer’sche Krankheit zuständigen Peptide nutzen über 

Membranmikrodomänen vermittelte Exocytosewege 73,74,75. Viren, Bakterien und 

Parasiten können Membranmikrodomänen als Eintrittspforte in die Wirtszelle nutzen 
76,77,78,79. Membrandomänen scheinen auch an der Aufrechterhaltung der Zellstruktur 

beteiligt zu sein, da gezeigt wurde, dass sie mit dem Cytosklelett assoziiert sind 80,61. 
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Die wichtigste Funktion der Membranmikrodomänen scheint jedoch in der  

transmembranen Signalübertragung zu liegen 81,82. 

Eine besondere Rolle spricht man ihnen bei der Signalübertragung bei Zellen des 

Immunsystems zu 83,84. Die an der adaptiven Immunantwort beteiligten multichain 

immune recognition receptors (MIRRs) sind oft membrandomänenassoziiert 85. 

MIRRs lösen nach der Bindung eines Liganden eine Signalkette aus, die über eine 

ganze Reihe an weiteren Proteinen läuft und von Proteinen wie beispielsweise src-

Kinasen unterstützt wird. MIRRs sind beispielsweise der T-Zell-Rezeptor (T cell 

receptor, TCR) 86,87,77, der B-Zell-Rezeptor (B cell receptor, BCR) 88 und der 

Immunglobulin E-Rezeptor FcεRI, der bei einer Vernetzung zu einer Stabilisierung 

und Vergrößerung der mit ihm assoziierten Proteine führt 89. Zur Weiterleitung der 

Signale benötigte Proteine wie die Kinasen der src-Familie wurden ebenfalls in 

Membranmikrodomänen gefunden 83,90. Auch bei Signalübertragungen des 

angeborenen Immunsystems spielen Membranmikrodomänen eine Rolle. Bakterielle 

Endotoxine, die Lipopolysaccharide (LPS), werden vom Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) in 

Verbindung mit MD2 erkannt 91. Auch ein GPI-verankertes Protein, das CD14, ist an 

der Erkennung beteiligt. TLR4 ist nach einer Stimulation der Zelle in 

Membranmikrodomänen zu finden Eine Verminderung des Cholesterolgehaltes der 

erkennenden Zelle führt zu einem Verlust der LPS-Responsivität 92.    

Auch wenn die Untersuchung und somit der Nachweis von Membranmikrodomänen 

in Zellen schwierig ist, so gibt es doch eine Fülle an Hinweisen auf die Beteiligung 

von Membranmikrodomänen an einer Vielzahl zellulärer Prozesse.  

 

1.2.3. Methoden der Analyse von Membranmikrodomänen 

 

Zur Untersuchung des komplexen Themas der Domänenbildung in Membran-

systemen steht eine ganze Reihe an Methoden zur Verfügung. Dabei sind 

Untersuchungen von Modellmembranen durch deren definierte Zusammensetzung 

relativ einfach durchzuführen. Phasenübergänge von Lipidmischungen können 

beispielsweise anhand von Filmwaagenexperimenten 93 und mittels IR-

Spektroskopie 94 untersucht werden. Die Domänenbildung in artifiziellen Membranen 

lässt sich auch mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie und der Fluoreszenzmikroskopie 

untersuchen 95,96,64,49,97.  
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Bei Untersuchungen ex vivo werden die Domänen meist wie beschrieben mit Hilfe 

von Detergentien isoliert. Am häufigsten 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 durchgeführt 98. Inzwischen wird die Extraktion der Domänen mittels des 

Einsatzes von Detergentien kontrovers diskutiert 99,100. Diese Diskussion kann durch 

die Anwendung alternativer Isolationsverfahren, die die Domänen ohne die 

Einwirkung eines Detergenz aus dem Zellmembranverband lösen 101,102, umgangen 

werden.  

Einige Moleküle wurden als konstitutiv in den Membrandomänen angereichert 

gefunden. Dazu gehören z.B. das Gangliosid GM1 103,104, das 48 kDa-Protein Flotillin 
105,106,107, das 22 kDa-Protein Caveolin 108 und auch GPI-verankerte Proteine 109. 

Diese Moleküle werden als Marker bei der Charakterisierung zellulärer 

Membranmikrodomänen verwendet.  

Die Untersuchung der Domänen innerhalb von Zellen ohne deren Isolation erwies 

sich als deutlich komplizierter, ist aber bei der Diskussion der Domänenbildung in vivo 

unerlässlich. Inzwischen wurden dazu eine Reihe optischer Methoden etabliert. 

Beispiele sind Untersuchungen fluoreszenzmarkierter Lipide mit konfokaler 

Mikroskopie 110,111. Experimente zur Kolokalisation von als 

membrandomänenassoziiert beschriebenen Molekülen erfolgten mit Förster 

resonance energy transfer (FRET) – Untersuchungen,  fluorescense recovery after 

photobleaching (FRAP) - Untersuchungen 112,113,114, und elektronenmikroskopischen 

Untersuchungen wurden an fixierten Zellen durchgeführt 115. Auch das single particle 

tracking 116,117 zeigte den Aufenthalt bestimmter markierter Moleküle in distinkten 

Bereichen der zellulären Membran 61,118.  

Ein weiterer Weg, die Bildung von Membranmikrodomänen in Zellen zu untersuchen, 

ist das Beseitigen des zur Formation der Domänen benötigten Cholesterols z.B. 

durch das Abfangen des Moleküls beispielsweise durch Methyl-β-Cyclodextrin 81. Die 

Ergebnisse der Untersuchungen an ganzen Zellen untermauern die Annahme der 

Existenz von Membrandomänen in Zellen.  

Die Bildung von Membranmikrodomänen ist anhand von Modellmembranen gut 

charakterisiert. An natürlichen und daher sehr komplexen Membransystemen ist die 

strukturelle Membranintegrität jedoch wenig untersucht. Dies ist durch die schwierige 

Handhabung der Proben bedingt. Es ist nur schwer möglich, intakte 
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Membranbereiche natürlichen Ursprungs nach einer Extraktion in ihrer Struktur zu 

erhalten und zu analysieren. Daher erfolgen die meisten Untersuchungen an 

Membranmikrodomänen über die enthaltenden Proteine oder anhand von 

Kolokalisationsuntersuchungen einzelner markierter Moleküle in intakten Zellen.  

Eine detaillierte Aufklärung der Lipidzusammensetzung und die Berücksichtigung der 

biophysikalischen Eigenschaften der gefundenen Moleküle können zu einem 

besseren Verständnis 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 ähnlich strukturierter Moleküle 

handelt. Um die Lipidzusammensetzungen von Zellen oder Zellkompartimenten direkt 

vergleichen zu können, bedarf es der Etablierung einer quantitativen, reproduzier-

baren und detaillierten Lipidanalytik. So könnten Vergleiche der Lipidmuster zwischen 

verschiedenen Stadien oder Zuständen der Zellen zu neuen Erkenntnissen über die 

Feinstruktur, Erhaltung und die genauen Funktionen von Membranen führen. 

Angewandt könnte der Nachweis von Änderungen in den Lipidzusammensetzungen 

biologischer Proben zu diagnostischen Zwecken bei den verschiedensten 

pathologischen Veränderungen ausgenutzt werden.  

Bei der Extraktion von Lipiden aus subzellulären Kompartimenten erhält man sehr 

geringe Materialausbeuten. Dies ist besonders bei Primärzellen der Fall, die nicht in 

großer Zahl in der Zellkultur angezogen werden können. Eine konservative 

Abschätzung der Lipidmenge subzellulärer Kompartimente aus einer Anzahl von 

1x106 Zellen ergibt eine Menge von 5 ng pro Lipidspezies, was bei einem 

durchschnittlichen Molekulargewicht von 700 u etwa 7 pmol ergibt (Abschätzung 

basierend auf den Annahmen: Zellradius r = 10 µm, Dichte ς = 1,2 g/cm3, 

resultierende Trockenmasse: 20%, davon 2% Lipide, davon 5% zugehörig zum 

gewünschten Kompartiment, Isolationsverlust 50%, 100 Lipidspezies). Eine 

Lipidanalytik muss für solche geringen Materialmengen geeignet sein und muss dabei 

detaillierte sowie verlässliche Ergebnisse liefern. 



EINLEITUNG 

 28 

Konventionell angewandte Analysemethoden für Lipide sind die 

Dünnschichtchromatographie (DC) 119, die Gaschromatographie (GC) 120 oder die 

Hochdruckflüssigchromatographie (HPLC) 121,122. Diese klassischen 

Lipidanalysemethoden haben nicht die notwendige Empfindlichkeit und Genauigkeit, 

um eine detaillierte Untersuchung heterogener biologischer Proben durchführen zu 

können. Außerdem ist z.B. die Gaschromatographie nicht für alle Substanzen 

zugänglich, bzw. müssen diese vor der Analytik derivatisiert werden. Eine 

vollständige Analyse mittels einer Kombination der genannten Methoden und 

enzymatischer Spaltung der Lipide ist darüber hinaus sehr aufwändig und zeitintensiv 
123,124.  

Sehr detaillierte Strukturinformationen (Bindungspositionen der Fettsäurereste, 

Doppelbindungskonfigurationen, usw.) erhält man durch NMR-Spektroskopie. Hierfür 

werden allerdings Materialmengen im oberen Mikrogrammbereich benötigt, und die 

Methodik versagt, wenn keine Reinsubstanzen, sondern komplexe Mischungen 

vorliegen 125. Einige Lipidklassen lassen sich immunchemisch durch spezifische 

Antikörper nachweisen, wie für Ceramide 126. Dies ist zwar eine sehr spezifische und 

sensitive Methode, erfasst jedoch immer nur die vom Antikörper erkannten Moleküle 

und ist somit für die Erfassung der Gesamtheit zellulärer Lipidzusammensetzungen 

(das „Lipidom“) nicht geeignet. 

Die Massenspektrometrie (MS) hat sich in den letzen Jahren zu einer wichtigen 

analytischen Methode derr Lipidanalytik etabliert 127,128. Erste Untersuchungen an 

Lipiden führten aufgrund der schwierigen Ionisation zu einer starken Fragmentierung 

der Moleküle 129. Mit der Entwicklung der Elektrospray Ionisation (ESI) war es 

möglich, labile Moleküle intakt zu ionisieren und in die Gasphase zu bringen 130,131, so 

dass die Sensitivität der Messungen erhöht werden konnte 132,133,134. Eine 

massenspektrometrische Lipidanalytik mittels  matrix assisted laser 

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

ermöglichen als ESI, werden in der Lipidanalytik selten angewandt 135,136,137 und 

führen bei der Analytik dieser Stoffklasse zu keiner Verbesserung der 

Nachweisgrenze gegenüber Analysen mittels ESI-MS 138.  

Durch die in letzter Zeit an Bedeutung gewonnen Thematik der „Lipidomics“-

Forschung 139,140,141,142,143,144 werden zunehmend komplexere und detailliertere 

Analysemethoden benötigt. Dabei erfolgt die Identifikation der Lipidklassen und –
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spezies meist anhand der charakteristischen Fragmente der Moleküle nach 

hintereinandergeschalteten MS-Experimenten. Die Durchführung dieser Versuche 

geschieht dabei meist an Triple-Quadrupol-Massenspektrometern oder anderen 

Gerätekonfigurationen, die solche sogenannten Tandem-MS Untersuchungen 

erlauben 145,146,147,10. Auch 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 durchzuführen, bietet sich die 

hochauflösende Fourier-transform ion cyclotron resonance MS (FT-ICR MS) an, die 

sehr sensitiv und mit sehr hohen Messgenauigkeiten arbeitet 152,153. Veranschaulicht 

wird dies anhand des sogenannten Kendrick-Massendefekt-Plots 154,155, der in 

Abbildung 1.8 für Glycerophospholipide dargestellt ist. Dabei wird der Massendefekt 

(Nachkommastelle der exakten Masse) gegen die Nominalmasse einer Substanz 

aufgetragen. Dadurch ist es möglich, bei strukturell ähnlichen Substanzen, z.B. CH2-

enthaltende Molekülsysteme bis zu einer Molekülmasse von 1000 u, anhand der 

Nachkommastellen der Massen beispielsweise den Gehalt an Heteroatomen, 

Doppelbindungen und Fettsäurekettenlängen direkt zu bestimmen, soweit die 

Messgenauigkeiten dies erlauben. Hier wird auch deutlich, dass der 

geringstmöglichste Abstand zwischen Glycerophospholipiden 0,03652 u beträgt 

(Diacyl- und Etherlipidspezies, Kapitel 1.2.1.1). Es ist also beispielsweise nicht 

möglich, in Triple-Quadrupol-Geräten Diacyl- und Etherlipidspezies aufzulösen und 

diese können für Fragmentierungsanalysen auch nicht getrennt voneinander isoliert 

werden. 
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Abbildung 1.8: Kendrick-Massendefekt-Plot von Glycerophospholipiden. Der Plot 

visualisiert die Anzahl der CH2-Gruppen in horizontaler Richtung und die Zugehörigkeit 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 Abstände der unterschiedlichen Anzahl der 

CH2-Gruppen ersichtlich. Doppelbindungen, die einen nominalen Massenabstand von 2 u 

verursachen würden, 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 Möglichkeiten der FT-ICR MS, die diese MassenMassenuntercshide jedoch 

auflösen kann, wurden bisher kaum für die Analytik biologischer Lipidmischungen 

genutzt. Lipidanalysen über die direkte Identifikation anhand der exakten ermittelten 

Massen beschränken sich auf einige wenige Arbeiten 156,157,137,158. Eine quantitative 

Analytik für kleinste Mengen heterogener Mischungen mittels hochauflösender 

Massenspektrometrie und einer direkt gekoppelten Vortrennung durch HPLC zur 

weiteren Verbesserung der Analytik ist bisher noch nicht beschrieben worden. 

Darüber hinaus können mittels der HPLC Kontaminationen in den Proben direkt vor 

der Messung abgetrennt werden, wie im Falle der Detergentien in den Lipidextrakten 

isolierter Membranmikrodomänen, die den massenspektrometrischen Nachweis 

empfindlich stören 159,160.      
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2. Methoden 
 

Zunächst wird ein allgemeiner Überblick und Einführung der verwendeten Methoden 

zur Lipidanalytik und zur Extraktion der Membranmikrodomänen gegeben. 

Anschließend werden die genauen Protokolle der durchgeführten Experimente 

dargestellt. 
 

2.1. Allgemeine Methodik 

 

2.1.1. Isolation der Membranmikrodomänen 

 

Für eine Analyse subzellulärer Kompartimente müssen diese zunächst von den 

restlichen Bestandteilen der Zelle abgetrennt werden. Dabei ist es wichtig, 

Verunreinigungen zu vermeiden, da sonst keine verlässlichen Aussagen über die 

Bestandteile oder Funktionen getroffen werden können. Für die Isolation der in dieser 

Arbeit untersuchten Membranmikrodomänen 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 müssen jeweils die 

rigiden Membranbereiche zuverlässig von den fluiden Membranbereichen getrennt 

werden und anschließend sauber gesammelt werden können.  

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, werden Membranmikrodomänen 

standardmäßig mittels nicht-ionischer Detergentien bei einer Temperatur von 4°C aus 

den Membranverbänden herausgelöst 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 Domänen ohne die Verwendung eines Detergens 

extrahieren 101,102. Diese Methoden eignen sich besonders für eine nachfolgende 

massenspektrometrische Analyse der Proben, da Detergentien die Ionisation der 

Analytmoleküle unterdrücken und sehr empfindlich nachgewiesen werden. Ist eine 

Analytik der Lipidkomponenten erwünscht, ist die Abtrennung des Detergens ohne 
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Verluste der gewünschten Analytmoleküle aufgrund der ähnlichen 

physikochemischen Eigenschaften der Lipidmoleküle und der Detergensmoleküle 

kaum möglich.  

 

2.1.2. Charakterisierung der isolierten Membranbereiche 

 

Zur Überprüfung der Aufreinigungen werden die einzelnen Dichtegradientenfraktionen 

auf die Anreicherung von Markermolekülen, die in der Literatur als in 

Membranmikrodomänen angereichert beschrieben werden, untersucht. In dieser 

Arbeit wurden dazu das Gangliosid GM1 und das Protein Flotillin-2 ausgewählt (siehe 

Kapitel 1.2.3). Exemplarisch wurde außerdem 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. Zusätzlich wurde der Proteingesamtgehalt der Fraktionen mittels der Methode 

nach Bradford bestimmt 163. Der Cholesterolgehalt der Fraktionen wurde ebenfalls 

getestet. Cholesterol ist massenspektrometrisch nachweisbar. Da die 

Nachweisempfindlichkeiten für Cholesterol im MS jedoch sehr gering sind, wird für 

eine bessere Ionisationseffizienz der Substanz in der Ionenquelle vor der Messung 

eine Derivatisierung durchgeführt 164. Durch die sehr geringen Probenmengen in den 

durchgeführten Versuchen wurde daher auf einen sensitiven photometrischen 

Nachweis zurückgegriffen 165. 

Exemplarisch erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der in den Fraktionen 

enthaltenden Proteine und eine massenspektrometrische Identifikation der stärksten 

erhaltenden Banden bzw. Spots. Hiermit sollte die Verwendbarkeit der Fraktionen 

auch für komplexe Proteinbestimmungen geprüft werden.  

 

2.1.3. Lipidextraktion und TX-100 Abtrennung 

 

Vor einer weiteren Analyse der Lipidzusammensetzung von subzellulären 

Kompartimenten müssen nun die Lipide von den anderen Komponenten wie 

Proteinen, einzelnen Aminosäuren 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 gewünschte Lipidklassen oder Spezies 

diskriminieren. Sie sollte reproduzierbar und relativ einfach anzuwenden sein.  

Soweit es sich bei den zu extrahierenden Substanzen um Substanzen ähnlicher 

Polar- oder Apolaritäten wie z.B. Triglyceride handelt, kann eine solche Extraktion 

relativ einfach durchgeführt werden. Die Membranlipide von Zellen haben jedoch 

amphiphilen Charakter und unterschiedliche Polaritäten. Sie in einem Schritt 

quantitativ zu extrahieren ist daher kaum möglich.   

Die Löslichkeit von Membranlipiden wird durch die hydrophoben Reste wie die 

Fettsäureketten und die polaren Gruppen wie Phosphate oder Zuckerreste bestimmt. 

Bei der Extraktion aus zellulären Strukturen müssen nicht nur die einzelnen 

Lipidmoleküle in Lösung gebracht werden, sondern es müssen auch die im 

Membranverband herrschenden Wechselwirkungen wie beispielsweise Protein-Lipid- 

Interaktionen überwunden werden. 

Für die Extraktion eines möglichst breiten Spektrums an Lipiden aus biologischen 

Proben wird standardmäßig die Zweiphasenextraktion nach Folch 166 oder modifiziert 

nach Bligh und Dyer 167 angewandt. Dabei werden Lipide aus biologischen Proben 

mittels Methanol, Chloroform und Wasser im Verhältnis 2:1:0,8 extrahiert. 

Anschließend wird durch das Einstellen des Verhältnises auf 2:2:1,8 eine Trennung 

der Lösungsmittel in zwei Phasen erreicht. Die untere, überwiegend chloroformische 

Phase enthält die gelösten Lipide. In der Interphase sind die Proteine zu finden, die 

obere wässrige Phase enthält 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 Lösungsmittelverhältnisse zur Extraktion mit 

eingerechnet. Komplexe Lipide mit einem hohen Anteil an polaren Resten können bei 

der Extraktion nach Folch bzw. Bligh und Dyer in die obere, wässrige Phase 

übergehen. Wenn diese quantitativ analysiert werden sollen, so müssen sie aus der 

wässrigen Phase extrahiert werden.    

Aufgrund der Adhäsion der Lipidmoleküle an den Extraktionsgefäßwänden wurden 

die Extraktionen in möglichst geringen Lösungsmittelvolumina durchgeführt. Zur 

Extraktion wurden ausschließlich Glasgefäße verwendet, da die verwendeten 
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Lösungsmittel die in Plastikgefäßen enthaltenden Weichmacher mit herauslösen, 

welche die nachfolgenden Analysen stören. Des Weiteren wurden zur Vermeidung 

der Degradation der Moleküle (z.B. Autooxidation von Doppelbindungen) die Extrakte 

unter Stickstoff und bei - 70°C aufbewahrt.  

Bei den Lipidextraktionen der detergenshaltigen Fraktionen geht das Detergens 

zusammen mit den Lipiden in die organische Phase über. Für eine Analytik der 

Substanzen über eine elektrophoretische Vortrennung oder immunchemische 

Nachweise ist dies unerheblich. Das Detergens kann jedoch den Nachweis des 

Gesamtproteingehaltes beeinflussen 168 und ist auch nicht für eine nachfolgende 

massenspektrometrische Analyse der enthaltenden Probensubstanzen geeignet 160. 

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 Dünnschichtchromatographie führte nicht zu den 

gewünschten Ergebnissen (siehe Kapitel 3.3.1). Die 

Hochleistungsflüssigchromatographie erwies sich schließlich als Methode der Wahl 

zur Abtrennung des Detergens vor einer weiteren Messung der Proben.    
 

2.1.4. Hochleistungsflüssigchromatographie (high performance 

liquid chromatography, HPLC) 

 

Die HPLC ist eine chromatographische Methode zur Auftrennung von Substanzen. 

Dabei befindet sich die stationäre Phase gepackt in einer Säule, 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 für analytische als auch für präparative Zwecke erwiesen. Sie ist 

eine Form der Flüssigchromatographie (Partikelgrößen konventionell um 200 µm 

Durchmesser), bei der sich durch den hohen Druck der mobilen Phase sehr kleine 

Partikelgrößen (einige µm Durchmesser) der stationären Phase verwenden lassen, 

so dass hohe Trennleistungen erreicht werden. Die Wahl der vielfältigen stationären 

und mobilen Phase erlauben die Anpassung und Optimierung für 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 

während des Laufes ändert und durch deren Anwendung die Trennleistungen oft 

verbessert werden können. Außerdem lassen sich mittels eines angelegten 

Gradienten beispielsweise auch Analyte stark unterschiedlicher Polaritäten in einem 

Lauf trennen. 

Wie lange ein Anaylt mit der stationären Phase assoziiert bleibt (also „retentiert“ wird), 

hängt von der Gesamtheit der Wechselwirkungen zwischen der stationären Phase 

und dem Analyten sowie der mobilen Phase und dem Analyten ab. Sobald die 

Wechselwirkungen des Analyten mit der mobilen Phase insgesamt stärker sind als 

die mit der stationären Phase, wird der Analyt vom Lösungsmittel aufgenommen und 

eluiert. Prinzipiell können zwei Arten stationärer Phasen unterschieden werden. Die 

sogenannten Normalphasen bestehen aus kieselgelbasierten Packungsmaterialien, 

die teilweise chemisch modifiziert sind. Diese Modifikationen können polare Reste wie 

beispielsweise Aminogruppen (-NH2) oder Diolreste (zweiwertige Alkohole) sein. 

Letztere sind z.B. für die Auftrennung von mäßig apolaren bzw. polaren Substanzen 

gut geeignet. Die Probenkomponenten eluieren bei der Normalphasen-

Chromatographie in der Reihenfolge steigender Polaritäten. Die Elutionskraft der 

verwendeten Lösungsmittel steigt mit zunehmender Polarität.  

Bei der heutzutage überwiegend angewendeten Umkehrphasen-Chromatographie, 

auch reversed phase (rp) genannt, werden als Trägermaterialien Kieselgele 

verwendet, auf deren Oberfläche Alkylreste (meist C4, C8 oder C18 Reste) chemisch 

gebunden werden. Hier beruht die Wechselwirkung überwiegend auf hydrophoben 

Kräften. Bei der Verwendung der rp-Chromatographie steigt die Elutionskraft der 

verwendeten Lösungsmittel mit abnehmender Polarität.  

Zur Detektion der Eluenten wird meist ein UV-Detektor eingesetzt. Dazu sind eine 

UV-durchlässige mobile Phase sowie anregbare Elektronensysteme im Analyten 

notwendig. Werden diese Voraussetzungen nicht oder nur unzulänglich erfüllt, wie es 

beispielsweise bei Lipiden der Fall ist, so kann ein Verdampfungs-Lichtstreudetektor 

(evaporative light scattering detector, ELSD) 169 verwendet werden. Hier werden die 

aus der Säule eluierenden Analyte mit der mobilen Phase zusammen zunächst 

vernebelt. Anschließend wird die mobile Phase in einem Gasstrom von mehreren 

L/min vollständig verdampft, so dass der Analyt in Form von gasförmigen Partikeln 
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übrig bleibt. Ein durch diese Partikelwolke geführter Lichtstrahl erzeugt ein Streulicht, 

dessen Intensität proportional zur Anzahl der detektierten Moleküle ist.  

 

2.1.5. Massenspektrometrie 

 

Die Massenspektrometrie (MS) ist eine Methode zur Erfassung der Molekülmasse 

von Ionen. Somit kann die Massenspektrometrie zur Bearbeitung vielfältiger 

analytischer Fragestellungen genutzt werden. Hierzu zählt neben der Identifizierung 

und der quantitativen Erfassung der Analyte z.B. auch die Strukturaufklärung anhand 

von Fragmentierungsspektren. Massenspektrometer erreichen hohe Nachweis-

empfindlichkeiten und eignen sich zur Identifizierung einzelner Komponenten in 

komplexen Mischungen, was sie zu einer sehr nützlichen analytischen Methode 

macht.     

Generell bestehen Massenspektrometer aus einer Ionenquelle, einem 

Massenanalysator und einem Detektor. Nach Erzeugung der Ionen werden diese im 

Analysator nach ihrem Masse- zu Ladungsverhältnis 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. Ionenquellen 

 

Vor der eigentlichen massenspektrometrischen Analyse von Molekülen müssen diese 

zunächst in die Gasphase überführt und ionisiert werden. Für die Analytik von 

großen, labilen Biomolekülen wurden daher Methoden entwickelt, die eine sanfte 

Ionisation gewährleisten und nach der sich die Ionen intakt nachweisen lassen. Die 

Einführung der Verfahren MALDI (matrix assisted laser desorption/ionisation) und ESI 

(electrospray ionisation) waren Meilensteine bei der Einführung der 

Massenspektrometrie in die biochemische Analytik. In dieser Arbeit wurden beide 

Methoden der Ionisation verwendet. MALDI diente zur Ionisation der 

Proteinfragmente nach Durchführung 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 für LC-MS Experimente verwendet.  

 

MALDI                       

 

Bei der  matrixunterstützten Laserdesorptionsionisation (matrix assisted laser 

desorption/ionization, MALDI) 170 werden die Probensubstanzen zusammen mit einer 

Matrixsubstanz vermischt und auskristallisiert. Dabei ist die Matrixsubstanz in einem 

hohen Überschuß zum Analyten vorhanden und besteht aus Substanzen, die die 

Laserenergie absorbieren können. So basieren Matrizes bei einer Verwendung eines 

üblichen Stickstofflasers mit einer Wellenlänge von 337 nm auf Substanzen mit 

aromatischen Strukturen. Mittels kurzer Laserimpulse von einigen Nanosekunden 

Dauer wird der Probe Energie zugeführt, wobei zunächst die Matrixmoleküle die 

Energie absorbieren und an das Festkörpergitter des Kristalls abgeben. Dabei 

werden die Matrix- als auch die Analytmoleküle in die Gasphase gebracht. Die 

Ionisation der Moleküle findet ebenso während dieses Vorganges statt. Der genaue 

Mechanismus ist noch nicht hinreichend geklärt 171 und setzt sich wahrscheinlich aus 

mehreren verschiedenen Mechanismen wie z.B. dem Protonentransfer zwischen 

Matrix- und Analytmolekülen 172 oder Gasphasenreaktionen direkt nach der 

Desorption 173  zusammen. Da die Analytmoleküle die zu dem gesamten Vorgang 

benötigte Energie lediglich indirekt aufnehmen, eignet sich MALDI besonders für die 

Analytik von thermolabilen Makromolekülen wie z.B. für Proteine. MALDI bildet oft 

verschiedene, einfach geladene Quasimolekülionen durch die Adduktionenformation 

mit Anlagerungsprodukten wie beispielsweise Alkalimetallen wie z.B. [M+Na]+ oder 

[M+K]+. 

 

ESI 

                             

Bei der in dieser Arbeit hauptsächlich angewandten Elektrospray Ionisation (ESI) 
174,175 werden die Probensubstanzen direkt aus der Lösung heraus ionisiert und in die 

Gasphase überführt. Hierzu werden die Analyte in einem geeigneten Lösungsmittel 

gelöst, durch eine Edelstahlnadel in die Quelle eingebracht und unter Einfluss einer 

angelegten Hochspannung kontinuierlich versprüht. Je nach Polarität des angelegten 
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Potentials und den Eigenschaften des Analyten bilden sich dabei positiv oder negativ 

geladene Tröpfchen, die durch die Verdampfung des Lösungsmittels kleiner werden. 

Die Tröpfchen zerfallen durch die Abstoßungskräfte der Ladungen bei dem Erreichen 

des sogenannten Rayleigh-Limits zu kleineren Tröpfchen 176 während ihrer Bewegung 

durch die ESI-Quelle in Richtung des Detektors. Ist das Lösungsmittel vollständig 

verdampft, kommt es schließlich zur Bildung freier Ionen (Abb. 2.1). Diese sind häufig 

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

 

 
 

Abbildung 2.1: Schema des ESI Vorganges. Die vollständig gelöste Probe wird unter 

Anlegen einer Hochspannung versprüht. Durch elektrochemische Prozesse in der ESI-Nadel 

und der angelegten Spannung bilden sich je nach Polarität der Spannung positiv oder negativ 

geladene Tröpfchen, die stetig kleiner werden und schließlich die geladenen, gasförmigen 

Analytmoleküle freigeben. Im Beispiel wird der positive Ionenmodus verwendet, d.h. es 

werden Ionen mit einer oder mehreren positiven Ladungen gebildet.  

 

Die Bildung positiver oder negativer Ionen hängt vom Analyten sowie der Polarität der 

angelegten Spannung ab und kann mittels Zusätzen in der Spraylösung unterstützt 

werden. Der Term „negativer Ionenmodus“ beschreibt dabei die Messung negativ 
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geladener Ionen, der Term „positiver Ionenmodus“ wird für die Messung positiv 

geladener Teilchen verwendet.  

Der genaue Mechanismus der Ionenbildung ist unbekannt, jedoch werden zwei 

Modellvorstellungen diskutiert 177,176. ESI ist eine sehr gut geeignete Methode zur 

Messung großer, labiler Moleküle. Sie erlaubt sogar die Messung nicht-kovalenter 

Komplexe und macht sie so zu „wings for molecular elephants“ 178. Elektrospray bildet 

im allgemeinen Ionenspezies verschiedener Ladungszustände, wodurch ein Ladungs-

Dekonvulieren der erhaltenden Spektren nötig sein kann, d.h. eine Umrechnung aller 

detektierten Ladungszustände eines Moleküls auf einen Ladungszustand, wobei 

meist die Neutralmasse genommen wird. Es können so noch sehr große Moleküle in 

einem recht niedrigen m/z-Bereich gemessen werden. Bei kleinen Molekülen (u im 

Bereich bis 1500) werden mehrfach geladene Ionen selten beobachtet. 

ESI ist ein konzentrationsabhängiger Prozess. Die erreichten Nachweis-

empfindlichkeiten sind primär von der Konzentration der Analyte und weniger von der 

Flussrate bzw. vom eingebrachten Volumen abhängig. Bei geringen Probenmengen 

ist daher das Herunterskalieren der Apparatur sinnvoll. Bei der Nano-ESI wird die 

zum Probeneinlaß normalerweise verwendete Elektrospray-Nadel (Durchmesser an 

der Spitze um 100 µm) durch eine dünne und leitfähig beschichtete Glaskapillare 

ersetzt (Durchmesser an der Spitze 1-4 µm). So werden auch Messungen mit 

Flussraten von einigen nL/min möglich und geringkonzentrierte Proben können 

entsprechend eingeengt werden 179.     

ESI eignet sich besonders für die Kopplung von LC-Anwendungen, da die Probe in 

Lösung bei kontinuierlichen Flussraten in die Quelle überführt wird und die Ionisation 

bei Atmosphärendruck stattfindet. Dazu müssen die HPLC Flussraten so gewählt 

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

2.1.5.2. Massenanalysatoren 

 

Nachdem die Analyten in die Gasphase überführt und ionisiert wurden, werden sie 

über elektrische Felder beschleunigt und in den Massenanalysator geleitet. 

Massenanalysatoren werden allgemein hinsichtlich ihres Auflösungsvermögens, ihrer 

Scangeschwindigkeiten und ihres Detektionslimits unterschieden. In dieser Arbeit 

wurden die Flugzeitmassenspektrometrie (time of flight, TOF) und die Fourier-
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Transform Ionen-Cyclotron-Resonanz (FT-ICR) Massenspektrometrie genutzt. Dabei 

wurden die Messungen der Peptide des peptide mass fingerprintings mittels eines 

TOF-Analysators durchgeführt. Die Lipidstandards und –extrakte wurden mittels FT-

ICR MS analysiert.  

 

 Time of flight mass spectrometry (TOF-MS)        

 

Die Flugzeitmassenspektrometrie (TOF-MS) 180,181 wird oft mit MALDI-Quellen 

gekoppelt, da beide gepulst arbeiten. Zusätzlich sind TOF-Analysatoren in der Lage, 

nahezu beliebig große Moleküle detektieren zu können. Daher eignet sich die 

Kopplung MALDI-TOF besonders für die Proteinanalytik. Die desorbierten Ionen 

werden einer Beschleunigungsspannung ausgesetzt, die jeder Ionenspezies die 

gleiche kinetische Energie verleiht. Die Geschwindigkeit der Ionen im Vakuum hängt 

nun von ihrer jeweiligen Masse ab. Aus der Zeit, die die Ionen für die feldfreie 

Driftstrecke im Flugrohr des Instruments benötigen, sind somit deren jeweilige 

Massen bestimmbar. Die Unschärfeeffekte beim Start durch die unterschiedliche 

Entfernung der Ionen zum Flugrohreintritt können durch die Verwendung eines 

Reflektors ausgeglichen werden und so zu höheren Auflösungen führen. Als Detektor 

dienen Sekundärelektronenvervielfacher, von denen viele einzelne zu sogenannten 

multi-channel-plates zusammengefasst werden, um sensitive Messungen über die 

gesamte Auftrittsfläche der Ionen am Flugzeitrohrende zu gewährleisten. Der in 

dieser Arbeit verwendete Reflektor-TOF-Analysator (siehe Kapitel 2.2.3.3) erreichte 

Auflösungen von etwa 6000 für Moleküle um m/z 800. Die Auflösung ist das 

Verhältnis der Höhe eines Signals zu seiner Breite bei halbem Intensitätsmaximum 

des Signals. Sie besagt letztlich, welchen Abstand zwei Signale gerade noch haben 

dürfen, um getrennt voneinander detektiert werden zu können. Mit den erreichten, 

oben beschriebenen Auflösungen könnten also Ionenspezies 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 152 oder vereinfacht FTMS beruht auf dem Prinzip der 

Ionenfallen, also dem der Speicherung von Ionen im elektromagnetischen Feld. Sie 

zeichnet sich besonders durch sehr hohe Auflösungen (R=105-106), höchste 

Messgenauigkeiten (∆m = 10-3  bis 10-4 u) und hohe Sensitivitäten (Detektionslimit bis 

in den attomolaren Bereich) aus. Die nicht-destruktive Detektion der Ionen erlaubt 

darüber hinaus vielfältige analytische Möglichkeiten 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 Ionen in einer Ionenfalle, 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 abhängig ist von dem Masse zu 

Ladungsverhältnis m/z der Ionen. Durch die Detektion eines durch die Ionen 

induzierten Stroms an den Detektorplatten und einer nachfolgenden Fourier-

Transformation (FT) des erhaltenden Signales können 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 durchgeführt. Daher soll im Folgenden diese Methode ausführlicher 

beschrieben werden. 

FTMS Analysatoren bestehen aus vier essentiellen Komponenten. Die erste 

Komponente stellt der aufgrund der hohen benötigten Feldstärken supraleitende 

Elektromagnet dar. Je höher die Feldstärken, denen die Ionen ausgesetzt sind, desto 

höher die erreichten Auflösungen und der messbare Massenbereich. Die zweite 

Komponente ist die Zelle, in der die Ionen gespeichert und analysiert werden. Um 

ungewollte Kollisonen der Ionen während ihrer Kreisbewegungen in der Zelle zu 

vermeiden, muss die mittlere freie Wegstrecke dort maximiert werden. Dies ist nur 

mittels eines Ultrahochvakuums möglich und erfordert als dritte Komponente der 

Instrumentation ein entsprechendes Vakuumpumpensystem. Die vierte Komponente 

besteht aus den erforderlichen elektronischen Systemen wie Freuquenzgeneratoren 

und –verstärkern 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. Zunächst werden die 

gebildeten Ionen über die Transferoptik von der Ionenquelle in die ICR-Zelle geleitet. 

Dabei wird der Ionenstrahl fokussiert und der Druck stetig verringert, da, trotz der 

Ionisation wie im Falle von ESI bei Atmosphärendruck, die ICR-Zelle wie erwähnt 

unter Hochvakuum betrieben wird. Außerdem können Ionen in zwischengeschalteten 

Multipolen gespeichert werden und so die Anzahl der pro Messzyklus in die Zelle 

gelangten Ionen 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 182, 

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 Ionen genutzt.  

 

 
 
Abbildung 2.2: Schematische Darstellung einer ICR-Ionenzelle. Dargestellt sind die 

verschiedenen Elektroden zum Einfangen, zur Anregung und zur Detektion der Ionen. 

Abbildung modifiziert nach Bruker Daltonics, Bremen. 
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Beim Übertritt in die ICR-Zelle weisen die Ionen eine Eigengeschwindigkeit parallel 

des Magnetfeldes auf, die zu einem Verlust der Teilchen bei Berührung der dem 

Eintritt gegenüberliegenden Zellenwand führen würde. Durch die Generierung eines 

statischen elektrischen Feldes über die trapping-Elektroden werden die Ionen parallel 

zum Magnetfeld in in der Zelle gehalten. Orthogonal zum Magnetfeld werden die 

Ionen durch das starke Magnetfeld auf eine Kreisbahn um die Zellachse gezwungen.  

Das Kreuzprodukt des Vektors des magnetischen Feldes B
r

 und der Geschwindigkeit 

der Ionen vr  und ihrer Ladung q resultiert in einer Kraft, die senkrecht zur Zellachse 

auf das Ion wirkt und als  Lorentz-Kraft LF bezeichnet wird. 

 

  BvqFFL

rrr
×==      (1)  

 

wobei F
r

 die resultiernde Kraft ist, q  die Ladung und vr  die Geschwindigkeit des 

betreffenden Ions und B
r

 die Flussdichte des angelegten Magnetfelds ist. Diese Kraft 

wirkt auf den Anteil der Bewegung des Ions bei Eintritt in die Zelle, die orthogonal 

zum Magnetfeld verläuft. Bei der resultierenden Kreisbewegung wirkt die 

Zentrifugalkraft ZF  der Lorentzkraft LF entgegen.  

Es gilt also: 

 

ZL F
r

mvBvqF ==×=
2rr    (2) 

 

Das Ion führt 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 Ion in der ICR Zelle. Die auf ein 

geladenes Teilchen in einem Magnetfeld wirkende Lorentzkraft FL, die ihr entgegengerichtete 

Zentrifugalkraft FZ und die Eigenbewegung v dieses Teilchen zwingen es zur Ausführung 

einer Kreisbewegung in der ICR-Zelle, der sogenannten Zyklotronbewegung. Die Richtung 

der Bewegung hängt von der Polarität der Ladung des Teilchens ab.  

 

Die Geschwindigkeit v auf einer Kreisbahn lässt sich als Winkelgeschwindigkeit 
r
v

=ω  

darstellen. Daraus folgt die Zyklotrongleichung: 

 

  
m
qB

=ω      (3) 

 

wobei ω die Winkelgeschwindigkeit des Ions darstellt. Die Winkelgeschwindigkeit 

lässt sich mittels Division durch 2π in die Kreisfrequenz, die sogenannte 

Zyklotronfrequenz fz überführen. 

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

Zyklotronfrequenz zf  in einem konstanten Magnetfeld der Flussdichte B 

ausschließlich vom Masse- zu Ladungsverhältnis des betreffenden Teilchens 
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abhängig ist. Die Zyklotronfrequenz stellt also für jede Ionenspezies eine 

charakteristische Größe dar. Ist die Magnetfeldstärke bekannt, so lässt sich aus dem 

Kehrwert von (3) bzw. (4) das Masse-Ladungs-Verhältnis eines Ions darstellen, das 

als m/z angegeben wird, wobei m die Masse des Teilchens in [u] und q respektive z 

ein Vielfaches der Elementarladung in [e] ist.  

Die Messung der Zyklotronfrequenz zur Ermittlung des Masse-Ladungs-Verhältnisses 

eines Teilchens hat mehrere Vorteile. Zum einen ist diese Frequenz unabhängig 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 ermöglicht das erneute Zuführung von Energie zur Detektion 

und zur Fragmentierung der Teilchen (siehe unten). Zum anderen können 

Frequenzmessungen sehr exakt durchgeführt werden und liefern somit sehr genaue 

Daten. 

Um die Ionen auf der z-Achse in der Zelle zu halten, muss wie oben beschrieben ein 

trapping-Potential angelegt werden. Aufgrund dieses elektrostatischen Potentials 

führen die Teilchen in der ICR-Zelle nicht nur die Zyklotronbewegung aus, sondern 

das Potential führt auch zur Ausführung der sogenannten Magnetronbewegung. 

Diese ist ebenso wie die Zyklotronbewegung senkrecht zum Magnetfeld gerichtet. Die 

Magnetronbewegung verläuft, 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 183 dargestellt. Die Detektion der Ionen erfolgt 

durch die Induktion eines Spiegelstroms an den Detektorplatten (Abb. 2.4). Die 

Radien der Zyklotronbewegung und die Kohärenz der Ionen in der ICR-Zelle reichen 

jedoch meist ohne eine Anregung nicht aus, um diese zu detektieren. Zur Detektion 

werden die Ionen daher durch ein über die Anregungsplatten eingestrahltes 

Hochfrequenzwechselfeld (radio frequency – rf) angeregt. Jedes Ion nimmt bei einer 

Übereinstimmung der eingestrahlten Frequenz mit seiner Zyklotronfrequenz die 

Energie des Feldes in Form von kinetischer Energie auf und vergrößert somit seinen 

Zyklotronradius, so dass die Ionen in die Nähe der Detektionsplatten kommen. Der 

resultierende Zyklotronradius ist dabei abhängig von der Energie des eingestrahlten 
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Feldes und der Einstrahlungsdauer. Zusätzlich werden Phasenverschiebungen 

ausgeglichen, da die Ionen in die gleiche Phase wie das angelegte elektrische Feld 

gezwungen werden. Durch die Anregung bewegen sich nun also Ionen eines gleichen 

m/z Verhältnisses 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 Ionen. Die 

Amplitude ist abstandsabhängig und proportional zur Anzahl der detektierten Ionen. 

Zwar bedarf es einer gewissen Anzahl an Ionen, um ein detektierbares Signal zu 

erhalten, zu viele Ionen jedoch wirken sich negativ auf die Auflösung der Messung 

aus.  

 

 
 
Abbildung 2.4: Detektion der Ionen. Die die Zyklotronbewegung in der ICR-Zelle 

ausführenden Ionen werden durch eine angelegte Frequenz resonant angeregt. Dadurch wird 

der Radius der Zyklotronbewegung vergrößert und Phasenverschiebungen ausgeglichen. Die 

Ionenpakete induzieren an den Detektionselektroden einen Spiegelstrom, der in der 

Zeitdomäne gemessen wird. Durch eine Umwandlung mittels einer Fourier-Transformation 

kann die Frequenzdomäne bzw. die m/z-Werte der so detektierten Moleküle dargestellt 

werden.  
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Die in großen Ionenpaketen wirkenden abstoßenden elektrostatischen Kräfte 

zwischen den Ionen stören dabei den Zusammenhalt der Ionenwolke. Die Messung 

der Frequenz des Stromes erfolgt über die Zeit. Das resultierende Signal kann über 

eine Fourier-Transformation von der Zeitdomäne in die Frequenzdomäne 

umgewandelt werden. Die Vorgänge während der Detektion sind in Abbildung 2.4 

zusammengefasst. Zur Anregung können verschiedene Modi verwendet werden. 

Dabei bestimmt die Breite des angeregten Frequenzbereiches den Messbereich und 

die aufgewandte Anregungsenergie die Stärke der Anregung. Da Ionen 

unterschiedlicher m/z-Werte unterschiedliche Zyklotronfrequenzen haben, können 

gezielt einzelne, mehrere oder ganze Bereiche von m/z angeregt werden. Für die 

Aufnahme von Breitbandspektren wird üblicherweise die sogenannte chirp-Anregung 

verwendet. Dabei wird innerhalb einer bestimmten Zeit ein Frequenzbereich von bis 

zu mehreren MHz durchlaufen. Große Massenbereiche können so mittels eines 

Pulses aufgenommen werden.  

Nutzt man lediglich einige Kilohertz breite Frequenzbereiche zur Anregung, so kommt 

es zur Anregung einzelner Ionenspezies. Umgekehrt kann man aus einer Anregung 

über einen breiten Frequenzbereich auch einzelne Frequenzen auslassen, so dass 

die Ionen mit den entsprechenden Zyklotronfrequenzen ihre Radien nicht verändern. 

Durch die Verwendung entsprechend hoher Anregungsenergien können die 

Zyklotronradien der übrigen Ionen so weit vergrößert werden, dass sich diese an der 

Zellwandung entladen und somit verloren gehen. Diese sogenannte SWIFT (stored-

waveform inverse Fourier-transform) - Anregung 184 wird gezielt bei MS/MS-

Experimenten für die Isolation einzelner Molekülspezies eingesetzt. 

 

2.1.5.3. Tandem-MS 

 
Tandem-MS (oder MS/MS) bezeichnet die Hintereinanderschaltung mehrerer MS-

Experimente, wobei die Ionen zwischen den einzelnen Experimenten fragmentiert 

werden. Die erhaltenden Fragmentierungsspektren können zur Strukturaufklärung der 

Moleküle beitragen. Vor einem MS/MS-Experiment erfolgt zunächst die Isolation der 

Molekülspezies, die untersucht werden soll, des sogenannten parent ion. 

Anschließend erfolgt die Fragmentierung über verschiedene, unten aufgeführte 

Methoden und die erneute Detektion der entstehenden Teilchen. Dies kann wichtige 



METHODEN 

 49

Informationen über die Struktur der Substanzen liefern, die allein aus der 

Informationen der exakten Masse nicht ersichtlich sind. Durch die Speicherung der 

Ionen in der ICR-Zelle, der nicht-destruktiven Detektion und die unterschiedlichen 

Anregungsmodi sind die Möglichkeiten der Tandem-MS Experimente mittels FTMS 

vielfältig.  

Bei Tandem-MS Experimenten geht der Fragmentierung einer spezifischen 

Ionenspezies zunächst ihre Isolation voraus. Dies geschieht meist über eine SWIFT-

Anregung, bei der das zu untersuchende Ion (parent ion) nicht angeregt wird und 

somit in der Zelle verbleibt und weiterhin achsennah in der Zelle oszilliert. 

Zur Fragmentierung können mehrere Methoden eingesetzt werden. In dieser Arbeit 

wurde überwiegend die sogenannte collision induced dissociation (CID) 185 

angewandt. Dabei wird ein Stoßgas in die ICR-Zelle eingelassen. Durch die Kollision 

mit den Gasmolekülen wird das parent ion fragmentiert, in dem die ihm zugeführte 

Energie die labilsten Bindungen brechen lässt. Um sicherzustellen, dass die Ionen die 

nötige kinetische Energie haben, um bei einer Kollision auch tatsächlich zu 

fragmentieren, müssen sie zuvor angeregt werden. Dazu wird die Methode der 

sustained off resonance irradiation (SORI) – Anregung 186 verwendet. Hierbei werden 

die Ionen nicht exakt mit ihrer Resonanzfrequenz angeregt. Somit vergrößert sich der 

Zyklotronradius der Ionen nicht stetig mit der Dauer der Anregung, sondern schwankt 

periodisch. Dadurch können die Ionen nicht an der Zellenwand entladen werden und 

gehen nicht verloren. Da sich die neutralen Gasmoleküle gleichmäßig in der Zelle 

verteilen, ist die Wahrscheinlichkeit einer Kollision mit den Analyten sehr hoch und 

macht CID zu einer zuverlässigen und relativ einfach reproduzierbaren Methode. 

Nach jedem Messzyklus muss allerdings das Stoßgas 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 Ionen mittels eines axial 

applizierten Laserstrahls Energie zugeführt, die die Ionen fragmentieren lässt. Auch 

hier brechen die labilsten Bindungen des Moleküls. Dabei ist es teilweise schwierig, 

die Ionen 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 gezählt 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 Ionen mit Restgasmolekülen hoch. Durch die 

Erhöhung der Spannungen am Kapillarausgang (in dieser Arbeit capexit-Spannungen 

genannt) erfahren die Ionen eine Beschleunigung und besitzen somit eine erhöhte 

kinetische Energie. Daher können die Ionen im Falle einer Kollision fragmentiert 

werden. Dieser Vorgang läuft unspezifisch vor dem Eintritt der Teilchen in die Zelle 

ab. In einigen Fällen reicht jedoch dieses wenig aufwändige und sehr schnell 

durchgeführte Experiment aus, um die gewünschten Informationen zu erhalten. Es ist 

außerdem teilweise möglich, durch diese Spannungserhöhungen Verunreinigungen 

der Probe teilweise zu unterdrücken und somit die Nachweisgrenzen zu erhöhen oder 

die Ionisation der Probenmoleküle zu beeinflussen.  
 

2.1.6. LC-MS Kopplung 

 

Die Verwendung eines Massenspektrometers als Detektor für chromatographische 

Trennläufe hat mehrere Vorteile. Zum einen kann anhand der Masse des Eluenten 

dieser direkt identifiziert werden, ohne weitere Analysen durchführen zu müssen. 

Eventuelle Schwankungen in den Retentionszeiten stören die Zuordnung der 

Substanzen nicht. Zum anderen können nicht vollständig getrennte Substanzen durch 

das Massenspektrum identifiziert und die Intensitäten zugeordnet werden. Dies kann 

z.B. bei sehr heterogenen Mischungen und konventionellen Detektoren ein Problem 

darstellen. 

Für eine direkte Kopplung der HPLC an ein Massenspektrometer (auch online-

Kopplung genannt) eignet sich besonders eine ESI-Ionenquelle, da hier die Analyte in 

Lösung mit einer konstanten Flussrate eingebracht werden und die Quelle unter 

Atmosphärendruck betrieben wird. Bei der Auswahl der mobilen Phase muss bei 

einer Kopplung an ESI-Quellen besonders darauf geachtet werden, dass alle 

Bestandteile flüchtig sind und hohe Salzkonzentrationen der mobilen Phase 

vermieden werden, damit die Vorgänge in der ESI-Quelle nicht gestört werden und 

keine starke Adduktionenbildung auftritt. Außerdem müssen die Flussraten der HPLC 

an die ESI-Flussgeschwindigkeiten (einige µL/min) angepasst werden, da sonst das 
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Hochvakuum des Massenspektrometers gefährdet und die Effizienz der Ionisation 

gestört würde. Die Auftrennung muß 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 

Säulengrößen 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 Lösungsmittel. 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 durchführbar.   

 

2.1.7. Auswertung der Spektren zur Identifizierung und 
Quantifizierung der Substanzen 

 

Zur Auswertung der großen Datenmengen wurde eine Software als Excel Add-In 

entwickelt, da kommerzielle Datenbanken zur Lipidanalytik bisher nicht verfügbar 

sind. Anhand dieser wurden die einzelnen Lipidspezies identifiziert. Die 

Quantifizierung erfolgte anhand der Peakintensitäten und der Mittelung über 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 

möglich, die vielen Lipidspezies zuzuordnen und die LC-MS-Daten zu quantifizieren, 

um den Lipidgehalt der untersuchten Proben zu vergleichen. 
 

2.2. Materialien und Versuchsdurchführungen  

 

2.2.1. Verwendete Materialien 

 

Organische Lösungsmittel wurden von den Firmen Merck KG, Darmstadt und LGC 

Protochem, Wesel, in den für LC-MS geeigneten Reinheitsgraden bezogen. Wässrige 

Lösungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt (Eigenleitfähigkeit 

0,055 µS/cm). Zum Ansetzen der Standardlösungen und der zellulären Lipidextrakte 
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wurden ausschließlich Probenfläschen aus Glas mit Teflonschraubdeckeln verwendet 

(Neolab, Chromacol), um eine Kontamination mit Weichmachern auszuschließen. Zur 

Aufnahme der organischen Lösungen wurden Hamilton-Spritzen verwendet 

(Hamilton, Bonaduz, Schweiz). 

Alle Zellkulturmedien, fötales Kälberserum und Puffer sowie sonstige Zusatzlösungen 

für die Zellkultur wurden, wenn nicht anders angegeben, von der Biochrom KG, Berlin 

bezogen. Die für 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. Versuchsdurchführungen 

 

2.2.2.1. Zellkultur 

   

Anzucht 

 

Die Versuche wurden an leicht anziehbaren und somit leicht verfügbaren 

kultivierbaren Zelllinien durchgeführt. 

Für die Etablierung der Methode wurde die humane embryonale Epithelzelllinie 

HEK293 (American Type Culture Collection CRL-1573) verwendet. Die adhärenten 

Zellen wurden in Zellkulturflaschen unter sterilen Bedingungen in einem Zellinkubator 

bei 37°C und 5% CO2 in Dulbecco’s modified eagle - Medium mit fötalem 

Kälberserum 10% (v/v), Glutamin 2 mM, Streptomycin 100 µg/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 

Kulturflaschenwänden abgelöst, in PBS gewaschen, sedimentiert und in frischem 

Medium in den gewünschten Verdünnungen neu angesetzt. Die für die 

Stimulationsversuche verwendeten stabil TLR4/MD2-transfizierten HEK-293 Zellen 

wurden unter gleichen Bedingungen, jedoch mit einem Zusatz von 400 µg/mL 

Geneticin als Selektionsmarker, gehalten. Die Zellzählungen wurden mit Hilfe einer 
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Zählkammer (Kleinstquadrate 0,0025 mm2, Tiefe 0,1 mm; Neubauer, Hofheim) 

durchgeführt.  
  

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

AG, Berlin), 10% (v/v) fötales Kälberserum (FCS; Linaris, Bettingen am 

Main) 2 mM Glutamin, 100 µg/mL Streptomycin, 100 U/mL Penicillin 

Medium HEK293- 

TLR4/MD2:  DMEM mit 10% (v/v) FCS, 2 mM Glutamin, 100 µg/mL Streptomycin, 

100 U/mL Penicillin und 400 µg/mL Geneticin (Gibco BRL, Eggenstein). 

PBS:    phosphate buffered saline, ohne Ca2+/Mg2+  

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

 

Zellstimulation 

 

Die Stimulationen durch LPS wurden an den MD2/TLR4-transfizierten HEK-293- 

Zellen durchgeführt, da native HEK-293 Zellen aufgrund des fehlenden 

Rezeptorkomplexes keine LPS-Responsibilität aufweisen. Die Zellen wurden 

freundlicherweise von Dr. A. Schromm zur Verfügung gestellt. Die Transfektion 

erfolgte mit Transfektionsvektoren für humanes TLR4 und MD2 (Prof. Douglas 

Golenbock, University of Massachusettes, USA) und wurden mittels des 

Transfektionsreagenz Polyfect (Quiagen, Hilden) nach Herstellerangaben 

durchgeführt. Die transfizierten Zellen wurden nach einer Selektion mit 400 µg/mL 

Geneticin (Gibco BRL, Eggenstein) subkloniert. Die Expression der gewünschten 

Proteine wurde durchflußcytometrisch analysiert und die Responsivität der Klone auf 

die Stimuli Lipopolysaccharid (LPS) und Interleukin-1 (R&D Systems, Wiesbaden) 

anhand der Ausschüttung von Interleukin-8 überprüft (enzyme-linked immunosorbent 

assay, ELISA) 187. Zur Stimulation der Zellen wurde das S-Form LPS (Wildtyp) aus 

Bakterien der Spezies Escherichia coli, Stamm K235, verwendet 188. Dieses wurde in 

der Laborgruppe Biophysik am Forschungszentrum Borstel nach der Phenol-Wasser 

Methode extrahiert. Die Qualität der LPS-Präparation wurde massenspektrometrisch 

überprüft und das LPS zur Lagerung lyophilisiert. Zur Zellstimulation wurden die 

Zellen 30 min mit einer LPS-Lösung (100 ng/mL in Medium) inkubiert und 

anschließend mit PBS gewaschen.  
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2.2.2.2. Isolation der Membranmikrodomänen 

 

Isolation Detergens-resistenter Membranen (DRM)                                                                            

 

Die Isolation der Membranmikrodomänen als DRM erfolgte nach Brown und Rose 51, 

adaptiert nach Su et al. 189. Dabei wurden die Zellmembranen mit einem das 

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 1x106 Zellen in 750 µL Zelllysepuffer aufgenommen und auf 

Eis mittels Ultraschall aufgeschlossen (Cell Disrupter B15; Branson, Danbury, USA; 

Mikrospitze Ø 3 mm, 8 s, gepulster Modus, Duty circle 35%, Stufe 5). Die Zelltrümmer 

wurden bei 400 x g für 10 min bei 4°C abzentrifugiert (Biofuge 17RS, Heraeus 

Sepatech, Osterode). Der Überstand wurde in ein neues Röhrchen überführt und bei 

150000 x g bei 4°C für 30 min zentrifugiert (TL-100 Ultrazentrifuge, Rotor TLS-55; 

Beckmann, Krefeld). Der Überstand dieser Zentrifugation wurde als cytosolische 

Probe aufbewahrt. Das Sediment wurde in 100 µL TX-100 Puffer (je nach Versuch 1- 

oder 0,1-prozentig (v/v)) aufgenommen und vorsichtig resuspendiert. Nach 30- 

minütiger Inkubation auf Eis wurde erneut resuspendiert. Nach weiteren 30 min auf 

Eis wurde die Suspension mit 100 µL 85-prozentiger Saccharoselösung gemischt. 

Anschließend erfolgte eine Überschichtung mit 800 µL 30-prozentiger und 200 µL 5-

prozentiger Saccharoselösung. Nach der nun folgenden Ultrazentrifugation 

(200000 x g, 19 h, 4°C) wurden Fraktionen von 150 µL Volumen vorsichtig mittels 

einer Pipette von oben abgenommen. Dabei waren die Membrandomänen 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-Lösung wird in dieser Arbeit als 

Isolationsmethode 1 bezeichnet, die Isolation mittels einer 0,1-prozentigen TX-100-

Lösung als Isolationsmethode 2.  
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Abbildung 2.5: Schema der DRM-Isolation. Die Membranmikrodomänen 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 gelöst. In einer 

nachfolgenden Dichtegradientenzentrifugation sammelt sich das detergens-resistente 

Material im Bereich geringer Dichte im Gradienten an.  

 

Zelllysepuffer:  42 mM KCl; 10 mM HEPES, pH 7,4; 5 mM MgCl2; 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- 

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

 

Detergensfreie Isolation der Membranmikrodomänen 

 

Isolation der Membranmikrodomänen nach Song  
  

Bei der detergensfreien Isolation der Domänen nach Song et al. werden die 

Membranmikrodomänen mittels Natriumcarbonat (Na2CO3) aus den 

Zellmembranverbänden gelöst und anschließend über eine 

Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt 102. Es wurden hierzu jeweils 1x106 Zellen 

in 750 µL Na2CO3-Puffer, pH 11, aufgenommen. Der Zellaufschluss erfolgte mittels 

eines Dounce-Homogenisators (Pistill B; Kontes, Vineland, USA) und einer 

anschließenden Ultraschallbehandlung für 3x20 s auf Eis (zwischen den Zyklen je 

1 min auf Eis gekühlt; Cell Disrupter B15; Branson, Danbury, USA; gepulster Modus, 
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Duty Cycle 35%, Mikrospitze Ø 3 mm, Stufe 5). Es erfolgte eine erste 

Ultrazentrifugation bei 4°C (150000 x g für 30 min, TL-100 Ultrazentrifuge, Rotor TLS-

55; Beckmann, Krefeld). Der Überstand wurde bis auf 100 µL abgenommen und das 

entstandene Sediment mit 100 µL 85-prozentiger Saccharoselösung resuspendiert. 

Die entstandende Lösung wurde mit 800 µL 35-prozentiger und 200 µL 5-prozentiger 

Saccharoselösung überschichtet. Der Gradient wurde bei 200000 x g für 19 h bei 4°C 

zentrifugiert (TL-100 Ultrazentrifuge, Rotor TLS-55; Beckmann, Krefeld) und 

anschließend in einzelnen Fraktionen von 150 µL 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 Na2CO3, 1 mM EDTA in Wasser, pH 11.0 

Saccharose- 

lösungen:   85%, 30% und 5% (w/v) Saccharose in TNE, 250mM Na2CO3  

 

Isolation der Membranmikrodomänen nach Smart 

                   

Zur Vermeidung der Verwendung eines Detergens wurden die Membran-

mikrodomänen nach der von Smart et al. beschriebener Methode aus den 

Zellmembranen isoliert 101. Die Abtrennung der rigiden von den fluiden 

Membranbereichen geschieht ausschließlich durch die Anwendung mechanischer 

Energie. Die Separation der so theoretisch erhaltenden, rigiden Domänen erfolgt wie 

auch bei den detergensbasierten Methoden über eine Aufschwemmung des Materials 

im Dichtegradienten. Die Methode ist schematisch in Abbildung 2.6 dargestellt. Dabei 

wurden pro Ansatz 4x106 Zellen zweimal in Puffer A gewaschen und schließlich 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 Anfärbung mit Trypanblau mikroskopisch 

kontrolliert, da bei einem erfolgten Zellaufschluss das Trypanblau in die Zellen 

eindringt und enthaltende Proteine blau anfärbt. Intakte Zellen nehmen den Farbstoff 

nicht auf. Der Zellaufschluss wurde 10 min bei 1000 x g zentrifugiert (Biofuge 17RS; 

Heraeus Sepatech, Osterode). Der verbleibende postnukleäre Überstand (PNS) 

wurde auf eine 30-prozentige Percollösung geschichtet (jeweils 2 mL PNS auf 8 mL 
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Percollösung) und bei 84000 x g für 30 min bei 4°C zentrifugiert (L7-55 

Ultrazentrifuge, Rotor SW-28; Beckmann, Krefeld). Die Membranfraktion, etwa in der 

Mitte des Röhrchens 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 Ø 3 mm, Stufe 1,5). 

Anschließend 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) überschichtet. 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 überschichtet. Es erfolgte eine weitere Ultrazentrifugation bei 

52000 x  g für 90 min bei 4°C (L7-55 Ultrazentrifuge, Rotor SW-28; Beckmann, 

Krefeld). Die Membranmikrodomänen sollen sich dabei etwas oberhalb der Grenze 

der 15- zur 5-prozentigen Optipreplösung sammeln. Die Fraktionen wurden in einem 

Volumen von je 600 µL 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, 1 mM EDTA, 20 mM 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 

Percollösung:  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 Membrandomänenisolation nach Smart. Die 

detergensfreie Isolationsmethode nach Smart isoliert die rigiden Membranbereiche durch die 

Anwendung von mechanischer Energie. Dabei sollen diese intakt bleiben, während die 

fluiden Bereiche zerstört werden. Die Abtrennung der Domänen von den restlichen 

Membranbestandteilen erfolgt in mehreren Zentrifugationsschritten. Die Membran-

mikrodomänen sammeln sich in den Bereichen geringer Dichte nach dem letzten 

Zentrifugationsschritt. 

    

2.2.2.3. Charakterisierung der Domänenaufreinigungen 

 

Die mittels der verschiedenen Isolationsmethoden erhaltenden Dichtegradient-

fraktionen wurden auf das Vorhandensein der Markermoleküle GM1, Flotillin-2 und 

exemplarisch auf Caveolin-1 untersucht. Diese Markermoleküle werden als in 

Membranmikrodomänen 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 ß-Untereinheit des 

Cholera-Toxins verwendet 103. Dieses war direkt mit einer Peroxidase konjugiert und 

läßt sich so bei der Bereitstellung des entsprechenden Substrates detektieren. 

Flotillin-2 wurde über einen monoklonalen Antikörper im Western-Blot detektiert.  

Zusätzlich wurden der Gesamtproteingehalt nach Bradford und der Cholesterolgehalt 

mittels eines Cholesterolassay-Kits der Fraktionen getestet. Im Folgenden werden die 

verschiedenen Schritte der angewandten Nachweisverfahren dargestellt. 

 

1D Gelelektrophorese der Proben 

 

SDS–Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)              
 

Zur Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE wurden Aliquots von jeweils 8 µL der 

abgenommenen Dichtegradientfraktionen mit 2 µL SDS-Probenpuffer versetzt und für 

10 min in siedendem Wasser gekocht, um die Proteine zu denaturieren. Die Proben 

wurden anschließend auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen (Sammelgel 5% (w/v) 

Acrylamid, Trenngel 12% (w/v) Acrylamid) und im Elektrophoresesystem (Mini-

Protean III; Bio-Rad, München) aufgetrennt. Dabei wurden üblicherweise 

Spannungen von 100 V für 30 min bis zum Übertritt der Proben in das Trenngel und 

anschließend 200 V für 1 h zur Auftrennung der Proben angelegt. Als Größenmarker 

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

SDS-Probenpuffer:  10% (w/v) SDS; 10% (v/v) Glycerol; 62,5 mM Tris/HCl 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 (1,5 M Tris, pH 8,8) 2,5 mL; 

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

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 µL; TEMED 10 µL; 10% APS 

50 µL 
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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 190. Zur Durchführung 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 µL). Die Probe 

wurde zur Abtrennung der in der Probe enthaltenden Salze dialysiert (Micro 

DispoDialyzer, Massenausschlussgrenze 500 u; Harvard Apparatus, Holliston, USA) 

und mittels einer Acetonfällung präzipitiert. Hierzu wurde 1 mL Aceton zu der Probe 

gegeben und der Ansatz über Nacht bei -20°C gelagert. Die gefällten Proteine 

wurden anschließend bei 14000 x g für 10 min sedimentiert (Zentrifuge 5415D; 

Eppendorf, Hamburg). Der Überstand wurde verworfen und das entstandene 

Sediment getrocknet. Die Probe wurde nun in 140 µL Rehydrierungspuffer 191 

aufgenommen und in die Probentaschen der ZOOM-Kassette überführt. Zur 

isoelektrischen Fokussierung dienten ZOOM-Strips, pH 3-10. Dabei wurden zur 

Auftrennung Spannungen von 200 V für 15 min, 450 V für 15 min, 750 V für 15 min 

und 2000 V für 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 µL 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) 

 

Anfärbung der Proteine 

 

Um die Proteine sichtbar zu machen, wurden die Gele nach Fertigstellung der 

Elektrophorese einer Roti-Blue Färbung unterzogen. Roti-Blue (Carl Roth, Karlsruhe) 

ist eine auf Coomassie-Brilliant-Blau G250 basierende Färbelösung mit kolloidalen 

Eigenschaften und färbt Proteine in Gelmatrizes sehr effizient mit einer absoluten 

Nachweisgrenze von etwa 30 ng. Die Färbung und die anschließenden Waschschritte 

wurden ohne Vorinkubation laut Herstellerangabe durchgeführt. Die angefärbten 

Banden wurden aus dem Gel herausgeschnitten und direkt für 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 192. Durch den Abgleich der erhaltenden Ergebnisse mit Datenbanken 

können die in der Probe enthaltenden Proteine identifiziert werden. Voraussetzung 

hierfür ist die Erfassung der Proteine in den verwendeten Datenbanken.  
 

Tryptischer Verdau der Proben 
 

Die Proteinbanden und -spots wurden nach einer Auftrennung über die 

Gelelektrophorese aus dem Gel geschnitten und tryptisch verdaut. Dabei spaltet 

Trypsin die Amidbindungen der C-terminalen Seite der Aminosäuren Lysin und 

Arginin. Hierzu wurden die Gelstücke zunächst in Waschlösung gewaschen und 

anschließend mit Acetonitril bedeckt, bis sie eingeschrumpft waren. Die Stücke 

wurden nun vollständig getrocknet und in Waschlösung rehydriert. Diese Prozedur 

wurde bis zur vollständigen Entfernung des Coomassie-Farbstoffes wiederholt. Die 

Gelpartikel wurden nun in Reduktionslösung 45 min bei 56°C inkubiert. Anschließend 

wurde die Lösung durch Alkylierungslösung ersetzt und die Probe für 30 min bei 

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Stücke wurden anschließend erneut in 

Waschlösung gewaschen. Die gewaschenen Proben wurden getrocknet und über 

Nacht bei 37°C in Trypsinlösung verdaut. Anschließend wurden die Gelstücke 

zunächst mit 25 mM Ammoniumbicarbonat bedeckt, dann das gleiche Volumen 

Acetonitril hinzugegeben und 10 min beschallt (Ultraschallbad TK 52; Bandelin 

Sonorex, Berlin). Der Überstand wurde abgenommen, die Gele mit der 

Extraktionslösung bedeckt und weitere 15 min beschallt. Dieser Schritt wurde 

wiederholt. Alle Überstände wurden vereinigt und im Vakuumkonzentrator (Speedvac 

111V; Thermo Scientific, Waltham, USA) getrocknet. Anschließend wurden die 

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

vorbereitet. 

 
Waschlösung:  100 mM Ammoniumbicarbonat NH4CO3 in Wasser / Acetonitril 1:1 

Reduktionslösung:  10 mM Dithiothreitol, 100 mM NH4CO3 in Wasser 

Alkylierungslösung:  55 mM Iodacetamid, 100 mM NH4CO3 in Wasser 

Trypsinlösung:  50 mM NH4CO3 in Wasser + 12,5 ng/µL Trypsin  

Extraktionslösung:   1% (v/v) Trifluoressigsäure (TFA) in 30% Acetonitril 

 

MALDI-TOF MS Messungen und Identifikation der Proteine     
 

Die Messungen der Proteinfragmente wurden an einem MALDI-TOF MS Reflex II  der 

Firma Bruker Daltonics, Bremen, durchgeführt. Die Proben wurden im positiven 

Ionenmodus gemessen. Die Ionisation erfolgte mit einem Stickstoff-Laser 

(λ = 337 nm) bei einer Beschleunigungsspannung von – 20 kV. Als Matrix diente α-

Cyano-4-Hydroxyzimtsäure (CCA), die in TA (TFA 0,1% / Acetonitril 2:1) angesetzt 

wurde. Die Präparation erfolgte mittels der dried-droplet Methode. Die Kalibrierung 

des Gerätes wurde zuvor mit einem Proteinmix aus Angiotensin II, Insulin, 

Cytochrom C und BSA durchgeführt. 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 über den Abgleich der 

detektierten Fragmente mit der NCBI-Datenbank durch die Matrixscience Mascot 

Software (www.mascotscience.com). Der sogenannte „MOWSE score“, der für jedes 

identifizierte Protein berechnet wird, gibt die Wahrscheinlichkeit der richtigen 

Identifizierung an.  

 

Western- und Dot-Blot Analysen 

 

Western-Blot                                        

 

Zur Detektion spezifischer Proteine erfolgte zunächst die Übertragung der 

aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (Amersham Pharmacia 
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Biotech; Buckinghamshire) 193. Der Blot wurde im Blotsystem Mini-Trans-Blot Cell 

(Bio-Rad) bei 100 V für 1 h durchgeführt. Die nicht besetzten Bindungsstellen wurden 

mit Milchpulverlösung abgesättigt (1 h, 4°C). Es folgten drei Waschschritte für jeweils 

15 min in Tween-TBS bei Raumtemperatur (RT). Um die nach dem Transfer auf der 

Membran befindlichen Moleküle zu detektieren, wurde diese zunächst mit dem 

entsprechenden primären Antikörper (AK) inkubiert. Die Konzentration der jeweiligen 

Antikörperlösungen sowie die Dauer der Inkubationen wurden individuell für die 

jeweiligen Antikörper angepaßt (siehe unten). Nach Ablauf der Inkubationszeit und 

drei erneuten Waschschritten in Tween-TBS wurde der Blot mit einem 

peroxidasemarkierten, sekundären Antikörper behandelt und erneut gewaschen. Die 

Chemilumineszenzdetektion wurde mit Hilfe des ECL–Plus Reagenz (Amersham 

Pharmacia Biotech) nach Anweisung des Herstellers durchgeführt. Die Entwicklung 

der belichteten Filme (Hyperfilm ECL; Amersham Pharmacia Biotech, 

Buckinghamshire) erfolgte mittels der Entwicklermaschine Curix 242S (Agfa-Gevaert, 

Köln). Als Kontrollen dienten jeweils 10 µg eines A431-Zelllysates, EGF stimuliert 

(Upstate, Lake Placid, USA) und eine bereits auf Markermoleküle positiv getestete 

Domänenaufreinigung. 
 

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 

Blockierungslösung:  Magermilchpulver („Glücksklee“) 5% (w/v) in Tween-TBS 

EGF-stimuliertes 

 A431-Zelllysat:  Epitheliale, humane Karzinom-Zelllinie (Rockland, Gilberstville, USA) 

 
Verwendete Primärantikörper:  

Anti-Flotillin-2 (B-6; Santa Cruz, Heidelberg), monoklonaler AK aus 

der Maus, Verwendung in der Verdünnung 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 Verdünnung 1:2500 in T-TBS, 5% 

Magermilchpulver, Inkubation 1h bei 4°C. 
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Verwendeter Sekundärantikörper: 

Chicken-anti-mouse (Sigma–Aldrich, Taufkirchen), horse radish 

peroxidase-konjugiert, Verwendung in der Verdünnung 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 durchgeführt. Dabei wurde je 1 µL 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 für den Western-Blot 

beschrieben. Durch die Verwendung der direkt horseradish-peroxidase (hrp)-

konjugierten ß-Untereinheit des Cholera Toxins (CTB), das an das GM1 bindet 103, 

war ein zweiter Inkubationsschritt mit einem sekundären Antikörper jedoch nicht 

notwendig. Als Kontrolle wurden jeweils 100 pg (66 fmol) synthetisches GM1 (Avanti 

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

 
Cholera Toxin,  

ß-Untereinheit:  (Sigma-Aldrich, Taufkirchen), direkt hrp-konjugiert, Verwendung in der 

Verdünnung 1:4600 in PBS, 3% BSA (w/v), Inkubation 1 h bei RT. 

 

Gesamtproteinbestimmung            

 

Die Gesamtproteinbestimmung der Dichtegradientfraktionen erfolgte nach Bradford 
163. Hierzu wurden 10 µL Probe mit 800 µL Wasser gemischt und mit 200 µL 

Bradford-Reagenz versetzt. Parallel wurde eine Standardreihe mit 

Proteinkonzentrationen von 1, 2, 4 und 8 µg/mL BSA (Merck KG, Darmstadt) erstellt. 

Nach 10-minütiger Inkubation wurde die Extinktion bei einer Wellenlänge von 595 nm 

photometrisch gemessen (Spektrometer Uvikon 942; Kontron, Eching). Der 

Proteingehalt der Proben wurde über 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 

durchgeführt. Dabei wird Cholesterol durch die zugegebenen Cholesterol-Oxidase 

oxidiert, was zur Bildung von Wasserstoffperoxid führt. 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 Wellenlänge von 590 nm photometrisch nachgewiesen werden 165.   

Der Versuch wurde in 96-well Platten durchgeführt. Je Dichtegradientfraktion wurden 

50 µL Probe eingesetzt. Die Messungen erfolgten an einem Mikroplattenlesegerät 

(Rainbow; Tecan, Crailsheim). 
 

2.2.2.4. Lipidextraktion 

 

Die Lipidextraktionen aus den wässrigen Dichtegradientfraktionen und aus den 

angezogenen Zellen erfolgten mittels einer Zweiphasenextraktion mit Chloro-

form / Methanol nach der Methode von Bligh und Dyer 167. Hierzu wurden zunächst 

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 anschließend 25 min unter 

mehrmaligem Schütteln bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgte die 

Zugabe von 1 Teil Wasser und 1 Teil Chloroform. Um eine optimale Phasentrennung 

zu erreichen, wurde der Ansatz bei 400 x g für 5 min zentrifugiert (UJ3, Heraeus 

Christ, Osterode). Die untere organische Phase wurde mittels einer Hamilton-Spritze 

abgenommen. Die obere wäßrige Phase wurde zweimal durch eine erneute Zugabe 

von 1 Teil Chloroform, Inkubation sowie Zentrifugation gewaschen. Die 

zusammengeführten organischen Phasen wurden im Vakuumkonzentrator vollständig 

getrocknet (Speedvac 111V; Thermo Scientific, Waltham, USA) und im für die weitere 

Anwendung verwendeten Lösungsmittel 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 Kügelchen, an 

die die Detergensmoleküle adhärieren sollen. Das Adsorbent wurde vor einer 

Lipidextraktion im wässrigen Medium auf die Proben appliziert. 

 

Dünnschichtchromatographie  

 

Zur Separierung der isolierten Lipide wurden unmodifizierte Kieselgelplatten 

(Kieselgel 60 F254, Korngröße 10-12 µm, Plattenmaße 20 x 20 cm, 

Merck KG, Darmstadt) als stationäre Phase und Chloroform/Methanol/ 

Essigsäure/Wasser 85/59/1/4 (v/v/v/v) als mobile Phase verwendet. Die Proben 

wurden in einem Volumen von 10 µL Lösungsmittel mit Hilfe einer Hamilton-Spritze 

an markierten Startpunkten auf die Platte aufgetragen. Der Lauf erfolgte in einer 

lösungsmittelgesättigten Kammer bei Raumtemperatur. Nach dem Lauf wurden die 

Platten getrocknet und die aufgetrennten Lipide mittels einer Primulinlösung 

(0,1 mg/mL in Methanol) detektiert 119. Die Signale wurden unter einer UV-Lampe 

(λ = 254 nm) sichtbar gemacht. 

Um die Spots massenspektrometrisch zu untersuchen, wurden diese ausgekratzt und 

die Substanzen mittels einer fünfminütigen Inkubation mit dem Laufmittel unter 

Ultraschall (Ultraschallbad TK 52, Bandelin Sonorex, Berlin) aus dem Kieselgel 

extrahiert. Eine anschließende Zentrifugation (12000 x g, Zentrifuge 5415D; 

Eppendorf, Hamburg) trennte die Kieselgelmatrix von den nun im verwendeten 

Lösungsmittel befindlichen Proben.  
 

Trennung mittels HPLC  

 
Für die Auftrennung der Lipidproben über die HPLC wurde die stationäre 

Normalphase Betasil-Diol 100 (Thermo Scientific, Waltham, USA) mit einer 
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Partikelgröße von 5 µm verwendet. Messungen, die mittels der Lichtstreudetektion  

durchgeführt wurden, erfolgten an einem Gilson-HPLC System und der Software 

Unipoint (Gilson, Middleton, USA). Die Größe der verwendeten Säule betrug 4,6 mm 

für den Innendurchmesser und 250 mm in der Länge, die Standardgröße für 

analytische HPLC-Läufe. Die Lösungsmittel wurden vor Gebrauch durch eine 0,2 µm-

RC-Membran (regenerierte Cellulose, Schleicher & Schüll, Dassel) filtriert und mittels 

Helium entgast. Es wurde ein binäres Gradientensystem mit den Lösungsmitteln A 

(Chloroform/Methanol/Ammoniaklösung 28-30%  80/19/1) und B (Chloroform/ 

Methanol/Ammoniaklösung 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 für 10 min 

und 100-0% B in 6 min. Die Detektion erfolgte über 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, Böblingen) 

1100-HPLC System und der Datenerfassungssoftware HyStar 2.0 (Bruker Daltonics, 

Bremen) durchgeführt. Die Größe der verwendeten Säule betrug 0,32 mm für den 

Innendurchmesser und 150 mm in der Länge. Die verwendeten mobilen Phasen A 

(Chloroform/Methanol/Ammoniaklösung 28-30%   86/13/1) und B (Chloroform/ 

Methanol/Ammoniaklösung 28-30% 50/49/1) wurden über das Entgaser-Modul der 

Anlage entgast. Der angelegte Gradient betrug 0-100% B in 30 min, 100% B für 

10 min und 100-0% B für 6 min. Die Lösungsmittel benötigten von der Pumpe bis zum 

Detektor 10 min, was bei der Ermittlung der zum Elutionszeitpunkt der verschiedenen 

Lipidklassen herrschenden Lösungsmittelverhältnisse beachtet werden musste. Die 

mobilen Phasen und der angelegte Gradient wurden gegenüber den 

Lichtstreudetektor-Messungen modifiziert, um das System zu optimieren. Bei der 

direkten Kopplung des HPLC-Systems und der ESI-Quelle musste eine Kompatibilität 

hinsichtlich der Flussraten gewährleistet sein (siehe Kapitel 2.1.6). Dazu wurde das 

bestehende System für Standard-HPLC Anwendungen mit Flussraten im Bereich von 

einem mL Lösungsmittel 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 (übliche Einstellungen: 

200 µL/min Pumpleistung reduziert auf 3-4 µL/min vor Eintritt in die Säule). Die 

Flussraten ließen sich über den Widerstand anhand der Länge und des 

Durchmessers des Abflussschlauches am Splitter regulieren. Die Kapillarlängen zur 

Säule und zum Massenspektrometer wurden so kurz wie möglich gehalten. Die hinter 

der Säule eingesetzte Kapillare wurde direkt mit dem ESI-Sprayer verbunden (Abb. 

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

 

 
 
Abbildung 2.7: Schemazeichnung der LC-MS Kopplung. Der durch die Standard-Pumpe 

erzeugte Lösungsmittelfluss (0,2 mL/min) der mobilen Phase wurde zunächst zu einem T-

Stück geleitet, das den Fluss splittet. Die resultierenden Flussraten sind über die Länge und 

den inneren Durchmesser (I.D.) der ableitenden Kapillaren steuerbar. Das System wurde so 

eingestellt, dass Flussraten von 3-4 µL in Richtung der Säule herrschten. Die Probenschleife 

des Injektors wurde ebenso wie alle Leitungen in ihren Abmessungen entsprechend 

angepasst. Die Kapillare im Anschluss an die Säule wurde direkt mit der ESI-

Sprayvorrichtung verbunden. Die Abbildung ist nicht skaliert.  

 

Das HPLC System wurde grundsätzlich durch die Injektion der reinen mobilen Phase 

A auf Verunreinigungen überprüft. Die Retentionszeiten wurden regelmäßig durch 

Messung einer Standard-Lipidmischung auf die Reproduzierbarkeit der Daten und die 

Unversehrtheit des Säulenmaterials untersucht. Dies war aufgrund der verwendeten 
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mobilen Phasen besonders wichtig, da die Lebensdauer der stationären Phase durch 

den Ammoniakzusatz verringert wird.  

Die zu untersuchenden Proben wurden erst unmittelbar vor der Injektion in das 

System in der mobilen Phase A gelöst. 

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

Verwendete Kapillaren:  fused-silica, innere Durchmesser 20 µm und 50 µm, Upchurch, 

Oak Harbour, USA 

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

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

 

2.2.2.7. Massenspektrometrische Analyse der Lipide   

 

ESI FT-ICR Massenspektrometrie 

       

Die massenspektrometrische Analyse der Lipidproben erfolgte an einem Apex II FT-

ICR Massenspektrometer der Firma Bruker Daltonics, Bremen. Das Gerät ist mit 

einer Apollo ESI Quelle und einem aktiv abgeschirmten 7 T Magneten ausgestattet. 

Ein Schema des Instrumentes ist in Abbildung 2.8 dargestellt. Für Tandem-MS 

Experimente stehen ein Gaseinlass für CID-Untersuchungen und ein Infrarot-Laser 

(25 W, λ = 10,6 µm, Strahldurchmesser 3,5 mm; Synrad, Mukilteo, USA) für IRMPD-

Untersuchungen zur Verfügung. 

Die Messungen wurden mit den Standardeinstellungen durchgeführt. Die in Abbildung 

2.8 dargestellten Geräteparameter wurden nach der online-Kopplung der HPLC 

Anlage neu angepasst. 

Zur Steuerung des Gerätes, zur Aufnahme der Spektren und zur Auswertung der 

Daten wurde die Datenerfassungssoftware XMass (Bruker Daltonics, Bremen) 

verwendet. Die Prozessierung und Auswertung der LC-MS Läufe erfolgte mit Hilfe 

des Auswertungsprogrammes Data Analysis DA (Bruker Daltonics, Bremen). 
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Abbildung 2.8: Schematischer Aufbau des Apex II ESI FT-ICR Instrumentes der Firma 
Bruker Daltonics. Dargestellt sind die ESI-Quelle, die Transferoptik und die ICR-Zelle mit 

den wichtigsten Geräteparametern, die die Ionisation sowie den Transfer und das Einfangen 

der gebildeten Ionen in die Zelle beeinflussen. Ebenfalls dargestellt ist der Druckgradient, der 

von der Ionisation unter Atmosphärendruck bis zur ICR-Zelle unter Ultrahochvakuum reicht. 

Abbildung modifiziert nach Bruker Daltonics, Bremen.  

  

Die Kalibrierung des ESI FT-ICR Instruments wurde im positiven Ionenmodus anhand 

der Fragmentierungsspektren von Angiotensin I durchgeführt (capexit-Spannung 

180 V). Für eine Kalibirierung im negativen Ionenmodus wurde das Re-LPS aus dem 

Escherichia coli Stamm F515 (Isolates HL72) verwendet (capexit-Spannung 180 V). 

Die Flussrate bei offline–ESI Messungen betrug 120 µL/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 Stammlösung (1 mg/µL) 

in Cloroform/Methanol 1/1 bei -70°C in Glasgefäßchen gelagert. Die 

Arbeitsverdünnungen wurden jeweils kurz vor der Messung hergestellt.  

Um Verluste durch Degradation und Adsorption an Gefäßwänden 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 nötigen mobilen Phase A 

erfolgte jeweils kurz vor der Messung. Stabilitätsmessungen an Standards wurden 

ebenfalls durchgeführt, um eine frühzeitige Degradation der Substanzen aus-

zuschließen.  
 

Messungen von Standardsubstanzen 

 

Bei den Messungen der Lipidstandards wurden überwiegend synthetische 

Standardsubstanzen mit definierten Fettsäurekettenlängen verwendet. Die 

Messungen der Lipidproben wurden aufgrund der unterschiedlichen 

Ionisierungseigenschaften der verschiedenen Lipidklassen in beiden Ionenmodi 

durchgeführt. Dabei wurden PI, PG, PS, GM1 und Ceramid im negativen 

Ionenmodus, PC und Cerebroside im positiven Ionenmodus gemessen. PE wurde in 

beiden Ionenmodi erfasst. Eine Übersicht der verwendeten Lipidstandards ist in 

Tabelle 2.1 gezeigt. Es wurden jeweils drei Messungen von drei voneinander 

unabhängigen Einwaagen durchgeführt und gemittelt. 

Die synthetischen und natürlichen Lipidstandardsubstanzen wurden von Avanti Polar 

Lipids (Alabaster, USA) bezogen. 
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Bezeichnung Fettsäurerest Neutralmasse [u] Ionenmodus 

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 

PI 

(Rinderleber) 
Unterschiedlich, 

überwiegend brutto 38:4 
38:4: 886,557 negativ 

Ceramid 18:0 18:0 565,543 negativ 

Sphingomyelin (SM) 

18:1 
18:1 730,599 positiv 

Cerebroside 

(Schweinehirn) 
Unterschiedlich, 

überwiegend 24:0 
827,685 positiv/negativ 

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 Moleküls sowie der zur Erfassung verwendete Ionenmodus. 

 

MS/MS-Experimente 

 

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

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 überein. Beide verwendeten Fragmentierungsmethoden CID und IRMPD 

liefern gute, reproduzierbare Ergebnisse. Abkürzungen: Hex = Hexose; NeuAc = N-

Acetylneuraminsäure; P = Phosphat.  
 

Für die Charakterisierung der zellulären Lipidextrakte wurden MS/MS-Analysen zu 

bestimmten Zeiten des HPLC-Laufes durchgeführt. Die Versuche dienten zur Klärung 

der Frage, ob sich in bestimmten Elutionsbereichen  die teilweise isomeren 

Lipidspezies PC und PE überlappen (Abb. 2.10). Die entsprechenden Fraktionen 

wurden offline gesammelt, da eine direkte online-MS/MS-Analyse während eines LC-

MS Laufes mit der vorhandenen Gerätekonfiguration nicht möglich 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 

µm an der Spitze verwendet (Picotip; New Objective, Woburn, USA). Die 

Fragmentierung erfolgte hier mittels CID. Die Fragmentierungsspektren wurden mit 

den in der Literatur beschriebenen 127,128 und anhand von Lipidstandards 

nachvollzogenen Fragmenten den entsprechenden Spezies zugeordnet. 

 



METHODEN 

 74 

 
Abbildung 2.10: Isomere Lipidspezies und dazugehörige 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 Identifizierung der einzelnen Lipide erfolgte anhand ihrer exakten Massen. 

Lediglich im positiven Ionenmodus wurden, um eine Verwechslung von PC und PE 

Spezies gänzlich ausschließen zu können, MS/MS-Experimente durchgeführt und 

somit auch die Bildung charakteristischer Fragmente bei der Identifikation mit 

einbezogen.  
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Durch die vielen hintereinander aufgenommenen Massenspektren über einen LC-MS 

Lauf und die große Heterogenität der Proben entstehen große Datenmengen. Die 

manuelle Auswertung dieser Daten ist allein schon hinsichtlich der Identifikation der 

einzelnen Spezies sehr zeitaufwändig. Um die Zuordnung der Signale zu 

vereinfachen, wurde die Software PeakID (©Göran Hübner, LG Immunchemie, 

Borstel) als Excel Add-In entwickelt, die die Zuordnung der Signale vereinfacht. Der 

Identifizierungsalgorithmus basiert zunächst auf der Berechnung der genauen 

Massen der Lipidspezies und dem anschließenden Vergleich mit den detektierten 

Massen. Dabei liegen die monoisotopischen Massen der einzelnen Kopfgruppen und 

Kohlenstoff-Rückgrate in einer Datenbank vor. Die Fettsäurereste werden bei jedem 

Abgleich berechnet und mit den Massen in der Datenbank kombiniert. Dabei werden 

der verwendete Ionenmodus sowie eventuell auftretende Adduktionen oder 

Wasserabspaltungen beachtet. In einem vom Anwender angegebenen Fehlerbereich 

werden die für die Identifikation in Frage kommenden Lipidspezies in ihrer 

Bruttofettsäurekomposition angegeben. Der Scrennshot einer Analyse ist in 

Abbildung 2.11 gezeigt. Die angegebenen Bezeichnungen der Spezies beziehen sich 

auf die Gesamtzahl aller Kohlenstoffatome der Fettsäureketten und die Gesamtzahl 

der in ihnen vorkommenden Doppelbindungen. In Glycerophospholipiden sind sie auf 

zwei Fettsäurekettenreste verteilt. Bei Substanzen mit einem Sphingosinrückgrat 

kann die Fettsäure genau angegeben werden.  

Die Auswertesoftware umfasst alle Glycerophospholipide unterschiedlicher 

Sättigungsgrade der Fettsäurereste inklusive der Etherlipidspezies. Von den 

Sphingolipiden wurden Sphingomyelin, Ceramide, Cerebroside und komplexe 

Glycosphingolipide beachtet. Dabei wurde als sphingoide Base stets das in 

Säugerzellen am häufigsten vorkommende Sphingosin angenommen (siehe Kapitel 

1.2.1.1). Dabei ist zu bemerken, dass das sogenannte Dihydrosphingosin ohne 

MS/MS Analysen nicht vom Sphingosinrückgrat in einem Molekül 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 PeakID berechneten Massenlisten verglichen 

und die entsprechenden Lipidspezies innerhalb der gewählten Parameter ausgegeben. Die 

gemessenen Werte, die erwarteten Werte der durch den Algorithmus ermittelten passenden 

Spezies, die Peakintensitäten, die relative Massenabweichungen sowie die Summenformel 

der Substanzen werden angegeben. Spezies bis zu einer Massengenauigkeit von 10 ppm 

wurden für die Datenauswertung beachtet. Die Peakliste zeigt die monoisotopischen Signale 

während der Elution von PI und wurde mit Data Analysis generiert.  

 

Um keine möglichen Zuordnungen zu übersehen, wurde die maximal zugelassene 

relative Abweichung auf 10 ppm gesetzt. Der hohe Wert berücksichtigt den Umstand, 

dass die Spektren im Breitbandmodus aufgenommen wurden und die Kalibrierung 

des Massenspektrometers vor Beginn eines LC-Laufes extern erfolgte. Außerdem ist 

die Anzahl der in der Zelle sich aufhaltenden Ionen während eines LC-Laufes nicht 

konstant und unterliegt starken Schwankungen, was sich auch auf die 

Massengenauigkeit auswirkt. Bei einer internen Kalibrierung und bei einer 

kontrollierten Ionenintensität wäre die Massengenauigkeit deutlich verbessert.    

Die monoisotopischen Massenzurordnung der aus Data Analysis generierten 

Massenlisten wurden vor einer PeakID-Analyse visuell anhand der aufgenommenen 
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Spektren überprüft, da es sonst teilweise zu einer Verwechslungen der Signale mit 

Isotopenpeaks, Kontaminationen oder Störfrequenzen kommen kann.  

Mit Hilfe von PeakID konnten so die von XMass und Data Analysis aufgenommenen 

und prozessierten Daten mit der erstellten Datenbank verglichen werden.  

 

Quantifizierung 

 

Grundsätzlich erfolgen Quantifizierungen in der Massenspektrometrie über die 

Ermittlung der Signalintensitäten anhand der Integrale der Peakflächen oder anhand 

der Peakhöhen. In dieser Arbeit wurden die Peakintensitäten anhand der 

gemessenen Peakhöhen ermittelt. Das Signal zu Rausch-Verhältnis der gemessenen 

Signale korreliert mit den Peakintensitäten. Ab einem Signal- zu Rausch-Verhältnis 

von 3 wurde ein Signal als detektiert betrachtet. 

Eine Molekülspezies im Massenspektrum kann bei unterschiedlichen m/z-Werten 

detektiert werden. Je nach Konzentration der Substanz, Zusammensetzung der 

Spraylösung, Kontamination der Probe mit Alkalimetallionen sowie Geometrie und 

angelegter Spannungen der Ionenquelle können die im Folgenden aufgeführten 

Quasimolekülionen beobachtet werden. Im positiven Ionenmodus werden einfach und 

mehrfach positiv geladene Ionen [M+H]+ bzw. [M+nH]n+ nachgewiesen. Des Weiteren 

können Anlagerungen von z.B. Alkalimetallionen [M+Na]+ und [M+K]+ beobachtet 

werden. Im negativen Ionenmodus sind das einfach geladene Ion [M-H]- sowie 

mehrfach geladene Ionen [M-nH]n- nachweisbar. Auch hier kann eine 

Adduktionenbildung z.B. mit Natrium auftreten [M+Na-2H]-. Dabei werden z.B. 

doppelt geladene Ionen im positiven Ionenmodus bei m/z [M+2H]/2 detektiert und die 

Isotopenpeaks folgen im Abstand von ½ u. Darüber hinaus können in beiden 

Ionenmodi Homo- und Heterodimere, Trimere usw. beobachtet werden wie z.B. [2M-

H]-, [2M+H]+, [M1+M2-H]- 194. Für die Quantifizierung einer Molekülspezies müssen die 

Intensitäten der verschiedenen Quasimolikülionen zusammengefasst werden.  

Bei der Messung der Intensitäten der Signale in äquimolaren 

Standardlipidmischungen mussten darüber hinaus für Standards, die nicht aus einem 

definierten Lipid bestanden, die Spezies unterschiedlicher Fettsäurelängen 

zusammengefasst werden. Dies war beispielsweise bei PI der Fall, da PI nur als 

natürliche Mischung, nicht aber als definierte Substanz kommerziell erhältlich 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 stärksten 

enthaltenden Spezies PI 38:4 bezog. Messreihen ergaben, dass die Summe aller im 

Standard enthaltenden Spezies zu der Spezies 38:4 im Verhältnis 0,78 zu 1 

vorkommen. Um die anhand von Standardsubstanzen ermittelten Korrekturfaktoren 

zu erhalten, wurden die Intensitäten des Signals bei m/z 885,549 für [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 

für [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) gewählt, die pro Messung in einer absoluten Menge 

von 1ng eingesetzt wurde. PE 20:0 ist in beiden Ionenmodi ionisierbar und kommt in 

natürlichen Extrakten nicht vor.  

 

Isotopenpeaks 

 

Kohlenstoff kommt in der Natur mit einer 1,1-prozentigen Wahrscheinlichkeit nicht als 
12C, sondern als 13C Isoptop vor. Durch den hohen Anteil an C-Atomen in 

organischen Molekülen ist das 13C jedoch für deren Analytik relevant, besonders, 

wenn quantitative Analysen vorgenommen werden.  

Während die unterschiedlichen Fettsäurereste nicht zu Signalüberschneidungen 

innerhalb einer Lipidklasse führen, liegen die zweifach das 13C-Isotop enthaltenden 

Spezies bezüglich der Masse sehr nah an der monoisotopischen Masse der 

nächsthöher gesättigten Spezies.  

Dabei errechnet sich der Massenabstand aus 2 x (13C - 12C) - 2H und ergibt einen 

Wert von -0,009 u. Um die Signale auseinander zu halten, sind Auflösungen von 

mindestens 88800 im Massenbereich von m/z 800 nötig. Diese Auflösungen wurden 

im Breitbandmodus nicht erreicht.  

Sichtbar wird das Vorhandensein von zwei Spezies allerdings in den Intensitäten der 

Signale. Bei den untersuchten Substanzen trägt der erste Isotopenpeak einer 

Substanz zu etwa 30 % zur Gesamtintensität der jeweiligen Spezies bei. Die 

Intensität des Signals der Spezies mit zwei 13C Atomen beträgt ohne 
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Überschneidungen mit weiteren Signalen etwa 10% des zugehörigen mono-

isotopischen Signals. Übersteigt das Signal diesen Wert wie in Abbildung 2.12 

gezeigt, so trägt die nächsthöher gesättigte Spezies zur Gesamtintensität bei.  

 

 
 
Abbildung 2.12: Überschneidung der Signale zweier Ionenspezies. Signale einer zwei 
13C-Atome enthaltenden, ungesättigten Lipidspezies (PI 36:2, 2 x 13C, berechnetes 

m/z 863,5560) mit der komplett aus 12C-Atomen bestehenden, nächsthöher gesättigten 

Spezies (PI 36:1, berechnetes m/z 863,5649). Die Auflösung des gezeigten Spektrums von 

60000 reicht nicht aus, um die Signale zu trennen. Spektrum aus dem LC-MS Lauf einer 

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

 

Die Intensitäten der Isotopenpeaks wurden nicht in die Daten mit eingerechnet. Für 

relative Vergleiche ist dies jedoch nicht relevant, da sich alle untersuchten Moleküle 

im gleichen Massenbereich befinden und daher eine fast gleiche Isotopenverteilung 

haben. Übersteigt das Signal des zweiten Isotopenpeaks den Anteil von 30% der 

Intensität des monoisotopischen Peaks, so wurde die Intensität als Signal der 

nächsthöher gesättigten Spezies gewertet, allerdings ohne Abzug der nicht zum 

Signals gehörenden 10% an Intensität, da dies im Rahmen des Fehlers der 

Messdaten liegt.  

 

Fehlerbehandlung 

 

Zur Beurteilung der Verlässlichkeit 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 unabhängiger Messungen und ihrer 

Standardabweichungen angegeben.  
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3. Ergebnisse 
 

3.1. Isolation der Membranmikrodomänen und Verteilung der 
Markermoleküle 

 

In der Literatur sind neben der Standardextraktionsmethode für 

Membranmikrodomänen, d.h. mit einer 1-prozentigen Triton X-100-Lösung, weitere 

Extraktionsmethoden beschrieben. Um eine möglichst effiziente und reproduzierbare 

Methode für 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 für die nachfolgende massenspektrometrische 

Analyse möglichst gering gehalten werden. Die Qualität der Extraktion wurde durch 

das Vorhandensein der in der Literatur beschriebenen Markermoleküle GM1 und 

Flotillin-2 überprüft (siehe Kapitel 1.2.3 und 2.1.2). Für 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 für 
Membranmikrodomänen 

 

Aus HEK293-Zellen und TLR4/MD2-transfizierten HEK-Zellen wurden die Domänen 

als Detergens-resistente Membranen (DRM) mit einer Tritonkonzentration von 1% 

(Isolationsmethode 1) und 0,1% (Isolationsmethode 2) im Lysepuffer vom Rest der 

Zellmembranen abgetrennt. Außerdem 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 gelösten Membranbereiche im Bereich der 

geringeren Dichte an. Im Gradientenröhrchen 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 

Markermoleküle untersucht, die bei einer erfolgreichen Isolation eine Anreicherung in 

den Bereichen geringerer Dichte des Gradienten zeigen sollten.  
 

Abbildung 3.1: Aufreinigung der Domänen als 
Detergens-resistente Membranen im Dichtgradienten. In 

1-prozentiger TX-100-Lösung bei 4°C unlösliches 

Membranmaterial nach einer 19-stündigen 

Ultrazentrifugation im Saccharosedichtegradienten. Das 

Material sammelte sich zwischen der 30% (w/v) und der 5% 

(w/v) Saccharoselösung.  

 

 

 

 

 

 

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 β-Untereinheit des 

Cholera Toxins (CTB) war es möglich, den Nachweis per Dot-Blot durchzuführen 

(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 über den gesamten Gradienten.  

Auch die Untersuchung der detergensfreien Isolationsmethode 3, bei der die 

Domänen durch Natriumcarbonat extrahiert werden sollten, ergab eine Verteilung von 

GM1 über den gesamten Gradienten. Die Isolationsmethode 4, bei der aufgrund 
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eines größeren Volumens des Gradienten eine größere Anzahl an Fraktionen 

gewonnen wurde, führte ebenfalls zu einer gleichmäßigen Verteilung von GM1.  

Die Anreicherung von GM1 konnte nur an mit Hilfe der Isolationsmethode 1 (1% TX-

100) isolierten Fraktionen reproduzierbar nachgewiesen werden.  

 

 
 
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 repräsentiert das Pellet. Es wurde jeweils 1 µL der in einem Volumen von 

150 µL abgenommenen Fraktion auf die Membran appliziert. Die größere Anzahl 

abgenommener Fraktionen bei Anwendung der Methode 4 resultierte aus dem größeren 

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 gleichmäßig verteilt. Es wurden jeweils 1x106 

Zellen für die Aufreinigungen nach Methode 1 und 2 sowie 4x106 Zellen bei Methode 4 

verwendet. 

 

Der immunchemische Nachweis des 48 kDa großen Proteins Flotillin-2 wurde nach 

vorangehender Elektrophorese der Dichtegradientenaliquots und Western-Blot 

durchgeführt (siehe Kapitel 2.2.2.3). Abbildung 3.3 zeigt eine Verteilung des Moleküls 

im Dichtgradienten nach der Durchführung der verschiedenen Isolationsmethoden, 

wobei Fraktionen der Isolationsmethode 3 nicht untersucht wurden. Wie bereits im 

vorigen Kapitel beschriebenen Nachweis für 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 Molekül 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.   

 

 
 

Abbildung 3.3: Nachweis von Flotillin-2. Western-Blot und immunchemische Detektion des 

Proteins Flotillin-2 (48 kDa). Das Molekül war nach einer Extraktion mit 1% TX-100 in den 

Fraktionen 2, 3 und 4 angereichert. In den übrigen Fraktionen war es in geringerer 

Konzentration ebenfalls nachzuweisen. Nach Anwendung der Isolationsmethode 2 (0,1% TX-

100) war Flotillin-2 fast über den gesamten Dichtegradienten gleichmäßig verteilt. Nach dem 

mechanischen Aufschluss (Isolationsmethode 4) war Flotillin-2 fast gänzlich im Sediment zu 

finden. Für eine Reduktion der Proben wurde nach Anwendung dieser Methode nur jede 

zweite abgenommene Fraktion auf das Gel aufgetragen. Es wurden jeweils 1x106 Zellen für 

die Aufreinigungen nach Methode 1 und 2 sowie 4x106 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 zusätzlich 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 durchgeführt werden. 

Die Extrakte wurden freundlicherweise von Frau E. Reppien, LG 

Lungenpharmakologie, Borstel, zur Verfügung 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 domänenassoziiert 

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 erklärt werden. Bei Isolationsmethode 

1 konnte auch für Flotillin-2 eine Anreicherung in bestimmten Fraktionen (hier 

Fraktion 3) festgestellt werden. 
 

 
 

Abbildung 3.4: Nachweis von Caveolin-1. Einfluss der Reduktion der TX-100 

Konzentration im Lysepuffer auf die Verteilung des Markermoleküls 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, 

durchgeführt.   

 

Die Isolation von Membranmikrodomänen 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 

Membranmikrodomänenmarkern führte. Versuche, die Domänen mit einer geringer 

konzentrierten TX-100-Lösung oder gänzlich ohne ein Detergens zu isolieren, um 

möglichst kontaminationsarme Proben zu erhalten, führten auch nach der 
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Überprüfung der Einzelschritte und Modifikationen der Methode nicht zu einer 

Anreicherung der Markermoleküle in einzelnen Fraktionen (Daten nicht gezeigt). Die 

beschriebene Methode nach Smart (Isolationsmethode 4) wurde zwischenzeitlich von 

den Autoren zurückgezogen 195, da sie nicht reproduzierbar anwendbar ist. Eine in 

diesem Zuge veröffentlichte 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 stärkste Anreicherung der Markermoleküle 

nachzuweisen war, wurden als DRM-Fraktionen bezeichnet und für die weiteren 

Versuche sowie die Lipidextraktionen genutzt. 

 

3.1.2. Nachweis von Cholesterol 

 

Zur weiteren Charakterisierung der Aufreinigungen mittels 1-prozentiger Tx-100-

Lösung, die zu einer reproduzierbaren und in der Literatur beschriebenen Verteilung 

der Marker GM1 und Flotillin-2 führten, wurden die einzelnen Fraktionen auf ihren 

Cholesterolgehalt hin untersucht. Der Nachweis wurde mit Hilfe eines kommerziell 

erhältlichen, fluoreszenzbasierten Tests durchgeführt (siehe Kapitel 2.2.2.3). Auch bei 

diesem Test zeigt sich eine Anreicherung des detektierten Moleküls in den oberen 

Fraktionen des Dichtegradienten (Abb. 3.5). Cholesterol ist demzufolge in den DRM-

Fraktionen angereichert. Dabei erreichte die Anreicherung üblicherweise einen Wert 

um 6,5 µg/mL für aus HEK-293 Zellen und bis zu 9 µg/mL für aus TLR4/MD2-

transfizierten HEK-Zellen isolierten DRM. In Fraktionen, die den Bereichen höherer 

Dichte im Gradienten entnommen werden, lag die Cholesterolkonzentration bei einem 

Wert < 1 µg/mL. Erwartungsgemäß 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-Lösung 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 prüfen, ob es möglich ist, die Probe gleichzeitig zur Lipidanalytik auch auf 

ihren Proteingehalt hin massenspektrometrisch zu untersuchen, wurde zunächst 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 µg/mL. Es 

war keine klare Anreicherung festzustellen, die Fraktionen 1 und 2 wiesen jedoch den 

geringsten Proteingehalt auf (Abb.3.6). Die Daten ließen 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 über eine 

Standardgerade bekannter Proteinkonzentrationen in die Proteinkonzentration der Probe 

umgerechnet werden. Die Konzentration stieg zunächst leicht an und lag in den Fraktionen 

mittlerer Dichte um die 11 µg/mL. In den DRM-Fraktionen (2-5) werden unterschiedliche 

Proteinkonzentrationen gemessen. Höhere 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-Färbung sichtbar gemacht. Das in Abbildung 

3.7 gezeigte Gel spiegelt den Gesamtproteingehalt einer DRM-Fraktion wider. Pro 

Fraktion wurde ein Probenvolumen von 10 µL 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 höherer Dichte hin an Stärke zu. Bande C war erst ab 

Fraktion Nummer 6 zu finden. Das Sediment zeigte eine hohe Proteinkonzentration 

und –heterogenität. 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 
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Markermoleküle und der verschiedenen Proteinbanden. Ebenso ist zu erkennen, dass 

auch innerhalb der DRM-Fraktionen (Fraktionen 2-5) Unterschiede in der Verteilung 

und der Intensität der Banden zu beobachten waren.  

 

 
 

Abbidung 3.7: SDS-PAGE der einzelnen Dichtegradientfraktionen. Das Gel zeigt den 

Gesamtproteingehalt der Probe. Die Proteine wurden mittels einer Rotiblue-Färbung 

angefärbt. 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 Stärke zu. Die Bande C fand sich im Gradienten erst in den 

Fraktionen höherer Dichte. 

 

Um zu bestimmen, um welche Proteine es sich dabei handeln könnte, wurde eine 

DRM-Fraktion (also eine Fraktion der höchsten Anreicherung der Marker) über eine 

zweidimensionale Gelelektrophorese weiter aufgetrennt. Dabei wurden die Proteine 

der Probe zunächst nach ihrem isoelektrischen Punkt und anschließend nach ihrer 

Größe 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 höher der Wert des MOWSE-Scores über 

dem für 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.  

 

 
 

Abbildung 3.8: Zweidimensionale Gelelektrophorese einer DRM-Fraktion. Die 

Auftrennung erfolgte in der ersten Dimension über den isoelektrischen Punkt und in der 

zweiten Dimension über die Masse der Proteine. Die markierten Spots wurden via peptide 

mass fingerprinting den in der Tabelle rechts dargestellten Proteinen zugeordnet. 

Abkürzungen: HSP: Hitzeschockprotein; MDH: Malatdehydrogenase.  

 

3.2. Lipidextraktion 

 

3.2.1. Extraktion eines Lipidstandards 

 

Zunächst wurde die Methodik nach Bligh und Dyer auf eine äquimolare Mischung 

verschiedener Lipidstandards (DOPC, DOPE, DMPG, DMPS, PI, Ceramid 18:0, SM 

18:1, Cerebroside und GM1) angewandt, um einen eventuellen auch selektiven 
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Verlust an Lipidmaterial während der Extraktion zu untersuchen. Die Mischung wurde 

insgesamt dreimal extrahiert und die gesammelte organischen Phasen eingeengt. Im 

Anschluss wurde ein Massenspektrum im negativen Ionenmodus vor (a) und nach (b) 

der Lipidextraktion aufgenommen (Abb. 3.9). Die relativen Intensitäten von PG, PS, 

PE und PI im Massenspektrum änderten sich nicht. Die absoluten Intensitäten 

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 zugehörigen 

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 großen polaren Molekülanteil besitzen, gingen also zum größten Teil 

an die wässrige Phase verloren. 

Aufgrund der Darstellung der Messung im negativen Ionenmodus werden DOPC und 

SM 18:1 nicht nachgewiesen. Messungen im positiven Ionenmodus ergaben 

vergleichbare Werte.    
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Abbildung 3.9: Anwendung der Lipidextraktion nach Bligh und Dyer auf eine Mischung 
aus Lipidstandards. Repräsentative Massenspektren im negativen Ionenmodus eines 

äquimolaren 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 Intensität 

zunehmende Peak bei etwa m/z 800 konnte nicht identifiziert werden. Die Konzentration der 

Standards betrug vor der Lipidextraktion (a) für GM1 1 µM und für die anderen Lipide je 2 µM. 

DOPC und SM 18:1 wurden im dargestellten negativen Ionenmodus 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 wässrigen Anteil bzw. von den im wässrigen Anteil löslichen Substanzen 
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(Proteine, Saccharide, ect.) der Dichtegradientfraktion getrennt (siehe Kapitel 

2.2.2.4). Zunächst wurde untersucht, in wie weit das in den TX-100-Aufreinigungen 

verwendete Detergens die massenspektrometrische Detektion der extrahierten Lipide 

beeinflusst. Zunächst wurden mit Hilfe der Isolationsmethode 1 (1% TX-100) 

gewonnene DRM-Fraktionen einer Lipidextraktion unterworfen und die erhaltende 

organische Phase direkt über ESI FTMS im negativen Ionenmodus analysiert (Abb. 

3.10). Das Spektrum zeigt die hochgradige Verunreinigung der Probe durch das 

ebenso wie die Lipide in den organischen Anteil der Zweiphasenextraktion 

übergegangene TX-100. Eine Analytik der eigentlichen Probenmoleküle war kaum 

möglich. Die Ionensuppression während der Ionisation in der Quelle und die 

gegenseitige Beeinflussung der Ionen während der Detektion in der ICR-Zelle waren 

aufgrund des Überschusses an TX-100-Molekülen zu stark, um die eigentlichen 

Probensubstanzen ausreichend nachzuweisen. Die wenigen, im Untergrund zu 

findenden Glycerophospholipidspezies zeigten Signale knapp über dem 

Untergrundrauschen. Das bei m/z 742,544 gezeigte Signal für PE 36:2 [M-H]- hatte 

ein Signal- zu Rausch-Verhältnis von 1,5. 
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Abbildung 3.10: Massenspektrometrische Analyse eines Lipidextraktes im negativen 
Ionenmodus einer mit Hilfe der Isolationsmethode 1 (1% Tx-100) isolierten DRM-
Fraktion. Das mit in die organische Phase übergehende TX-100 dominierte das Spektrum 

und machte eine weitere Analyse der eigentlichen Probenzusammensetzung unmöglich. 

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

 

Der charakteristische Massenabstand von ∆m = 44 u zwischen den dominanten 

Signalen der verschiedenen TX-100 Moleküle zeigte die in unterschiedlicher Anzahl 

in den Molekülen enthaltenden Ethylenoxidgruppen (Abb. 3.11).  

 

 
Abbildung 3.11: Struktur von TX-100. Die variable Anzahl der Ethylenoxidgruppen führte 

zum typischen Massenabstand von ∆ m = 44 u zwischen den einzelnen Molekülspezies 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. Ihr Signal- zu Rausch-Verhältnis war im 

Gegensatz zu den Signalen der 1% TX-100-Isolate leicht erhöht (für m/z 742,544 

betrug es 3,9; Daten nicht gezeigt). Eine Analytik der eigentlichen Probenmoleküle 

war aufgrund der immer noch starken Ionensuppression und der gegenseitigen 

Beeinflussung der Ionen in der Zelle nur unzureichend möglich. 

 

 
 

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

ließen 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 Membranmikrodomänen nur nach 

Isolationsmethode 1 unter Verwendung einer 1-prozentigen Tritonlösung durchgeführt 

werden konnte und TX-100 eine massenspektrometrische Analyse unmöglich macht, 

musste eine Methode gefunden werden, das in den Proben enthaltende Triton X-100 

abzutrennen.  

Aufgrund der sehr ähnlichen physikochemischen Eigenschaften von Detergens- und 

Analytmolekülen ist eine Abtrennung von TX-100 schwierig durchzuführen. Gängige 

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 möglich. Auch 

die Verwendung spezifischer Detergens-Adsorbentien wie „Calbiosorb“ konnte nicht 

erfolgreich durchgeführt werden, da die Lipidmoleküle ebenso wie das TX-100 von 

den Harzkügelchen adsorbiert werden. Eine solche Behandlung ist nur für Proben 

geeignet, bei denen die Proteinanalytik im Vordergrund steht. Ein nach der 

Fraktionierung durchgeführter erneuter Ultrazentrifugationsschritt sedimentierte 

sowohl die TX-100- als auch die Lipidmoleküle. Für eine erfolgreiche Abtrennung des 

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

3.3.1. Auftrennung der DRM-Lipidextrakte mittels 
Dünnschichtchromatographie 

 

Um die Proben von der Detergenskontamination zu befreien, wurde zunächst die 

konventionell für die Lipidanalytik häufig genutzte Dünnschichtchromatographie (DC) 

angewandt. Versuche mit verschiedenen Lipidstandards zeigten selbst bei der 

Verwendung des spezifisch für Lipide geeigneten Detektionmittels Primulin eine im 

Vergleich zur massenspektrometrischen Analytik sehr geringe Sensitivität der 

Methode. Definierte Standards wurden ab einer absoluten Menge von etwa 8 µg 

detektiert. Mit dem verwendeten Laufmittel (siehe Kapitel 2.2.2.5) ließen 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 massenspektrometrische 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 

Verdünnung des DRM-Extraktes führte 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: Dünnschichtchromatographie von 
Lipidstandards und einer DRM-Fraktion. Eingesetzt 

wurden C18-Ceramid (10 µg), TX-100 (je 20 µg) und der 

Lipidextrakt einer DRM–Fraktion (2 µl). Laufmittel: 

Chloroform/Methanol/Essigsäure/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-

Fraktion aufzutrennen, entstand ein breiter, verwischter 

Spot (Spur 2) sowie eine Bande am Startpunkt der 

Chromatographie. 

 

 

Zur Auftrennung von Lipidstandards war die Dünnschichtchromatographie gut 

geeignet. Für die Analyse von Lipidextrakten aus DRM-Fraktionen bzw. zur 

Vorbereitung einer weiterführenden massenspektrometrischen Untersuchung der 

Proben kam diese Methode allerdings aufgrund der geringen Senstivität 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 verlässliche Methode erwiesen 196. Als stationäre Phase wurde eine diol-
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modifizierte Normalphase ausgewählt, da für die Lipidanalytik mit nachfolgender 

hochauflösender Massenspektrometrie die Auftrennung der Lipide in der LC nach den 

Eigenschaften der polaren Kopfgruppe erfolgen sollte. Eine Umkehrphasen-LC zur 

Auftrennung primär nach den hydrophoben Eigenschaften der Fettsäureketten wurde 

nicht durchgeführt. Unter der Verwendung von Mischungen verschiedener 

Lipidstandards und TX-100 wurde die Trennleistung des verwendeten HPLC Systems 

überprüft und optimiert. Die Versuche wurden zunächst offline und mit Hilfe eines 

Lichtstreudetektors durchgeführt. 

 

 
 

Abbildung 3.14: Auftrennung eines Lipidgemisches und TX-100 über das beschriebene 
HPLC System. Detektion: Lichtstreudetektor. Stationäre Phase: Betasil-Diol 100, Mobile 

Phase A: Chloroform/Methanol/Ammoniaklösung 28-30% 80/20/1; B: 

Chloroform/Methanol/Ammoniaklösung 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 µg; DMPG 300 µg; DOPE 100 µg ; DOPC 100 µg ; PI 300 µg ; 

DMPS 300 µg ; SM 18:1 300 µg. Der innere Durchmesser der Säule betrug 4,6 mm.  

 

Das in Abbildung 3.14 gezeigte Chromatogramm zeigt die Auftrennung einer 

Mischung einzelner Lipidstandards. Auf der verwendeten Normalphasensäule 

eluierten die Lipide nach ansteigender Polarität. Die Reihenfolge der Elution 

entsprach den Erwartungen im verwendeten System. GM1 als relativ polares 
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Glycolipid eluierte zeitlich nach Sphingomyelin und war im gezeigten Versuch nicht in 

der Lipidmischung enthalten. 

Die Signale wurden über 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 µg pro Substanz.  

 

Substanz DOPC DMPG Cerebrosid GM1 DOPE PI 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 Nachweisintensitäten der verschiedenen Lipidklassen im 
verwendeten HPLC System. Detektion: Lichtstreudetektor. Die Intensitäten wurden aus dem 

Verhältnis der Peakflächen zueinander relativ zu PC bei gleichen molaren Einwaagen der 

Probensubstanzen berechnet. 

  

Ein isokratischer Lauf, der lange Äquilibrierungszeiten der Säule einsparen würde, 

führte nicht zu der erwünschten Trennung der Substanzen. Auch das Herabsetzen 

des pH-Wertes (pH 10) der mobilen Phasen zur Schonung der Kieselgelsäule machte 

eine Trennung unmöglich (Daten nicht gezeigt). 

Lipide aus DRM-Fraktionen ließen sich mit Hilfe der Lichtstreudetektion nicht 

nachweisen, vermutlich aufgrund der zu geringen Empfindlichkeit des 

Lichtstreudetektors und der im großen Lösungsmittelvolumen stark verdünnten 

Probe.  
 

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

 

Um die Nachweisempfindlichkeit zu erhöhen und detaillierte Untersuchungen über die 

Zusammensetzung der Analytmoleküle auch hinsichtlich ihrer Fettsäureketten-

verteilung durchführen zu können, wurde die HPLC über die ESI-Quelle direkt online 

an das hochempfindliche FTMS gekoppelt. Um das Massenspektrometer als Detektor 

verwenden zu können, musste die HPLC Anlage so umgebaut werden, dass für 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 µL/min. 

Abbildung 3.15 zeigt den Totalionenstrom (total ion current, TIC) der Auftrennung 

einer Lipidstandard-Mischung a) im negativen Ionenmodus und b) im positiven 

Ionenmodus. Dabei wurde gegenüber der gezeigten offline-Messung (Abb. 3.14) der 

Gradient gestreckt und die mobile Phase optimiert, um eine bessere Auflösung 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 Molekülmasse von 700 u 7 ng.  

 

 
 
Abbildung 3.15: Totalionenstrom der HPLC Auftrennung einer Lipidstandardmischung 
und TX-100 a) im negativen und b) im positiven Ionenmodus. 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 fünf Zucker tragenden Kopfgruppe am längsten in der Säule zurückgehalten und 

eluierte erst bei hohen Methanolanteilen der mobilen Phase.  
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Der TIC im negativen Ionenmodus zeigte die Auftrennung von TX-100, Ceramid, 

DMPG, DOPE, DMPS, PI und GM1. Der TIC im positiven Ionenmodus zeigte 

zusätzlich die Auftrennung von DOPC und SM. TX-100, Ceramid und DOPE wurden 

ebenfalls im positiven Ionenmodus detektiert. Alle Substanzen konnten über 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 Molekülmasse 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 bezüglich 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 für den negativen Ionenmodus gezeigt, reichten nun 

die Empfindlichkeit und die Trennleistung des Systems aus, um die meisten 

Lipidklassen frei von TX-100 nachzuweisen. 
 

 
 
Abbildung 3.16: Totalionenstrom der HPLC-Auftrennung der Lipidextraktion einer 
DRM-Fraktion. Detektion: FTMS, negativer Ionenmodus. 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 Sensitivität 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 möglich, die Aufteilung in verschiedene Spezies, 

Ladungszustände, Dimerbildungen oder Koelutionen der Substanzen zu erkennen. 

Auch eventuelle Signale im Untergrund oder Verunreinigungen werden erfasst und 

können nicht von den eigentlichen Probensignalen unterschieden werden. Die 

Darstellung der Messungen als Konturplot erlaubt dagegen eine detaillierte Anaylse 

der einzelnen Läufe. Nach der Injektion der Probe in die Probenschleife der HPLC-

Anlage wurden jeweils zehn aufeinanderfolgende massenspektrometrische 

Experimente (scans) über das Datenerfassungsprogramm XMass zu einem Spektrum  

aufsummiert. Die Spektren wurden kontinuierlich über 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 Läufe. Dabei entspricht die 

x-Achse den m/z-Verhältnissen der nachgewiesenen Substanzen, die y-Achse der 

Retentionszeit und die z-Achse den detektierten Intensitäten. Abbildung 3.17 zeigt 

einen solchen Plot für die im negativen Ionenmodus 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 Ionenmodus. Die Substanzen wurden meist als einfach geladene Ionen [M-H]- 

detektiert. GM1 wurde im dargestellten Ausschnitt als zweifach negativ geladenes Ion [M-

2H]2- nachgewiesen (siehe Kapitel 2.2.2.8). Injiziert wurde ein Lipidgemisch aus je 10 pmol 

pro Substanz. 

 

Standards, die nur aus Lipiden definierter Kettenlänge bestehen (Ceramid 18:0, 

DMPG, DOPE, DMPS) zeigten ein Signal bei der erwarteten Masse als einfach 

geladenes Ion.  Besonders DOPE und DMPS hatten gegenüber 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 für [M-2H]2- auf die zwei Spezies 18:0 bzw. 20:0 auf (Details 

siehe Kapitel 2.2.2.8). PI bestand aus einer natürlichen Mischung mit verschiedenen 

Fettsäurekettenlängen. Daher ist in Abbildung 3.17 deutlich die Aufteilung der Probe 

in Spezies unterschiedlicher Fettsäurekettenlängen und somit unterschiedlicher 

Massen erkennbar. In Abbildung 3.18 a) ist eine Detailansicht des Konturplotes für PI 

dargestellt. Die für Substanzen unterschiedlich langer Fettsäureketten 

charakteristischen Massenabstände von 14 u (verursacht durch die unterschiedliche 

Anzahl an CH2-Gruppen in den Molekülen) und die verschiedenen Sättigungsgrade 
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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 PI eluiert. 
 

 
 

Abbildung 3.18: Detailansichten für PI a) im Konturplot und b) im Massenspektrum 
zum Zeitpunkt 24,9 Minuten. Als natürliche Mischung sind für PI verschiedene Spezies 

unterschiedlicher Fettsäurezusammensetzungen erkennbar. Massenabstände von 14 u 

werden durch die unterschiedliche Anzahl an CH2-Gruppen in den Molekülen verursacht. 

Massenabstände von 2 u stellen die unterschiedliche Anzahl von Doppelbindungen in den 

Fettsäureketten dar. Die m/z–Werte repräsentieren im verwendeten negativen Ionenmodus 

die [M-H]-1 Quasimolekülionen 

 

3.5.1. Einfluss der Fettsäurereste auf die chromatographische 
Auftrennung  

 

Die verwendete Normalphasensäule trennt die Substanzen nach ihrem polaren Anteil 

auf und separiert Lipide somit primär nach ihren Kopfgruppen. Eine äquimolare 

Mischung aus verschiedenen synthetischen PE-Spezies sollte dennoch den Einfluss 
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der Fettsäureketten auf die chromatographische Auftrennung zeigen, da erste 

Versuche ergaben, dass der zugegebene kurzkettige interne Standard (siehe Kapitel 

3.6.2) recht spät und vom Rest der PE Moleküle getrennt eluiert. Es zeigte sich, dass 

Substanzen mit kürzeren Fettsäureketten später eluieren als Substanzen mit 

längeren Fettsäureketten und somit größeren unpolaren Molekülanteil. 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 

Länge der Fettsäuren bei natürlich vorkommenden Lipiden nicht so groß ist wie im 

hier dargestellten Versuch mit dem synthetischen Dicaproyl-PE und DOPE, ist dieser 

Effekt bei natürlichen Lipiden zu vernachlässigen.  
 

 
 

Abbildung 3.19: Einfluss der unterschiedlichen Fettsäurelängen 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 länger die Fettsäurekette, desto früher 

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

eingesetzte absolute Menge je Lipid betrug 4 ng. 

 



ERGEBNISSE 

 106 

3.5.2. Stabilität der Lipide im Laufpuffer 

 

Um die Stabilität der Lipide zu überprüfen, wurde eine Lipidmischung (1 µM je 

Standard) in Gegenwart der mobilen Phase A (pH 10) bei Raumtemperatur inkubiert. 

Es zeigte sich, dass die Substanzen bei den gewählten Bedingungen nach 24 

Stunden nur noch mit 50% der anfänglich gemessenen Intensitäten detektierbar 

waren (siehe beispielhaft für DOPE und DMPG in Abb. 3.20). Für das Glycolipid GM1 

wurden geringere Verluste der Intensitäten gemessen (Daten nicht gezeigt). Um die 

tatsächliche 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 Veränderungen der 

Zusammensetzung beobachtet wurden.  

 

 
 

Abbildung 3.20: Stabilität verschiedener Lipidstandards im Laufpuffer. Die Substanzen 

wurden in der mobilen Phase A für 24 h bei Raumtemperatur inkubiert. Gemessen wurden 

die absoluten Intensitäten der Signale zu Beginn der Inkubationszeit, nach 4 h und nach 24 h. 

DOPE und DMPG waren nach 24 h mit der Hälfte der ursprünglich detektierbaren 

Intensitäten nachweisbar. 
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3.5.3. Ladungszustand und Dimerbildung der detektierten 
Substanzen 

 

Die gemessenen Substanzen traten überwiegend als einfach geladenen Spezies auf. 

Bei den Messungen der Standards wurden für 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. Während PC schon ab Konzentrationen von 

0,5 pmol/µL Dimere bildete (Abb. 3.21), wurde eine Dimerbildung bei PG auch bei 

einer Konzentration von 50 pmol/µL nicht beobachtet (Daten nicht gezeigt). Dies 

spiegelt sich auch in den Messungen der Zellextrakte wider. Für PC ist in allen 

Messungen eine Dimerbildung zu beobachten (siehe Kapitel 3.7.1). Bei den 

Messungen der Gesamtlipidextrakte wurde zusätzlich eine Dimerbildung bei PE 

beobachtet. Eine Dimerbildung der Lipide bei ESI FT-ICR Messungen ist also 

offenbar abhängig von der eingesetzten Konzentration der Probenlösung und der 

Kopfgruppe der Substanzen. Eine Titration der Extrakte zur optimalen 

Konzentrationseinstellung für jede Lipidklasse konnte aufgrund der geringen 

Probenmenge und des sehr hohen Messaufwandes nicht durchgeführt werden. 

Jedoch wurden die Dimerintensitäten von PC und PE bei der Auswertung mit 

berechnet. 
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Abbildung 3.21: Dimerbildung von DOPC im positiven Ionenmodus. Gemessen wurden 

verschiedene Konzentrationen DOPC in der mobilen Phase A mittels offline ESI-FTMS. 

Gezeigt sind die absoluten Signalintensitäten der Monomere und Dimere. Eine Dimerbildung 

setzt bereits bei einer Konzentration von 0,5 pmol/µL ein. Gezeigt ist der Bereich bis zu einer 

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

 

3.5.4. Messgenauigkeiten und Massenauflösung 

 

Eine Analytik mittels FT-Massenspektrometrie zeichnet sich besonders durch das 

erreichbare hohe Auflösungsvermögen und die hohen Messgenauigkeiten aus. Bei 

der Analytik von heterogenen Mischungen tragen beide Faktoren zu einer eindeutigen 

und schnellen Identifizierung der gemessenen Substanzen bei. Die hohe Auflösung 
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der Spektren macht es möglich, bezüglich 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 Molekülmasse 

erlauben eine direkte Identifikation der einzelnen Spezies, die so ohne zeitaufwändige 

MS/MS-Experimente durchführbar ist.  

Die im Breitbandmodus (Massenbereich 200-2500 u) durchgeführten Messungen 

führten bei einer extern durchgeführten Kalibrierung im Allgemeinen zu 

Massengenauigkeiten im Bereich von < 5 ppm. Die Messgenauigkeiten für 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 übernommen werden. Das Spektrum wurde im 

Breitbandmodus bei einer Sampling-Rate von 512 k aufgenommen. Die größte 

Abweichung in der Massengenauigkeit zwischen kalkulierter und detektierter Masse 

zeigte DMPG mit 3,7 ppm. Diese Ionenspezies wies im Spektrum die höchste 

Intensität auf. Die Auflösung der Messungen lag im Massenbereich m/z < 1000 um 

40000, bei höheren m/z - Verhältnissen um 17000 (für GM1). 
 

Molekül 
Mgemessen 

[u] 

Mberechnet 

[u] 

∆M=Mberechnet

-Mgemessen [u] 

∆M/M 
[ppm] 

Auflösung 

 R=M/δM 

[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 

δM: Breite des Signals bei halbem Maximum 

 

Tabelle 3.2: Messgenauigkeiten für einzelne Substanzen einer offline ESI-FTMS 
Messung. Daten des Spektrums aus Abb.3.9a. Die Daten wurden direkt aus XMass 

übernommen. Die Massengenauigkeiten lagen zwischen 0,1 und 3,7 ppm. Die erreichten 

Auflösungen liegen zwischen 17000 für die höheren Massenbereiche und um 40000 für 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 überprüft, ob die hohe Messgenauigkeit auch während einer online-

Messung einer heterogenen biologischen Probe erhalten bleibt. In Tabelle 3.3 sind 

die Ergebnisse für einige ausgewählte 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 

Ionenmodus lagen die Massenabweichungen zwischen 0,25 und 4,2 ppm und waren 

somit im Mittel etwas höher als die Abweichungen der offline-Messungen in Tabelle 

3.2. Die Auflösung der Signale lag bei m/z  < 1000 um die 65000. Die Auflösung im 

Bereich m/z > 1000 liegt um 35000 (PC-Dimere, Daten nicht gezeigt). Auffallend ist 

dabei, dass die online-Messungen eine höhere Auflösung zeigten. Dies könnte durch 

eine geringfügig 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 Ionen in der Zelle im Gegensatz zu einer offline-Messung 

der Probe spielt im gezeigten Vergleich keine große Rolle, da in der offline-Messung 

eine wenig heterogene Lipidstandardmischung aus wenigen Spezies und ohne eine 

Kontamination verwendet wurde. Die Daten der Auflösung der Signale wurden aus 

XMass zum jeweiligen Zeitpunkt der höchsten Intensitäten übernommen. 

 

Molekül 
Mgemessen 

[u] 

Mberechnet 

[u] 

∆M=Mberechnet

-Mgemessen [u] 

∆M/M 
[ppm] 

Auflösung 

 R=M/δM* 

[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 

*δM: Breite des Signals bei halbem Maximum 

 

Tabelle 3.3: Messgenauigkeiten für einzelne Substanzen der online ESI-FTMS Messung 
einer DRM-Lipidextraktion nach LC-Vortrennung. Die Daten wurden aus Data Analysis 

übernommen. Die Massengenauigkeiten lagen zwischen 0,25 und 4,2 ppm. Die Auflösungen 

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. 
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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 Läufen eine Substanz über einen weitaus längeren Zeitraum 

detektiert. Während im ersteren Fall üblicherweise 50 Transiente zu einem Spektrum 

aufsummiert werden (ein Zeitraum von etwa 1 min bei den gängigen Flussraten), wird 

im letzteren Fall die Substanz über ihre gesamte Elutionszeit in entsprechend vielen 

Spektren erfasst. Die Elutionszeiten übertreffen im Allgemeinen die Zeitdauer von 

1 min (siehe Beispiel PI in Abb. 3.18a). Darüber hinaus sind durch die vielen 

unterschiedlichen Probenmoleküle sowie durch eventuelle Kontaminationen bei 

offline Messungen weitaus mehr Substanzen in der Quelle und Ionen in der ICR-Zelle 

als bei Messungen von vorgetrennten Proben. Dies wirkt sich, überschreiten die 

Konzentrationen einen bestimmten Schwellenwert, negativ auf die Messgenauigkeit 

des Gerätes und die Auflösung der Spektren aus. Zudem müssen die Daten der LC- 

Läufe über das Auswerteprogramm Data Analysis (DA) erhoben werden, welches im 

Erkennen des monoisotopischen Peaks teilweise geringfügig andere m/z-Werte als 

XMass liefert (Daten nicht gezeigt).  

 

3.5.4.1. Auflösung der Etherlipid-Signale 

 

Bei dem in Kapitel 1.2.4 vorgestellten Kendrick-Plot ist der kleinste auftretende 

Massenabstand der monoisotopischen Peaks verschiedener Phospholipidspezies 

∆m = 0,0365 u, dies entspricht einer Abweichung zwischen den Spezies von etwa 50 

ppm. Liegt anstatt eines Diacyl-Moleküls ein Alkyl-Acyl-Molekül vor, so verschiebt 

sich die Masse des Moleküls bei einer zusätzlichen CH2-Gruppe der Etherlipidspezies 

um diesen Wert (Abb. 3.22). Die hohe Massengenauigkeit der FTMS erlaubt eine 

klare Unterscheidung zwischen den Spezies. 

 
Abbildung 3.22: Massenverschiebungen der Etherlipide. Aufgrund der Etherbindung am 

C-1-Kohlenstoff des Glycerolrückgrates 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 

zusätzlichen CH2-Gruppe (m/z 720,5899) nachzuweisen. Die beiden Spezies können 

in diesem Massenbereich ab einer Auflösung von 22000 getrennt werden. Im 

verwendeten LC-System eluierten Diacyl- und die identifizierten Etherlipidspezies 

einer Lipidklasse gleichzeitig. Die Zuordnung anhand der exakten Molekülmassen 

verhinderte eine Verwechslung mit dem Isotopenpeak der zwei 13C-Atome 

enthaltenden Alkyl-Acyl-PC Spezies bei m/z 718,5749. Der zweite 13C–Isotopenpeak 

dieser Spezies und das Signal bei m/z 720,5899 konnten nicht aufgelöst 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 aufgeklärt werden. Etherlipide 

wurden in den Zellextrakten für PE und PC nachgewiesen. 
 

 
 
Abbildung 3.23: Aufgelöste Signale für 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 Ionenmodus. Die absolute 

Massendifferenz der zwei Spezies betrug 0,03652 u. Eine Verwechslung mit dem zweiten 
13C-Isotopenpeak der Spezies der monoisotopischen Masse bei 718,5749 m/z konnte 

ausgeschlossen werden. 

 

3.5.5. Absolute Nachweisgrenzen  

 

Unter der Berücksichtigung eines Signal-Rausch Verhältnisses von größer als 3 lagen 

die erreichbaren absoluten Nachweisgrenzen für Lipidstandards im unteren 
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Femtomol-Bereich. Durch die Optimierung der Spannungseinstellungen in der 

Ionenquelle (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 

Ionenmodus wurde durch eine capexit-Spannung von 140 V erhöht. Eine weitere 

Erhöhung der Spannung auf 200 V erbrachte keine signifikante weitere 

Verbesserung. Im positiven Modus ging die Nachweisempfindlichkeit nach einer 

Verbesserung bei 140 V bei einer Erhöhung der Spannung auf 200 V wieder zurück. 

Bei den Messungen der Zellextrakte wurde für eine sensitive Detektion eine capexit-

Spannung von 140 V gewählt. 
 

 
Abbildung 3.24: Messung des synthetischen Standards DOPE bei verschiedenen 
capexit-Spannungen. Angegeben ist das Signal zu Rausch-Verhältnis der Signale. Die 

verwendete DOPE-Konzentration betrug 250 fmol/µL in Chloroform/Methanol 80:20. 

Gemessen wurde mit capexit-Spannungen von 100, 140 und 200 Volt, links im negativen, 

rechts im positiven Ionenmodus. Die Nachweisempfindlichkeit wird in beiden Ionenmodi 

durch eine auf 140 V erhöhte capexit-Spannung verbessert.  

 

Für die Messungen an Lipidstandards wurde ebenfalls diese Einstellung verwendet. 

Da es sich bei TX-100 um ein stabiles Moleküle handelt, führt die Erhöhung der 

capexit-Spannung nicht zu einer Unterdrückung der TX-100 Kontaminationen der 

Probe. Allerdings verbessert sich die Detektion von unterrepräsentierten Spezies in 
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der Probe, da eine größere Anzahl an Lipidsignalen deutlich über ein Signal-Rausch 

Verhältnis von 3 kommen, das als Detektionsgrenze gewählt wurde. 

DMPG, DOPC, SM 18:1 sowie Ceramid 18:0 konnten in offline-Messungen bereits in 

einer Konzentration um 20 fmol/µL detektiert werden. Dies entspricht bei einer 

Flussrate an der ESI-Quelle von 2 µL/min und einer Messdauer von 30 s einer 

absoluten Menge von 20 fmol. Die Nachweisgrenzen für DOPE, DMPS und PI lagen 

um 40 fmol. Die zu den Glycolipiden gehörenden Cerebroside und GM1 liessen sich 

bei den durchgeführten Messungen ab einer absoluten Menge von 120 fmol nach-

weisen. Bei den LC-MS Läufen wurden unter allen verwendeten Lipiden DMPG und 

DOPC mit 60 fmol bzw. 45 fmol am sensitivsten nachgewiesen. PI, DOPE und SM 

können ab 100 fmol detektiert werden. Die höchsten Nachweisgrenzen (um 600 fmol) 

hatten DMPS, Ceramid 18:0 und GM1.  

 

3.5.6. Lineare Responsivität des Gerätes 

 

Für eine quantitative Auswertung bzw. einen relativen Vergleich der Häufigkeiten der 

einzelnen Lipidklassen und Spezies musste sichergestellt sein, dass sich die 

gemessenen Signalstärken linear zur Konzentration der gemessenen Substanzen 

verhielten. Um den dynamischen Bereich des Gerätes festzustellen, wurden Mess-

reihen mit verschiedenen Konzentrationen an synthetischen Standardlipiden 

durchgeführt. Abbildung 3.25 zeigt die Signalstärke aufgetragen gegen die 

Konzentration exemplarisch für Messungen von DMPG im negativen Ionenmodus. 

Die Responsivität verhielt sich über den gesamten gemessenen Konzentrations-

bereich von 0,031 pmol/µL bis 25 pmol/µL linear. Im positiven Ionenmodus wurde das 

Experiment mit PC durchgeführt. Dabei ergaben sich geringfügig schlechtere Werte 

als für PG im negativen Ionenmodus (Daten nicht gezeigt).   
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Abbildung 3.25: Dynamischer Bereich des FTMS im negativen Ionenmodus am Beispiel 
von synthetischem DMPG. Die Signalintensitäten verhalten sich über der 

Probenkonzentration über den gesamten gemessenen Konzentrationsbereich (0,031 bis 

25 µM) linear. Im gezeigten Ausschnitt links oben im Bild ist der Konzentrationsbereich bis 

1 µM detailliert dargestellt, da sich hier die verwendeten Konzentrationen der 

Standardsubstanzen bewegen. Der lineare Regressionskoeffizient (R2) ist mit angegeben. Als 

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

 

3.6. Quantifizierung 

 

Um Vergleiche zwischen Proben verschiedenen Ursprunges möglich zu machen und 

um insbesondere Änderungen zwischen gesunden und pathogenen Zuständen in der 

Lipidkomposition von Zellen z.B. in verschiedenen Stadien von Zellen oder 

Krankheiten zu erfassen, muss die Lipidanalytik verlässliche quantitative Daten 

liefern. Nach Erfassung des dynamischen Bereiches des FTMS, den erreichbaren 

Messgenauigkeiten und den optimierten Geräteeinstellungen (Beispiel capexit-

Spannungen), musste nun eine Methode gefunden werden, die es erlaubt, die 

Intensitäten der erhaltenden Massendaten aller Lipidklassen zu normieren. Für eine 

Quantifizierung der verschiedenen Lipide in biologischen Proben müssen 

verschiedene Punkte beachtet werden, die im Folgenden kurz aufgeführt werden. 
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Zunächst muss für 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 Zellzahläquivalent von 1x106 (siehe 

Kapitel 3.5.3). Zur Messung der jeweiligen Probe wurden immer die gleichen 

Volumina dieses - auf die Zellzahl eingestellten - Extraktes eingesetzt. Des Weiteren 

müssen für eine Quantifizierung die relativen Nachweisempfindlichkeiten der 

einzelnen Lipidklassen und –spezies beachtet werden, sowie die Änderung dieser in 

den durch den HPLC-Gradienten bedingten unterschiedlichen ESI-Spraylösungen. 

Bei den Messungen der Intensitäten der einzelnen Spezies müssen die Intensitäten 

der verschiedenen Quasimolekülionen (siehe 2.2.8) aufsummiert werden. Die 

erhaltenden Daten müssen abschließend gegenüber einem internen Standard 

normiert werden. Dies ist auch wichtig, um eventuelle Schwankungen in der 

Geräteperformance zu korrigieren. 

 

3.6.1. Relative Nachweisempfindlichkeiten der Lipidspezies 

 
3.6.1.1. Abhängigkeit der Nachweisempfindlichkeiten von den 

Fettsäurekettenlängen 

 

Der am stärksten zur Ionisationseffizienz beitragende Faktor für Lipide ist die 

jeweilige polare Kopfgruppe 128. Um zu untersuchen, ob und in welchem Ausmaß 

auch die Struktur der Fettsäureketten zur Ionisationseffizienz bzw. zur Detektion der 

einzelnen Lipide beiträgt, wurde eine äquiomolare Mischung verschiedener 

synthetischer PE Spezies untersucht. Die eingesetzten Substanzen variierten in der 

Länge ihrer Fettsäurereste und in ihrem Sättigungsgrad (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-

Fettsäureresten lieferte Signale mit geringeren Intensitäten. Es kann also davon 

ausgegangen werden, dass innerhalb einer Lipidklasse Spezies mit einer unter-

schiedlichen Bruttofettsäurekomposition, die im Bereich der natürlich vorkommenden 

Längen liegt, gleich gut ionisiert und nachgewiesen werden.  



ERGEBNISSE 

 117

 
 
Abbildung 3.26: Nachweis verschiedener PE-Spezies. Die extrem kurzkettige und 

natürlicherweise nicht vorkommende 12:0 Spezies zeigte eine leicht verminderte 

Nachweisempfindlichkeit, PE 20:0 sowie die auch natürlich vorkommenden Spezies PE 32:0 

und PE 36:2 zeigten in der Nachweisempfindlichkeit keine Unterschiede. Die verwendete 

Spraylösung war die mobile Phase A, dargestellt sind die Ergebnisse der Messungen im 

negativen Ionenmodus. Die Konzentration der Proben betrug 1, 3 und 5 pmol/µL.  

 

3.6.1.2. Abhängigkeit der Nachweisempfindlichkeiten von den Kopfgruppen 
und von der ESI-Spraylösung 

 

Wie im vorigen Kapitel gezeigt, ist die Nachweisempfindlichkeit eines Lipids 

weitestgehend unabhängig von der Komposition der Fettsäurereste. Im Folgenden 

wurde nun der Einfluss der unterschiedlichen polaren Kopfgruppen auf den Nachweis 

der einzelnen Klassen untersucht. Die Nachweisempfindlichkeiten der 

Probensubstanzen richten sich primär nach der Effizienz der Ionisation der 

Substanzen in der Quelle. Diese ist durch die physikochemischen Eigenschaften des 

Analytmoleküls bestimmt und kann durch das verwendete Lösungsmittelgemisch, 

bzw. darin enthaltende Zusätze, beeinflusst werden. Um die verschiedenen 

Lipidklassen untereinander quantitativ zu vergleichen, müssen ihre relativen 

Nachweisempfindlichkeiten in den Lösungsmittelverhältnissen bestimmt werden, die 

zum Zeitpunkt ihrer Elution herrschen, und entsprechende Korrekturfaktoren ermittelt 

werden.  
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Zunächst wurde ein äquimolarer Lipidmix unter gleichbleibenden Bedingungen in 

verschiedenen Lösungsmittelsystemen erfasst. Verwendet wurden dabei ein für den 

jeweiligen Ionenmodus in den Zusätzen angepasstes Lösungsmittelsystem und eine 

Chloroform/Methanol-Mischung ohne Zusätze. Für die Messungen im negativen 

Ionenmodus wurde ein Chloroform/Methanol Gemisch mit 0,3% Ammoniaklösung 28-

30%  versetzt, um eine optimale Deprotonierung der Analyte zu gewährleisten. Dabei 

zeigte PG in der Spraylösung mit Ammoniakzusatz die stärksten Signalintensitäten, 

gefolgt von PI, PE und PS. Die Spraylösung ohne Zusätze führte zu einer 

absteigenden Intensitätsstärke von PG über PI, PS und PE (Abb. 3.27). Der Zusatz 

von Ammoniak wirkte sich also positiv auf die Detektion von PE und PI aus. 

Für die Messungen im positiven Ionenmodus wurde ein Chloroform/Methanol-

Gemisch mit 2% Essigsäure versetzt, um die Protonierung der Analyte zu 

unterstützen. Weitere Versuche erfolgten mit einer Spraylösung ohne Zusätze. Dabei 

zeigte in beiden Spraylösungen PC die stärksten Signalintensitäten, gefolgt von PE 

und SM (Abb. 3.27). Während sich die relative Nachweisempfindlichkeit von PC zu 

SM im Vergleich der beiden Spraylösungen kaum änderte, wurde PE im Spray ohne 

Zusätze in Relation zu PC schlechter detektiert.   
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Abbildung 3.27: Vergleich der relativen Intensitäten verschiedener synthetischer 
Lipidstandards in unterschiedlichen Spraylösungen. Im a) negativen Ionenmodus werden 

beispielhaft die Messungen der Substanzen DMPG, DOPE, DMPS und PI in 

Chloroform/Methanol 50:50 (v/v) + 0,3% Ammoniaklösung 28-30% und Chloroform/Methanol 

4:1 (v/v) gezeigt. Im b) positiven Ionenmodus werden die Signale von DOPC, DOPE und SM 

18:0 in Chloroform/Methanol/Essigsäure 49:49:2 (v/v/v) und in Chloroform/Methanol 4:1 (v/v) 

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

 

Wie oben gezeigt, änderten sich die relativen Nachweisempfindlichkeiten der 

verschiedenen Lipidklassen mit der Wahl des Lösungsmittels, 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-Spraylösung bereits determiniert, sie bestand dann aus der mobilen 

Phase des LC-Laufes. Durch den angelegten Gradienten änderte sich die 

Spraylösung über die Dauer des Laufes. Um einen Vergleich zwischen den einzelnen 

Lipidklassen zu erreichen, wurden Lipidstandards in dem Lösungsmittelgemisch 

analysiert, welches ihren Retentionszeiten in der LC entsprach. Aus diesen 

Experimenten wurden die Korrekturfaktoren für die Vergleichbarkeit der 

verschiedenen Lipidklassen in den durchgeführten LC-MS Läufen der Zellextrakte 

erstellt (Tab. 3.4). Bei der Faktorberechnung mussten außerdem die 

unterschiedlichen Nachweisintensitäten von PE in den verschiedenen 

Lösungsmittelsystemen mit beachtet werden, da PE als interner Standard genutzt 

wurde (siehe Kapitel 3.6.2).  

 
Lösungsmittelsystem 

 
CHCl3/CH3OH/NH3 28-30% 

eluierende Lipidklasse 
und Ionenmodus 

Faktor relativ zu 
PE 

Faktor PE im jeweiligen 
Lösungsmittelsystem 

 
Ermittelter Faktoren zur 

Normierung auf PE 
 

 neg pos  pos/neg neg pos 

86/13/1 Ceramid # 2,25 # 0,79 Cer: 1,78 # 

78/21/1 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 PI:    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 ändernden mobilen Phase der LC auf die 
Nachweisempfindlichkeiten der verschiedenen Lipidstandards. Als Referenzsubstanz 

diente PE. Die Faktoren errechnen sich aus den jeweils relativen Nachweisintensitäten der 

verschiedenen Lipidklassen in den entsprechenden Lösungsmittelsystemen zur Elutionszeit 

der jeweiligen Substanz. Mit eingerechnet ist der Faktor, der die in verschiedenen 

Lösungsmittelsystemen unterschiedliche Responsivität von PE selbst beachtet.  

 

3.6.2. Interner Standard 

 

Mit Hilfe der relativen Nachweisempfindlichkeiten des eingesetzten internen 

Standards gegenüber anderen Lipidklassen können nun Aussagen über die relative 

Verteilung von Lipiden unterschiedlicher Klassen und Spezies in einer Probe gemacht 

werden. Als interner Standard wurde PE 20:0 gewählt, der in beiden Ionenmodi 

detektierbar ist. Die gemessenen Intensitäten des Standards wurden sowohl im 
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negativen als auch im positiven Ionenmodus dafür genutzt, die einzelnen Spektren zu 

normieren. Er kommt als sehr kurzkettige Substanz in Isolaten aus natürlichen 

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 Fettsäurekettenlängen 

in gleichen Intensitäten 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 zellulären Proben 

berücksichtigt. Die Normierung erfolgte über die am stärksten auftretenden Signale 

einer Klasse. Da Spezies mit geringer Intensität durch den erhöhten Untergrund des 

gemittelten Gesamtspektrums darin nicht sicher zu detektieren waren, wurden die 

Bereiche, in denen die einzelnen Lipidklassen eluierten, zusätzlich einzeln 

aufsummiert, um eine detailliertere Analytik durchführen zu können. Durch die in 

Kapitel 3.6.1 ermittelten Korrekturfaktoren war es nun möglich, die Daten quantitativ 

auszuwerten. Die Auswertung ist in Abbildung 3.28 als Flussdiagramm dargestellt. 
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Abbildung 3.28: Schema der Auswertung der einzelnen Läufe zur Erhebung der 
quantitativen Daten. Die einzelnden, hintereinander ausgeführten Schritte der 

Datenprozessierung sind aufgeführt. Als Resultat konnen die Daten unterschiedlicher Proben 

direkt verglichen werden. 

 

3.7. Lipidanalytik der zellulären 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 zunächst 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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Anschließend werden die Daten aller durchgeführten Messungen in Tabellen 

dargestellt. Es handelt sich dabei um erste Ergebnisse, die zur Absicherung weiter 

verifiziert werden sollten. 

 

3.7.1. LC-MS Läufe der Extrakte 

 

In Abbildung 3.29 ist der Totalionenstrom mit dazugehörigem 2D-Plot eines LC-MS 

Laufes extrahierter Lipide einer DRM-Dichtegradientenfraktion im negativen 

Ionenmodus dargestellt. Die Spektren wurden im Breitbandmodus von m/z 200 bis 

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.  
 

 
 

Abbildung 3.29: TIC und 2D-Plot des LC-MS Laufes eines DRM-Lipidextraktes im 
negativen Ionenmodus. PG, PE, PI 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 

Einzelspektren detektiert werden. Die typischen Muster der verschiedenen 

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

Ionenmodus 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 

Fettsäurekettenkompositionen innerhalb einer Lipidklasse in der Aufsicht zu sehen. 

Abbildung 3.30 zeigt die Einzelspektren für zwei Elutionszeiten.  

 
 
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 Ionenmodus 

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 für PI 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 Ionenmodus dargestellt. Im positiven Ionenmodus 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 Intensitäten 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.  

 

 
 

Abbildung 3.31: TIC und 2D Plot des LC-MS Laufes eines DRM-Lipidextraktes im 
positiven Ionenmodus. TX-100 wurde sehr sensitiv detektiert und eluierte über 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 DRM-Lipidextraktion. 
Spektrum zum Zeitpunkt 31,1 min. PC war im positiven Ionenmodus 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 

Ionenmodus nachgewiesenen Lipiden PC und PE durchgeführt. 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 über einen langen Zeitraum und somit eventuell zumindest zum Teil 

zusammen mit PC. Um die Zuordnung zu verifizieren und eine Verwechslung 

einzelner Spezies auszuschließen, wurden MS/MS-Experimente mittels SORI-CID 

durchgeführt. Für 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-Gerätekonfiguration war es nicht möglich, 

MS/MS-Experimente direkt während eines LC-MS Laufes durchzuführen. Das 

Sammeln der Fraktionen über die jeweiligen Elutionszeiten wurde dabei über das MS 

kontrolliert. Abbildung 3.33 zeigt beispielhaft ein MS/MS Experiment im positiven 

Ionenmodus der Molekülspezies bei m/z 760,5434. Die relativ große 

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 µL) wurde die Analyse mittels Nano-ESI durchgeführt. Nach der erfolgreichen 

SWIFT-Isolation der Molekülspezies und der nachfolgenden Einleitung des 

Stoßgases (Anregung 37 dB, Anregungszeit 50 ms) war das für PC typische 

Cholinphosphatfragment bei m/z 184,072 nachzuweisen. MS/MS-Experimente 

weiterer parent ions führten zu gleichen Ergebnissen. PE und PC wurden durch die 

HPLC also vollständig getrennt, ohne dass einzelne Spezies sich überschnitten.   

 

 
 
Abbildung 3.33: SORI-CID-Fragmentierungsspektrum der Molekülspezies bei m/z 760. 
Das per SWIFT isolierte Signal konnte im positiven Ionenmodus der PE Spezies 37:1 [M+H]+ 

oder der PC Spezies 34:1 [M+H]+ zugeordnet werden. Die Intensität des parent ion ging nach 

Einlass des Stoßgases deutlich zurück. Das charakteristische Fragment für 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 Identifizierung erfolgte durch PeakID. Der 

maximal zugelassene Fehler zur Identifikation der Spezies lag bei 10 ppm, wobei die 

meisten der detektierten Substanzen einen Fehler unter 4 ppm aufwiesen.  

 

 
 
Abbildung 3.34: Verteilung der einzelnen Bruttofettsäurekompositionen von PI, PC und 
SM einer DRM-Lipidextraktion. Die einzelnen Werte sind in Tabelle 3.5. dargestellt. 
Normiert wurde jeweils auf PI 34:1, PC 34:1 und SM 16:0. Die Standardabweichung von drei 

Messungen ist mit angegeben.  
 

Die Daten zeigen die relativen Intensitäten 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 späteren Auswertung 

zu PE 20:0 in Relation gesetzt wurde. Es handelte sich dabei um einen oder den 
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dominanten Massenpeak der Fraktion, um ihn zur weiteren Auswertung in den über 

den gesamten Lauf gemittelten Daten mit PE 20:0 in Relation setzen zu können 

(siehe Kapitel 3.6.3). Die Standardabweichungen lagen im negativen Ionenmodus 

meist unter zwei, teilweise etwas höher bis zu 5% Abweichung. Im positiven 

Ionenmodus waren die Abweichungen insgesamt höher, sie lagen bei SM 

durchschnittlich knapp unter und für PC knapp über 10%. Ausreißer 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. 

 
PI 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 Bruttofettsäurekompositionen von PI, PC und SM 
einer DRM-Lipidextraktion. Werte zu Abbildung 3.34. Validierung der Analytik anhand von 

repräsentativen Beispielen für PI im negativen Ionenmodus und PC und SM im positiven 

Ionenmodus. Dargestellt sind die Daten dreier gemittelter LC-Läufe 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 unabhängiger Isolationen zusammengefasst.  

Die relativen Peakintensitäten innerhalb einer Lipidklasse wurden wie in Kapitel 3.7.3. 

ermittelt. Anschließend wurden die Korrekturfaktoren für die Intensität eines der 

Hauptpeaks zur Referenzsubstanz PE 20:0 und die Korrekturfaktoren für die relativen 

Nachweisempfindlichkeiten der einzelnen Lipidklassen angewandt. Die Daten wurden 

über 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 

Gesamtintensität der Dimere auf die Monomerintensitäten anteilig aufgerechnet. 

Zusammenfassend konnten in den DRM Extrakten eine Anzahl von 118 sich in 

Kopfgruppe, Bruttofettsäurekomposition oder Fettsäureverknüpfung 

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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Tabelle 3.6: Auf PE 20:0 normierte Daten der Glycerophospholipide der DRM-
Dichtegradientenfraktionen. Die Extrakte stammten aus unstimulierten bzw. mit LPS 

stimulierten TLR4/MD2-transfizierten HEK-Zellen. Die Standardabweichung gibt den Fehler 

dreier unabhängiger Extraktionen an.  
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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

gesättigt

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 ungesättigt

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  
 

Tabelle 3.7: Gehalt an Sphingomyelin und Ceramiden in den DRM-Extrakten. 
Gegenübergestellt 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 über drei unabhängige Messungen gemittelt.  

 

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 PI PG PS PE pPE PC pPC
Fettsäuren (brutto)

gesättigt
28:0 7,68 +/- 5,97
30:0 65,89 +/- 8,59
32:0 0,60 +/- 0,02

Summe gesättigt 0,00 0,60 0 0 0 73,57 0

einfach ungesättigt

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 ungesättigt 43,83 14,80 7,61 22,45 0 501,49 0

mehrfach ungesättigt

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 ungesättigt 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

gesättigt

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 ungesättigt

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, Bruttofettsäurekomposition und Bindungsart der Fettsäurereste 

identifiziert werden. 

 

3.7.6. Vergleich der in den zellulären Extrakten detektierten 
Lipidspezies 

 

3.7.6.1. Vergleich der Sättigungsgrade der detektierten Spezies  

 

Zum Vergleich der Sättigung der Fettsäureketten 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 entnommenen Proben 4%, in den Extrakten aus unstimulierten Zellen 7% und 

im Gesamtlipid 14% Spezies mit vollständig gesättigten Fettsäureresten beobachtet 

werden. Bei den einfach ungesättigten 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 ungesättigten Fettsäure 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 höchsten Anteil an mehrfach ungesättigten 

Fettsäuren. Insgesamt wurde in den DRM-Extrakten ein verminderter Anteil an 

komplett gesättigten Fettsäureresten gegenüber dem Lipidgesamtextrakt 

nachgewiesen. Während der Anteil an mehrfach ungesättigten Fettsäureresten im 

Gesamtextrakt und den DRM-Extrakten unstimulierter Zellen gleich war, nahm er in 

DRM-Extrakten aus LPS-stimulierten Zellen zu.  

 

 
 

Abbildung 3.35: Prozentuale Anteile der verschiedenen Sättigungsgrade 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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Für PC konnten drei Spezies mit vollständig gesättigten Fettsäureresten detektiert 

werden. Dies war bei PI und PG nur bei jeweils einer Spezies der stimulierten DRM-

Extrakte der Fall. Komplett gesättigte Spezies konnten für PE und PS nicht detektiert 

werden (Tab. 3.6.). Die bei den Glycerophospholipiden in beiden Proben am 

häufigsten vertretenden Spezies waren die Bruttofettsäurekompositionen 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 PI anteilig weitaus 

stärker als bei den anderen Glycerophospholipidklassen vertreten. PI zeigte die 

Tendenz zu längeren Fettsäureketten und wies den größten Anteil an mehrfach 

ungesättigten Fettsäureresten im Vergleich zu den übrigen 

Glycerophospholipidklassen auf. PI zeigte zudem den höchsten Grad an 

Heterogenität bezüglich der Bruttofettsäurekomposition. Die Fettsäuren der PE-

Etherlipidspezies waren in allen Extrakten in ihrer Bruttokomposition mehrfach 

ungesättigt, während bei den Diacyl-Spezies auch einfach gesättigte Verteilungen 

auftraten. PC-Etherlipidspezies wiesen vollständig gesättigte, einfach ungesättigte 

und mehrfach ungesättigte Fettsäurekompositionen auf. Bei PC war auffällig, dass 

nach einer LPS-Stimulation der Zellen die Spezies dieser Klasse insgesamt kürzere 

Fettsäurekettenlängen aufwiesen als vor einer Stimulation (Tab. 3.6., PC 36:2 und 

38:2, gerechnet auf die Gesamtsumme PC). Den größten Anteil an vollständig 

gesättigten Spezies stellte SM mit der Spezies 16:0. Auffallend war hier, dass die 

langkettige Spezies SM 24:0  wie auch die einfach ungesättigte, langkettige Spezies 

24:1 erst in den DRM-Proben der stimulierten Zellen auftraten.  

Die auffälligste Änderung zwischen den stimulierten und den unstimulierten DRM-

Proben war die Änderung des Ceramidgehaltes. Dieser änderte sich nicht nur 

absolut, sondern auch qualitativ. War vor einer Stimulation der Zellen lediglich die 

Spezies mit einer 16:0 Fettsäurekette zu finden, so stieg nach einer Stimulation durch 

LPS die Anzahl der identifizierten Spezies auf fünf an. Alle in diesen Proben neu 

hinzugekommenen Spezies besaßen eine längere und bis auf 24 Kohlenstoffatome 

ansteigende Fettsäurekette (Abb.3.36).     
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Abbildung 3.36: Änderung 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 Heterogenität und die Menge der Ceramidspezies in den 

Proben an. Die Intensitäten 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. Für die Ceramide 

konnte jeweils nur ein sehr geringer Anteil nachgewiesen werden, während der Anteil 

von SM insgesamt relativ hoch war. Die Ceramide waren in den DRM unstimulierter 

Zellen sowie im Gesamtlipidextrakt gegenüber den nach Stimulation isolierten DRM-

Extrakten leicht erhöht. 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 Hälfte als in den unstimulierten DRM-Extrakten 

(Tabelle 3.10).   

 

 
 

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 

Intensitäten 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 Intensitäten 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 größte 

Auffälligkeit der Anstieg des Anteils von PI (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 geringfügige Unterschiede und waren gegenüber 

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

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 Ladungszuständen eine sehr heterogene Lipidklasse. Ihre 

physikochemischen Eigenschaften differieren nicht nur innerhalb ihrer 

Substanzklasse, sondern unterscheiden sich auch gegenüber 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 

überwiegend um Cerebroside, also um relativ einfache Moleküle 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 

möglich, bezüglich dieser Substanzen eine quantitative Aussage zu treffen, da das 

verwendete Extraktionssystem für diese Anwendung nicht optimiert wurde. Ein 

weiteres Problem ergibt sich bei der HPLC-Auftrennung der Substanzen. Durch die 

sehr unterschiedlichen Polaritäten der einzelnen Spezies aufgrund der verschiedenen 

zuckerhaltigen Kopfgruppen wurden Standardsubstanzen im verwendeten 

Normalphasensystem gut aufgetrennt, hatten jedoch in sich sehr unterschiedliche 

Retentionszeiten. Eine Quantifizierung würde so zusätzlich erschwert. 

Zusammenfassend muss die Methodik für eine aussagekräftige 

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 durchgeführten 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 

könnte die Zugabe des internen Standards vor der durchgeführten Lipidextraktion 

schaffen. Allerdings ist dann die letztendlich massenspektrometrisch detektierte 

Menge des internen Standards nicht mehr absolut bekannt und die 

Geräteperformance kann nicht überwacht 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. 
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4. Diskussion 
 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode entwickelt, die es ermöglicht, die 

detaillierte Lipidzusammensetzung zellulärer Membranen und 

Membranmikrodomänen zu erfassen und zu quantifizieren. Für die Analytik solch 

geringer Mengen eines sehr heterogenen Lipidgemisches wurde die hochauflösende 

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 Membranmikrodomänen aus TLR4/MD2-transfizierten 

HEK-Zellen wurden vier verschiedene Extraktionsmethoden angewandt und die 

erhaltenden Extrakte zunächst biochemisch charakterisiert. Die in der Literatur 

beschriebenen Markermoleküle für Membranmikrodomänen (GM1, Flotillin-2) wurden 

lediglich in den mit Triton X-100 isolierten Fraktionen nachgewiesen. Da das Dtergens 

die massenspektrometrische Analyse jedoch erheblich stört, erwies sich eine 

Vortrennung der Extrakte und damit die Abtrennung von TX-100 von den 

Membranlipiden durch HPLC als unabdingbar. Für die Etablierung der Methode 

wurde mit einer schnell anziehbaren Zellinie gearbeitet, um das zur Präparation 

notwendige Material jederzeit verfügbar zu haben. Die verwendeten Probenmengen 

(106 Zellen pro Ansatz) und Isolationsverfahren wurden jedoch so gewählt, dass die 

Analytik in gleicher Weise auch an Extrakten aus den für immunologische 

Fragestellungen wichtigen Primärzellen durchgeführt werden kann.  

 

4.1. Isolation zellulärer Membranmikrodomänen 

 

Als Beispiel wurden Membranmikrodomänen, die sogenannten lipid rafts, untersucht. 

Membranmikrodomänen werden unterschiedliche Funktionen in zellulären Systemen 

zugesprochen und sind im Fokus vieler Forschungsfelder 197,198,48. Eine Kenntnis ihrer 

genauen Lipidzusammensetzung könnte helfen, die Dynamik und Funktion dieser 

Strukturen in Zellen besser zu verstehen. 

Die Domänen wurden mit Hilfe von Detergentien als Detergens-resistente 

Membranen (DRM) sowie mittels detergensfreier Methoden isoliert. Die 

detergenzfreie Isolationsmethode 4 schien sich zunächst als Methode der Wahl 
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anzubieten, da an Extrakten dieser Methode bereits massenspektrometrische Daten 

über die Lipidkomposition von Membrandomänen veröffentlicht wurden 199. Die 

Schwierigkeiten der Durchführung der Methode bestanden zum einen in der genauen 

Dosierung der zugeführten 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 Domänen nach dieser Methode konnten die 

beschriebenen Extraktionsergebnisse nicht reproduzieren. Vor allem ließen sich die 

untersuchten Markermolküle zur Identifizierung der Domänen nicht in den erwarteten 

Fraktionen des Dichtegradienten angereichert nachweisen. Kurz nach diesen 

experimentellen Befunden wurde die Methode von den Autoren aus oben genannten 

Gründen zurückgezogen 195. Auch eine in diesem Zuge alternativ vorgestellte 

Extraktionsmethode, deren Fraktionen ebenso bereits für massenspektrometrische 

Analysen verwendet wurden 200, ließ sich nicht reproduzieren. 

Lediglich die durchgeführten Versuche mittels 1% TX-100 im Lysepuffer 

(Isolationsmethode 1) zeigten eine klare und reproduzierbare Anreicherung von 

Markermolekülen in den Bereichen geringer Dichte des Gradienten wie in der 

Literatur beschrieben 201,104,105,106,107. Die Analytik dieser Proben ist daher besonders 

anspruchsvoll, da sie einen hohen Anteil an Triton X-100 enthalten. 

Zur weiteren Charakterisierung und zur Überprüfung der parallelen Durchführbarkeit 

einer massenspektrometrischen Proteinanalyse der Proben wurde der Proteingehalt 

der mit Hilfe der Isolationsmethode 1 gewonnenen Fraktionen untersucht. Das 1D Gel 

zeigte ähnliche Muster wie in der Literatur beschrieben, wobei der Proteingehalt zum 

Sediment hin zunimmt und in den DRM-Bereichen einige Proteinbanden angereichert 

sind 202. Die genaue Analyse der dominantesten Spots einer 2D-Auftrennung durch 

peptide mass fingerprinting führte zu einer sicheren Identifizierung der 

Hitzeschockproteine 60 und 70, Aktin und einer Malatdehydrogenase in den DRM-

Fraktionen. Dabei gilt Aktin als in Domänen angereichert 203,204 und ist ein Indiz für die 

Assoziation der Membrandomänen mit dem Cytoskelett 205. Einige 

Hitzeschockproteine (HSP) werden als domänenassoziiert beschrieben 206,82. Dazu 

gehört auch das HSP 70 207, das sich nach einer Stimulation durch LPS mit TLR4 in 

den rigiden Membranbereichen kolokalisiert 208,92. 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 Domänen demnach nicht erfolgen sollte. Die 

durch die Transfektion erreichte Überexpression des TLR4 in den Zellen könnte sich 

jedoch auf die Proteinverteilung innerhalb der Zellmembran auswirken und von 

Untersuchungen an Primärzellen abweichende Ergebnisse liefern. HSP 70 wird 

außerdem als intrazellulär lokalisiert beschrieben und bindet nach Zerstörung der 

Zelle von außen z.B. an die Plasmamembrandomänen von Makrophagen 209. Die 

Anwesenheit von HSP 70 in den DRM-Extrakten könnte daher auch ein Hinweis auf 

eine Verschleppung der cytosolischen Fraktion nach der ersten Ultrazentrifugation 

sein. Die Untersuchung der DRMs bezieht sich bei der gewählten Isolationsmethode 

nicht nur auf die durch Triton nicht lösbaren Membranbereiche der Plasmamembran. 

Vor der Tritoninkubation der Zellen wird lediglich der Kern vom Rest des Zellmaterials 

abgetrennt. Es ist daher durchaus denkbar, dass auch Domänen anderer Organellen 

isoliert werden. Das Vorhandensein von Membanmikrodomänen wurde außer für 

Plasmamembranen auch für Membranen des Golgi-Apparates gezeigt 210. Auch für 

die Mitochondrienmembranen sind Membranmikrodomänen beschrieben 211,212. HSP 

60 ist ein in der Matrix der Mitochondrien lokalisiertes Protein 213. Ist es, wie vermutet, 

auch am Transport von Proteinen über die innere Mitochiondrienmembran beteiligt 
214, könnte die Anwesenheit des Proteins in den untersuchten Extrakten ein weiterer 

Hinweis auf die Domänenbildung in den Mitochondrienmembranen sein. 

Malatdehydrogenasen sind ebenfalls in Mitochondrien lokalisiert, kommen allerdings 

auch als lösliches Protein im Cytoplasma vor 215,216. Daher kann die Anwesenheit des 

Proteins in den Extrakten auch auf eine wie oben beschriebene Verschleppung 

hindeuten. Genauere Analysen müssten an Domänenextraktionen aus zuvor 

isolierten, reinen Plasmamembranen erfolgen. Es sollte aber auch erwähnt werden, 

dass es bei einer subzellulären 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 Markermoleküle mit 

immunchemischen Methoden weitere Proteine massenspektrometrisch identifiziert 

werden konnten, die in den mittels 1%iger TX-100-Lösung 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 

zellulären Extrakten isoliert werden. Eine effiziente und reproduzierbare 

Lipidextraktion ist gerade für eine quantitative Lipidanalytik unerlässlich und birgt eine 

hohe Anfälligkeit für Fehler.   

Die für viele Anwendungen standardmäßig genutzte Lipidextraktion nach Bligh und 

Dyer konnte für die Extraktion von allen Glycerophospholipiden, Sphingomyelin und 

Ceramid erfolgreich verwendet werden, da die Intensitäten von Lipidstandards relativ 

zueinander erhalten blieben. Um eine quantitativ möglichst vollständige Extraktion der 

Substanzen zu erreichen, wurde jede Extraktion dreimal durchgeführt und die 

erhaltenden organischen Phasen zusammengefasst. Weitere Waschschritte erhöhten 

die Effizienz der Extraktion nicht.  

Die eher polaren Glykosphingolipide gingen zum großen Teil bei der Extraktion in die 

wässrige Phase über. Dort konnten sie aufgrund der hohen Saccharosekonzentration 

durch den Dichtegradienten nicht direkt nachgewiesen werden. Eine Dialyse der 

wässrigen Phase über mehrere Tage führte nicht zu einer Abtrennung der 

Saccharose. Auch die mäßig polaren Cerebroside konnten in den Extrakten nicht 

identifiziert werden. Da sie zumindest teilweise in die organische Phase übergehen, 

sind sie in den Extrakten wahrscheinlich auch nur sehr gering vertreten und daher 

schwer nachzuweisen. Eine quantitative Auswertung der Daten wäre außerdem so 

nicht möglich. Für die Extraktion von Glycosphingolipiden muss die Methode speziell 

angepasst werden, z.B. durch die Verwendung einer Festphasenextraktion 217. Auch 

könnten neueste Verfahren wie die sehr sensitive Messung mittels orthogonaler IR-

MALDI 218,219 und der Ionisation und Desorption der Moleküle direkt von 

Dünnschichtchromatographie-Platten durchgeführt werden.  

Bei der Lipidextraktion sammelten sich Detergens (TX-100)- und Lipidmoleküle in der 

organischen Phase. Sie konnten jedoch aufgrund ihrer sehr ähnlichen 

physikochemischen Eigenschaften nicht voneinander getrennt werden. Eine 

Trennung durch Dialyse ist aufgrund der niedrigen cmc nicht möglich: 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 220. Da 
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die in dieser Arbeit untersuchten Lipide allerdings ebenso an die hydrophobe 

Oberfläche des Adsorbents binden und somit ein nicht kontrollierbarer Verlust der 

Probe erfolgen würde, war diese Methode, wie sich zeigte, für die untersuchten 

Proben nicht geeignet. Der Einsatz von spaltbaren Detergentien ist für 

massenspektrometrische Analysen denkbar 221,222, müsste jedoch für die 

Domänenaufreinigung 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 

ermöglicht wurde (siehe oben). Lediglich die Quantifizierung der Ceramide, die mit 

TX-100 im verwendeten HPLC-System koeluieren, könnte durch TX-100 beeinflusst 

worden sein. Hier ist bei einer Separation der Substanzen ein größerer Anteil an 

Ceramiden zu erwarten.  

 

4.3. Lipidanalytik  

 

4.3.1. Lipidanalytik mittels ESI-FTMS  

 

FTMS zeichnet sich durch ihre hohe Massenauflösung und Genauigkeit aus. Diese 

Eigenschaften ermöglichen zuverlässige Identifikationen der meisten Lipide auch in 

sehr heterogenen Mischungen 137. 

Die hohen Auflösungen erlaubten selbst die Unterscheidung von Diacyl- und 

Etherlipidspezies. Dadurch ist eine Analytik schnell durchführbar und liefert sehr 

genaue Ergebnisse. Lediglich die isomeren (exakt massengleichen) PE- und PC-

Spezies müssen zusätzlich einer MS/MS-Analyse unterzogen werden 147. Eine 

Differenzierung zwischen dem zwei 13C-Isotope enthaltenden Spezies und der 

monoisotopischen, einfach höher gesättigten Spezies konnte in den durchgeführten 

Messungen im Breitbandmodus nicht erreicht werden. Erst ab einem 

Auflösungsvermögen um 90000 können solche Signale auseinander gehalten 

werden. Zwar sind solche Auflösungen im Hochauflösungsmodus des FTMS leicht zu 

erreichen, jedoch müsste der dafür gemessene Massenbereich stark eingeschränkt 

werden 157. 



DISKUSSION 

 147

Mit Hilfe der FTMS konnten Nachweisgrenze für Lipidstandards von <20 fmol erreicht 

werden, die deutlich besser sind als für andere in der Literatur beschriebenen MS-

Verfahren (im pmol-Bereich) für ESI Triple-Quadrupol-Geräte 132,223,224.  

Detergentien stören eine massenspektrometrische Analyse erheblich 159, ließen sich 

aber für die Isolation der in dieser Arbeit untersuchten Membranmikrodomänen nicht 

vermeiden. Die Signale des TX-100 dominieren die Spektren nicht nur aufgrund ihres 

hohen Anteils in der Probe, sondern auch durch ihre leichte Ionisierbarkeit. Durch die 

hohen Ionenkonzentrationen in der ESI-Quelle kommt es so zu einer 

Ionensuppression, d.h. die Ionisation der eigentlich zu untersuchenden Lipidmoleküle 

wird empfindlich gestört. Des Weiteren führen hohe Ionenkonzentrationen in der ICR-

Zelle zu einer Verschlechterung der Auflösung, zu einer geringeren Messgenauigkeit 

und zum Verlust der linearen Responsivität der Detektion. Um die 

massenspektrometrische Analyse mittels ESI nicht zu beeinträchtigen, sollte die 

Detergenskonzentration in der Probe für TX-100 0,05% nicht übersteigen 160. 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 Moleküle 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 Identifizierung der großen 

Datenmengen konnte über das innerhalb dieser Arbeit entwickelte 

Auswerteprogramm PeakID {Hübner, G., in Vorbereitung} automatisiert und somit 

erheblich beschleunigt werden. 

Freies Cholesterol dagegen ist mittels ESI-MS aufgrund der geringen 

Ionisationseffizienz erst nach einer Derivatisierung, wie beispielsweise einer 

Sulfatierung oder Acetylierung, sensitiv nachweisbar 254,164. 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 durchgeführten fluoreszenzbasierten Messung ergaben 

annähernd gleiche Werte 225. Komplexe Glycolipide konnten aus oben dargestellten 

Gründen 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 zusätzlich die komplexen 

Lipidextraktionen vorzutrennen, wurden die Probenextrakte vor der 

massenspektrometrischen Analyse über eine HPLC getrennt.  

Es konnte gezeigt werden, dass mit dem verwendeten HPLC-System das Triton X-

100 erfolgreich von den Lipidmolekülen abgetrennt wurde. 

Das System wurde außerdem dazu genutzt, die in der Probe enthaltenden Lipide 

nach ihren polaren Kopfgruppen aufzutrennen. Zwar schließt die Hochauflösung des 

zur Detektion verwendeten FTMS unter der Verwendung beider Ionenmodi eine 

Verwechselung der verschiedenen Spezies aus, allerdings führt die Vortrennung der 

komplexen Lipidextraktionen nach den enthaltenden Lipidklassen ebenso wie die TX-

100 Abtrennung zu einer Reduzierung der Ionenzahl in der ESI-Quelle sowie in der 

ICR-Zelle. In der Probe unterrepräsentierte Spezies können somit besser identifiziert 

werden. Die Auflösung wird außerdem gegenüber Messungen nicht vorgetrennter, 

heterogener Proben erhöht und die Messsignale werden auf die vielen Einzelspektren 

des LC-Laufes verteilt, so dass die Spektren übersichtlicher werden. Da ESI ein 

konzentrationsabhängiger Prozess ist 176 und bei einem entsprechend angepassten 

LC-System sehr kleine Probenvolumina injiziert werden können, ist es möglich, durch 

eine Aufkonzentrierung der Probe vor der Injektion und durch die in der Säule 

erfolgende Aufkonzentration der einzelnen Lipidklassen die Nachweisgrenzen zu 

erhöhen. Der begrenzende Faktor ist hierbei die Beladungsgrenze der verwendeten 

Trennsäule.  

Die einzelnen Lipidklassen konnten im verwendeten System sehr gut 

chromatographisch voneinander getrennt werden, obwohl aufgrund der Identifikation 

über die m/z-Werte eine absolute Trennung der Eluenten außer für PC und PE nicht 

notwendig ist. Für die Identifikation dieser Lipidklassen sind bei einer vollständigen 

Separation nachfolgende Analysen nicht nötig. Zur Überprüfung der Auftrennung 

wurden gesammelte Fraktionen durch offline MS/MS-Analysen überprüft. Es zeigte 

sich, dass die beiden Klassen sauber voneinander getrennt werden konnten. 

Zur Abtrennung des Detergens und zur Auftrennung der Lipide nach ihren 

unterschiedlichen Polaritäten wurden eine Diol-Normalphase und eine 
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Gradientenelution verwendet. Die Elution der Lipide erfolgte erwartungsgemäß nach 

den Kopfgruppen in der Reihenfolge der weniger polaren Lipidklassen zu den 

polareren Lipidklassen 149,150. Einen geringfügigen Einfluss auf die Retentionszeit ließ 

sich auch für die Fettsäurereste der einzelnen Substanzen feststellen. Der Verbleib 

von Lipidmaterial in der Säule 226 konnte ebenso wie eine Degradation der stationären 

Phase aufgrund der chemischen Zusammensetzung der mobilen Phase durch 

regelmäßige Überprüfungen des Systems mittels überwachten Spül- und 

Standardläufen ausgeschlossen werden.  

Das HPLC-System wurde für die Verwendung ESI-kompatibler Flussraten (einige 

µL/min) umgebaut und direkt mit dem FTMS gekoppelt. Durch die Nutzung des FTMS 

als Detektor konnte für DOPC eine absolute Nachweisgrenze von 45 fmol und für 

DMPS, Ceramide und Glycolipide von 600 fmol erreicht werden. Die in der Literatur 

beschriebenen Nachweisgrenzen für LC-MS-Messungen an Lipiden mittels 

Quadrupol- oder Ionenfallen-Instrumenten liegen im Mittel für die einzelnen Klassen 

im unteren Picomol-Bereich 151,227 bis zu 700 fmol 228,229. Bei Messungen ohne eine 

direkt vorgeschaltete LC-Vortrennung konnten geringfügig niedrigere 

Nachweisgrenzen erreicht werden (siehe oben). Erwartet wurde eigentlich eine 

Erhöhung der Sensitivität. Dieses könnte eventuell daran liegen, dass das 

Lösungsmittel während des Gradientenlaufes Dichtungsmaterial oder ähnliches aus 

dem System löst, das im FTMS sehr sensitiv nachgewiesen wird und so zu einer 

Anhebung der Basislinie des Totalionenstromes führen kann. Die einzelnen 

Massenspektren lieferten im gewünschten Massenbereich zwar sehr saubere 

Signale, im unteren Massenbereich waren jedoch einige Verschmutzungen zu 

beobachten. Eine Vortrennung der Lipide nach ihren Kopfgruppen lässt jedoch 

aufgrund der oben beschriebenen Gründe eine detailliertere, besser quantifizierbare 

und reproduzierbarere Analyse zu. 

 

4.3.3. Quantifizierung 

 

Die Quantifizierung von Lipiden in den Massenspektren erfolgte über die 

Signalintensitäten. Dies ist möglich, da in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass bei der 

verwendeten ESI FTMS ein linearer Zusammenhang zwischen den gemessenen 

Signalintensitäten und den Lipidkonzentrationen der Proben besteht. Für die 



DISKUSSION 

 150 

quantitative Erfassung der Proben mussten auch die verschiedenen 

Ionisationszustände der einzelnen Moleküle (Adduktionenbildung, Mehrfachladungen, 

Multimerbildung) beachtet werden. Da die Auftrennung der Lipide über 

Normalphasen-LC anhand ihrer Kopfgruppen erfolgt, kommt es zu einer Überlappung 

der einzelnen, verschiedene Fettsäuren enthaltenden Spezies 151,226. Somit musste 

für eine Quantifizierung die Mittelung aller aufgenommenen Spektren über die 

entsprechende Elutionszeit einer Lipidklasse erfolgen. Die erhaltenden Intensitäten 

wurden auf einen vor der Messung zur Probe gegeben internen Standard normiert. 

Durch den internen Standard konnte außerdem die Konstanz der gerätespezifischen 

Einstellungen überprüft werden.   

Um verschiedene zelluläre Extrakte miteinander vergleichen zu können, mußte 

außerdem der Lipidgehalt der Extrakte normiert werden. In dieser Arbeit wurden die 

untersuchten DRM aus jeweils 1 x 106 Zellen isoliert. Neben der Normierung des 

Lipidgehaltes auf ein Zellzahläquivalent 156,132 können die Proben beispielsweise auch 

über den Proteingehalt angeglichen werden 144, jedoch kann sich dieser in 

verschiedenen Zellzuständen möglicherweise ändern. Mit Hilfe der verwendeten 

Normierungsmethode konnten Untersuchungen des relativen Lipidgehaltes 

verschiedener Proben problemlos durchgeführt werden.  

Absolute Aussagen über den Lipidgehalt von biologischen Proben sind nur dann 

sinnvoll, wenn sichergestellt ist, dass keine bzw. genau kontrollierte Verluste während 

der Probenvorbereitung auftreten, wie beispielsweise bei der Isolation der 

gewünschten Kompartimente, der Lipidextraktion und der Lagerung. Zur Überprüfung 

der Effizienz der Lipidextraktion müssen z.B. vor der Durchführung weitere interne 

Standards hinzugegeben werden 230. Da eine genaue Quantifizierung der Verluste 

während 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 Durchführung der LC-MS-Messungen in der 

Konzentration so eingestellt, dass alle Glycerphospholipidklassen sowie Ceramid und 

SM detektiert werden konnten. Eine Titration der Proben für eine optimale 

Konzentrationseinstellung müsste für jede Lipidklasse durchgeführt werden, was 

aufgrund der geringen Probenmengen allerdings nicht möglich ist. Eine zu starke 

Verdünnung der Extrakte würde die Detektion der in der Probe unterrepräsentierten 
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Spezies verhindern. Die Messgenauigkeiten der heterogenen Zellextraktionen 

verschlechterten sich nicht gegenüber der Messung definierter, gering konzentrierter 

Standardlipide und eine Dimerbildung der Ionen trat nur bei PC auf. Dieses lässt 

darauf schließen, dass die Lipidkonzentrationen der eingesetzten Proben außer für 

PC gering genug waren, um eine gegenseitige Beeinflussung der Ionen bei der 

Ionisation und Detektion zu vermeiden 226.  

Als interner Standard bei den LC-MS-Messungen wurde PE 20:0 verwendet, welches 

in natürlichen Extrakten aufgrund der sehr kurzen Fettsäurekettenlängen nicht 

vorkommt und in beiden Ionenmodi nachgewiesen wird. Da beschrieben wurde, dass 

die Nachweisempfindlichkeiten der verschiedenen Spezies einer Lipidklasse je nach 

Fettsäurekettenlänge variiert 231, wurde dies mit Hilfe von synthetischen Standards 

unterschiedlicher Fettsäurekettenlängen kontrolliert. Es konnte gezeigt werden, dass 

nur bei extrem kurzen Fettsäurelängen Unterschiede in den 

Nachweisempfindlichkeiten auftraten. Die relativen Nachweisempfindlichkeiten der 

verschiedenen Kopfgruppen wurden für verschiedene Spraylösungen ermittelt und 

stimmen mit Literaturdaten überein 156,231. Durch die Anwendung der erhaltenen 

Korrekturfaktoren für die unterschiedlichen Nachweisempfindlichkeiten der 

unterschiedlichen Kopfgruppen in verschiedenen Spraylösungen konnten alle 

erhaltenden Daten auf den internen Standard normiert werden.  

Zur Quantifizierung der Glycosphingolipide müsste mit weitaus mehr Standards oder 

Korrekturfaktoren gearbeitet werden, da diese Lipidklasse aufgrund der verschieden 

großen und unterschiedliche Ladungen tragenden Oligosaccharideinheiten in der 

Kopfgruppe unterschiedliche Polaritäten haben und somit unterschiedliche 

Retentionszeiten in der HPLC aufweisen. Das System müsste also für die Analytik 

von Glycosphingolipiden angepasst werden 232,233,234.  

Unter Berücksichtigung der oben beschriebenen Verfahren zum instrumentellen 

Aufbau und zur Auswertung konnte so eine Analytik aufgebaut werden, die den 

Anforderungen der Untersuchung subzellulärer Lipidome bezüglich Sensitivität, 

Genauigkeit und Reproduzierbarkeit gerecht wird. Lediglich für Glycosphingolipide 

müssen 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. Darüber hinaus wurden in ersten Untersuchungen DRM unstimulierter 

und LPS-stimulierter Zellen untersucht, um zu überprüfen, ob sich ihre 

Lipidzusammensetzung durch die Stimulation verändert. Für TLR4 als LPS-Rezeptor 

konnte gezeigt werden, dass dieser nach einer Stimulation der Zellen mit 

Domänenmarkern kolokalisiert und daher in die rigiden Membranbereiche einwandert 
208,92. Durch die Stimulation mit LPS und der anschließenden Signalverarbeitung in 

der Zelle könnte demzufolge eine Änderung der Lipidzusammensetzung der 

Domänen erfolgen, die dazu führt, dass die Rezeptorproteine in ihnen stabilisiert 

werden.  

Die Diskussion der erhaltenden Daten zur Lipidzusammensetzung von 

Membranmikrodomänen mit der Literatur gestaltet sich schwierig, da nur wenige 

detaillierte Daten hierzu existieren. An Isolaten der detergensfreien Methode nach 

Smart 101 und der alternativ dazu veröffentlichten Methode 195 wurden 

massenspektrometrische Untersuchungen veröffentlicht 199,200. Auch an mittels 

0,05%iger TX-100-Lösung isolierter Extrakte wurden Lipiddaten 

massenspektrometrisch ermittelt  156. Alle drei zur Isolation verwendeten Methoden 

ließen sich in der vorliegenden Arbeit nicht reproduzierbar anwenden.  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es möglich ist, von den 

mittels 1% TX-100 isolierten Domänen detaillierte Daten über die enthaltenden 

Lipidklassen und den unterschiedlichen Fettsäurekompositionen 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 für die Messung des Gesamtlipidextraktes 103 und für die DRM 118 sich in 

ihrer Kopfgruppe oder Fettsäurekomposition 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 möglich.  

Die mit der erarbeiteten Methode ermittelte Zusammensetzung des 

Glycerophospholipidgehaltes der verwendeten Zellen ergab mit 71% den größten 

Anteil für PC. PE und PI 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 überein, in denen PC und PE als überwiegende Spezies und PS als 

nur gering vertretende Spezies beschrieben werden 235,51. Dabei wurden wie erwartet 

PE und PC teilweise als plasmanyl- bzw plasmenyl-Spezies identifiziert 6. Der Anteil 

von PI in den DRM-Extrakten war höher 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 Vorläufermolekül für second messenger während 

Signaltransduktionsvorgängen dienen 22. Eine Anreicherung könnte auf eine erhöhte 

Signalverarbeitung der Zelle hinweisen. Auch könnte der höhere PI-Gehalt durch ein 

erhöhtes Auftreten GPI-verankerter Proteine und einem Verbleib ihres Ankers 

während der Probenaufreinigung in der Membran erklärt werden. Eine 

Überexpression von CD14 236, einem membranständigen, GPI-verankerten Protein, 

das an der LPS-Erkennung beteiligt ist, konnte durch die Überprüfung der Expression 

in den verwendeten Zellen über immunchemische Methoden ausgeschlossen 

werden. 

Einfach und mehrfach gesättigte Bruttofettsäurekompositionen waren im 

Gesamtlipidextrakt gleichermaßen stark vertreten, der Anteil der vollständig 

gesättigten Spezies lag bei 14%. In Zellen kommt meist nur ein geringer Anteil von 

Glycerophospholipiden mit zwei vollständig gesättigten Fettsäureresten vor 237. Auch 

die gefundenen Fettsäureverteilungen mit den Hauptverteilungen 34:1, 34:2 und 36:2 

und der Verteilung für PI hin zu höheren Fettsäuren wurden ähnlich beschreiben 238. 

Für PC sind, wie auch in den Extrakten gefunden, kürzere Fettsäurekettenlängen 

beschrieben 25. In den DRM konnten keine erhöhten Anteile an vollständig gesättigten 

Fettsäureketten nachgewiesen werden, was aufgrund der Modellvorstellung der 

Bildung und Struktur der Domänen so nicht erwartet wurde 239. Nach einer LPS-

Stimulation der Zellen stieg der Anteil der mehrfach gesättigten Spezies weiter an, so 
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daß keine Stabilisierung der Strukturen allein aufgrund der Fettsäureketten der 

Glycerophospholipide zu vermuten ist. 

Für Sphingomyelin werden überwiegend 16:0- oder höherkettigen Fettsäurerste 

beschrieben, was auch in den im Rahmen dieser Arbeit analysierten Zellextrakten der 

Fall war 240,241. Eine Anreicherung von SM war im Gesamtlipidextrakt gegenüber den 

DRM unstimulierter sowie noch verstärkt gegenüber Extrakten unstimulierter Zellen 

zu beobachten (siehe Tabelle 3.10). Erwartet wurde hingegen eine Anreicherung von 

SM in den Domänen, da Sphingomyelin eine stabilisierende Rolle bei der Formation 

von Membranmikrodomänen zugesprochen wird 47. Die Daten stehen außerdem im 

Gegensatz zu in der Literatur veröffentlichten Daten 242,156,243,244.  

Es gibt allerdings Hinweise darauf, dass in Zellmembranen auch ceramidreiche, rigide 

Domänen existieren 245,246. Die Affinität von Ceramiden und Glycerophospholipiden 

zueinander ist gering. Da Ceramide im Gegensatz zu Sphingomyelin auch keine 

starke Wechselwirkung mit Cholesterol eingehen, bilden sie eigene, cholesterolarme 

Bereiche mit hohen Packungsdichten aus 247. Es wurde beschrieben, dass 

Cholesterol-unabhängige Membrandomänen in Zellen existieren 248 und dass 

Ceramide die strukturelle Rolle der Sterole in Membranmikrodomänen übernehmen 

könnten 249.  

Der verringerte Gehalt an SM in den untersuchten DRM gegenüber dem 

Gesamtlipidextrakt als auch die Detektion von Ceramiden in den DRM lassen darauf 

schließen, daß in den untersuchten Zellen die rigiden Domänen als Ceramid- und 

nicht als SM/Cholesterol-angereichert existieren. Der Anstieg des Ceramidgehaltes 

und deren Heterogenität hin zu längeren Fettsäuren der detektierten Spezies ist ein 

weiteres Indiz dafür. Die Domänenformation scheint darüber hinaus weitgehend 

unabhängig von den Fettsäureresten der Glycerophospholipide zu sein, da hier 

überwiegend mehrfach gesättigte Reste detektiert werden konnten, die einer dichten 

Packung der Substanzen in der Membran entgegenwirken 48.  

Nach der Stimulation war SM in noch geringeren Anteilen in den DRM zu finden als in 

den Extrakten unstimulierter Zellen. Zusätzlich wurden mehr und längerkettigere 

Ceramide gefunden. Geht man davon aus, dass ceramidangereicherte, nicht aber 

SM-angereicherte Domänen 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 18. Ein 

weiterer Weg zur Produktion von Ceramiden ist die enzymatische Hydrolyse von 

bereits in den Zellmembranen lokalisierten Sphingolipiden durch eine 

Sphingomyelinase 250. Es konnte gezeigt werden, daß die sogenannte saure 

Sphingomyelinase nach einer Stimulation der Zelle mit unterschiedlichen Stimuli in 

Sphingolipid-angereicherte Domänen translokalisiert 251. Eine Stimulation der Zellen 

mit LPS führt darüber hinaus zu einer erhöhten Aktivität der sauren 

Sphingomyelinase, und das so produzierte Ceramid scheint essentiell für die 

Assoziation von TLR4 und lipid rafts zu sein 252. Dies wird zwar als ein CD14-

abhängiger Weg beschrieben, ein ebenfalls zum LPS-Rezeptorkomplex gehörendes 

Molekül, das die untersuchten Zellen allerdings nicht enthalten, jedoch könnten auch 

weitere Moleküle involviert sein.  

Eine durch LPS induzierte erhöhte Sphingomyelinaseaktivität in den untersuchten 

Zellen könnte also zu der verstärkten Bildung von Ceramid-angereicherten, rigiden 

Membranmikrodomänen führen. Die erhaltenden Daten liefern hierzu erste 

experimentelle Hinweise anhand der Untersuchung der Lipidzusammensetzung der 

isolierten Domänen aus unstimulierten und LPS-stimulierten TLR4/MD2-transfizierten 

HEK-Zellen.  

Für eine Bestätigung 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 für primäre 

Immunzellen bestätigen.  

Die Analytik der Ceramide wurde durch ihre Koelution mit TX-100 in der HPLC 

erschwert. Zusätzlich sollte beachtet werden, dass in der Literatur eine eventuelle 

Artefaktbildung bei der Verwendung von Detergentien zur Isolation von 

Membrandomänen diskutiert wird 100. Daher müssen Untersuchungen, die ex vivo 

anhand von DRM durchgeführt werden, in der Interpretation mit Vorsicht behandelt 

werden 253.  
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4.5. Ausblick 

 

Die in der vorliegenden Arbeit erarbeitete Methode der Lipidanalytik von 

Membranmikrodomänen oder anderer Zellmembranen kann für zukünftige Analysen 

weiter optimiert und ausgebaut werden.   

Besonders wichtig ist dabei, die Glycosphingolipide und Cholesterol in ihren Anteilen 

direkt vergleichen zu können und zu den erfassten Lipiden in Relation setzen zu 

können. Dazu muss die Lipidextraktionsmethode für Glykolipide z.B. durch die 

Verwendung einer Festphasenextraktion optimiert werden. Für die Quantifizierung der 

Glycolipide sind die Anpassung der verwendeten Korrekturfaktoren oder die 

Verwendung zusätzlicher interner Standards unerlässlich. 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 

Membrandomänenextrakte ohne einen störenden Einfluss des Detergens 

empfindlicher detektierbar werden. So könnten z.B. die stationäre Phase und die 

mobilen Phasen modifiziert werden, oder eine Normalphasensäule und eine 

Umkehrphasensäule für die HPLC-Auftrennung in Reihe kombiniert werden. Die 

genügend sensitive Detektion des Cholesterols im MS ohne eine notwendige 

Derivatisierung wäre ein weiterer Schritt, um die Domänen zu charakterisieren und 

ihre Struktur und Bildungsmechanismen besser zu verstehen.  

Zusätzlich wäre es vorteilhaft, die Fettsäureverteilung innerhalb eines Moleküls und 

nicht nur die Summe der Kettenlängen und die Gesamtzahl der Doppelbindungen zu 

kennen. Neueste Hybrid-FTMS Geräte, die mit einem vorgeschalteten Quadrupol-

Massenfilter und einer Kollisionszelle ausgerüstet sind, können datenabhängige 

MS/MS-Untersuchungen automatisch direkt während eines LC-MS-Laufes 

durchführen. Die Bestimmung der Verteilung und der Position der Fettsäurereste der 

Lipide könnte somit schnell online durchgeführt werden, ohne auf die Vorteile der 

akkuraten FTMS-Analytik verzichten zu müssen.  

Durch die Reduktion der HPLC-Flussraten in Kombination mit online Nano-ESI 

können, 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 Dünnschichtchromatographieplatten durchzuführen 
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oder Membranbereiche ohne eine vorherige Extraktion aus den Zellen direkt auf ihren 

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

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode zur empfindlichen Lipidanalytik von 

zellulären Membranmikrodomänen entwickelt. Sie beruht auf der direkten Kopplung 

einer Mikrofluss-HPLC mit der hochauflösenden 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 berücksichtigt. Es wurde gezeigt, daß mit dieser Methode 

heterogene, zelluläre Lipidextrakte auf ihre Zusammensetzung hin detailliert 

analysiert und verschiedene Proben quantitativ verglichen werden können. Die 

Sensitivität der Methode erlaubt die Detektion und Identifikation von Lipidmolekülen 

im Femtomol-Bereich. 

Die erarbeitete Lipidanalytik wurde dazu genutzt, die Membranmikrodomänen 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 Membranmikrodomänen oder auch sogenannten lipid rafts, sind an vielen 

zellulären Prozessen beteiligt und scheinen z.B. in der Signaltransduktion die 

Rekrutierung und Stabilisierung verschiedener Rezeptorkomplexe zu regulieren. Die 

Kenntnis des Lipidgehalts von Membranmikrodomänen sowie die Untersuchung, ob 

dieser nach einer Stimulation von Zellen einer Änderung unterliegt, können zu einem 

besseren Verständnis der Organisation und Dynamik dieser Unterstrukturen der 

Membran führen.   

Zur Isolation der Membranmikrodomänen wurden vier verschiedene 

Extraktionsmethoden angewandt und zunächst mit Hilfe immunchemischer Methoden 

auf die Anwesenheit von in Domänen angereicherten Markermolekülen untersucht. 

Dabei zeigte sich, dass lediglich die Isolation mit Hilfe von 1% Triton X-100 zu 

reproduzierbaren Anreicherungen der gewählten Markermoleküle führt. Um eine 

massenspektrometrische Analyse dieser sogenannten DRM (Detergens-resistenten 

Membranen) durchführen zu können, musste das Detergens zuvor von den Lipiden 

abgetrennt werden, da es den Nachweis empfindlich stört. 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 Molekülspezies der Glycerophospholipide, 

Sphingomyeline und Ceramide konnten mit dem erarbeiteten Analyseverfahren in den 

zellulären Proben massenspektrometrisch identifiziert und quantifiziert werden. Als 

wichtigster Befund ergab sich, dass der SM-Anteil in den DRM-Extrakten gegenüber 

dem Gesamtextrakt vermindert war und nach einer Stimulation der Zellen noch weiter 

absank, während der Gehalt an Ceramiden zunahm und eine deutlich größere 

Heterogenität bezüglich der Fettsäurereste aufwies. Daraus könnte geschlossen 

werden, dass überwiegend Ceramid-angereicherte Membranmikrodomänen isoliert 

wurden, nicht aber die in der Literatur häufiger beschrieben SM/Cholesterol-

angereicherten Membrandomänen. Um die Bedeutung der beobachteten 

Veränderung der Lipidzusammensetzung bei der Signaltransduktion noch besser 

verstehen zu können, bedarf es jedoch einer weiteren Validierung der Daten.  

Die erfolgreiche Anwendung der Methode auf zelluläre Membranmikrodomänen 

demonstriert die erreichte Empfindlichkeit und das Potential der erarbeiteten Methode 

zur detaillierten Erfassung der heterogenen Lipidzusammensetzung. Die Analytik ist 

daher auch für die Untersuchung immunologischer Fragestellungen an Primärzellen, 

wie beispielsweise aus humanem Blut gewonnenen Makrophagen, geeignet, deren 

Untersuchung aufgrund des begrenzten Ausgangsmaterials schwierig ist.  
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Abkürzungsverzeichnis 
a.I.   absolute Intensität 

AK   Antikörper 

APS   Ammoniumperoxodisulfat 

Aqua dest.  Destilliertes Wasser 

BCR   B-cell receptor 

BSA   bovine serum albumin 

CCA   α-cyano-4-hydroxycinnamic acid 

CD   cluster of differentiation 

Cer   Ceramid 

CHAPS  3-[(3-Cholamidopronyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat 

CID   collision induced dissociation 

cmc   critical micellar concentration 

CSD   capillary skimmer dissociation 

CTB   ß-Untereinheit des Cholera Toxins 

DA   Data Analysis 

Da   Dalton 

DC   Dünnschichtchromatographie 

DESI   desorption electrospray ionisation  

DMEM   Dulbecco’s modified eagle medium 

DMPG   1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol 

DMPS   1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoserin 

DOPC   1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin 

DOPE   1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin 

DRM   detergens-resistant membranes (Detergens-resistente Membranen) 

DTT   Dithiothreitol 

ECD   electron capture dissociation 

EDTA   ethylenediamine tetraacetic acid 

ELISA   enzyme-linked immunosorbent assay 

ELSD   evaporative light scattering detector 

ER   Endoplasmatisches Reticulum 

ESI   electrospray ionization 

FcεRI   Immunglobulin E-Rezeptor 

FCS   fetal calf serum 

FT   Fourier-transform 
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FWHM   full width at half maximum 

Gal   Galactose 

GC   Gaschromatographie 

Glc   Glucose 

GM   Monosialogangliosid 

GPI   Glycosylphosphatidylinositol 

HEK   human embryonic kidney 

HEPES  N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-2-ethansulfonat 

HPLC   high performance liquid chromatographie 

hrp   horse radish peroxidase 

HSP   Hitzeschockprotein 

ICR   ion cyclotron resonance 

I.D.   inner diameter 

IR   Infrarot 

IRMPD  infrared multiphoton dissociation 

IUPAC   international union of pure and applied chemistry 

Lac   Lactose 

LC   liquid chromatographie  

ld   liquid-disordered 

LG   Laborgruppe 

lo   liquid-ordered 

LPS   Lipopolysaccharid 

M   Molekül in: [M+nH]n+ 

MALDI   matrix assisted laser desorption/ionization 

MD   Myeolid differentiation protein 

MDH   Malatdehydrogenase 

MIRR   multichain immune recognition receptors 

MOWSE  molecular weight search 

MS   mass spectrometry/spectrometer (Massenspektrometrie/-meter) 

MS/MS  Tandem-Massenspektrometrie Experiment 

m/z   Masse- zu Ladungsverhältnis 

NCBI   national center for biotechnology information 

n.d.   nicht detektiert 

NMR   nuclear magnetic resonance 

PAF   platelet-activating factor 

PAGE   Polyacrylamidgelelektrophorese 
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PBS   phosphate buffered saline 

PC   Phosphatidylcholin 

PE   Phosphatidylethanolamin 

PG   Phosphatidylglycerol 

PI   Phosphatidylinositol 

pI   isoelektrischer Punkt 

PMF   peptide mass fingerprinting 

PNS   post-nuclear supernatant 

POPC   1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin 

POPE   1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin 

pPC   plasmanyl-/plasmenyl-PC 

pPE   plasmanyl-/plasmenyl-PE 

ppm   parts per million 

PS   Phosphatidylserin 

r.I.   relative Intensität 

rp   reversed phase 

RT   Raumtemperatur 

scr   Rous sacroma virus 

SDS   sodium dodecyl sulfate 

S-Form  smooth-Form 

SIMS   secondary ion mass spectrometry 

SM   Sphingomyelin 

sn   stereospecific numbered  

so   solid-ordered 

SORI   sustained off resonace irradiation 

SWIFT   stored-waveform inverse Fourier-transform 

TBS   Tris buffered saline 

TCR   T-cell receptor 

TEMED  N,N,N’,N’-Tetramethylethyldiamin 

TFA   trifluoroacetic acid 

TLR4   Toll-like receptor 4 

Tm   Schmelztemperatur 

TNE   Tris, NaCl, EDTA 

TOF   time-of-flight 

Tris   Tris-hydroxylmethyl-aminomethan 

T-TBS   Tween-Tris buffered saline 
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Tween   Polyoxyethylensorbitan Monolaurat 

TX-100  Triton X-100 

u   unified atomic mass unit 

UV   Ultraviolett 

v   volume 

w   weight 
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