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1 Einleitung

Organismen besitzen grundlegend vier Hauptklassen von Biomolekilen: Kohlenhydra-
te, Nukleinsduren, Proteine und Lipide. Alle erflllen lebenswichtige Aufgaben und sind
daher unverzichtbar. Wahrend Nukleinsduren wie DNA oder RNA jegliche genetische
Informationen abspeichern, sind Proteine u.a. an zahlreichen chemischen Reaktionen
innerhalb eines Organismus beteiligt bzw. setzen diese um. Kohlenhydrate dienen in
erster Linie als Energielieferant und sind tberdies wichtig fur viele Stoffwechselvorgan-
ge. Lipide sind Bestandteil von Zellmembranen, wodurch sie die Zelle u.a. vor au3eren
Einflissen schitzen. AuBerdem spielen Lipide eine wichtige Rolle bei der Kommunika-
tion zwischen Zellen. Ihre wohl bekannteste Funktion ist allerdings die Speicherung von
Energie, was wesentlich fir die Energiehomdostase ist.

1.1 Energiehomoostase

Unter Energiehomdostase versteht man die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwi-
schen Energieaufnahme und Energieverbrauch. Dafir werden Energiespeicher bend-
tigt, die lberschlssige Energie zwischenspeichern und dem Organismus in Zeiten mit
mangelnder Nahrung oder erhdhtem Energieverbrauch zur Verfigung stellen. Die Be-
deutung der Regulation dieses Gleichgewichts zeigt sich dadurch, dass sowohl eine
andauernde zu geringe als auch zu hohe Energieaufnahme nachteilige Auswirkungen
auf den Organismus haben. Bei einer dauerhaft zu geringen Energieaufnahme kommt
es zu Mangelerscheinungen und schlieBlich zum Tod. Doch auch eine zu hohe Energie-
aufnahme ist schéadlich, wie ein Blick auf aktuelle Statistiken zeigt. Laut der Organisation
far wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (engl.: Organization for Economic
Cooperation and Development, OECD) lag der Anteil an Erwachsenen mit Ubergewicht
oder Fettleibigkeit in ausgewahlten OECD Landern im Jahr 2019 bei durchschnittlich
knapp 60 %. Spitzenreiter sind hierbei Mexiko und die USA mit einer Ubergewichts- und
Fettleibigkeitsrate von etwa 75 bzw. 74 % (Radtke, 2022). Ubergewicht und Fettleibigkeit
fihren zu einem erhdhten Risiko fur Diabetes, kardiovaskuldre Erkrankungen sowie flr
bestimmte Krebsarten (Thul, 2014) und stellen zudem eine schwerwiegende Belastung
der nationalen Gesundheitssysteme dar. Die hohe Adipositasrate ist in erster Linie auf
die moderne Lebensweise mit zu hoher Nahrungsaufnahme bei gleichzeitig zu geringer
Bewegung zuriickzufihren. Daneben gibt es allerdings auch andere Faktoren, die eine
Adipositas beglinstigen bzw. verstarken kénnen. Zu ihnen zahlen epigenetische Effekte,
genetische Veranlagung oder Krankheiten, z.B. Hypothyreose (Schilddriisenunterfunk-
tion).

Um das Gleichgewicht zwischen Energieaufnahme und —verwertung aufrechtzuerhalten
sind komplexe Regulationen nétig, abhangig von wechselnden Bedingungen wie Akti-
vitédt und Nahrungsverfligbarkeit bzw. -aufnahme. Daflir muss eine Feinanpassung des
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Stoffwechsels vom gesamten Organismus erfolgen. Diese Anforderung kann sehr gut
m.H.v. Insekten demonstriert werden, die Phasen mit sehr hohem Energieverbrauch
haben wenn sie fliegen. So kdénnen z.B. Wanderheuschrecken fiir mehrere Stunden
fliegen, indem sie gespeicherte Energie umwandeln und verwerten (Ryan und Horst,
2000). Dieses Vermdgen, Uberschissige Energie zu speichern, ist in allen Organismen
von Bakterien bis hin zum Menschen konserviert. Das bietet den Vorteil, dass auch
Organismen mit einem weniger komplexen Genom fiur die Erforschung von grundle-
genden Regulationen des Metabolismus verwendet werden kdénnen, deren System zur
Energiehomdostase weniger komplex ist als das von S&ugern (Thul, 2014). Als Modell-
organismus eignet sich daflr die in dieser Arbeit verwendete Fruchtfliege Drosophila
melanogaster. Diese besitzen Fettkérper — ein einzigartiges Organ, welches nur bei
Insekten zu finden ist. Dieses erfiillt eine wichtige Aufgabe bei der Speicherung und
Bereitstellung von Energie und ist funktionell vergleichbar mit Leber und Adipozyten bei
Vertebraten. Innerhalb der Zellen des Fettkdrpers und weiteren Organen bzw. Gewe-
ben sind die Lipide in speziellen Organellen, den sogenannten Lipidtrépfchen (engl.:
lipid droplets, LDs), organisiert.

1.2 Lipidtropfchen

Lipidtropfchen sind intrazelluldre Organellen, die neutrale Lipide wie beispielsweise TAGs
und Sterolester beherbergen. Sie kénnen in jeglicher Art von Zelle vorkommen, von
Bakterien Uber Pflanzen bis hin zu Saugetieren (Fujimoto etal., 2008). Somit spielen sie
als Fettspeicher auf zellularer Ebene eine eminent wichtige Rolle fur die Aufrechterhal-
tung der Energiehoméostase (Thul, 2014). LDs sind vergleichbar mit Lipoproteinen, da
sie sich in ihrem grundlegenden Aufbau gleichen. Erstere sind jedoch mit einem Durch-
messer von etwa 100 nm bis 100 pm deutlich gréBer als Lipoproteine (<20 nm-500 nm)
(Walther und Farese, 2012). LDs interagieren untereinander und mit fast allen anderen
Organellen in der Zelle, wie z.B. mit Mitochondrien, Peroxisomen, Endoplasmatischen
Retikulum (ER) und Lysosomen. Dabei treten sie Uber ihre Membranen miteinander
in Kontakt, um Lipide, Stoffwechselprodukte und lonen untereinander auszutauschen
(Olzmann und Carvalho, 2019).

1.2.1 Aufbau und Entwicklung

Lipidtropfchen besitzen einen hydrophoben Kern aus Neutrallipiden (vorrangig TAGs
und Sterolester), der von einer einschichtigen Membran aus polaren Lipiden, den Phos-
pholipiden, umgeben wird (Thul, 2014). An der Oberflache befinden sich Proteine. Ein
schematischer Aufbau von LDs und von der Verankerung LD-assoziierter Proteine ist in
Abbildung 1.1 zu sehen. Die Phospholipid-Einzelschicht ist nicht das einzige Merkmal,
was LDs von anderen Zellorganellen abgrenzt. Sie entstehen zudem im Gegensatz zu
vielen anderen Organellen de novo, sprich sie werden nicht durch Wachstum und Tei-
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lung bereits existierender Lipidtrépfchen geformt (Thiele und Spandl, 2008). Wie genau
dieser Prozess ablauft wird nach wie vor nicht im Detail verstanden. Bekannt ist jedoch,
dass die Zusammensetzung dabei in vielen Schritten verlauft und im ER erfolgt. Dabei
findet als erstes die Synthese von neutralen Lipiden, z.B. TAGs statt, wobei zahlreiche
Proteine beteiligt sind. Bei geringer Lipidkonzentration befinden sie sich zunachst im
Intermembranraum des ER. Wenn ihre Konzentration zunimmt, verschmelzen die Li-
pide letztendlich miteinander. Die dabei entstehenden anfanglichen Zwischenprodukte
von Lipidtrépfchen sind kurzlebig und sehr klein, weshalb es schwierig ist sie zu unter-
suchen. Mit zunehmender Ausdehnung der Lipidirépfchen I6sen sich diese schlieBlich
vom ER. AnschlieBend dehnen sie sich weiter aus. Diese Expansion kann auf unter-
schiedliche Art und Weise erfolgen. So kénnen zum einen einzelne Lipidtropfchen mit-
einander verschmelzen und zum anderen TAGs Uber Membranbriicken des Endoplas-
matischen Retikulums zu den Trépfchen transportiert werden. Zudem kann die Expan-
sion mittels direkter Synthese von TAGs auf der Oberflache der Lipidtrépfchen erfolgen.
Die endgiiltige GroBe ist dabei zelltypabhangig (Olzmann und Carvalho, 2019).

Durch die Entdeckung der LD-assoziierten Proteine erlangten LDs in der Forschung
neue Aufmerksamkeit. Mit Hilfe von massenspekirometrischen Untersuchungen konn-
ten so einige LD-assoziierte Proteine identifiziert werden. Zu ihnen zahlen z.B. regula-
torische Proteine oder Enzyme zum Auf- und Abbau von Lipiden. Durch den einschich-
tigen Charakter der Membran von LDs kénnen die Proteine nicht als integrale Proteine
in diese eingelagert werden. Stattdessen erfolgt die Anheftung Gber Protein-Protein-
Interaktionen, amphipatische Helices, Haarnadelschleifen oder Lipid-Verankerung.

| Amphipatische Helix
8

\ ,(E Il Haarnadelschlaufe

1l Verankerung GUber Lipid
)
b

IV Protein-Protein-

d%:toraktlon

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau von LDs (links) und Mdéglichkeiten der Veran-
kerung von LD-assoziierten Proteinen (rechts). Links: Eine Phospholipid-
Einzelschischt (blau) umgibt den hydrophoben Kern aus Neutrallipiden (gelb).
Proteine (rot, violett und grun) sind an die LD-Oberflache gebunden. Aus Beller,
2005. Rechts: Darstellung der vier bekannten Méglichkeiten von Proteinen sich
an die Oberflache von LDs zu heften. Aus Walther und Farese, 2012 Gbersetzt.

Lipictrépfchen
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1.2.2 Funktionen und Dysregulation

Die im Kern der Lipidirépfchen gespeicherten TAGs kénnen in Form von Fettsauren
als Energielieferant fir Stoffwechselvorgange genutzt werden. Dabei werden die Lipide
entweder mittels Lipolyse oder Lipophagie mobil gemacht. Diese Funktion ist vor allem
in Zeiten mit mangelnder Nahrung oder wahrend des Zellwachstums, bei dem grof3e
Mengen an Phospholipiden synthetisiert werden missen, um die Ausdehnung der Zell-
membran zu gewahrleisten, unerlasslich. Lipidtrépfchen schitzen zudem die Zelle vor
Lipotoxizitat, indem sie Fettsduren sozusagen konfiszieren. Freie Fettsduren kénnen
u.a. in stark zytotoxische Lipidklassen wie beispielsweise Acylcarnitine eingebaut wer-
den und so den Organismus schadigen. Durch das Sicherstellen von Fettsauren als Teil
der TAGs in den Lipidtropfchen kann diese schadliche Wirkung der Fettsduren unter-
bunden werden (Olzmann und Carvalho, 2019). Nicht nur Fettsduren werden durch LDs
auf diese Weise sichergestellt. Im Zytoplasma befindliche LDs kénnen u.a. Transkrip-
tionsfaktoren sicherstellen und somit deren Aktivitat im Zellkern regulieren, indem sie
diese beispielsweise darin hindern in den Zellkern zu gelangen (Ueno etal., 2013).

Der Grof3teil der Lipidtropfchen wird von TAGs ausgemacht, deren biologische Funktio-
nen im Laufe der Evolution stark konserviert wurden. TAGs haben nicht nur als Energie-
speicher eine wichtige Stoffwechselfunktion. Sie dienen auBBerdem als Signalmolekile
und sind Bausteine flr strukturelle Membranlipide (Heier und Kihnlein, 2018). Dartber
hinaus haben LDs eine wichtige Bedeutung fiir das Immunsystem. Sie sind Synthe-
seorte bestimmter Signallipide, die bedeutend bei Entziindungen und fir die Bekamp-
fung von Pathogenen sind (Bozza etal., 2011). AuBerdem dienen sie als Speicherort fir
antivirale sowie antibakterielle Proteine (Welte, 2015). Im Gegenzug dazu gibt es aller-
dings auch Krankheitserreger, die Strategien entwickelt haben um in Lipidtrépfchen des
Wirts einzudringen und sich ausreichend mit Lipiden versorgen zu kénnen (Cocchiaro
etal., 2008; Elamin, Stehr und Singh, 2012).

Aufgrund dessen, dass Lipidirépfchen zahlreiche wichtige Funktionen von Organismen
erflllen, steht ihre Dysregulation mit der Entstehung von Krankheiten in Verbindung. Zu
ihnen zahlen Fettleibigkeit, kardiovaskulare Erkrankungen und Diabetes (Olzmann und
Carvalho, 2019). Ersteres ftritt als direkte Folge von GbermafBiger Nahrungsaufnahme
auf und ist mit einer erhéhten Speicherung von Lipiden und LDs in Fettgewebe und an-
deren Geweben verbunden. Das flhrt wiederum zu Lipotoxizitat und Fehlfunktion der
betroffenen Organe (Walther und Farese, 2012). Kardiovaskuldre Erkrankungen und
Diabetes hingegen kdnnen Folgeerkrankungen von Adipositas sein.

1.3 Lipidtropfchen in Drosophila melanogaster

Wie bereits weiter oben beschrieben sind Lipidtropfchen allgegenwartige und dyna-
misch regulierte Organellen, die in zahlreichen Zelltypen von Organismen und somit
auch in denen von Drosophila gefunden werden kénnen. Wahrend der einzelnen Le-
bensstadien unterziehen sie sich einigen Umwandlungen. Als Embryo dient die Ober-
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flache der Lipidtrépfchen als voriibergehender Speicherplatz fir Histone. Wahrend der
Larvenentwicklung sammelt Drosophila groBe Mengen an Speicherlipiden im soge-
nannten Fettkdrper an. Die Zellen dieses Organs besitzen zahlreiche unterschiedlich
groBe Lipidtropfchen, welche den wichtigsten Energiespeicher der sich entwickelten
Fliege darstellen. Andere Organe — wie z.B. bestimmte Regionen des Verdauungstrakts
— weisen in diesem Stadium ebenfalls Lipidtrépfchen auf. Die sind in diesen allerdings
kleiner als im Fettk6érper. AnschlieBend folgt die Verpuppung. Hierbei wird der Kérper
grundlegend umstrukturiert. Der bisherige Fettkdérper zersetzt sich und wird durch einen
adulten ersetzt. In diesem werden nun die grof3e Mehrheit an Lipidtrépfchen gespeichert
(Kahnlein, 2012).

1.4 Hamolymph-Lipidtransport

Damit die in dem Fettkdrper gespeicherten Lipide zu anderen Geweben und Zellen
transportiert werden kénnen, bedarf es einem Transportsystem. Dieser Lipidtransport
in der Hamolymphe von Insekten wurde in der Vergangenheit bereits eingehend unter-
sucht. So wurde in den 1960er Jahren ein Protein namens Lipophorin (Lpp) als das ent-
scheidende Transportprotein identifiziert (Blacklock und Ryan, 1994). Im Gegensatz zu
den zahlreichen benétigten Lipoproteinen der Vertebraten ist Lipophorin vielseitiger und
effektiver als diese, weil es viele verschiedene Lipide zu Geweben transportieren kann,
ohne dabei internalisiert und zerstért zu werden (Soulages und Wells, 1994). Zu den
Lipiden, aus denen Lipophorin zusammengestzt ist zahlen u.a. Phospholipide, Triacyl-
gylcerine (TAGs) und Diacylglycerine (DAGs). Letztere machen dabei bei den meisten
Insekten den Grof3teil der Lipophorine aus, wohingegen Lipide im Fettkdrper allgemein
als TAGs gespeichert werden (Gilbert und Chino, 1974). So machen beispielsweise
beim Seidenspinner DAGs etwa 56 % des Gewichts von Lipophorinen aus, wahrend
der Anteil am Gesamtgewicht der TAGs lediglich bei etwa einem Prozent liegt (Chino
und Kitazawa, 1981). Diese Transportproteine werden dabei in erster Linie im Fettkdr-
per synthetisiert (Ryan und Horst, 2000).

Der genaue Ablauf des Lipidtransports via Lipophorin in Insekten wurde bereits in an-
deren Arbeiten detailliert beschrieben (Soulages und Wells, 1994; Blacklock und Ry-
an, 1994; Gilbert und Chino, 1974), weswegen hier nur eine grobe Zusammenfassung
dieses Ablaufs erfolgt. Dabei wird zunachst das im Fettk6érper als Energiereserve ge-
speicherte TAG in DAG umgewandelt, wobei u.a. Adipokinetische Hormone (AKH) eine
wichtige Rolle spielen. Wenn nun ein Lipohporin-Partikel an den Fettkérper Uber Rezep-
toren andockt, wird das DAG-Molekul in dieses Ubertragen. Mit dem beladen Transport-
protein erfolgt anschlieBend der Transfer Uber die Hamolymphe vom Fettkérper zur Ziel-
zelle. Bei dieser kann es sich beispielsweise um eine Flugmuskelzelle handeln. Schlie3-
lich haben diese Zellen wéhrend des Flugs einen erhdhten Energiebedarf. Hier nimmt
das Transportprotein erneut tber bestimmte Rezeptoren Kontakt mit der Zelle auf. Da-
durch wird eine Lipophorin-Lipase aktiviert, welche DAG in seine Bestandteile — Glycerin
und Fettsauren — hydrolysiert. Die Fettsauren werden in die Zielzelle transferiert und die-



Kapitel 1: Einleitung 6

nen dort als Energiequelle. Das nun unbeladene Lipophorin kann Gber die Himolymphe
zurtick zum Fettkdrper gelangen, wo es neu beladen wird und somit wiederverwendet
werden kann. Dieser Ablauf ist in Abbildung 1.2 schematisch dargestellt.

 Zielzelle '

Energie

Abbildung 1.2: Lipidtransport in Drosophila. DAG wird mithilfe von Lipophorin aus dem Fett-
korper zur Zielzelle transportiert (adaptiert nach Blacklock und Ryan, 1994; er-
stellt mit Biorender).

1.5 Verwendete Genotypen

Bei der in dieser Arbeit vorgestellten Experimente kamen finf verschiedene Genotypen
von D. melanogaster zum Einsatz. Diese sind: CantonS, Foxo:M-cherry (Foxo), Daho-
mey, W1118 und OregonR. Organismen der unterschiedlichen Genotypen @hneln sich
phanotypisch gréBtenteils, mit einer Ausnahme. So ist beim Genotypen W1118 ein Gen
mutiert, wodurch bestimmte Pigmente nicht transportiert werden kénnen. Als Folge des-
sen sind die Augen von Organismen dieses Genotyps weil3 und nicht rot. Der Genotyp
Foxo dient als Kontrollorganismus fir W1118. Bei Foxo handelt es sich um transge-
ne Fliegen, bei denen urspriinglich das gleiche Gen wie bei W1118 mutiert ist. Durch
das kinstliche Einfligen eines intakien Gens haben diese Organismen allerdings wie-
der rote Augen. Der Genotyp Dahomey ist ein Wildtyp und kommt urspriinglich aus dem
Staat Benin (ehemals Dahomey). CantonS und OregonR sind ebenfalls Wildtypen, mit
Ursprung in den USA.

1.6 Grundlagen der Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) stellt ein wichtiges chemisches Analyseverfahren dar.
Sie dient der Bestimmung des Masse-zu-Ladungsverhaltnisses (m/z) von ionisierten
Atomen bzw. Molekilen in der Gasphase (Meyer etal., 2022). Das dabei verwendete
Massenspekirometer erzeugt ein Massenspektrum, welches die Information von Masse
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und Haufigkeit fir unterschiedliche Teilchen angibt.

Der Aufbau eines Massenspektrometers beinhaltet drei wesentliche Bestandteile: ei-
ne lonenquelle, einen Analysator und einen Detektor. Die lonenquelle sorgt fir eine
Erzeugung bzw. Freisetzung von lonen aus dem Analyten, der Analysator trennt die
lonen nach ihnrem Masse-zu-Ladungsverhaltnis auf und der Detektor misst den lonen-
strom (Meyer etal., 2022). Die einzelnen Bestandteile des Massenspektrometers kdn-
nen sich von Gerat zu Gerat in ihrer Funktionsweise voneinander unterscheiden, da es
verschiedene Techniken von lonenquelle, Analysator und Detektor gibt. Die lonisierung
der Analytmolekile kann beispielsweise durch die Elektronenstof3-lonisation (ESI) oder
die chemische lonisation (Cl) erfolgen. Bei dem Analysator wird u.a. zwischen Flugzeit
(TOF)- und Quadrupol-Analysator unterschieden, wobei es auch Hybridgerate gibt, die
verschiedene Techniken kombinieren. Als lonendetektoren eignen sich Sekundarelek-
tronenvervielfacher (SEV) oder ein Faraday-Becher. Fir die Massenbestimmung muss
das zu untersuchende Teilchen als lon vorliegen. Als Darstellungsweise eignen sich
besonders Profilspekiren, da sie z.B. Aufschluss tber Rauschen im Spektrum geben
(Gross, 2019).

In dieser Arbeit kam ein Quadropol-Massenspektrometer zum Einsatz. Hierbei wird
der Analyt Uber eine chemische lonisation bei Atmosphéarendruck (engl.: atmosphe-
ric pressure chemical ionization, APCI) ionisiert und in ein Quadropolfeld geleitet, wo
die lonen voneinander getrennt werden. Die APCI z&hlt zu den milden lonisations-
techniken und dient der lonisation grof3er, neutraler Molekile (Byrdwell, 2001). Der
dabei ablaufende Vorgang ist sehr komplex. Vereinfacht gesagt wird der Eluent aus
der DC/MS-Kopplung durch eine beheizte Kapillare geflhrt und in der Gasphase an
einer sogenannten Coronanadel durch Entladung ionisiert (Gruber und Gruner, 2016).
Der Quadropol-Analysator besteht aus vier zylindrischen parallel angeordneten Staben,
wobei die sich jeweils gegentiberliegenden Stabe elektrisch miteinander gekoppelt sind
(Gruber und Gruner, 2016). Wird nun eine Spannung angelegt, dann sind jeweils zwei
Stabe positiv und zwei negativ geladen. Die lonen, welche aus der lonenquelle in das
Quadropolfeld gelangen, bewegen sich entsprechend ihrer Ladung zu einem der Sta-
be. Somit wird beispielsweise ein positiv geladenes lon von einer negativ geladenen
Stange angezogen. Erfolgt nun eine Umpolung, so andert das lon seine Bewegungs-
richtung und bewegt sich nun in Richtung eines Stabes, welcher zuvor noch positiv und
jetzt negativ geladen ist. Dadurch werden die lonen in Schwingung versetzt und le-
diglich resonante lonen gelangen zum Detektor (El-Aneed, Cohen und Banoub, 2009).
Als Detektor dient hierbei ein Sekundérelektronenvervielfacher. In Abbildung 1.3 ist ein
vereinfachter, schematischer Aufbau eines Quadropol-Analysators dargestellt.
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Detektor
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Abbildung 1.3: Schmematische Darstellung eines Quadropol-Analysators
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2 Zielstellung

Bei mikroskopischen Untersuchungen von Drosophila Weibchen wurden in der Ham-
olymphe dieser ebenfalls Lipidtrépfchen vorgefunden. Diese wurden an dieser Stelle
jedoch nicht erwartet, da laut Literatur (s.0.) bisher davon ausgegangen wird, dass es
sich bei den Lipidtrépfchen ausschlieBlich um intrazellulare Organellen handelt. Daher
besteht das Interesse darin, die genaue Struktur und Herkunft sowie die Funktion dieser
Tropfchen aufzuklaren.

Erste Experimente mittels Dinnschichtchromatographie (DC) zeigten die Zusammen-
setzung der Lipidtrépfchen verschiedener Genotypen auf. Das erste Ziel dieser Arbeit ist
es zu klaren, ob sich die untersuchten Genotypen in der Menge ihrer Himolymph-Lipide
voneinander unterscheiden. Daneben soll geklart werden, warum die TAG-haltigen Li-
pidtrépfchen in der Hamolymphe bisher von noch keiner anderen Forschungsgruppe
entdeckt bzw. untersucht wurden. AnschlieB3end sollen die LDs auf ihre genaue Zusam-
mensetzung Gberprift werden, um zu untersuchen, ob sie womdglich einem bestimmten
Organ entstammen. Um diese Ziele zu erreichen werden Analysen mittels Dinnschicht-
chromatographie, Massenspektrometrie und Mikroskopie durchgefihrt. Des Weiteren
soll die Funktion der Hamolymph-Lipidtrépfchen ermittelt werden. Hierfir wird Fliegen
Uber teils mehrere Tage die Nahrung entzogen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Chemikalien

Tabelle 3.1: Chemikalien

Name Verwendung

Chloroform-Methanol 10:1  Lipidextraktion
Chloroform-Methanol 1:2 Lipidextraktion

Ethanol Desinfizieren der Fliegen
Kupfersulfat Sichtbarmachen Lipide
Primulin Sichtbarmachen Lipide

Trichlormethan/ Chloroform Waschen DC-Platte

3.1.2 Farbstoffe

Tabelle 3.2: Farbstoffe

Name Hersteller Verwendung

BODIPY 493/503 Invitrogen Anfarben von Lipiden

DAPI Invitrogen Anfarben von Nukleinsduren
Nilrot Sigma Aldrich Anfarben von Lipiden

LOT BCCC2326

3.1.3 Laufmittel

Tabelle 3.3: Zusammensetzung der Laufmittel

Name Zusammensetzung Verwendung

Polares Laufmittel Dichlormethan:Methanol:Wasser Auftrennung
75:25:2,5 (viviv) Lipide DC

Neutrales Laufmittel Heptan:Diethylether:Essigséaure Auftrennung

70:30:1 (v:viv) Lipide DC
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3.1.4 Gerate

Tabelle 3.4: Geréate

Name Hersteller

Amersham™ Typhoon™ NIR Plus Laserscanner Cytiva
Axio Imager.Z2 Zeiss

Advion CMS (Compact Mass Spectrometer) Advion

3.2 Methoden

3.2.1 Probenvorbereitung

Bei der Vorbereitung der Proben kamen flinf verschiedene Methoden zum Einsatz, die in
Abbildung 3.1 dargestellt sind. Fir alle Proben wurden ausnahmslos weibliche Fliegen
des Genotyps CantonS bzw. OregonR verwendet. Die erste Methode bestand darin,
ganze Fliegen zu verwenden. Diese wurden in ein Reaktionsgefal3 mit 100 ul PBS ge-
tan und dann mithilfe einer Pipettenspitze zerdrlckt. Fir die zweite Methode wurden
die Fliegen zunachst teilweise seziert. Dabei wurden Kopf und Thorax abgetrennt, so-
dass nur noch das Abdomen Ubrig blieb. Aus diesem wurden anschlie3end alle Organe
bis auf die Fettkérper entfernt. Danach wurde das Abdomen inklusive Fettkérper in ein
Reaktionsgefal3 mit 100 ul PBS Uberfihrt. Die dritte Methode wird als Einfrier-Methode
bezeichnet. Hierbei wurden die Fliegen zunachst fiir ca. drei Stunden bei -80 °C einge-
froren. Das fuhrt zu Rissen im Exoskelett, wodurch die Hamolymphe austreten kann.
Im Anschluss daran wurden sie in 100 yl PBS aufgenommen und fir 15 Minuten auf
Eis inkubiert. Danach folgte eine flinfmindtige Zentrifugation bei 1000 g. Hiernach wur-
den 80 ul in ein neues Reaktionsgefal3 Gberfuhrt. Fir Methode 4 wurden die Fliegen in
PBS aufgenommen und ihnen ein Loch zwischen Abdomen und Thorax zugefligt. Nach
ca. 1-2 Minuten wurden 15l der ausgetretenen Hamolymphe in ein Reaktionsgefal3
pipettiert. Bei der letzten Methode wurden die Fliegen in PBS vollstandig seziert. Dabei
wurden zunachst Fligel, Beine und Kopf entfernt, bevor der restliche Kérper der Lan-
ge nach aufgeschnitten wurde. Von der austretenden Hamolymphe wurden 25 pl in ein
Reaktionsgefal3 aufgenommen. Fir die Methoden 4 und 5 wurden die Fliegen einzeln
behandelt, sprich es wurde eine Fliege nach der anderen z.B. seziert. Das angegebene
entnommene Volumen der Hamolymphe bezieht sich dabei ebenfalls auf nur eine Flie-
ge.

Die Vorbereitung der Proben unterschied sich zwischen den einzelnen Experimenten
insofern, als dass zum Teil nicht alle fiinf Methoden Anwendung fanden und die Anzahl
der Fliegen pro Probe sowie die verwendeten Genotypen variierten. Bei dem Experi-
ment zum Vergleich verschiedener Methoden kamen alle fiinf Methoden zur Anwen-
dung, wobei jeweils funf Fliegen pro Probe verwendet wurden. Von den jeweils sechs
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aufgetragenen Proben pro Methode entsprechen drei dem Genotypen CantonS und
drei dem Genotypen OregonR. Bei der Untersuchung der Fragestellungen nach Zusam-
mensetzung der TAGs und der Funktion der Himolymph-LDs wurden hingegen lediglich
zwei Fliegen pro Probe des Genotyps CantonS eingesetzt. AuBerdem fanden nur die
Methoden 1, 2 und 5 Anwendung.

JJ
\\"A.J

A)

V (

(B)

i .

Hamolymphe

Abbildung 3.1: Methoden der Probenvorbereitung. Die finf Methoden, die zum Einsatz ka-
men sind: (A) Zerdricken ganzer Fliegen, (B) Verwendung der Fettkérper, (C)
Anstechen der Fliege, (D) Einfrieren und (E) Sezieren. Abbildung erstellt mit
Biorender.

3.2.2 Lipidextraktion

Nach der Probenvorbereitung folgte die Lipidextraktion. Zu jeder Probe wurde die jeweils
doppelte Menge an Chloroform-Methanol 10:1 hinzugefigt. Aufgrund der unterschied-
lichen Probenvolumina variierte die hinzugefiigte Menge folglich. Nach einer einstiin-
digen Inkubation wurden die Proben far finf Minuten bei 13000 g zentrifugiert. Die or-
ganische Phase, welche sich nun im unteren Teil des ReaktionsgefaBes befand, wurde
in ein neues Reaktionsgefal3 tberflhrt. AnschlieBend wurde die gesamte darin befind-
liche Flissigkeit mithilfe von Druckluft ausgedampft. Hiernach wurden zu jeder Probe
12 pl Chloroform-Methanol 1:2 pipettiert. Damit waren die Proben fertig vorbereitet fir
die Dinnschichtchromatographie.
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3.2.3 Dunnschichtchromatographie

Fur die Dinnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel beschichtete Glasplatten
verwendet. Zu Beginn wurden einige Markierungen fir das Auftragen der Proben auf
der Platte gesetzt, bevor sie in einer Chromatographiekammer in Chloroform gesetzt
wurde. Nachdem dieses Uber die komplette Platte gelaufen war, wurde diese an der
Luft getrocknet. Im Anschluss wurden die Proben auf die Platte aufgetragen. Das dabei
aufgetragene Probenvolumen unterschied sich zum Teil bei den einzelnen Versuchen.
So betrug es beim Experiment zum Vergleich verschiedener Methoden 5 pl. Bei den
beiden darauf folgenden Experimenten (4.3 und 4.4) betrugen die Volumina hingegen 1
und 3 pl. Die Proben wurden immer in 0,5 pl Schritten auf die Platte pipettiert. Nachdem
alle Proben aufgetragen wurden, kam die Platte in die Chromatographiekammer. Diese
wurde zuvor mit dem polaren Laufmittel befillt, sodass dieses ungeféahr 2-3 mm hoch
in der Kammer stand. Die Platte verblieb in der Kammer bis die Laufmittelfront in etwa
die Halfte der Platte erreicht hatte. Nun wurde die Platte fir ca. 20 Minuten trocknen
gelassen. Danach kam die Platte erneut in die Chromatographiekammer. In dieser be-
fand sich dieses Mal das neutrale Laufmittel, welches in etwa den gleichen Fullstand
wie zuvor das polare Laufmittel aufwies. Nachdem die Laufmittelfront die obere Kan-
te der Platte erreicht hatte, wurde die Platte aus der Kammer entfernt und erneut fur
ca. 20 Minuten getrocknet. Anschlie3end wurde die Platte mittels eines Zerstaubers mit
Primulin und in einem Fall zusatzlich mit Kupfersulfat bespriht (Platte in Abschnitt 4.2).
Nach dem Besprihen wurde die Platte trocknen gelassen und dann analysiert. Wenn
die Platte mit Kupfersulfat bespriht wurde, musste sie nach dem Trocknen zusatzlich
far etwa funf Minuten bei 120 °C gebacken werden, bevor sie analysiert werden konnte.
Die Analyse erfolgte mit einem Fluoreszenzscanner.

3.2.4 Massenspektrometrie

Bei der Massenspektrometrie kam ein kompaktes Massenspektrometer inklusive Plat-
tenlesegerat zum Einsatz. Das ermdglicht die direkte Analyse von Banden einer entwi-
ckelten DC-Platte, ohne diese weiter vorbereiten zu missen. Zuerst wurde die Platte
in das Lesegerét gelegt und ein ausgewahlter Bereich mittig unter dem Laser platziert.
Dort senkte sich ein sogenannter Elutionskopf auf die Platte und presste sich kraftig auf
diese Stelle, um sie zu versiegeln. Dann flo3 ein Losungsmittel aus dem Elutionskopf
Uber die versiegelte Stelle, sodass dieser Bereich aus der Platte herausgeldst wurde. Im
Anschluss wurde die Probe in das Massenspektrometer tbergeben. In diesem wurden
Uber eine chemische lonisation (engl.: atmosperic pressure chemical ionization, APCI)
lonen aus dem Analyten freigesetzt. Mittels eines Quadropol-Analysators erfolgte dann
die Bestimmung der Masse der erzeugten lonen. Zuletzt wurden sie von einem Detek-
tor detektiert. Der Ablauf wird auf folgender Internetseite gut durch ein kurzes Video
gezeigt: https://www.advion.com/rsc-video/tlcms/.
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3.2.5 Nahrungsentzug

Um die Funktion der Lipidtrépfchen in der Hamolymphe herauszufinden, wurden Fliegen
flr zwei unterschiedlich lange Zeitrdume hungern gelassen. Die ZeitrAume betrugen da-
bei einen und vier Tage. Fir jeden Zeitraum wurden insgesamt vier Petrischalen mit je
20 Fliegen im Verhaltnis 1:3 (Mannchen:Weibchen) angesetzt. Zwei dieser Schalen ent-
hielten lediglich 0,6 %-iges Agar-Agar, wahrend zwei weitere zusatzlich Futter enthiel-
ten. Letztere beide dienten als Kontrollen. Somit wurden insgesamt 8 Ansétze fir die
beiden unterschiedlichen Zeitpunkte vorbereitet. Die Fliegen, welche sich lediglich auf
dem Agar-Agar befanden, hungerten entsprechend flr einen bzw. vier Tage bei 20 °C.
Dabei war es wichtig, die Anséatze jeden Tag auf tote Fliegen zu untersuchen und diese
gegebenenfalls zu entfernen, da sich die Uberlebenden sonst von diesen ernahren und
das Experiment somit verfalschen wirden. Nach Beendigung jedes Zeitraums wurden
von jedem Ansatz sechs Fliegen fir die darauf folgende Dinnschichtchromatographie
verwendet. Dabei wurden jeweils zwei dieser sechs Fliegen mit der gleichen Metho-
de untersucht. Die drei Methoden die zum Einsatz kamen, waren Methode 1 (ganze
Fliegen), 2 (Fettk6érper) und 5 (Sezieren).

3.2.6 Mikroskopie

Fir die mikroskopischen Untersuchungen wurde pro Probe jeweils eine weibliche Fliege
verwendet. Diese wurde nach dem Prinzip von Methode 5 seziert. Dabei befand sie sich
in drei Farbstoffen: BODIPY, DAPI und Nilrot. Ersteres férbt Neutrallipide griin an. DAPI
interagiert mit Nukleinsauren wie DNA und RNA und farbt diese dadurch blau. Nilrot
ist ein roter Farbstoff flir Phospholipide. Sowohl BODIPY als auch DAPI wurden zuvor
1:5000 und Nilrot 1:1000 mit PBS verdiinnt. Von jeder sezierten Fliege wurden 10 pl
der erhaltenen Hamolymphe auf ein Objekttrager pipettiert. Auf die Probe wurde ein
Deckglaschen platziert und dieses mit Nagellack abgedichtet. Bei der Untersuchung
unter dem Mikroskop wurden von jeder Probe mehrere Aufnahmen von verschiedenen
Stellen gemacht. Dabei wurde eine Stelle in jeweils vier Kandlen aufgenommen. Jeweils
ein Kanal zeigte die Farbung der Probe mit einem Farbstoff. Der vierte Kanal zeigte eine
Aufnahme im Durchlicht.

3.2.7 Analyse mittels Software

Um die Intensitaten der einzelnen TAG-Banden der verschiedenen Proben genauer
miteinander vergleichen zu kénnen, wurden diese mit der Software FIJI ausgewertet.
Dafiir wurde zunachst die DC Platte mit dem Amersham Typhoon Laserscanner ein-
gescannt. Das entstandene Bild wurde dann mit FIJI ge6ffnet. Wirden nun die Ban-
den analysiert werden, erhielte man den jeweiligen Grauwert dieser. Da dieser jedoch
als Durchschnittswert bezogen auf die jeweilige raumliche Ausdehnung einer Bande
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errechnet wird, werden so teilweise Werte erhalten, die nicht der eigentlichen Intensi-
tat einer Bande entsprechen. Hat z.B. Bande A eine groBere raumliche Ausdehnung
als Bande B und ist intensiver als diese, so kann es dennoch sein, dass der erhal-
tene Grauwert von Bande B gréBer ist. Daher war es wichtig, zunachst die Intensi-
tat als optische Dichte zu kalibrieren. Diese Kalibrierung erfolgte nach folgendem Pro-
tokoll: https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/. Als nachstes
wurden die Banden analysiert. Daftir wurden Helligkeit und Kontrast angepasst, so-
dass alle Banden gut erkennbar waren. Danach wurde ein Thresholdbereich festgelegt,
um Banden vom Hintergrund unterscheiden zu kénnen. AnschlieBend wurde um jede
Bande einzeln ein Rechteck als Auswahlbereich gelegt. Nun wurden alle Auswahlbe-
reiche analysiert, wobei lediglich die Werte, die sich in dem zuvor festgelegten Thres-
holdbereich befanden, zum errechneten durchschnittlichen Wert der optischen Dichte
beitrugen. Die erhaltenen Daten wurden in Excel Uberflhrt und fir die Auswertung als
Diagramme dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Vergleich der Genotypen

4.1.1 Dinnschichtchromatographie

In vorherigen Experimenten wurde bereits eine Untersuchung mittels Dinnschichtchro-
matographie durchgefiihrt, bei der die finf Genotypen CantonS, OregonR, W1118, Da-
homey und Foxo miteinander verglichen wurden. Dabei wurde die Hamolymphe mittels
Sezieren extrahiert. Auf der aufgenommenen DC-Platte — zu sehen in Abbildung 4.1 —
scheint es anhand der Intensitat der Banden keine groBBen Unterschiede zwischen den
verschiedenen Genotypen zu geben. Lediglich in den unteren beiden Bandenreihen 4
und 5 unterscheiden sich die ersten neun Proben ziemlich deutlich von den restlichen,
da sie zum Teil wesentlich schwacher ausgepragt sind. Bei den obersten Banden las-
sen sich zudem kleine Unterschiede finden. Hier fallen die ersten sechs Banden in ihrer
Ausdehnung etwas kleiner aus als die Ubrigen. Die obersten Banden sind insgesamt
am starksten ausgepragt.
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Abbildung 4.1: DC-Platte 1: Vergleich der Genotypen
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4.1.2 Software-Analyse

Um die Annahme zu validieren, dass sich die Genotypen nicht nennenswert vonein-
ander in ihrer Lipidzusammensetzung unterscheiden, wurden die einzelnen Lipidklas-
sen mit FIJI analysiert. Dabei wurden die in den Abbildungen 4.2, 4.3 und 4.4 darge-
stellten Werte erhalten. In der ersten dieser drei Abbildungen sind die Intensitaten der
Phosphatidylethanolamine-Banden (PEs) der flinf Genotypen zu sehen. Die Intensitat
ist als optische Dichte angegeben. Die exakten Werte dieser wurden auf zwei Nach-
kommastellen gerundet und sind in den Saulen zu finden. Am oberen Ende der Saulen
sind zudem die Standardabweichungen aufgetragen. Diese variieren mehr oder weni-
ger stark zwischen den Genotypen. Gleiches gilt fir die Intensitdten an sich. Aufféllig
ist hierbei, dass ein deutlich sichtbarer Unterschied zwischen den ersten drei und den
letzten drei Proben besteht. Die ersten drei Proben haben eine optische Dichte von 0,27
(CantonS Weibchen und Foxo) bzw. 0,28 (CantonS Mannchen). Bei den anderen drei
Proben liegt sie bei 0,37 (W1118) bzw. 0,38 (Dahomey und OregonR). Somit hat die
maximale Differenz zwischen den einzelnen Proben einen Wert von 0,11.
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Abbildung 4.2: Intensitaten der PE-Banden

In Abbildung 4.3 sind die Intensitédten der Sterol-Banden zu sehen. Diese unterschei-
den sich zwischen den Genotypen, jedoch in einem geringen Ausmaf3. Der Genotyp
Dahomey weist mit einer Intensitat von 0,41 den héchsten Wert flr die optische Dichte
aller Genotypen auf. Der geringste Wert ist hingegen bei den CantonS Weibchen zu
finden (0,36). Die maximale Differenz der optischen Dichte liegt somit bei einem Wert
von 0,05.
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Abbildung 4.3: Intensitaten der Sterol-Banden

Die Intensitaten der TAG-Banden sind in Abbildung 4.4 dargestellt. Hier sind ebenfalls
wie in den beiden vorherigen Abbildungen gewisse Unterschiede zwischen den Geno-
typen zu finden. Auch hier hat der Genotyp Dahomey insgesamt die héchste Intensitat.
Der Wert der optischen Dichte betragt bei ihm 0,56. Die geringste Intensitat ist in dieser
Abbildung bei den CantonS Mannchen zu finden (0,45).
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Abbildung 4.4: Intensitaten der TAG-Banden

Werden die verschiedenen Lipidklassen miteinander verglichen, so féllt auf, dass die
hdchsten Intensitaten bei den TAGs zu finden sind. Sogar der geringste Wert dieser
(0,45) Ubersteigt den jeweils héchsten Wert der PEs (0,38) und Sterole (0,41).



Kapitel 4: Ergebnisse 19

4.2 Vergleich verschiedener Methoden

D. melanogaster bzw. die Hamolymphe dieses Organismus wurde in der Vergangenheit
durchaus bereits erforscht. Dennoch wurden bisher keine TAG-haltigen Lipidtrdpfchen
in der Hamolymphe gefunden. Das wirft die Frage auf, warum sie mit den in dieser Ar-
beit angewandten Methoden gefunden wurden. Um dieser Fragestellung nachzugehen,
wurde eine Analyse mittels Dinnschichtchromatographie durchgefuhrt. Deren Ergebnis
nach Farbung mit Primulin und Kupfersulfat ist in Abbildung 4.5 dargestellt. Hier sind
ganz links die Standards (S; Cholesterol in verschiedenen Verdinnungen) und dane-
ben finf verschiedenen Methoden aufgefihrt. Die finf Methoden die dabei zum Einsatz
kamen wurden in 3.2.1 bereits genau beschrieben. Sie sind auf der Platte von links
nach rechts angeordnet, beginnend mit Methode 1. Sowohl bei dieser, als auch bei der
folgenden (Fettkdrper) und der letzten Methode (Sezieren) sind auf den unterschiedli-
chen Héhen (1-5) Banden zu sehen. Diese sind bei den Proben der ersten Methode am
intensivsten ausgepragt. Das fuhrt allerdings dazu, dass sie zum Teil nicht voneinander
zu trennen sind, was hier auf Bandenreihe 3 zutrifft. Bei den beiden Methoden links
von der letzten Methode (Anstech- und Einfrier-Methode) sind insgesamt deutlich weni-
ger und schwachere Banden als bei den drei anderen Methoden ersichtlich. Vor allem
bei der Einfrier-Methode fehlen die Banden, mit Ausnahme derer auf Hé6he von Ban-
denreihe 3, komplett. Zusatzlich ist hier ein groBBer schwarzer Fleck zu erkennen. Die
Banden der anderen Methoden unterscheiden sich sichtlich voneinander. Wahrend die
untersten drei Bandenreihen 3-5 durch eher gleichmaBig geformte, rechteckige Banden
gepragt werden, sind die Banden der Bandenreihe 1 und 2 eher oval bzw. ellipsenfor-
mig. Dadurch besitzen sie auch eine gréBere Ausdehnung als die weiter unten liegen-
den Banden. Zudem sind sie intensiver ausgepragt. Eine Ausnahme stellen hierbei die
Banden auf Bandenreihe 2 der ersten finf Proben von Methode 2 dar. Diese sind im
Gegensatz zu den entsprechenden Banden der anderen beiden Methoden kaum aus-
zumachen. Ahnliches gilt fiir die obersten Banden von Methode 5. Diese sind ebenfalls
nicht sehr intensiv.

Bei den ganzen Fliegen tritt an Position vier eine Anomalie auf. Hier fehlt die zweite
Bande von oben, wohingegen die Banden auf allen anderen Héhen sehr gut zu erken-
nen sind. In der folgenden Methode ist ebenfalls eine Unregelmafigkeit, jedoch an einer
anderen Stelle, zu finden. Hier hebt sich die zweite Bande von oben der sechsten Pro-
be in ihrer Starke deutlich von denen der anderen Proben auf dieser H6he ab. Erneut
ist allerdings kein weiterer Unterschied zwischen dieser und den restlichen Proben der
Methode bei den anderen Bandenreihen zu sehen. Bei Methode 5 fehlen die obersten
beiden Banden der dritten Probe. Die weiter unten liegenden Banden fehlen hingegen
nicht und haben die gleiche Stérke wie die entsprechenden Banden der anderen Proben
dieser Methode.
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Abbildung 4.5: DC-Platte 2: Vergleich verschiedener Methoden. Bei den jeweils ersten drei
Proben einer Methode wurde der Genotyp CantonS verwendet, bei den anderen
drei der Genotyp OregonR.

4.3 Zusammensetzung der TAGs

4.3.1 Dunnschichtchromatographie

Um die Zusammensetzung der TAGs genauer abzuklaren, wurden eine Dunnschicht-
chromatographie mit anschlieBender Massenspektrometrie durchgefiihrt. Das Ergebnis
der Platte der Dinnschichtchromatographie vor der MS ist in Abbildung 4.6 zu sehen.
In Abbildung 4.7 ist die gleiche Platte nach der MS abgebildet.

Auf der linken Plattenhélfte sind die Banden bei einem Probenvolumen von je 1 pl zu er-
kennen. Rechts sind diese mit einem Probenvolumen von je 3 pl abgebildet. Die Zahlen
1-4 rechts an der Platte zeigen auf die einzelnen Bandenreihen, welche sich auf un-
terschiedlichen Héhen befinden. Die Banden ganz oben (1) haben eine wolkenférmige
Form und sind z.T. sehr lang gezogen. Das trifft vor allem auf die Banden auf der rechten
Plattenseite zu. Zwischen den Bandenreihen 1 und 2 ist eine horizontale Linie zu sehen.
Bandenreihe 2 weist eine deutliche Verschiebung auf, sprich es befinden sich nicht alle
Banden auf einer Linie, sondern einige z.T. deutlich weiter unten als andere Banden.
Davon sind in erster Linie die Banden betroffen, welche sich relativ mittig auf der Platte
befinden. Alle Banden dieser Bandenreihe haben eine rechteckige Form und gleichen
sich nahezu in ihrer Intensitat. Die nachste Banden (Bandenreihe 3) weisen wie diese
von Bandenreihe 2 eine rechteckige Form auf. Allerdings sind sie nicht so intensiv wie
diese. Die Banden der untersten Bandenreihe (4) ahneln in ihrer Form diesen von Ban-
denreihe 3 sehr. Sie sind jedoch etwas kleiner und zudem weniger intensiv ausgepragt.
Bei der Betrachtung aller Banden der Platte fallen z.T. deutliche Unterschiede bezuglich
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der Intensitaten dieser auf. Wahrend die obersten Banden und diese der Bandenreihe 2
sehr stark ausgepragt sind, fallen die der untersten beiden Bandenreihen mitunter deut-
lich schwacher aus. Vor allem die Banden auf der linken Plattenseite sind ganz unten
sehr viel schwécher zu erkennen als die weiter oben angeordneten Banden auf dieser
Seite. Die Banden der Proben der ersten Methode (M1) sind auf beiden Plattenseiten
die am intensivsten ausgepragten Banden. Die Banden der anderen Proben (M2 und
M5) weisen untereinander in ihrer Intensitat kaum Unterschiede auf, die mit bloBem
Auge erkennbar sind. In Abbildung 4.7 sind die einzelnen Banden insgesamt deutlich
besser zu erkennen als in Abbildung 4.6. Dennoch unterscheiden sich erstgenannte in
ihrer Anordnung und Intensitat zueinander nicht von denen in Abbildung 4.6. Der einzi-
ge Unterschied besteht darin, dass die obersten Banden (Bandenreihe 1) groBtenteils
nicht mehr auf der Platte abgebildet sind. Stattdessen finden sich an diesen Positionen
weil3e, rechteckige Ausschnitte wieder.
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Abbildung 4.6: DC-Platte vor MS. Auf der linken Plattenseite befinden sich Proben mit einem
Volumen von 1 pl und auf der rechten Seite welche mit einem Volumen von 3 pl.
Methode 1 (M1): Ganze Fliegen. Methode 2 (M2): Fettkdrper. Methode 5 (M5):
Hamolymphe (Sezieren).
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Abbildung 4.7: DC-Platte nach MS. Die Aufnahme der Platte nach der MS zeigt in der obersten
Bandenreihe deutliche weiBe Ausschnitte.

4.3.2 Massenspektrometrie

Bei der Massenspektrometrie wurden die TAG-Banden aller Proben mit dem Plate Ex-
press DC-Platten Leser, gekoppelt mit einem kompakien Massenspektrometer, analy-
siert. Die Haufigkeit der lonen ist auf der Y-Achse aufgetragen. Auf der X-Achse ist die
jeweilige Masse als Masse-zu-Ladungsverhaltnis m/z eines ionisierten Molekils aufge-
tragen. Dabei handelt es sich um eine dimensionslose Einheit.

In den folgenden drei Abbildungen 4.8-4.10 werden jeweils die beiden Proben einer
Methode mit einem Gesamtvolumen von 3 pl miteinander verglichen. Die Daten sind
als Massenspekirogramme dargestellt. Die schwarze Datenreihe stellt hier jeweils die
Datenreihe dar, die fur die weiter unten folgenden Abbildungen 4.11-4.13 ebenfalls ver-
wendet wurde.

In der Abbildung 4.8 erfolgt der Vergleich der Proben 7 und 8. Wie zu sehen ist, unter-
scheiden sich die beiden Proben nicht sehr stark voneinander. So weisen sie zumeist
bei gleicher Masse ahnlich hohe Peaks auf. Das trifft vor allem fur die drei héchsten
Peaks zu. Es sind jedoch auch ein paar wenige Unterschiede zu finden. Diese betref-
fen die Peaks mit einer Masse von etwa 735, 778 und 860. Bei ersteren beiden weist
Probe 7 eine deutlich starkere relative Haufigkeit auf als Probe 8. Das gilt vor allem fir
den Peak bei einer ungefahren Masse von 735. Bei den Peaks um m/z 860 zeigt sich
hingegen das Gegenteil: Hier besitzt Probe 8 eine wesentlich héhere rel. Haufigkeit.
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Abbildung 4.8: Methode 1 (ganze Fliegen): Vergleich der Proben 7 und 8

Ein Vergleich der Proben 9 und 10 ist in Abbildung 4.9 zu sehen. Es ist klar erkennbar,
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Abbildung 4.9: Methode 2 (Fettkorper): Vergleich der Proben 9 und 10
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Im Massenspektrogramm der beiden Proben von Methode 5 (4.10) sind nur wenige
Unterschiede ersichtlich. Diese belaufen sich zumeist lediglich auf nicht allzu grof3e Dif-
ferenzen in der rel. Haufigkeit. Es gibt jedoch auch ein paar Peaks, die bei Probe 12
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Abbildung 4.10: Methode 5 (Sezieren):Vergleich der Proben 11 und 12

In Abbildung 4.11 ist das Massenspekirogramm einer Probe von Methode 1 zu sehen.
Hier sind allgemein betrachtet einige sehr hohe, aber auch einige z.T. sehr niedrige
Peaks zu sehen. Der erste etwas héhere Peak befindet sich bei m/z 704. Danach folgen
drei Peaks, welche zueinander eine sehr ahnliche relative Haufigkeit aufweisen. Diese
betragt knapp 23 (m/z 765 und 795) bzw. 24,5 % (m/z 732). Zwischen den beiden erste-
ren ist bei einer Masse von 778 ein Teilchen mit einem etwas héheren Peak abgebildet.
Mit einer rel. Haufigkeit von etwa 74 und 92 % folgen zwei sehr intensive Signale. Sie
befinden sich bei m/z 804 bzw. 806. Das nachste Teilchen mit einem starken Signal
weist eine rel. Haufigkeit von ca. 67 % auf und ist bei einer Masse von 830 zu finden.
Darauf folgt bei einer Masse von 832 das Teilchen mit dem héchsten Peak, der auch als
Basispeak bezeichnet wird. Als intensivstes Signal wird seine absolute Haufigkeit mit
einer relativen Haufigkeit von 100 % gleichgesetzt. Die drei darauf folgenden, beschrif-
teten Peaks sind teilweise sehr viel kleiner als dieser. Sie haben rel. Haufigkeiten von
knapp 33, 62 und 51 % (von links nach rechts).
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Abbildung 4.11: Massenspektrogramm von ganzen Fliegen

In der folgenden Abbildung (4.12) ist das Massenspektrogramm einer Probe der zweiten
Methode ersichtlich. Auch hier sind einige Peaks mit unterschiedlicher Héhe, sprich
unterschiedlicher rel. Haufigkeit abgebildet. Bei m/z 704 ist der erste hohe Peak mit
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Methode 2: Fettkorper
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Abbildung 4.12: Massenspektrogramm der Fettkérper
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Das Massenspektrogramm einer Probe der mittels Sezieren extrahierten Hamolymphe
(Methode 5) ist in Abbildung 4.13 dargestellt. Hier ist grundlegend ein ahnliches Bild wie
bei den beiden vorherigen Abbildungen zu sehen. So gibt es hier ebenfalls zahlreiche
Peaks mit verschiedenen rel. Haufigkeiten. Bei m/z von 703,9 ist der erste etwas héhere
dieser Peaks mit einer rel. Haufigkeit von ca. 37 % zu finden. Die Teilchen mit einer
Masse von 736 und 776 weisen nur eine geringfligig héhere rel. Haufigkeit als dieser
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Abbildung 4.13: Massenspektrogramm der Hamolymphe

Bei dem Vergleich der einzelnen Massenspektrogramme miteiander fallt auf, dass das
der zweiten Methode insgesamt Peaks mit einer geringen relativen Haufigkeit aufweist.
Wahrend beispielsweise beim Massenspektrogramm der ersten Methode neben dem
Basispeak vier weitere Peaks mit einer rel. Haufigkeit von tber 60 % vorliegen, gibt es
beim Massenspekirogramm lediglich einen weiteren Peak von Gber 60 %.

Neben den allgemeinen Unterschieden bezliglich der Héhe der Peaks gibt es weitere
Unterschiede. Diese beziehen sich darauf, bei welcher Masse sich die starksten Signale
befinden. So ist das Teilchen des jeweils héchsten Peaks der ersten beiden Abbildun-
gen bei einer Masse von 832 zu finden. Dieses ist ebenfalls bei Methode 5 zu finden.
Hier kommt es verglichen mit den anderen beiden Methoden am seltensten vor. Zwei
weitere, bei Abbildung 4.11 sehr hohe Peaks (m/z 804 bzw. 806) machen in der Ab-
bildung der zweiten Methode ebenfalls mit die hdchsten Peaks aus. In letzterer haben
sie allerdings eine deutlich geringere rel. Haufigkeit. Bei Methode 5 sind die Peaks an
dieser Stelle ebenfalls sehr hoch. Ersterer von beiden hat mit einer rel. Haufigkeit von
ca. 92 % einen nicht ganz unerheblich héheren Wert als der gleiche Peak bei Methode
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1 (rel. Haufigkeit rund 74 %). Bei Methode 5 sind zudem zwei Basispeaks zu finden,
wohingegen bei den anderen beiden Methoden nur jeweils einer auftritt.

Um die verschiedenen Methoden untereinander besser vergleichen zu kénnen, wurden
jeweils zwei von ihnen in einem Diagramm dargestellt. Der groBte absolute Haufigkeits-
wert wurde dabei mit einer relativen Haufigkeit von 100 % gleichgesetzt. Diese Verglei-
che sind in den Abbildungen 4.14-4.16 dargestellt.

Begonnen wird mit dem Vergleich der ersten beiden Methoden (4.14). Bei diesem ist
zu erkennen, dass die Peaks bei m/z 704 und 732 bei beiden Methoden nahezu die
gleiche relative Haufigkeit aufweisen. Die restlichen Peaks sind hingegen bei der ersten
Methode (ganze Fliegen) deutlich héher als bei der Methode 2 (Fettkérper). Vor allem
der Peak bei m/z 849 variiert sehr stark zwischen den beiden Methoden. Wahrend an
dieser Position bei Methode 2 kaum ein wirklicher Peak auftritt, ist bei Methode 1 dort
ein Peak mit einer rel. Haufigkeit von ca. 33 % zu finden.
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Abbildung 4.14: Vergleich der Massenspektrogramme von Methode 1 und 2
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In der Abbildung 4.15 werden die Methoden 1 (ganze Fliegen) und 5 (Hamolymphe)
gegenuber gestellt. Hier ist bei einer Masse von 704 ein Teilchen zu finden, das bei
beiden Methoden nahezu die gleiche relative Haufigkeit von etwa 30 % hat. Die Peaks
bei m/z 732, 830, 849 sowie 858 und 860 sind bei Methode 1 mitunter deutlich héher
als bei der funften Methode. Das ist vor allem fur letztere beide Peaks zutreffend. Der
erste dieser beiden Peaks bei einer Masse von 858 weist bei Methode 1 ungefahr eine
dreifach hohere rel. Haufigkeit auf als bei Methode 5. Bei m/z 736 bis 804 sind hingegen
Peaks zu erkennen, welche bei Methode 5 eine gréBere Haufigkeit haben. Das Signal
bei m/z 736 weist bei Methode 5 in etwa eine doppelt so hohe Haufigkeit auf wie bei
der ersten Methode. Bei dem folgenden Signal (m/z 750) besteht sogar ein etwas noch
gréBerer Unterschied zwischen den beiden Methoden. Wahrend Methode 5 hier eine
rel. Haufigkeit von ca. 52 % besitzt, liegt diese von Methode 1 bei lediglich etwa 21 %.
Die Peas bei m/z 804 und 806 weisen bei beiden Methoden wiederum recht &hnliche
Haufigkeiten auf. Ersterer Peak ist hierbei bei Methode 5 etwas hdéher und letzterer bei
Methode 1.
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Abbildung 4.15: Vergleich der Massenspektrogramme von Methode 1 und 5
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Zuletzt erfolgt der Vergleich des Massenspektrogramms der Fettkérper mit dem der Ha-
molymphe. Der GroBteil aller Signale ist hierbei bei der Probe der Hamolymphe starker
als bei der der Fettkdrper. Letztere weist lediglich bei m/z 732 bzw. 832, 858 und 860 hé-
here Peaks auf als die Probe der Hamolymphe. Vor allem die Teilchen einer Masse von
750, 778 sowie 804 und 806 sind bei Methode 5 durch deutlich héhere Peaks gekenn-
zeichnet, verglichen mit denen von Methode 2. So liegt beispielsweise der Peak bei m/z
750 der Hamolymph-Probe bei etwas tber 60 %, wohingegen der der Fettkérper-Probe
bei unter 10 % liegt.
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Abbildung 4.16: Vergleich der Massenspektrogramme von Methode 2 und 5

Die zu den erstellten Diagrammen zugehdérigen Datensatze der einzelnen Proben sind
in Abschnitt 7 (Anhang) zu finden.

4.4 Funktion der Hamolymph-Lipidtropfchen

4.4.1 Dunnschichtchromatographie

Aufgrund des hohen TAG-Gehalts in den Hamolymph-LDs lag die Vermutung nahe,
dass sie der Speicherung von Lipiden dienen. Fiir die Uberpriifung dieser These wur-
de zunachst eine Dinnschichtchromatographie durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser ist
in Abbildung 4.17 zu sehen. Sowohl auf der linken als auch auf der rechten Platten-
seite wurden von jeder der drei verwendeten Methoden (ganze Fliegen, Fettkdrper und
Sezieren) jeweils zwei unterschiedliche Proben aufgetragen. Auf der linken Seite ist
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pro Methode je eine Probe von eintagig hungernden und der dazugehérigen Kontrolle
zu finden. Von den vier Tage hungernden Fliegen und den dazugehdrigen Kontrollen
wurde jeweils eine Probe jeder Methode auf die rechte Seite aufgetragen. Die Proben,
welche die hungernden Fliegen enthielten, wurden auf beiden Plattenseiten mit einem
Sternchen markiert.

Die zu erkennenden Banden befinden sich auf fiinf unterschiedlichen Héhen (Banden-
reihe 1-5). Je nach Bandenreihe sind die Banden unterschiedlich intensiv. So sind die
obersten Banden mit Abstand am deutlichsten zu erkennen. Die Banden der nachsten
Bandenreihe (2) sind hingegen nur sehr schwach ausgepragt. Gleiches gilt fir die un-
tersten Banden (5). In Bandenreihe 3 ist im Gegensatz zu allen anderen Bandenreihen
ausnahmslos in jeder Probe eine Bande abgebildet. Diese haben zudem eine recht ho-
he Intensitat.

Bei jeweils der ersten Probe einer Methode (*) fehlen die obersten Banden, mit Aus-
nahme von Methode 2 auf der linken Plattenseite. Zusatzlich sind bei den mit einem
Sternchen markierten Proben auf der rechten Seite keine Banden bei den zwei unters-
ten Bandenreihen erkennbar.

M1 M2 M5 M1 M2 M5

I 1

| _3
.
I

1

.
!

Abbildung 4.17: Vergleich von hungernden und nicht-hungernden Fliegen. Auf der linken
Plattenseite sind die Proben der eintagig hungernden Fliegen (*) und die ihrer
Kontrollen aufgetragen, auf der rechten Seite die viertagig hungernden Fliegen
(*) und dazugehdrigen Kontrollen.
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4.4.2 Mikroskopie

Zusatzlich zur DUnnschichtchromatographie wurden hungernde Fliegen sowie deren
Kontrollen mikroskopisch untersucht. In Abbildung 4.18 sind drei der vier Einzelkanale
(A-C) und deren Zusammenlagerung (D) der mikroskopischen Untersuchung einer der
Kontrollen zu sehen. Das obere linke Bild (A) zeigt die Strukturen, welche mit BODIPY
angefarbt wurden. Hier sind einige helle, weiBe Punkte ersichtlich, die in ihrer GréBe
deutlich variieren. So weisen einige einen Durchmesser von etwa 7-8 um auf, wohin-
gegen andere mit ca. 2-3 um kleiner sind. Im nachsten Bild (B) ist die DAPI-Farbung
ersichtlich. Hier ist lediglich ein relativ gro3er, etwas verschwommener Punkt zu finden.
Die Nilrot-Farbung ist im untersten der drei Bilder (C) dargestellt. In dieser Aufnahme
ist &hnlich wie in der vorherigen lediglich ein heller Fleck auszumachen. Dieser ist aus
mehreren einzelnen, kreisrunden Partikeln zusammengesetzt. Etwas links von der Mitte
befindet sich in allen drei Bildern eine Anordnung, die je nach Kanal leicht unterschied-
liche Formen aufweist und in ihrer Helligkeit variiert. Dabei ist sie im ersten Bild (A) am
deutlichsten zu erkennen, wohingegen sie in (B) am schwachsten ist. Die Uberlagerung
der drei Einzelbilder ist unten rechts dargestellt (D). Sehr gut zu erkennen sind hier die
vielen grinen Punkte bzw. kreisférmigen Strukturen, welche sich im Bild verteilt befin-
den. Die Anordnung, welche zuvor in allen drei Einzelbildern abgebildet war, weist hier
eine grun-gelblich-blaue Farbung auf.
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Abbildung 4.18: Kontrolle von nicht-hungernden Fliegen. (A) Die BODIPY-Farbung zeigt vie-
le, unterschiedlich groBe Strukturen. (B) Bei der DAPI-Farbung ist lediglich ein
weiBer Punkt deutlich zu sehen. (C) Eine Ansammlung kleiner Punkte ist in der
Nilrot-Farbung zu sehen. (D) In der Zusammenlagerung der Bilder A-C sind
hauptsachlich grin-gefarbte Sturkturen ersichtlich.

In der folgenden Abbildung (4.19) sind vier Aufnahmen einer Fliege gezeigt, welche fur
einen Tag hungerte. Hier sind ebenfalls die einzelnen Kanéle der BODIPY- (A), DAPI-
(B) und Nilrot-Farbung (C) sowie die Uberlagerung dieser drei Kanale (D) dargestellt. In
allen vier Aufnahmen ist relativ zentral gelegen eine helle Struktur zu erkennen. Diese
setzt sich aus mehreren, kleineren kreisférmigen Strukturen zusammen. Zusatzlich sind
in allen Bildern, mit Ausnahme von Bild B, weitere kreisférmige Partikel zu finden. Diese
variieren in ihrer GréBe. So haben einige einen Durchmesser von etwa 3-4 um und
andere einen von ca. 1 um. Wéhrend diese Partikel in A und C als weif3 erscheinen,
weisen sie in D eine griine bzw. gelbliche Farbe auf.
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Abbildung 4.19: Fliegen nach einem Tag. Die einzelnen Abbildungen zeigen Mikroskopieauf-
nahmen der BODIPY- (A), DAPI- (B) und Nilrot-Farbung (C) sowie die Uberla-
gerung dieser Einzelbilder (D).

In der Abbildung 4.20 sind vier mikroskopische Aufnahmen von einer Fliege zu sehen,
welcher fur vier Tage die Nahrung entzogen wurde. Das Bild unten rechts (D) wurde als
Uberlagerung der drei Einzelbilder (A-C) erstellt. In der oberen linken Abbildung (A) ist
die BODIPY-Farbung gezeigt. Hier sind zahlreiche kleine, wei3e Punkte zu erkennen,
die alle eine &hnliche GréBe aufweisen. In dem rechts danebenliegenden Bild (B), wel-
ches die DAPI-Farbung zeigt, sind deutlich weniger wei3e Punkte zu erkennen. Diese
befinden sich hauptsachlich etwas links von der Bildmitte. Die untere linke Abbildung (C)
zeigt etwas gréBere Strukturen als die, die in den vorherigen beiden Bildern zu sehen
waren. Hier wurde die Nilrot-Farbung aufgenommen. In der Abbildung (D) sind vor allem
in der unteren rechten Bildhélfte einige rote Partikel zu erkennen, die alle eine ahnliche
GroBe aufweisen. Ihr Durchmesser betragt in etwa 4 bis 5um. Am rechten Bildrand
sowie im oberen, mittigen Teil des Bildes sind weitere rote Partikel zu finden. Etwas
links von der Mitte des Bildes ist eine Ansammlung mehrerer, kleiner, blauer Punkte
auszumachen. Deren Durchmesser ist sichtlich geringer als der von den roten Partikeln
und betragt ca. 1-2 um. Daneben lassen sich tberall im Bild griine Punkte finden. Diese
weisen wie die blauen Punkte einen sehr kleinen Durchmesser auf. Gemessen an der
Anzahl dominieren in der Abbildung die griinen Punkte.
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Abbildung 4.20: Fliegen nach vier Tagen. Wahrend in der BODIPY-Farbung (A) zahlreiche
helle Punkte zu sehen sind, finden sich in der DAPI-Farbung (B) lediglich ein
paar wenige kleine Punkte. Die Nilrot-Farbung (C) zeigt hingegen weniger, aber
gréBere Strukturen auf. Die Uberlagerung der drei Einzelbilder weist griine, rote
und blaue Punke auf (D).
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5 Diskussion

5.1 Vergleich der Genotypen

5.1.1 Dinnschichtchromatographie

Sowohl bei diesem als auch bei den spater folgenden Experimenten wurden die Proben
mittels DUnnschichtchromatographie untersucht. Es wurde sich fir diese Methode ent-
schieden, weil sie sehr gut daflir geeignet ist chemische Komponenten innerhalb einer
Probe aufzutrennen. Das liegt u.a. an den geringen Kosten, der Einfachheit und guten
Reproduzierbarkeit, welche die DC mit sich bringt (Santiago und Strobel, 2013).

Die in Abbildung 4.1 dargestellte DC-Platte weist vier verschiedene Lipidklassen auf.
Diese sind je nach Polaritat unterschiedlich weit auf der Platte gelaufen. Aufgrund des-
sen, dass die Platte zunachst in polarem Laufmittel stand, lassen sich unterhalb der
Laufmittelfront dieses die polaren Lipide finden. Die Laufmittelfront ist etwas oberhalb
der Bandenreihe 2 erkennbar. Die polaren Lipide unterscheiden sich in Phosphatidyl-
choline (PCs), Phosphatidylethanolamine (PEs) und Sterole, beginnend von unten. Ers-
tere beide sind den Phospholipiden zuzuordnen. Ganz oben sind Triacylglycerine (TAGs)
zu finden. Hierbei handelt es sich um Neutrallipide. Die Banden dieser sind am deut-
lichsten zu erkennen. Das gibt Rickschluss darauf, dass die Lipidtrépfchen in der Ham-
olymphe einen hohen TAG-Anteil haben. Am kleinsten und schwéachsten fallen hier die
Banden der ménnlichen CantonS Fliegen aus. Das ist einfach damit zu begriinden, dass
Méannchen insgesamt weniger Fett (-gewebe) besitzen als Weibchen. Die schwacher
ausfallenden PE- und PC-Banden auf der linken Plattenseite kobnnten zu der Vermutung
fihren, dass die dort aufgetragenen Proben bzw. die entsprechenden Genotypen einen
geringeren Anteil dieser Lipide besitzen. Das ist allerdings wenig schllssig, da es sich
dabei um die Lipidtropfchen umgebenden Phospholipide handelt. Demnach wirde es
bedeuten, dass sich in diesen Genotypen weniger der Hamolymph-LDs befinden. Das
konnte jedoch bereits durch mikroskopische Untersuchungen ausgeschlossen werden.
Lediglich bei den Mannchen von CantonS kénnte diese Begriindung zutreffend sein, da
sie im Vergleich zu Weibchen, wie oben bereits erwahnt, weniger Fett und damit auch
weniger LDs besitzen. Bei den Weibchen von CantonS und Foxo muss dieser Unter-
schied daher auf einen anderen Grund zurtickzufihren sein. Eine Mdglichkeit ist, dass
die Platte nicht gleichmafig mit Primulin bespriht wurde, wodurch diese Banden im
Fluoreszenzscanner nicht so klar erscheinen wie die der anderen Genotypen. Schlief3-
lich ist Primulin ein Fluoreszenzfarbstoff und je weniger von diesem auf die Platte bzw.
Banden gelangt, umso schwécher sind diese zu erkennen.

Das Anfarbepotential von Primulin wird sowohl durch die Fettsdurezusammensetzung
als auch durch die Hauptgruppe des Analyten beeinflusst (Engel und Schiller, 2021).
Das kdénnte mdglicherweise einen Einfluss auf die anschlieBende Auswertung mittels
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Software haben. Daher lohnt sich ein Blick auf andere Farbstoffe zum Sichtbarmachen
der Lipide. Geeignet waren beispielsweise 2,7-Dichlorfluorescein oder Rhodamin 6G,
welche wie Primulin nicht-spezifische, fluoreszente Reagenzien sind und keine Zerst6-
rung der Probe nach sich ziehen (Fuchs, Popkova etal., 2015). Rhodamin ist ebenfalls
wie Primulin eine sehr sensitive Reagenz, mit einer Empfindlichkeit, die im niedrigen
Nanomolbereich liegt (Fuchs, St etal., 2011). Eine weitere Gemeinsamkeit dieser bei-
den Reagenzien ist, dass die mit ihnen gefarbten Lipide fir mehrere Tage bestandig
sind und somit auch ggf. zu einem spateren Zeitpunkt analysiert werden kénnen (White
etal., 1986; Kishimoto etal., 2001). Wahrend - wie oben erwdhnt - das Anfarbepoten-
tial von Primulin durch die Struktur von Lipiden beeinflusst wird, ist dies bei Rhodamin
6G nicht der Fall. Weder die Lange der Alkylkette noch das Vorkommen bzw. die An-
zahl an Doppelbindungen haben einen Einfluss auf die mit einem Fluoreszenzscanner
ermittelte Intensitat (Kishimoto etal., 2001). Fir eine anschlieBende Untersuchung der
Lipide mittels MS eignet sich jedoch Primulin gegeniber Rhodamin besser (Fuchs, Pop-
kova etal., 2015). In einer 2021 erschienenen Arbeit von Hofmann et al. wird berichtet,
dass sich Coomassie (Briliant Blue) ebenfalls gut fiir die Sichtbarmachung von Lipiden
nach erfolgter Dinnschichtchromatographie eignet. Dieser Farbstoff bindet vermutlich
an positiv geladene Komponenten der Hauptgruppen von zwitter-ionischen Lipiden und
interagiert zudem mit aromatischen und hydrophoben Teilen dieser Lipide (Hofmann
etal., 2021). Somit eignet sich dieser Farbstoff beispielsweise zum Sichtbarmachen von
Phospholipiden, aber nicht fir TAGs.

5.1.2 Software-Analyse

Fir die genaue Auswertung der einzelnen Lipidklassen von den finf Genotypen Can-
tonS, OregonR, W1118, Dahomey und Foxo wurden S&ulendiagramme erstellt. Diese
Darstellungsweise ist allerdings nicht die beste. So wirden sich Boxplots besser eignen,
da sie lediglich die analysierten Werte darstellen. Sdulendiagramme hingegen suggerie-
ren, dass z.B. beim Genotypen W1118 in Abbildung 4.2 Werte von null bis 0,37 gemes-
sen wurden. Fir eine Darstellung der Werte als Boxplots werden allerdings mehr Daten
bendtigt. Hierfir misste die Diinnschichtchromatographie und anschlieBende Software-
Analyse mehrmals wiederholt werden.

In allen drei Diagrammen lassen sich gewisse Unterschiede zwischen den einzelnen
Genotypen finden. So fallt auf, dass es in Abbildung 4.2 eine relativ deutliche Differenz
zwischen den ersten und den letzten drei Genotypen gibt. Diese sind auch bei Be-
trachtung der dazugehérigen DC-Platte mit bloBem Auge erkennbar (s. Abb. 4.1). Diese
Unterschiede lassen sich vermutlich auf Ungenauigkeiten in der Methodik zurtckfiihren,
wie z.B. unterschiedliche Volumina an H&molymphe, die beim Sezieren gewonnen wur-
den. Des Weiteren féllt auf, dass der Genotyp Dahomey in allen drei Lipidklassen die
starksten Banden aufweist. Das |dsst vermuten, dass der in den Proben enthaltene An-
teil der entsprechenden Lipide bei diesem Genotyp héher ausféllt als bei den anderen.
Das lasst sich wiederum auf Unterschiede bei der Probenvorbereitung zuriickfuhren.
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So ist es nicht auszuschlieBen, dass trotz gleicher Methode Uber alle Proben hinweg,
von einigen Fliegen schlichtweg mehr Hamolymphe gewonnen wurde als von anderen.
Die Vermutung, dass Dahomey einen héheren Anteil dieser Lipide enthalt als die ande-
ren Genotypen lasst sich ausschlieen, weil die Unterschiede zwischen den Genotypen
dafur einfach zu gering sind. Es ist hingegen wahrscheinlicher, dass die Unterschiede
zwischen allen Genotypen untereinander auf die Software-gestitzte Analyse und damit
verbundene Fehler zuriickzufiihren sind. Diese wurde z.T. durch nicht klar voneinan-
der getrennte Banden erschwert. Somit war es nicht einfach, den Auswahlbereich zur
Analyse exakt Uber eine Bande eines Genotyps zu legen. Dementsprechend besteht
die Mdglichkeit, dass zumindest in einigen wenigen Féllen Teile einer Bande mehreren
Genotypen zugeordnet wurde und entsprechend in deren Messdaten mit eingeflossen
ist. Dennoch lasst sich sagen, dass die Differenzen allgemein sehr gering sind und es
keine grundlegenden Unterschiede zwischen den untersuchten Genotypen gibt. Diese
Erkenntnis ist hilfreich fr folgende Experimente zur genaueren Untersuchung der Ham-
olymphe und der darin enthaltenen Lipidtrépfchen. Durch die vernachléassigbar kleinen
Unterschiede ist es fir die folgenden Experimente ausreichend lediglich einen Geno-
typen zu untersuchen.

5.2 Vergleich verschiedener Methoden

Das Dinnschichtchromatographie-Experiment zum Vergleich verschiedener Methoden
ist in Abbildung 4.5 dargestellt. Hierbei treten zahlreiche Unterschiede zwischen den
Banden der verschiedenen Methoden aber zum Teil auch innerhalb dieser auf. Bevor
diese beschrieben werden, ist es wichtig, den einzelnen Bandenreihen die jeweilige Li-
pidklasse zuzuordnen. Das kann mithilfe des Standards Cholesterol und dem Wissen
dartber, wie weit die Lipide Uber die Platte laufen, erfolgen. Cholesterol ist ein Sterol.
Folglich handelt es sich bei den Banden auf dieser Hohe (Bandenreihe 3) um Stero-
le. Die beiden darunter liegenden Bandenreihen zeigen Phospholipide. Das sind zum
einem PCs (Bandenreihe 5) und zum anderen PEs (Bandenreihe 4). Bei den Banden
oberhalb der Sterole handelt es sich um Triacylglycerine (TAGs). Ganz oben sind zudem
Sterolester zu finden.

Im folgenden Abschnitt erfolgt zunachst der Vergleich der Methoden 3 bis 5. Diese stel-
len unterschiedliche Methodiken zur Extraktion der Hamolymphe dar. Bei den Methoden
3 und 4 sind lediglich teilweise Sterole zu erkennen. Bei der letzten Methode sind im
Gegensatz dazu neben Sterolen auch Phospholipide, Sterolester und TAGs zu finden.
Diese Unterschiede weisen darauf hin, dass beim Sezieren der Fliegen eine wesentlich
héhere Menge an Hamolymphe gewonnen wird als durch das Anstechen bzw. Einfrie-
ren dieser. Das erklart wiederum, warum die Hamolymph-LDs in der in dieser Arbeit
beschriebenen Form bisher unentdeckt blieben. SchlieBlich kamen bei anderen Arbei-
ten die Anstech- und Einfrier-Methode zum Einsatz, die Seziermethode hingegen nicht.
Demzufolge konnten durch diese Vorgehensweisen keine TAG-haltigen Lipidtropfchen
gefunden werden.
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Die Proben der ersten Methode weisen Uber alle Banden hinweg eine intensivere Aus-
pragung auf als die Proben der Methoden zur Hamolymph-Extraktion sowie diese der
Fettkérper. Das entspricht den Erwartungen, da fir erstere Methode schlie3lich ganze
Fliegen und nicht nur ein Teil dieser verwendet wurden. Somit enthielten diese Proben
insgesamt einen hdheren Anteil an Lipiden aus verschiedenen Organen bzw. Geweben.
Anhand der Proben der Fettkdrper lasst sich sagen, dass diese in erster Linie Steroles-
ter enthalten. Zusatzlich lassen sich hier gréBtenteils Sterole finden. Die Banden der
TAGs sind — mit Ausnahme der der letzten Probe — ziemlich schwach. Daher lasst sich
sagen, dass das entnommene Hamolymph-Volumen der letzten Methode, sowie die
ganzen Fliegen eine héhere Menge an TAGs aufweisen, als die (untersuchte Menge
an) Fettkorper. Das kann allerdings auch auf Unterschiede in der Probenvorbereitung
zurtickgefuhrt werden. So wurde beispielsweise beim Sezieren gezielt die Hamolymphe
extrahiert, wohingegen die Fettkérper im Abdomen verblieben. Dadurch verblieben bei
der Lipidextraktion womdglich lediglich ein Teil der Fettkdrper und der darin enthaltenen
TAGs bzw. Lipide in dem Probenvolumen, welches spater auf die DC-Platte aufgetragen
wurde. Gleiches gilt fir die Phospholipide. Bei der letzten Probe trat vermutlich eine Ver-
unreinigung auf, weswegen die TAG-Bande hier starker ausgepragt ist als die tbrigen
TAG-Banden.

Bei dem schwarzen Fleck, welcher bei der Einfrier-Methode zu sehen ist, handelt es
sich vermutlich um eine Verunreinigung. Gleiches gilt fir den schwarzen Punkt, der sich
relativ mittig bei der Anstech-Methode befindet.

Neben den hier angewandten Vorgehensweisen gibt es weitere, die der Extraktion von
Hamolymphe dienen. Eine Methode mit einem hohen Durchsatz wurde 2014 von Mac-
Millan und Hughson beschrieben. Sie etablierten ein Gerat, mit welchem mithilfe eines
Luftstroms und Druck Hamolymphe gewonnen werden kann. Hierbei missen Fliegen
nicht - wie es bei allen anderen hier angewandten Methoden der Fall ist - zunachst mit-
hilfe von Kohlenstoffdioxid oder Kalte betaubt werden. Dadurch werden die durch diese
Betdubung mdglicherweise nachteiligen Auswirkungen auf die biochemischen Eigen-
schaften verhindert. Mit dieser Methode erzielten sie mit zehn Weibchen durchschnitt-
lich 56 Nanoliter Hamolymphe (MacMillan und Hughson, 2014). Ob das im Vergleich
zu den hier angewandten Methoden deutlich mehr oder weniger ist, lasst sich nur sehr
schwer sagen. Das hangt damit zusammen, dass bei den hier verwendeten Methoden
die jeweilige Ausbeute an Hamolymphe nicht erfasst wurde. Anhand der Experimente
ist jedoch klar erkenntlich, dass mittels der Anstech- und Einfrier-Methode eine sehr viel
geringere Menge an Hamolymphe im Vergleich zur Sezier-Methode gewonnen wird. Zu-
dem wurden mittels letzterer bei der Mikroskopie je 10 ul einer Probe untersucht, wobei
sich anhand der Beobachtungen sagen lasst, dass ein Grofteil dieses Volumens tat-
sachlich der Hamolymphe entsprach. Daher wird mittels Sezier-Methode wahrscheinlich
deutlich mehr Hamolymphe erhalten, als mit der von MacMillan und Hughson beschrie-
benen Methode. Diese &hnelt vom erhaltenen Hamolymph-Volumen vermutlich eher der
Anstech- und Einfrier-Methode. FUr zukinftige Untersuchungen ware es sicherlich nicht
ganz uninteressant, diese "neue"Methode mit den hier angewandten Methoden durch
Experimente eingehender zu vergleichen.
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5.3 Zusammensetzung der TAGs

5.3.1 Diinnschichtchromatographie

In den Abbildungen 4.6 und 4.7 ist die gleiche DC-Platte einmal vor (4.6) und einmal
nach der Massenspektrometrie (4.7) dargestellt. Wie beschrieben fallen die Banden auf
der linken Plattenhalfte in ihrer Intensitat insgesamt schwéacher aus, als diese auf der
rechten Seite. Der Grund hierfir ist, dass von den Proben auf der rechten Seite ein Volu-
men von jeweils 3 ul eingesetzt wurde, wohingegen lediglich je 1 ul Probenvolumen auf
die linke Plattenseite pipettiert wurden. Bei der horizontalen Linie, welche sich zwischen
den Bandenreihen 1 und 2 befindet, handelt es sich um die Laufmittelfront des polaren
Laufmittels. Diese ist an dieser Stelle zu erkennen, weil das Laufmittel bis zu dieser
Hbhe gelaufen ist, bevor die Platte aus dem Laufmittel genommen wurde. Bei den ver-
schiedenen Bandenreihen 1-4 handelt es sich um unterschiedliche Lipide. Diese sind
je nach Charakter unterschiedlich weit Gber die Platte gelaufen. Aufgrund dessen, dass
die Platte zunachst in das polare Laufmittel gesetzt wurde, befinden sich unterhalb der
Laufmittelfront von diesem polare Lipide. Oberhalb der Laufmittelfront des polaren Lauf-
mittels befinden sich Neutrallipide. In diesem Fall sind es TAGs (Bandenreihe 1). Die Un-
terscheidung der polaren Lipide kann mit dem Wissen Uber ihre Position auf der Platte
zueinander getroffen werden. Dadurch lassen sich die Sterole (Bandenreihe 2) gut von
den Phospholipiden (Bandenreihen 3 und 4) unterscheiden. Letztere sind in PEs (Ban-
denreihe 3) und PCs (Bandenreihe 4) aufgegliedert. Fir die Proben der ersten Methode
(M1) wurden ganze Fliegen verwendet, fiir diese der anderen Methoden (M2 und M5)
lediglich Teile der Fliegen. Das erklart die unterschiedlich intensiven Banden zwischen
ersterer und den anderen beiden Methoden, wovon fast ausschlieB3lich die Phospholipi-
de betroffen sind. SchlieBlich sind in einer ganzen Fliege mehr Phospholipide zu finden
als wenn nur der Fettkérper bzw. die Hamolymphe dieser einzeln betrachtet werden. In
den Sterolen und TAGs tritt dieser Unterschied ebenfalls auf, jedoch ist er hier deutlich
geringer. Eine mdgliche Erklarung hierflr ware, dass die Banden der Sterole und TAGs
insgesamt deutlich intensiver sind als die der Phospholipide. Dadurch fallen die Unter-
schiede in den Sterolen und TAGs mit bloBem Auge nicht so deutlich aus, wie diese in
den Phospholipiden. Zudem kénnte es auf unterschiedliche Verhatnismaiigkeiten der
einzelnen Lipide zwischen den Methoden hinweisen. So kénnte es sein, dass sich in
den ganzen Fliegen verhaltnisméaiig weniger Sterole und TAGs als Phospholipide be-
finden, verglichen mit den Fettkdrpern und der Hamolymphe. Um diese Vermutung zu
bestatigen, kdnnte z.B. erneut die Software FIlJI verwendet werden, um die Intensitaten
der jeweiligen Banden zu ermitteln und anschlieBend miteinander zu vergleichen.

Die Tatsache, dass die Banden in Abbildung 4.7 insgesamt besser zu erkennen sind
als in Abbildung 4.6 hat einen einfachen Grund: Die Platte wurde nach der MS zwar mit
dem gleichen Gerat wie vor der MS gescannt und aufgenommen, jedoch unter anderen
Einstellungen. So wurde beim Scan nach der MS ein anderer Filter ausgewahlt, der die
Fluoreszenz in einem anderen Wellenldangenbereich misst. Der Wellenlangenbereich
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des emittierten Lichts lag beim Scanvorgang vor der MS (Abb. 4.6) bei 515-535 nm.
Nach der MS (Abb. 4.7) lag er hingegen bei 560-580 nm. Dieser Bereich eignet sich of-
fensichtlich besser, um die Banden klarer darzustellen. Das wird auch durch Kishimoto
et al. bestéatigt. Sie haben gezeigt, dass die Intensitat der Fluoreszenz abhangig vom
Emissionsfilter ist und die intensivsten Signale bei einer Emission von 555 nm erhalten
wurden (Kishimoto etal., 2001). Der Filter, welcher fir den Scanvorgang nach der MS
gewahlt wurde, liegt naher an dieser optimalen Emissionswellenlange. Demzufolge sind
die Banden dieser Abbildung intensiver zu erkennen als die Banden der Abbildung vor
der MS.

5.3.2 Massenspektrometrie

Um Analysen mittels Massenspektrometer durchzufiihren muss zunéachst die Wahl ei-
nes geeigneten Gerats erfolgen, da sich diese in ihrem Aufbau und ihrer Funktionswei-
se voneinander unterscheiden. Bei dem hier verwendeten Massenspektrometer han-
delt es sich um ein Quadropol-Massenspektrometer mit APCI-Technik. Neben der che-
mischen lonisation bei Atmosphé&rendruck gibt es noch zahlreiche weitere lonisations-
Techniken. Zu ihnen z&hlen u.a. die lonisation mittels Fast Atom Bombardment (FAB),
die Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisation (engl.: Matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization, MALDI), die Photoionisation bei Atmospharendruck (engl.: atmospheric
pressure photoionization, APPl) und die Elektrospray-lonisation (engl.: electrospray io-
nization, ESI). Alle Techniken haben Vor- und Nachteile, weswegen sie sich mehr oder
weniger gut fir die Analyse von Lipiden (im speziellen von TAGs) eignen. Sowohl die
ESI- und MALDI-MS, als auch die Photoionisation bei Atmosphéarendruck sind moder-
ne Entwicklungen zur Untersuchung von Lipiden mittels MS. Die MALDI-MS hat neben
einer hohen Empfindlichkeit weitere Vorteile. Allerdings treten bei der Untersuchung mit
dieser Technik auch Nachteile auf, weswegen sie hauptsachlich bei schnellen Screens
von Lipidprofilen Anwendung findet (Christie und Han, 2012). Die APPI-MS ist hingegen
eine Weiterentwicklung von ESI und APCI. Sie besitzt eine geringere Nachweisgrenze
sowie héhere Signalintensitaten als die APCI und ist in etwa 2-4 Mal so empfindlich
wie diese (Christie und Han, 2012). Aufgrund dieser Vorteile ist die APPI besser flr die
Analyse von Lipiden geeignet als die hier verwendete APCI. Dementsprechend wére
es empfehlenswert, bei zukinftigen Experimenten die TAGs bzw. die verschiedenen Li-
pidklassen allgemein, mit einer APPI-MS zu untersuchen, vorausgesetzt, es steht ein
entsprechendes Gerat zur Verfligung.

Ebenso wie es verschiedene Techniken zur lonisation einer Probe gibt, lassen sich
auch unterschiedliche Analysatoren finden. Die wohl am haufigsten verwendeten sind
Quadropol-, lon-Fallen-, Flugzeit- und Fourier-Transformations-Analysatoren. Die Vor-
teile des hier verwendeten Quadropol-Analysators sind geringe Kosten, eine einfache
Instandhaltung, eine relativ geringe GréBe und Robustheit (EI-Aneed, Cohen und Ba-
noub, 2009). Er hat allerdings keine sehr gute Auflésung, sprich chemisch unterschied-
liche lonen mit dem scheinbar gleichen m/z-Wert kénnen von diesem Analysator nicht
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voneinander unterschieden werden (Amad und Houk, 1998). Die Fourier-Transformations-
Analysatoren kénnen in lonen-Cyclotron- und Orbitrap-Analysator unterschieden wer-
den. Zwei der groBten Vorteile von ersterem sind eine sehr hohe Massengenauigkeit
und ein hohes Auflésungsvermdgen (Haag, 2016). Allerdings werden flr diese Ana-
lysatoren groBBe supraleitende Magneten bendétigt, wodurch zum einen sehr viel Platz
und zum anderen flissiges Helium, was sehr teuer ist, bendétigt wird (Haag, 2016).
Das macht seine Anwendung flr die hier benétigte Analyse unattraktiv. Der Orbitrap-
Analysator ist deutlich kleiner und glnstiger als der lonen-Cyclotron-Analysator und
weist bei héheren m/z-Werten ein besseres Auflésungsvermdgen als dieser auf (Zu-
barev und Makarov, 2013). Somit eignet er sich im Vergleich zum anderen Fourier-
Transformations-Analysator vor allem in kleineren Laboren mit einem geringeren Bud-
get zur Analyse von Lipiden. Daher Iasst sich sagen, dass neben dem verwendeten
Quadropol-Analysator ein Orbitrap-Analysator wohl am besten geeignet ware, um bei
zukunftigen Analysen eingesetzt zu werden. Zusétzlich besteht eine weitere Alternati-
ve in Hybridgeraten, die mehrere gleiche oder verschiedene Analysatoren miteinander
kombinieren und somit die jeweiligen Vorteile dieser vereinen. Ein Beispiel hierflr wéare
die Kopplung mehrerer Quadropol-Analysatoren, wodurch eine Verringerung der Peak-
breite und eine damit einhergehende héhere Auflésung (im Vergleich zu einem Einzel-
Quadropol-Analysator) erreicht werden kann (Amad und Houk, 1998). Dadurch kénnten
die TAGs zukinftig noch genauer analysiert werden.

Durch die APCI-Technik werden Massenspektren von TAGs erzeugt, die ein protoniertes
Molekil als das am haufigsten vorkommende bzw. starkste Signal und weitere, durch
eine geringere Masse und schwéachere Signale gekennzeichnete Fragmente aufweisen
(Christie und Han, 2012). Das starkste Signal entspricht somit einem Molekdilion. Die
Fragment-lonen entsprechen DAGs und entstehen durch den Zerfall von (instabilen)
TAG-Molekilen. Diese Fragment-lonen sind bei einem m/z-Wert von unter 700 zu fin-
den. Daher sind in den hier dargestellten Massenspektrogrammen lediglich mehrere
Molekil-lonen von unterschiedlichen TAGs zu finden, da auf der X-Achse ein Bereich
von m/z 700-900 aufgefihrt ist.

Jedem Peak bzw. jeder Masse kann hierbei eine bestimmte relative Haufigkeit zugeord-
net werden. Diese sagt aus, wie viele lonen einer gewissen Masse im Vergleich zu lonen
anderer Masse innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls vom Detektor gezahlt wurden.
Dabei wurden Datenreihen mit absoluten Haufigkeiten erhalten. Fir eine bessere Ver-
gleichbarkeit der Proben untereinander wurde sich allerdings fiir eine Darstellungsweise
der relativen Haufigkeiten entschieden. Diese Darstellungsweise ermdglicht einen pro-
zentualen Vergleich der einzelnen Peaks innerhalb einer Methode. Das ist allgemein
versténdlicher als absolute Zahlenwerte.

Bei dem Vergleich von jeweils zwei Proben einer Methode in den Abbildungen 4.8-4.10
treten mehr oder weniger starke Unterschiede auf. Diese sind vermutlich darauf zuriick-
zuftihren, dass es bei der Probenvorbereitung trotz gleicher Vorgehensweise zu kleinen
Unterschieden zwischen den einzelnen Proben kam. Schlief3lich wurden die Proben ma-
nuell und nicht automatisiert vorbereitet. Somit kénnte beispielsweise bei einer Probe
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eine hdhere Menge an Hamolymphe extrahiert worden sein als bei einer anderen. Diese
Differenzen zwischen zwei sonst gleichen Proben (gleiche Methode der Vorbereitung,
gleiches Probenvolumen) fallen in den Abbildungen 4.8 und 4.10 gering aus. Bei dem
Vergleich zweier Proben der Methode 2 sind hingegen sehr krasse Unterschiede zu fin-
den. Die Datenreihe von Probe 10 verlauft hierbei so, wie es zu erwarten gewesen ware,
sprich die Peaks sind eng und klar voneinander zu trennen. Bei Probe 9 muss allerdings
ein Problem aufgetreten sein. Die Datenreihe dieser Probe ist aufgrund der starken
Asymmetrie vieler Peaks sehr untypisch fir ein Massenspektrogramm. Warum das so
ist, ist fraglich. Eine Verunreinigung der Probe ist unwahrscheinlich, da das abgebildete
Massenspektrogramm eher auf einen Fehler bei der Analyse mittels Massenspektrome-
ter hinweist. Deshalb wurde flr eine genauere Auswertung der zweiten Methode Probe
10 verwendet (siehe Abb. 4.12). Bei den anderen beiden Methoden wurde sich eben-
falls fur jeweils eine Probe entschieden, um eine detaillierte Auswertung durchfiihren
zu kénnen. Die Wabhl dieser Proben erfolgte dabei willkirlich. Eine andere, theoretisch
maogliche Vorgehensweise bestiinde darin, die Mittelwerte (arithmetische Mittel) der re-
lativen Haufigkeit zweier Proben einer Methode zu bilden und folglich diesen Datensatz
fur die detaillierte Auswertung zu verwenden. Das erwies sich allerdings als nicht prak-
tikabel. Bei Methode 2 ist dies einfach mit dem wahrscheinlich bei der Analyse aufge-
tretenen Fehler zu begriinden, weswegen eine Probe (Probe 9) komplett ungeeignet flr
weitere Auswertungen ist. Dartber hinaus stimmen die beiden Proben je einer Methode
nicht in der Gr6Be der erhaltenen Datensatze Uberein. So wurden beispielsweise bei
der achten Probe 182 Werte flur eine Masse und die dazugehérige Haufigkeit erhalten.
Bei Probe 7 wurden hingegen nur Daten fur 171 Werte erhalten. Dieser Unterschied ist
in erster Linie darauf zurlickzufihren, dass bei Probe 8 zum Teil lonen bei bestimmten
Massen detektiert wurden, die bei Probe 7 nicht auftraten. Somit fehlen einige bei Probe
8 detektierte Massen und die dazugehdrigen Haufigkeiten bei Probe 7 vollstandig. Das
wlrde dazuflhren, dass letztendlich nur wenige Datenpunkte erhalten werden wirden,
bei denen die ermittelten Massen zweier Proben exakt Ubereinstimmen. Das gilt fur die
Proben aller drei Methoden.

Um die Ergebnisse der MS detaillierter darzustellen, wurden die Daten je einer 3ul
Probe jeder Methode ausgewertet. Die Wahl fiel auf diese Proben, weil sie durch das
héhere Probenvolumen schlichtweg starker ausgepragte Banden besal3en, im Vergleich
zu den 1 pl Proben. Die entsprechenden Massenspektrogramme sind in den Abbildun-
gen 4.11-4.13 dargestellt.

Bei der ersten Methode besitzt das am haufigsten vorkommende lon eine Masse von
832. Weitere, sehr haufig in dieser Probe vorkommende lonen haben eine Masse von
804, 806 und 830. Die lonen, welche bei einer Masse von 778 und 860 zu finden sind,
kommen in der Probe nur etwa halb so oft vor wie das haufigste lon, was an ihrer rela-
tiven Haufigkeit von etwa 50 % zu erkennen ist. Zusétzlich gibt es weitere lonen, deren
rel. Haufigkeit unter 40 % liegt. Zu diesen z&hlen u.a. die lonen mit einer Masse von 704
und 849.

Bei Methode 2 weisen die Peaks allgemein betrachtet eine geringere relative Haufigkeit
auf, verglichen mit den anderen beiden Methoden. Daraus lasst sich schlussfolgern,
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dass sich in dieser Probe insgesamt weniger lonen von TAGs und somit auch weniger
TAGs an sich befinden, deren Masse zwischen 700 und 900 liegt. Wie bei der ersten
Methode ist auch hier das am haufigsten vorkommende lon bei einer Masse von 832 zu
finden. Daneben gibt es lediglich zwei weitere lonen, die eine rel. Haufigkeit von Gber
50 % haben und somit recht haufig in der Probe der Fettkérper vorliegen (m/z 804 und
806).

Die Probe von Methode fiinf weist im Gegensatz zu denen der anderen beiden Metho-
den zwei verschiedene lonen auf, die am haufigsten vorkommen. Diese entsprechen
den Basispeaks bei m/z 778 und 806. AuBBerdem gibt es drei weitere lonen, deren rel.
Haufigkeit teilweise weit Uber 60 % liegt und die daher sehr oft bzw. in groBen Mengen
in der Probe vorliegen. Diese sind bei einer Masse von 750, 804 und 832 zu finden.

Die Darstellungsweise mittels der relativen Haufigkeit hat neben den oben erwéhnten
Vorteilen allerdings auch einen Nachteil. Dieser fallt beim Vergleich der einzelnen Spek-
trogramme (Abb. 4.11-4.13) auf. So suggeriert die Angabe der rel. Haufigkeit beispiels-
weise, dass das lon mit einer Masse von 732 haufiger in der Fettkbrperprobe vorkommt
als in der der ganzen Fliegen. SchlieBlich liegt die relative Haufigkeit dieses lons bei
Methode 2 bei Uber 40 %, wohingegen sie bei Methode 1 lediglich zwischen 20 und
30 % liegt. Das ist darauf zurlickzuflhren, dass fir jede Methode einzeln der gréBte
absolute Haufigkeitswert mit einer relativen Haufigkeit von 100 % gleichgesetzt wurde.
Da sich dieser allerdings zwischen den Proben z.T. deutlich unterschied, entsteht die-
se Verzerrung beim Vergleich der einzelnen Spektrogramme. Daher ist es sinnvoll, die
verschiedenen Proben bzw. Methoden untereinander in einem Diagramm zu verglei-
chen, bei dem eine relative Haufigkeit von 100 % dem gréBten absoluten Zahlenwert
aller Proben entspricht. Eine Darstellung aller Proben in einem Diagramm ist hierfir al-
lerdings eher ungeeignet, da dadurch die einzelnen Proben kaum visuell voneinander
unterschieden werden kénnten. Daher ist es praktikabler, mehrere Diagramme zu ver-
wenden, in denen jeweils zwei Proben miteinander verglichen werden. Diese sind in den
Abbildungen 4.14-4.16 zu finden.

Bei diesem Vergleich der Methoden untereinander fallen mehr oder weniger starke Un-
terschiede auf. Zu erwarten gewesen ware, dass Methode 1 bei den Vergleichen bei
allen gemessenen Massen die hdchsten Peaks aufweist. Das ist schlichtweg damit zu
begriinden, dass diese Methode auf ganzen Fliegen basiert, wahrend bei den anderen
beiden lediglich jeweils ein Teil der Fliegen verwendet wurde. Demnach sollte die Probe
der ersten Methode die h6chste Menge an TAGs besitzen. Das ist auch gréBtenteils
zutreffend. Gerade beim Vergleich mit der zweiten Methode gibt es im Wesentlichen
lediglich ein bis zwei TAG-lonen, welche in der Probe der Fettkdrper etwas haufiger vor-
kommen als in der der ganzen Fliegen (z.B. bei m/z 732). Dieser Unterschied belauft
sich allerdings nur auf etwa drei bis vier Prozent. Alle anderen detektierten lonen tre-
ten in der Probe der ersten Methode haufiger auf als in der von Methode 2. Die Peaks
des lons der Masse 704 sind bei beiden Proben nahezu gleich hoch, sprich es gibt nur
einen minimalen Unterschied in der Haufigkeit des Vorkommens von diesem in beiden
Proben. Dadurch liegt die Vermutung nahe, dass das zu diesem lon gehérige TAG-
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Molekul fast ausschlielich im Fettkérper von Fliegen vorkommt. Alle anderen Peaks
fallen bei Methode 1 héher aus als bei Methode 2. Das heif3t, dass die entsprechenden
TAG-Molekile in ganzen Fliegen in gréBerer Menge vorkommen, als in den Fettkérpern
dieser.

Werden die erste und die letzte Methode, sprich die TAG-Zusammensetzung ganzer
Fliegen und die der Hamolymphe miteinander verglichen, so fallen ebenfalls Unter-
schiede auf. Die Peaks, welche bei Methode 5 héher ausfallen, deuten daraufhin, dass
es TAG-Molekile gibt, welche in der Hamolymphe haufiger vorkommen als in ganzen
Fliegen. Dies erscheint zunachst einmal widerspruchlich. Eine mdégliche Ursache fir
diesen Unterschied ware die Vorgehensweise der Probenvorbereitung. Bei der Probe
von Methode 1 wurden ganze Fliegen lediglich zerdriickt, wohingegen bei der Probe
der letzten Methode Fliegen seziert wurden. Durch das Zerdricken wurde lediglich ein
Teil aller TAGs der Fliege gewonnen, da sie bei dieser Vorgehensweise groBtenteils in-
takt blieb. Beim Sezieren wurde hingegen ein GroBteil der Himolymphe erhalten. Somit
enthielt diese Probe verhéltnismaBig gesehen eine gréBere Menge an TAGs, welche
der Hamolymphe entstammen. Damit lasst sich schlussfolgern, dass u.a. die zu den
lonen einer Masse von 736, 750 und 778 gehdérenden TAGs in groBen Mengen in der
Hamolymphe zu finden sind. Das wird auch bei dem Vergleich von Methode 2 und 5
deutlich (4.16). Hier weisen u.a. die lonen der Massen 750 und 778 der Hamolymph-
Probe zum Teil eine sehr viel gréBere rel. Haufigkeit auf als die der Fettkérper-Probe.
Demzufolge sind die entsprechenden TAGs in den Fettkérpern in wesentlich geringeren
Mengen zu finden als in der Hamolymphe. Im Gegensatz dazu kommt das zum Peak
m/z 704 gehdrende TAG-Molekul nahezu gleich haufig in Fettkbrpern und Hamolymphe
vor. Des Weiteren gibt es zwei bis drei TAGs, die haufiger in den Fettkdrpern als in der
Hamolymphe zu finden sind. Deren lonen befinden sich bei den Massen 732 sowie 858
und 860. Die zu dem Peak bei m/z 849 gehérenden TAGs kommen in den Fettkdrpern
und der Hamolymphe, verglichen mit den ganzen Fliegen, in vernachlassigbar geringen
Mengen vor. Das fuhrt zu der Erkenntnis, dass diese TAGs aus einem anderen Organ
bzw. Gewebe der Fliege stammen muissen. Gleiches gilt fir die lonen der Massen 858
und 860. Diese weisen ebenfalls hohe rel. Haufigkeiten auf, die nicht alleinig auf die
vorkommenden Mengen dieser TAGs in den Fettkérpern und der Hamolymphe zuriick-
zufOhren sind. Auch hier stammen die detektierten TAG-Molekiile zumindest zu einem
gewissen Teil aus weiteren Organen bzw. Geweben.

Anhand der bei der MS erhaltenen Werte der Molekil- bzw. lonenmasse kénnen keine
genauen Aussagen Uber die exakte Struktur der dazugehdérigen TAGs getroffen wer-
den. Das hangt u.a. mit der Komplexitat dieser zusammen. SchlieBlich unterscheiden
sich TAGs in ihrer Gesamt-Kohlenstoff-Anzahl (engl.: carbon number, CN), in ihrem Un-
gesattigtheitsgrad und in der chemischen Zusammensetzung ihrer Alkylgruppen sowie
deren Position am Glycerin-Rickgrat (Waktola etal., 2020). Aufgrund dieser komplexen
Struktur ist es unméglich mittels einer eindimensionalen Flissigchromatographie (engl.:
liquid chromatography, LC), wie der hier durchgeflihrten Dinnschichtchromatographie,
gekoppelt mit einer MS die exakte Zusammensetzung der jeweiligen TAGs aufzuklaren.
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Daher ist es sinnvoll einen Blick auf andere, besser geeignete Methoden zu werfen. Ei-
ne andere, recht simple Chromatographiemethode ist die Gaschromatographie (GC). Zu
den Vorteilen dieser Methode zahlen eine hohe Trennscharfe (Waktola et al., 2020), die
Mdoglichkeit verschiedene S&ulen mit unterschiedlichen Eigenschaften zu wéahlen und
eine minimale thermische sowie katalytische Zerstérung von empfindlichen Probenkom-
ponenten (Al-Bukhaiti etal., 2017). Eine spezielle Form der GC ist die Hochtemperatur-
Gaschromatographie (engl.: high-temperature gas chromatography, HTGC). Hierbei er-
folgt die Auftrennung der Komponenten eines Gemischs bei Temperaturen von Uber
300 °C. In einem Bericht von Ruiz-Samblas et al. wird die Analyse von TAGs durch HT-
GC Uber einen Zeitraum von 10 Jahren bis zum Jahr 2015 zusammengefasst. Demnach
ist die HTGC der Flissigchromatographie bei der Analyse von TAGs vorzuziehen. Das
begriinden sie mit Fortschritten in der Chromatographie-Technik und kommen zu dem
Schluss, dass es sich bei der HTGC um eine einfache, zuverlassige und zufrieden-
stellende Methode handelt (Ruiz-Samblas, Gonzalez-Casado und Cuadros-Rodriguez,
2015). Trotz einiger Vorteile der HTGC gegenuber der DC ist auch diese Methode allein
nicht optimal geeignet um TAGs strukturell komplett zu erfassen. Eine bessere Idee ist
daher mehrdimensionale anstelle von eindimensionalen Techniken zu verwenden. Die-
se sind dadurch definiert, dass jede Dimension eine eigenstéandige Analyse ist, sprich
die angewandten Methoden bzw. Techniken auch unabh&ngig voneinander durchge-
fihrt werden kdnnten (Waktola etal., 2020). Ein einfaches Beispiel hierfir ware die
Kombination von Flissig- und Gaschromatographie (LC-GC) mit anschlieBender MS,
wobei die Vorteile beider Chromatographie-Techniken ausgenutzt werden. Dafiir wer-
den die einzelnen chemischen Komponenten einer Probe zun&chst mittels LC aufge-
trennt und anschlieBend durch eine GC z.B. nach ihrer Gré3e oder ihrem Siedepunkt
voneinander getrennt. Aufgrund der komplementéren Eigenschaften beider Dimensio-
nen hat diese Methode ein hohes Auflésungsvermdgen und zeigt detaillierte Analysen
der gewlinschten Komponenten (Janssen und Koning, 2004).

5.4 Funktion der Hamolymph-Lipidtropfchen

5.4.1 Dunnschichtchromatographie

Die durchgeflihrte Dlinnschichtchromatographie offenbart einige Unterschiede zwischen
den Kontrollen und den hungernden Fliegen. Bei den Kontrollen sind, wie zu erwarten
gewesen, Uber alle Proben hinweg in allen Bandenreihen mehr oder weniger intensi-
ve Banden ersichtlich. Diese Ergebnisse stimmen auch mit vorherigen Untersuchungen
Uberein. Die Proben der hungernden Fliegen weisen hingegen insgesamt weniger Ban-
den auf. Das ist schlichtweg damit zu begriinden, dass diesen Fliegen fir einen bzw.
vier Tage die Nahrung entzogen wurde. Folglich mussten sie fir diese Dauer ihre Ener-
gie aus Fettreserven beziehen. Je nachdem, ob dies fiir einen oder sogar fiir vier Tage
nétig war, schrumpften die Fettreserven entsprechend stark. Daher sind beispielsweise
bei den PEs (Bandenreihe 4) bei den Proben der eintdgig hungernden Fliegen noch
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(schwache) Banden zu sehen. Bei den viertdgig hungernden Fliegen sind an dieser
Stelle keinerlei Banden mehr zu erkennen. Da es sich hierbei jedoch um Phospholipide
handelt, ist dies lediglich ein indirekter Nachweis flir das Schrumpfen der Fettreserven.
Aufgrund dessen, dass z.B. die Hamolymph-LDs von einer Membran umgeben sind,
erscheint es logisch, dass beim Schrumpfen bzw. Verlust dieser Strukturen ebenso die
Menge an Membranlipiden stark verringert wird. Schlie3lich besitzen die Lipidtropfchen
in Folge der ausbleibenden Nahrung eine geringere Oberflache als bei Zugang zu Nah-
rung. Ein direkter Nachweis daftir, dass die Fettreserven bei Nahrungsentzug schrumpf-
ten, sind die fehlenden TAG-Banden (Bandenreihe 1) in den Proben der hungernden
Fliegen. An dieser Stelle sind bei den dazugehérigen Kontrollen deutlich Banden zu
sehen. Daher kénnen mégliche andere Griinde fir das Fehlen der Banden, wie bei-
spielsweise das Auftragen eines zu geringen Probenvolumens oder das unzureichende
Bespriihen mit Primulin, ausgeschlossen werden. Somit |asst sich klar sagen, dass die
Menge an TAGs bei Nahrungsentzug stark zurlickgeht. Dieser Rickgang an Speicherli-
piden ist in allen angewandten Methoden zu finden. Das muss allerdings nicht zwingend
auf ein vollstandiges Verschwinden der TAGs hinweisen. Es kénnten nach Nahrungs-
entzug lediglich eine stark verringerte Menge dieser Lipide vorliegen, die unterhalb der
Nachweisgrenze der DC bzw. von Primulin liegt. Die weiter unten diskutierten Mikrosko-
pieaufnahmen aus 4.4.2 liefern zumindest bezliglich Methode 5 weitere Erkenntnisse
darUber.

Die einzige Ausnahme bzgl. des Ruckgangs der TAGs ist hierbei Methode 2. Bei dieser
sind die TAGs bei der Probe der eintagig hungernden Fliegen im Vergleich zur Kontrol-
le nicht zuriickgegangen, sprich die Banden der hungernden Fliegen und der Kontrolle
weisen in ihren Intensitaten keine Unterschiede auf. Als Ursache daflr kénnte eine Ver-
unreinigung der Probe in Betracht kommen. Diese kénnte bei der Probenvorbereitung
aufgetreten sein. Es ist jedoch auch mdéglich, dass beim Entzug der Nahrung zunachst
die in der Himolymphe befindlichen Speicherlipide (Lipidtrépfchen) als Energiereserven
aufgebraucht werden, bevor auf die in den Fettkdrpern enthaltenen TAGs zurlckgegrif-
fen wird. Das ist wohl eher zutreffend als eine Verunreinigung. Zu begriinden ist dies
damit, dass zum einen méglichst sauber und ordentlich gearbeitet wurde, weswegen
eine Verunreinigung in so hohem Maf3e (gleiche Intensiat wie die Bande der Kontrolle)
eher auszuschlieBen ist. Zum anderen ist es fiir den Organismus einfacher und energe-
tisch sinnvoller bereits bestehende mobile Energiereserven (in Form der Hamolymph-
LDs) zu den Zellen mit Bedarf zu transportieren anstatt zunéchst Reserven aus den
Fettkérpern mobilisieren zu missen. Diese Erkenntnisse bestatigen den anfénglichen
Verdacht, dass die Lipidtrépfchen der Hamolmyphe eine Speicherfunktion erfiillen.

Die Banden der Bandenreihe 2 sind aufgrund ihrer Position auf der Platte méglicher-
weise Diacylglycerine (DAGs). Diese besitzen im Gegensatz zu TAGs nur zwei anstatt
drei Fettsauren. Dennoch lasst sich diese Vermutung nicht bestatigen. Daflir misste
beispielsweise ein entsprechender Standard, sprich ein DAG, auf die Platte aufgetra-
gen werden. Trotz dieser Ungewissheit ist es gut mdglich, dass es sich tatséchlich um
DAGs handelt. Diese stellen ein wichtiges Zwischenprodukt bei der Bildung von TAGs
dar. Aufgrund dessen, dass TAGs in erheblichen Mengen in den Proben der wohlge-
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nahrten Fliegen vorkommen, ist es auch durchaus mdglich, dass diese zusatzlich diese
Vorstufe in Form von DAGs enthalten.

Bei den Banden der Bandenreihe 3 handelt es sich um Sterole. Die Intensitat dieser
Banden scheint bei allen Proben gleich stark zu sein. Das bedeutet, dass die Stero-
le nicht durch den Entzug der Nahrung beeinflusst werden. Das erscheint wiederum
einleuchtend. Schlie3lich handelt es sich bei ihnen um Lipide, die fir die Zellmembran
bendtigt werden und somit strukturgebend sind und keine Speicherfunktion erfillen.

5.4.2 Mikroskopie

Bei Betrachtung der Mikroskopieaufnahmen in den Abbildungen 4.18, 4.19 und 4.20
sind einige Unterschiede zu erkennen - sowohl zwischen den einzelnen Aufnahmen
innerhalb einer Abbildung als auch zwischen den verschiedenen Abbildungen. Die Va-
riationen in GréBe, Form und Helligkeit der Strukturen in den verschiedenen Einzelauf-
nahmen sind auf die unterschiedlichen Farbungen zurlckzufiihren, die jeweils auf ei-
nem Bild zu sehen sind. So zeigt die jeweils erste Einzelaufnahme (A) Neutrallipide, da
diese durch den Farbstoff BODIPY griin geféarbt werden. DAPI (B) hingegen lagert sich
vorzugsweise an AT-reiche Regionen in der kleinen Furche der DNA an. Nach Anregung
mit ultraviolettem Licht emittiert dieser Farbstoff am kurzwelligen Ende des sichtbaren
Spektrums. Dadurch erscheinen mit DAPI gefarbte Nukleinsduren blau. Nilrot kann u.a.
neutrale Lipide und Phospholipide farben. Bei der Farbung von Neutrallipiden erschei-
nen diese gelb. Phospholipide werden hingegen rot geféarbt. Die Farbungen der Lipide
bzw. DNA werden erst in den Uberlagerungen der Einzelbilder ersichtlich, da die Kame-
ra des Mikroskops lediglich schwarz-weif3 Bilder aufnimmt. Durch die Zuordnung jedes
Einzelbildes zu einer der drei Farben mittels Software entstanden die farbigen Uberla-
gerungen. Durch diese Uberlagerung mehrerer Farben sind einigen Strukturen in der
jeweiligen letzten Aufnahme nicht eindeutig die Lipidklassen zuordenbar. Daher ist es
wichtig, auch die Einzelaufnahmen der unterschiedlichen Farbkanéale darzustellen.
Anhand des Wissens Uber die Farbstoffe lassen sich die Strukturen in den jeweiligen
Einzelaufnahmen und Zusammenlagerungen einordnen. In Abbildung 4.18 sind in der
BODIPY-Aufnahme (A) sowie in der Uberlagerung der Einzelaufnahmen (D) zahlreiche
Lipide in der Hdmolymphe zu sehen, welche sich zu Trépfchen organisieren. Die unter-
schiedlichen GréBen dieser resultieren daraus, dass der Lipidgehalt zwischen den ein-
zelnen Lipidtrépfchen variiert. Folglich enthalten gré3ere Tropfchen eine h6here Menge
an Lipiden als kleinere. Bei diesen Lipiden handelt es sich um TAGs. Das lasst sich
daraus schlieBen, dass BODIPY Neutrallipide wie TAGs farbt und auf der DC-Platte
TAGs als einzige Neutrallipide erschienen. Neben den TAGs lassen sich in der Kontrolle
weitere Lipide finden. Diese erscheinen in der Nilrot-Farbung als weiBe Punkte. In der
Ansammlung, welche in der Uberlagerung zu sehen ist, erscheinen sie gelb.

In den Aufnahmen der Fliegen nach eintdgigem Nahrungsentzug (4.19) zeigt sich ein
ahnliches Bild wie in den Aufnahmen der Kontrolle. Hier sind ebenfalls einige unter-
schiedlich groBe Lipidtropfchen in der BODIPY-Aufnahme und der Zusammenlagerung
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zu erkennen. Diese sind allerdings allgemein etwas kleiner als die der Kontrolle und
auch in geringerer Anzahl vertreten. Die Ursache hierfir ist, dass die hungernden Flie-
gen die mobilen Hamolymph-LDs als Energiequelle nutzen. Dadurch, dass sie aller-
dings erst fur einen Tag hungerten, ist noch kein groBer Unterschied zu der Kontrolle
zu sehen. Die geringere Anzahl an LDs kénnte bei diesen hungernden Fliegen auch
schlichtweg damit begriindet werden, dass die Abbildung lediglich einen etwa 150 mal
200 um groB3en Bereich der Probe zeigt. Trotz dessen, dass versucht wurde, einen Be-
reich zu wahlen, der stellvertretend fir die gesamte Probe verwendet werden kann,
ist es nicht komplett auszuschlieBen, dass womdglich ein ungunstiger Bereich gewahlt
wurde. Das drfte allerdings keine sehr groBen Auswirkungen auf eine folgerichtige Aus-
wertung haben.

Die Ansammlung in der Bildmitte hat in allen Einzelaufnahmen eine intensive Helligkeit.
Das filhrt dazu, dass sie in der Uberlagerung ebenfalls groBtenteils als heller, weiBer
Fleck erscheint. Dadurch ist es nicht eindeutig mdéglich zu sagen, welche Lipidklasse
in dieser Ansammlung dominiert. Es handelt sich aber vermutlich um eine Mischung
aus Phospholipiden und TAGs, welche sich (zumindest teilweise) innerhalb von Zellen
befinden.

Die Einzelaufnahmen der Fliegen, welche fir vier Tage keine Nahrung enthielten, un-
terscheiden sich mehr voneinander als es bei den Einzelaufnahmen der vorherigen bei-
den Abbildungen der Fall ist. Dennoch lassen sich auch hier in der BODIPY-Farbung
zahlreiche TAG-haltige Lipidtrépfchen finden. Diese sind aufgrund ihrer griinen Farbe in
Aufnahme D als TAG-haltige LDs identifizierbar. Sie weisen allerdings mit etwa 1-2 um
eine sehr geringe GroBe auf. Daraus l&sst sich schlussfolgern, dass sie dem Organis-
mus zur Speicherung Uberschiissiger Energie dienen. Daher werden sie in Zeiten von
erhéhtem Bedarf bzw. Nahrungsentzug als Energiequelle aufgebraucht. Neben diesen
Energiespeichern sind in der Uberlagerung D zudem einige Phospholipide erkennbar.
Diese wurden mit Nilrot rot angefarbt und sind daher ebenfalls in Einzelaufnahme C zu
finden, wo sie jedoch in wei3er Farbe erscheinen. In Einzelaufnahme B sind ein paar
Zellen zu erkennen. Diese sind fast ausschlieBlich etwas links von der Bildmitte ange-
ordnet. Durch ihr blaues Erscheinungsbild in der Uberlagerung sind sie eindeutig als
Zellen einzuordnen.

Die Schwierigkeit bei den mikroskopischen Abbildungen lag in erster Linie darin, gut
belichtete Aufnahmen zu machen. Bei dem Wechsel von einem Kanal zum nachsten
musste teilweise zunachst die Belichtungszeit angepasst werden. Dadurch wurde die
Probe allerdings an dieser Stelle mitunter fir einige wenige Sekunden mit Licht einer
dem Kanal entsprechenden Wellenlange ausgesetzt. Mit andauernder Belichtungszeit
verblasst allerdings der Farbstoff zunehmend starker. Das flhrte dazu, dass einige Auf-
nahmen starker belichtet sind als andere.
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6 Ausblick

Um die verschiedenen Lipidklassen zu quantifizieren, wurden die auf der DC-Platte auf-
getrennten Lipide mit der Software FIJI untersucht. Diese Vorgehensweise ist durchaus
sehr zeitintensiv und anféllig fir (menschliche) Fehler. Daher wére es sinnvoll statt-
dessen enzymatische Methoden firr die Quantifizierung der Lipide einzusetzen. Daflr
kdnnen kommerziell erhéltliche Kits, wie z.B. das Lipid Quantification Kit der Firma Cell
Biolabs verwendet werden. Das ist im Vergleich zur Software-gestitzten Quantifizie-
rung deutlich zeitsparender. Au3erdem weisen enzymatische Methoden fir gewdhnlich
eine héhere Empfindlichkeit auf und sind sehr spezifisch fir die unterschiedlichen Lipide
(Warnick, 1986).

Fir das Sichtbarmachen der aufgetrennten Lipide auf den DC-Platten wurde die Sprth-
reagenz Primulin verwendet. Dieser Fluoreszenzfarbstoff bindet nicht-kovalent an den
Fettsaurerest von Lipiden (Engel und Schiller, 2021). Aufgrund dessen, dass die Effizi-
enz von Primulin durch die Struktur der Lipide beeinflusst wird, kdbnnten bei zukinftigen
Experimenten andere Farbstoffe zum Einsatz kommen. Geeignet waren beispielsweise
Rhodamin 6G oder womdglich auch Coomassie Brilliant Blue. Dabei kénnten mehrere
DC-Experimente, analog zu den in dieser Arbeit beschriebenen, durchgefiihrt und an-
schlie3end mit den verschiedenen Farbstoffen eingeféarbt werden. Die unterschiedlich
gefarbten (TAG-) Banden kdnnten dann bezlglich ihrer Intensitat analysiert werden.
Dadurch ware ein direkter Vergleich der unterschiedlichen Farbstoffe méglich und es
kdnnte eine Aussage getroffen werden, welcher am besten geeignet ist.

Fur die Darstellung der analysierten Werte der einzelnen Lipidklassen von den fiinf
Genotypen CantonS, OregonR, W1118, Dahomey und Foxo sollten besser Boxplots
anstatt Sdulendiagramme verwendet werden. Diese eignen sich besser, um die erhalte-
nen Daten darzustellen. Das hangt damit zusammen, dass sie die tatséachlichen Daten
widerspiegeln. Die Saulendiagramme sorgen wie weiter oben beschrieben hingegen
fur eine verzerrte Darstellung. Um Boxplots zu erstellen wirde allerdings ein wesent-
lich groBerer Datensatz bendtigt werden. Daher wére es nétig, die Experimente der
Dunnschichtchromatographie mehrmals zu wiederholen und die Daten entsprechend
auszuwerten.

Die exakte Zusammensetzung der TAGs konnte aufgrund der Komplexitat dieser nicht
mittels der in dieser Arbeit angewandten Methoden (DC und MS) aufgeklart werden.
Demzufolge ware es flr zukinftige Experimente sinnvoll, fortschrittlichere Techniken
wie beispielsweise eine Kombination von Flissig- und Gaschromatographie mit an-
schlieBender Massenspektrometrie zu nutzen. Damit kdnnten mehr Informationen Gber
die untersuchten TAGs erhalten werden. Das kénnte wiederum dabei hilfreich sein, die
Unterschiede in der TAG-Zusammensetzung zwischen ganzen Fliegen, Fettkdrpern und
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der Hamolymphe zu erklaren.

Zudem ware es interessant die Hamolymph-LDs bei weiterfihrenden Experimenten mit
den vorrangig in Fettkbrpern vorkommenden, intrazellularen Lipidiropfchen sowie mit
dem Transportprotein (Lipophorin) zu vergleichen. So soll beispielsweise bei einem wei-
teren Experiment geklart werden, ob die Lipidtrépfchen von einer einfachen oder einer
doppelten Phospholipidmembran umgeben sind. Daflir werden zwei verschiedene Lini-
en von Drosophila miteinander gekreuzt. Diese Linien werden als G31 und T120 be-
zeichnet. Um den Membrancharakter aufzuklaren, kommt das GAL4/UAS-System zum
Einsatz. Dieses basiert auf einem bestimmten, fir das Wachstum auf Galaktose bendé-
tigten Gen, welches in der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae zu finden ist. Dieses
wird als GAL4 bezeichnet und erflllt eine regulatorische Funktion: Es wirkt als Transkrip-
tionsfaktor, da es die Transkription seiner Zielgene aktiviert indem es Coaktivatoren Uber
seine transaktivierende Doméne zum Promotor lockt. Dabei bindet GAL4 an eine soge-
nannte UAS (engl.: upstream activating sequence) -Region (Traven, Jelicic und Sopta,
2006). Das GAL4/UAS-System wurde 1993 erstmals genutzt, um gezielt Gene in Dro-
sophila zu exprimieren (Brand und Perrimon, 1993). Durch eine gezielte Genexpression
kann beispielsweise die Funktion eines Gens wahrend der Entwicklung des Organismus
untersucht werden. In unserem Fall dient das GAL4/UAS-System dazu, den Membran-
charakter der in der Hamolymphe befindlichen LDs aufzuklaren. Aufgrund dessen, dass
dieses System nicht naturlicherweise in D. melanogaster zu finden ist, missen zwei
Linien mit jeweils einem Teil des Systems miteinander gekreuzt werden. Die erste Linie
(G31) kann mit Hilfe des Lipophorin-Promotors GAL4 produzieren. Dieser Promotor ist
zellspezifisch und ist lediglich in Fettkdrperzellen zu finden. Die zweite Linie (T120) dient
als Reporter. Sie besitzt eine bestimmte UAS, die GAL4 erkennt. GAL4 stellt hierbei den
Promotor fir die Expression von GFP dar. Das GFP kann nun bei einem doppelschich-
tigen Membrancharakter der Lipidtrépfchen in diese als Transmembrananker eingebaut
werden. Somit kénnen bei den Nachkommen der Kreuzung dieser beiden Linien die
Membranen der LDs genauer untersucht werden.
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7 Zusammenfassung

Nachdem bereits geklart war, dass die in der Hamolymphe von D. melanogaster be-
findlichen Lipidtrépfchen aus TAGs, Sterolen und Phospholipiden zusammengesetzt
sind, wurden sie in der vorliegenden Arbeit genauer untersucht. Das erste Ziel be-
stand darin die verschiedenen Genotypen auf Unterschiede in der Zusammensetzung
ihrer Himolymph-Lipidtrépfchen zu untersuchen. Hierfiir wurde eine Dinnschichtchro-
matographie durchgefiihrt und die Intensitaten der einzelnen Banden der verschiedenen
Genotypen mittels Software analysiert. Dabei traten gewisse Unterschiede auf, sowohl
zwischen den einzelnen Lipidklassen, als auch zwischen den Genotypen. Diese sind je-
doch sehr gering, weswegen sich allgemein sagen lasst, dass sich die Genotypen nicht
wesentlich beziiglich der Zusammensetzung ihrer Hamolymph-LDs voneinander unter-
scheiden. Durch diese Erkenntnis kamen bei weiteren Experimenten lediglich maximal
zwei verschiedene Genotypen zum Einsatz.

Als n&chstes erfolgte eine Untersuchung mittels finf verschiedenen Methoden. Dadurch
konnte geklart werden, warum die Hamolymph-LDs noch nicht zuvor von anderen For-
schungsgruppen beobachtet wurden. Der Grund daflr ist, dass bei bisherigen Metho-
den eine sehr geringe Menge an Hamolymphe gewonnen wurde, wohingegen durch
das Sezieren der Fliegen eine erheblich gréBere Menge dieser erhalten wird. Mithilfe
dieses Wissens wurde lediglich diese Methode bei weiteren Untersuchungen, die sich
mit der Zusammensetzung und Funktion dieser Lipidtropfchen auseinandersetzten, ein-
gesetzt. Durch massenspektrometrische Analysen konnte die Zusammensetzung der
TAGs der Hamolymph-LDs sowie die der Fettkérper und der ganzen Fliegen genauer
aufgeschlisselt werden. Dabei traten zwischen den unterschiedlichen Methoden ge-
wisse Differenzen bezlglich Art und Haufigkeit verschiedener TAGs auf. Anhand dieses
Vergleichs lasst sich schlussfolgern, dass die TAG-haltigen Hamolymph-LDs tatsach-
lich H&molymph-spezifische Strukutren sind und nicht aus den Fettkérpern stammen.
Das warf weitere Fragen auf, z.B. nach der Funktion dieser LDs. Mit einem weiteren
Experiment, bei dem Fliegen flr einen bzw. vier Tage die Nahrung entzogen wurde,
konnte diese Frage geklart werden. Demnach erflllen sie eine Speicherfunktion, was
aufgrund ihres hohen TAG-Gehalts bereits vermutet und anhand einer Analyse mittels
Dunnschichtchromatographie und von Mikroskopieaufnahmen bestétigt wurde. Durch
ihr Vorkommen in der Hamolymphe kénnen sie in Zeiten mangelnder Nahrung bzw. er-
héhtem Energieverbrauch ziigig mobil gemacht und verwertet werden.

Somit lasst sich zusammenfassend sagen, dass die Ziele dieser Arbeit erreicht wurden.
Dennoch sollten zukinftig weitere Experimente durchgefihrt werden, um die Struktur
der Hamolymph-LDs weiter aufzuklaren. Dadurch kénnten mehr Informationen erlangt
werden — auch darUber, inwiefern sich die Himolymph-LDs mit intrazellularen LDs der
Fettkérper und anderer Organe gleichen.



Anhang

Tabelle 7.1: Datensatz Probe 7

Masse (m/z) max. Intensitat (c/s) rel. Haufigkeit

700,6 1,6E+05 2,62%
701,9 5,3E+05 8,69%
704,0 2,0E+06 32,79%
704,9 1,6E+06 26,23%
706,0 5,6E+05 9,18%
707,2 6,3E+05 10,33%
708,0 1,1E+06 18,03%
708,8 9,6E+05 15,74%
710,0 1,3E+06 21,31%
711,0 7,2E+05 11,80%
712,0 3,4E+05 5,57%
713,1 3,9E+05 6,39%
713,9 1,5E+05 2,46%
714,9 1,6E+05 2,62%
718,1 7,4E+05 12,13%
719,8 1,6E+05 2,62%
721,9 6,1E+05 10,00%
722,8 3,1E+05 5,08%
724,0 8,7E+05 14,26%
725,0 5,1E+05 8,36%
725,8 2,4E+05 3,93%
726,7 3,5E+05 5,74%
728,0 1,6E+05 2,62%
729,8 5,5E+05 9,02%
730,9 4,2E+05 6,89%
731,9 1,5E+06 24,59%
733,0 7,1E+05 11,64%
733,9 5,9E+05 9,67%
734,8 4,5E+05 7,38%
735,9 3,7E+06 60,66%
736,9 1,3E+06 21,31%
738,1 1,8E+06 29,51%
739,0 9,3E+05 15,25%
740,1 6,9E+05 11,31%
740,9 5,6E+05 9,18%
741,9 1,5E+05 2,46%
746,3 1,6E+05 2,62%
747,2 3,6E+05 5,90%

748,0 6,3E+05 10,33%




Masse (m/z) max. Intensitat (c/s) rel. Haufigkeit

749,0 4,7E+05 7,70%
750,0 2,1E+06 34,43%
751,2 1,2E+06 19,67%
751,9 3,8E+05 6,23%
752,9 1,9E+05 3,11%
753,7 1,5E+05 2,46%
754,8 1,2E+05 1,97%
755,4 2,3E+05 3,77%
755,9 1,5E+05 2,46%
756,8 1,9E+05 3,11%
757,8 5,3E+05 8,69%
759,0 2,7E+05 4,43%
759,8 2,8E+05 4,59%
761,0 3,0E+05 4,92%
761,9 1,0E+06 16,39%
762,9 3,6E+05 5,90%
764,0 1,1E+06 18,03%
765,0 8,1E+05 13,28%
765,7 4,6E+05 7,54%
767,1 1,2E+06 19,67%
768,1 3,4E+05 5,57%
769,0 9,2E+04 1,51%
770,3 1,6E+05 2,62%
771,2 2,3E+05 3,77%
772,1 6,2E+04 1,02%
773,0 4,3E+04 0,70%
774,0 9,7E+04 1,59%
775,1 7,5E+05 12,30%
776,0 1,7E+06 27,87%
7771 1,5E+06 24,59%
778,0 4,2E+06 68,85%
779,1 2,6E+06 42,62%
780,0 1,2E+06 19,67%
781,4 5,8E+04 0,95%
782,0 9,1E+04 1,49%
783,9 3,9E+05 6,39%
785,2 2,1E+05 3,44%
786,2 1,1E+05 1,80%
789,0 1,9E+05 3,11%
790,2 1,5E+05 2,46%
792,1 4,6E+05 7,54%
793,1 6,5E+05 10,66%
7941 6,5E+05 10,66%
795,1 1,2E+06 19,67%
795,8 4,7E+05 7,70%
797,2 4,7E+05 7,70%
799,2 2,0E+05 3,28%

800,3 7,3E+04 1,20%




Masse (m/z) max. Intensitat (c/s) rel. Haufigkeit

801,8 1,1E+06 18,03%
803,1 1,0E+06 16,39%
804,2 4,2E+06 68,85%
805,0 2,0E+06 32,79%
806,1 5,4E+06 88,52%
807,1 2,8E+06 45,90%
808,1 1,1E+06 18,03%
808,6 7,1E+05 11,64%
810,0 6,1E+05 10,00%
811,2 3,7E+05 6,07%
811,8 8,5E+04 1,39%
813,1 3,1E+05 5,08%
813,9 1,9E+05 3,11%
815,7 2,5E+05 4,10%
817,1 1,0E+05 1,64%
818,0 5,1E+05 8,36%
818,9 5,5E+05 9,02%
819,8 4,1E+05 6,72%
821,0 7,3E+05 11,97%
822,2 2,3E+05 3,77%
823,2 1,6E+06 26,23%
824,3 5,7E+05 9,34%
825,2 3,0E+05 4,92%
827,7 8,0E+04 1,31%
828,2 1,3E+05 2,13%
829,1 5,5E+05 9,02%
830,1 1,9E+06 31,15%
831,2 2,4E+06 39,34%
832,1 6,1E+06 100,00%
833,1 3,8E+06 62,30%
834,2 1,8E+06 29,51%
836,1 5,4E+05 8,85%
837,4 1,1E+05 1,80%
838,1 5,2E+05 8,52%
839,3 2,7E+05 4,43%
840,1 4,7E+04 0,77%
841,3 3,0E+05 4,92%
841,7 2,1E+05 3,44%
842,4 6,6E+04 1,08%
844,3 7,0E+04 1,15%
845,2 1,3E+05 2,13%
845,9 1,3E+05 2,13%
847.,4 3,3E+05 5,41%
848,2 2,2E+05 3,61%
849,2 9,2E+05 15,08%
850,2 1,3E+06 21,31%
851,1 6,6E+05 10,82%

852,0 3,0E+05 4,92%




Masse (m/z) max. Intensitat (c/s) rel. Haufigkeit

854,2 1,2E+05 1,97%
855,0 1,3E+05 2,13%
856,1 1,0E+06 16,39%
857,2 4,9E+05 8,03%
858,2 1,5E+06 24,59%
859,0 1,5E+06 24,59%
860,2 1,3E+06 21,31%
861,1 1,7E+06 27,87%
862,1 3,8E+05 6,23%
863,1 9,1E+04 1,49%
864,1 3,6E+05 5,90%
865,0 8,4E+05 13,77%
866,1 4,6E+05 7,54%
867,3 1,4E+05 2,30%
872,0 1,5E+05 2,46%
873,8 2,7E+05 4,43%
874,3 1,3E+05 2,13%
875,4 4,8E+05 7,87%
876,3 2,6E+05 4,26%
877,2 4,4E+05 7,21%
878.,8 1,7E+05 2,79%
880,4 2,1E+05 3,44%
881,5 9,7E+04 1,59%
882,0 1,6E+05 2,62%
884,0 1,8E+05 2,95%
885,2 4,3E+04 0,70%
886,5 2,3E+05 3,77%
888,2 6,3E+05 10,33%
889,4 4,2E+05 6,89%
890,3 1,6E+05 2,62%
891,7 4,3E+05 7,05%
893,2 4,0E+05 6,56%
894,1 7,1E+04 1,16%
896,3 3,4E+05 5,57%
900,0 1,0E+05 1,64%
902,2 4,3E+04 0,70%

Tabelle 7.2: Datensatz Probe 8

Masse (m/z) max. Intensitat (c/s) rel. Haufigkeit

700,8 2,4E+05 3,93%
701,9 1,1E+05 1,80%
703,9 1,8E+06 29,51%
704,9 4,4E+05 7,21%

706,0 5,1E+05 8,36%




Masse (m/z) max. Intensitat (c/s) rel. Haufigkeit

707,0 2,7E+05 4,43%
708,0 3,3E+05 5,41%
709,2 4,7E+05 7,70%
709,9 5,1E+05 8,36%
711,0 1,2E+06 19,67%
712,2 4,2E+05 6,89%
713,0 2,8E+05 4,59%
713,8 7,5E+04 1,23%
714,9 2,6E+05 4,26%
715,8 2,6E+05 4,26%
717,2 5,6E+04 0,92%
718,0 3,2E+05 5,25%
719,9 5,3E+05 8,69%
721,0 1,4E+05 2,30%
721,9 4,5E+05 7,38%
722,8 3,9E+05 6,39%
723,8 2,1E+05 3,44%
724,3 2,0E+05 3,28%
724,9 3,5E+05 5,74%
725,9 3,9E+05 6,39%
727,8 4,1E+05 6,72%
729,1 8,8E+04 1,44%
729,9 6,4E+05 10,49%
731,0 3,4E+05 5,57%
731,9 1,5E+06 24,59%
732,8 3,6E+05 5,90%
734,0 6,1E+05 10,00%
735,0 4,9E+05 8,03%
736,0 1,1E+06 18,03%
736,9 6,4E+05 10,49%
738,0 1,0E+06 16,39%
739,0 7,6E+05 12,46%
740,1 4,0E+05 6,56%
740,9 1,9E+05 3,11%
742,0 4,3E+04 0,70%
743,8 4,7E+04 0,77%
745,4 1,3E+05 2,13%
746,3 1,2E+05 1,97%
7471 1,8E+05 2,95%
748,0 6,3E+05 10,33%
750,0 1,4E+06 22,95%
751,1 7,3E+05 11,97%
752,0 2,9E+05 4,75%
753,3 2,1E+05 3,44%
754,8 9,5E+04 1,56%
755,7 6,9E+04 1,13%
756,3 3,4E+05 5,57%
757,1 3,1E+05 5,08%

758,0 1,4E+05 2,30%




Masse (m/z) max. Intensitat (c/s) rel. Haufigkeit

759,4 1,8E+05 2,95%
759,9 1,7E+05 2,79%
761,0 2,5E+05 4,10%
762,0 3,7E+05 6,07%
762,9 2,6E+05 4,26%
763,9 7,6E+05 12,46%
765,1 1,4E+06 22,95%
766,0 4,1E+05 6,72%
766,8 5,8E+05 9,51%
768,0 3,7E+05 6,07%
768,8 2,3E+05 3,77%
769,3 3,3E+05 5,41%
772,1 1,9E+05 3,11%
772,9 7,9E+04 1,30%
773,9 2,5E+05 4,10%
775,9 8,9E+05 14,59%
7771 7,8E+05 12,79%
778,0 3,0E+06 49,18%
779,0 1,5E+06 24,59%
780,3 2,7E+05 4,43%
781,1 5,0E+05 8,20%
781,9 4,1E+05 6,72%
784,0 1,3E+05 2,13%
785,1 1,7E+05 2,79%
786,0 2,8E+05 4,59%
787,3 1,5E+05 2,46%
788,0 1,4E+05 2,30%
789,9 4,3E+05 7,05%
791,1 1,6E+05 2,62%
792,5 3,1E+05 5,08%
793,2 2,8E+05 4,59%
794,0 1,4E+05 2,30%
795,1 1,4E+06 22,95%
796,1 8,1E+05 13,28%
797,3 8,1E+04 1,33%
800,0 1,5E+05 2,46%
800,7 2,6E+05 4,26%
802,1 1,6E+06 26,23%
804,0 4,5E+06 73,77%
805,1 1,9E+06 31,15%
806,1 5,6E+06 91,80%
807,1 3,0E+06 49,18%
808,6 3,5E+05 5,74%
810,0 3,5E+05 5,74%
811,0 1,5E+05 2,46%
811,9 2,0E+05 3,28%
813,2 1,6E+05 2,62%
813,9 3,5E+05 5,74%

814,5 9,2E+04 1,51%




Masse (m/z) max. Intensitat (c/s) rel. Haufigkeit

815,5 1,1E+05 1,80%
816,3 2,2E+05 3,61%
817,1 3,1E+05 5,08%
818,1 2,1E+05 3,44%
819,3 2,3E+05 3,77%
820,2 3,4E+05 5,57%
821,0 9,6E+05 15,74%
822,1 5,8E+05 9,51%
823,1 1,3E+06 21,31%
824,2 3,4E+05 5,57%
825,2 2,2E+05 3,61%
826,0 1,2E+05 1,97%
828,0 6,1E+05 10,00%
828,9 4,4E+05 7,21%
830,2 4,1E+06 67,21%
830,9 2,0E+06 32,79%
832,1 6,1E+06 100,00%
833,2 4,6E+06 75,41%
834,2 3,4E+06 55,74%
835,2 2,4E+06 39,34%
836,1 7,1E+05 11,64%
838,1 5,3E+05 8,69%
838,7 4,1E+05 6,72%
840,2 3,0E+05 4,92%
842,4 1,1E+05 1,80%
844,1 5,4E+05 8,85%
845,4 2,1E+05 3,44%
846,6 3,4E+05 5,57%
847,1 4,0E+05 6,56%
848,2 8,6E+05 14,10%
849,2 2,0E+06 32,79%
850,1 5,7E+05 9,34%
851,2 5,1E+05 8,36%
852,3 4,2E+05 6,89%
853,2 3,0E+05 4,92%
854,5 2,1E+05 3,44%
856,2 1,3E+06 21,31%
857,2 6,4E+05 10,49%
858, 1 3,8E+06 62,30%
859,1 2,3E+06 37,70%
860,2 3,1E+06 50,82%
861,1 1,5E+06 24,59%
862,0 6,9E+05 11,31%
863,2 9,6E+05 15,74%
864,0 4,5E+05 7,38%
865,2 8,7E+05 14,26%
866,1 6,7E+05 10,98%
867,3 2,1E+05 3,44%

868,0 9,2E+04 1,51%




Masse (m/z) max. Intensitat (c/s) rel. Haufigkeit

870,2 5,8E+04 0,95%
871,2 7,2E+04 1,18%
873,3 5,7E+04 0,93%
874,3 4,9E+05 8,03%
875,1 4,3E+05 7,05%
876,4 1,7E+05 2,79%
877,2 8,5E+05 13,93%
878,3 4,7E+05 7,70%
879,0 3,7E+05 6,07%
880,2 7,5E+04 1,23%
883,0 5,4E+05 8,85%
884,0 4,3E+05 7,05%
885,1 7,6E+05 12,46%
886,3 1,0E+06 16,39%
887,3 5,7E+05 9,34%
888,0 5,1E+05 8,36%
889,1 4,7E+05 7,70%
890,3 7,5E+04 1,23%
891,1 3,6E+05 5,90%
892,0 3,9E+05 6,39%
892,9 2,0E+05 3,28%
894,0 7,9E+04 1,30%
894,5 1,3E+05 2,13%
895,2 1,6E+05 2,62%
896,1 2,1E+05 3,44%
899,0 8,3E+04 1,36%
899,7 1,3E+05 2,13%
902,2 8,9E+04 1,46%
903,4 3,1E+05 5,08%
904,5 1,1E+05 1,80%

Tabelle 7.3: Datensatz Probe 9

Masse (m/z) max. Intensitéat (c/s) rel. Haufigkeit

702,8 1,4E+06 14,00%
704,0 4,2E+06 42,00%
705,4 7,7E+05 7,70%
706,0 1,3E+06 13,00%
707,8 1,2E+06 12,00%
709,9 2,5E+06 25,00%
713,4 9,8E+05 9,80%
716,0 2,5E+06 25,00%

716,7 2,7E+05 2,70%




Masse (m/z) max. Intensitat (c/s) rel. Haufigkeit

717,5 9,1E+04 0,91%

718,7 7,3E+04 0,73%

720,0 2,0E+06 20,00%
721,9 5,5E+06 55,00%
723,8 3,1E+05 3,10%

726,3 9,9E+05 9,90%

730,0 9,2E+06 92,00%
732,1 4,7E+06 47,00%
733,4 2,4E+05 2,40%

736,0 7,5E+06 75,00%
738,2 8,2E+05 8,20%

739,1 3,4E+06 34,00%
7411 1,1E+06 11,00%
742,0 2,0E+06 20,00%
750,1 1,8E+06 18,00%
761,8 5,4E+05 5,40%

764,2 2,9E+06 29,00%
766,4 1,3E+06 13,00%
768,0 1,0E+06 10,00%
770,0 2,1E+06 21,00%
773,9 4,1E+05 4,10%

775,9 2,2E+06 22,00%
7771 1,6E+06 16,00%
778,0 6,6E+06 66,00%
780,2 2,7E+06 27,00%
782,0 2,7E+06 27,00%
788,2 1,1E+06 11,00%
793,1 1,2E+06 12,00%
800,4 4,1E+05 4,10%

804,3 3,6E+06 36,00%
804,9 1,0E+07 100,00%
806, 1 8,1E+06 81,00%
807,0 2,6E+06 26,00%
808,1 7,4E+06 74,00%
808,9 3,1E+05 3,10%

810,2 1,5E+06 15,00%
814,1 5,7E+05 5,70%

820,6 3,9E+06 39,00%
822,2 3,7E+06 37,00%
829,1 2,4E+06 24,00%
830,3 4,4E+06 44,00%
831,3 3,7E+06 37,00%
832,2 4,2E+06 42,00%
833,3 3,4E+06 34,00%
834,1 2,2E+06 22,00%
835,3 5,3E+06 53,00%
836,1 2,6E+06 26,00%
839,2 5,1E+05 5,10%

842,0 3,5E+05 3,50%




Masse (m/z) max. Intensitét (c/s) rel. Haufigkeit

846,4 3,7E+06 37,00%
849,1 3,7E+06 37,00%
851,2 7,9E+05 7,90%
852,1 9,0E+05 9,00%
856,2 2,7E+06 27,00%
857,4 1,9E+06 19,00%
858,5 3,8E+06 38,00%
860,4 4,8E+06 48,00%
861,4 4,9E+06 49,00%
862,0 1,9E+06 19,00%
863,1 1,3E+05 1,30%
865,4 4,1E+06 41,00%
876,0 3,0E+06 30,00%
877,0 1,3E+06 13,00%
879,8 4,9E+05 4,90%
881,3 9,6E+04 0,96%
882,7 8,1E+04 0,81%
885,3 1,9E+06 19,00%
887,1 4,0E+06 40,00%
890,2 1,2E+06 12,00%
892,2 8,9E+05 8,90%
893,7 9,6E+05 9,60%
903,5 3,0E+06 30,00%

Tabelle 7.4: Datensatz Probe 10

Masse max. Intensitat rel. rel. Haufigkeit rel. Haufigkeit
(m/2) (c/s) Haufigkeit bzgl. Tabelle 7.2 bzgl. Tabelle 7.3
700,7 5,7E+04 1,30% 0,93% 0,57%
701,9 6,3E+05 14,32% 10,33% 6,30%
704,0 1,7E+06 38,64% 27,87% 17,00%
705,2 4,0E+05 9,09% 6,56% 4,00%
706,0 4 9E+05 11,14% 8,03% 4,90%
706,9 2,3E+05 5,23% 3,77% 2,30%
707,9 2,2E+05 5,00% 3,61% 2,20%
709,0 2,2E+05 5,00% 3,61% 2,20%
710,0 1,1E+06 25,00% 18,03% 11,00%
710,9 3,0E+05 6,82% 4,92% 3,00%
713,2 3,7E+05 8,41% 6,07% 3,70%
713,8 8,1E+04 1,84% 1,33% 0,81%
715,9 1,8E+05 4,09% 2,95% 1,80%
716,6 5,1E+04 1,16% 0,84% 0,51%
718,0 6,7E+05 15,23% 10,98% 6,70%

718,9 5,2E+04 1,18% 0,85% 0,52%




Masse

max. Intensitat

rel.

rel. Haufigkeit

rel. Haufigkeit

(m/2) (c/s) Haufigkeit bzgl. Tabelle 7.2  bzgl. Tabelle 7.3
720,1 3,2E+05 7,27% 5,25% 3,20%
721,9 3,0E+05 6,82% 4,92% 3,00%
723,1 2,6E+05 5,91% 4,26% 2,60%
723,7 2,9E+05 6,59% 4,75% 2,90%
724,8 3,3E+05 7,50% 5,41% 3,30%
725,9 1,8E+05 4,09% 2,95% 1,80%
727,3 1,2E+05 2,73% 1,97% 1,20%
727,9 1,2E+05 2,73% 1,97% 1,20%
729,1 1,4E+05 3,18% 2,30% 1,40%
730,0 8,6E+05 19,55% 14,10% 8,60%
731,0 1,5E+05 3,41% 2,46% 1,50%
731,9 1,8E+06 40,91% 29,51% 18,00%
732,9 5,2E+05 11,82% 8,52% 5,20%
734,0 6,8E+05 15,45% 11,15% 6,80%
735,0 2,9E+05 6,59% 4,75% 2,90%
736,0 1,2E+06 27,27% 19,67% 12,00%
737,0 7,5E+05 17,05% 12,30% 7,50%
738,0 1,2E+06 27,27% 19,67% 12,00%
739,0 9,8E+05 22,27% 16,07% 9,80%
740,0 2,0E+05 4,55% 3,28% 2,00%
741 1 6,2E+05 14,09% 10,16% 6,20%
7421 3,2E+05 7,27% 5,25% 3,20%
742,9 2,1E+05 4,77% 3,44% 2,10%
746,1 5,4E+05 12,27% 8,85% 5,40%
747,0 1,5E+05 3,41% 2,46% 1,50%
7479 2,5E+05 5,68% 4,10% 2,50%
749,0 2,1E+05 4,77% 3,44% 2,10%
750,0 4,2E+05 9,55% 6,89% 4,20%
751,1 4,8E+05 10,91% 7,87% 4,80%
752,2 1,8E+05 4,09% 2,95% 1,80%
753,1 8,5E+04 1,93% 1,39% 0,85%
754,0 1,3E+05 2,95% 2,13% 1,30%
755,0 1,1E+05 2,50% 1,80% 1,10%
755,9 8,0E+04 1,82% 1,31% 0,80%
756,9 2,6E+05 5,91% 4,26% 2,60%
758,2 2,4E+05 5,45% 3,93% 2,40%
759,1 3,3E+05 7,50% 5,41% 3,30%
759,8 1,3E+05 2,95% 2,13% 1,30%
761,1 2,1E+05 4,77% 3,44% 2,10%
762,1 5,7E+05 12,95% 9,34% 5,70%
763,1 1,8E+05 4,09% 2,95% 1,80%
764,0 9,2E+05 20,91% 15,08% 9,20%
764,6 7,0E+05 15,91% 11,48% 7,00%
765,0 7,1E+05 16,14% 11,64% 7,10%
767,1 3,3E+05 7,50% 5,41% 3,30%
768,9 1,1E+05 2,50% 1,80% 1,10%
770,0 1,5E+05 3,41% 2,46% 1,50%
772,2 8,3E+04 1,89% 1,36% 0,83%




Masse max. Intensitat rel. rel. Haufigkeit rel. Haufigkeit

(m/2) (c/s) Haufigkeit bzgl. Tabelle 7.2  bzgl. Tabelle 7.3
772,9 3,4E+05 7,73% 5,57% 3,40%
773,9 4,5E+05 10,23% 7,38% 4,50%
775,2 1,6E+05 3,64% 2,62% 1,60%
776,0 7,8E+05 17,73% 12,79% 7,80%
7771 2,1E+05 4,77% 3,44% 2,10%
778,1 1,6E+06 36,36% 26,23% 16,00%
779,1 1,3E+06 29,55% 21,31% 13,00%
780,2 2,3E+05 5,23% 3,77% 2,30%
781,8 2,0E+05 4,55% 3,28% 2,00%
783,0 7,0E+04 1,59% 1,15% 0,70%
785,0 6,2E+04 1,41% 1,02% 0,62%
787,4 1,6E+05 3,64% 2,62% 1,60%
789,1 1,2E+05 2,73% 1,97% 1,20%
790,1 1,6E+05 3,64% 2,62% 1,60%
791,0 2,0E+05 4,55% 3,28% 2,00%
792,2 3,1E+05 7,05% 5,08% 3,10%
793,0 4,7E+05 10,68% 7,70% 4,70%
794,0 7,3E+04 1,66% 1,20% 0,73%
795,1 4,4E+05 10,00% 7,21% 4,40%
796,2 1,5E+05 3,41% 2,46% 1,50%
7971 1,7E+05 3,86% 2,79% 1,70%
798,5 9,3E+04 2,11% 1,52% 0,93%
799,1 2,2E+05 5,00% 3,61% 2,20%
799,8 3,4E+05 7,73% 5,57% 3,40%
801,1 1,8E+05 4,09% 2,95% 1,80%
802,2 8,7E+05 19,77% 14,26% 8,70%
803,3 1,4E+05 3,18% 2,30% 1,40%
804,2 2,5E+06 56,82% 40,98% 25,00%
805,1 1,2E+06 27,27% 19,67% 12,00%
806,1 2,7E+06 61,36% 44,26% 27,00%
807,2 1,4E+06 31,82% 22,95% 14,00%
808,3 4,0E+05 9,09% 6,56% 4,00%
809,3 1,7E+05 3,86% 2,79% 1,70%
810,1 1,5E+05 3,41% 2,46% 1,50%
811,0 1,9E+05 4,32% 3,11% 1,90%
811,8 1,7E+05 3,86% 2,79% 1,70%
8145 1,4E+05 3,18% 2,30% 1,40%
815,9 3,2E+05 7,27% 5,25% 3,20%
817,3 2,3E+05 5,23% 3,77% 2,30%
818,1 2,1E+05 4,77% 3,44% 2,10%
819,3 1,9E+05 4,32% 3,11% 1,90%
820,0 1,5E+05 3,41% 2,46% 1,50%
821,1 7,5E+05 17,05% 12,30% 7,50%
822,1 2,6E+05 5,91% 4,26% 2,60%
823,3 8,4E+05 19,09% 13,77% 8,40%
824,1 6,2E+05 14,09% 10,16% 6,20%
825,3 1,6E+05 3,64% 2,62% 1,60%

827,1 1,3E+05 2,95% 2,13% 1,30%




Masse max. Intensitat rel. rel. Haufigkeit rel. Haufigkeit

(m/z) (c/s) Haufigkeit bzgl. Tabelle 7.2  bzgl. Tabelle 7.3
828,3 2,8E+05 6,36% 4,59% 2,80%
830,1 1,6E+06 36,36% 26,23% 16,00%
831,1 1,3E+06 29,55% 21,31% 13,00%
832,1 4,4E+06 100,00% 72,13% 44,00%
833,2 1,9E+06 43,18% 31,15% 19,00%
834,2 1,8E+06 40,91% 29,51% 18,00%
835,1 1,3E+06 29,55% 21,31% 13,00%
836,1 4,7E+05 10,68% 7,70% 4,70%
837,7 1,3E+05 2,95% 2,13% 1,30%
838,6 1,4E+05 3,18% 2,30% 1,40%
839,9 6,7E+04 1,52% 1,10% 0,67%
842,9 6,5E+04 1,48% 1,07% 0,65%
844.,3 5,5E+04 1,25% 0,90% 0,55%
846,2 3,2E+05 7,27% 5,25% 3,20%
847.,4 2,1E+05 4,77% 3,44% 2,10%
849,0 4,5E+05 10,23% 7,38% 4,50%
850,1 6,0E+05 13,64% 9,84% 6,00%
851,0 4,0E+05 9,09% 6,56% 4,00%
852,2 2,9E+05 6,59% 4,75% 2,90%
853,1 2,6E+05 5,91% 4,26% 2,60%
854,3 1,5E+05 3,41% 2,46% 1,50%
856,1 3,7E+05 8,41% 6,07% 3,70%
857,2 3,5E+05 7,95% 5,74% 3,50%
858,3 2,1E+06 47,73% 34,43% 21,00%
859,2 1,2E+06 27,27% 19,67% 12,00%
860,2 2,0E+06 45,45% 32,79% 20,00%
861,1 1,3E+06 29,55% 21,31% 13,00%
862,2 5,5E+05 12,50% 9,02% 5,50%
863,3 3,8E+05 8,64% 6,23% 3,80%
864,4 2,4E+05 5,45% 3,93% 2,40%
865,3 3,1E+05 7,05% 5,08% 3,10%
866,2 1,2E+05 2,73% 1,97% 1,20%
866,9 7,8E+04 1,77% 1,28% 0,78%
867,4 8,3E+04 1,89% 1,36% 0,83%
870,1 5,4E+04 1,23% 0,89% 0,54%
871,2 7,0E+04 1,59% 1,15% 0,70%
872,1 2,3E+05 5,23% 3,77% 2,30%
872,8 9,1E+04 2,07% 1,49% 0,91%
874,3 3,5E+05 7,95% 5,74% 3,50%
875,2 1,9E+05 4,32% 3,11% 1,90%
876,3 2,9E+05 6,59% 4,75% 2,90%
877,1 4,7E+05 10,68% 7,70% 4,70%
878,3 2,7E+05 6,14% 4,43% 2,70%
879,4 1,6E+05 3,64% 2,62% 1,60%
882,0 2,6E+05 5,91% 4,26% 2,60%
884,2 3,7E+05 8,41% 6,07% 3,70%
885,5 4,7E+04 1,07% 0,77% 0,47%

886,2 3,1E+05 7,05% 5,08% 3,10%




65

Masse max. Intensitat rel. rel. Haufigkeit rel. Haufigkeit
(m/z) (c/s) Haufigkeit bzgl. Tabelle 7.2  bzgl. Tabelle 7.3
887,2 1,0E+05 2,27% 1,64% 1,00%
889,4 2,1E+05 4,77% 3,44% 2,10%
890,4 3,4E+05 7,73% 5,57% 3,40%
891,5 2,2E+05 5,00% 3,61% 2,20%
892,3 1,9E+05 4,32% 3,11% 1,90%
893,5 2,5E+05 5,68% 4,10% 2,50%
894,3 9,5E+04 2,16% 1,56% 0,95%
900,9 1,5E+05 3,41% 2,46% 1,50%
903,4 8,9E+04 2,02% 1,46% 0,89%
905,4 1,6E+05 3,64% 2,62% 1,60%

Tabelle 7.5: Datensatz Probe 11

Masse (m/z) max. Intensitat (c/s) rel. Haufigkeit rel. Haufigkeit bzgl. Tabelle 7.6

701,9 7,3E+05 19,73% 14,31%
702,8 2,1E+05 5,68% 4,12%
704,0 1,6E+06 43,24% 31,37%
704,9 7,1E+05 19,19% 13,92%
705,9 7,4E+05 20,00% 14,51%
706,9 6,3E+05 17,03% 12,35%
707,9 4,8E+05 12,97% 9,41%
708,9 4,7E+05 12,70% 9,22%
710,0 1,5E+06 40,54% 29,41%
710,8 6,7E+05 18,11% 13,14%
711,8 2,3E+05 6,22% 4,51%
713,0 3,1E+05 8,38% 6,08%
713,8 6,9E+04 1,86% 1,35%
714,8 7,4E+04 2,00% 1,45%
715,4 1,5E+05 4,05% 2,94%
716,0 8,3E+04 2,24% 1,63%
716,9 2,0E+05 5,41% 3,92%
717,5 7,4E+04 2,00% 1,45%
718,4 1,8E+05 4,86% 3,53%
719,3 9,0E+04 2,43% 1,76%
719,9 1,1E+05 2,97% 2,16%
720,7 2,0E+05 5,41% 3,92%
721,5 8,9E+04 2,41% 1,75%
722,2 1,4E+05 3,78% 2,75%
722,9 4,0E+05 10,81% 7,84%
724,0 4,3E+05 11,62% 8,43%
724,9 4,5E+05 12,16% 8,82%
726,2 2,9E+05 7,84% 5,69%

7271 1,9E+05 5,14% 3,73%
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Masse (m/z) max. Intensitat (c/s) rel. Haufigkeit rel. Haufigkeit bzgl. Tabelle 7.6

728,2 6,3E+04 1,70% 1,24%
729,1 1,5E+05 4,05% 2,94%
729,9 8,2E+05 22,16% 16,08%
731,0 3,9E+05 10,54% 7,65%
732,0 1,7E+06 45,95% 33,33%
733,0 5,1E+05 13,78% 10,00%
734,1 7,9E+05 21,35% 15,49%
734,9 2,9E+05 7,84% 5,69%
736,0 1,6E+06 43,24% 31,37%
736,9 8,0E+05 21,62% 15,69%
738,0 1,1E+06 29,73% 21,57%
738,9 8,3E+05 22,43% 16,27%
739,9 1,0E+05 2,70% 1,96%
740,4 1,7E+05 4,59% 3,33%
741,8 8,4E+04 2,27% 1,65%
743,4 6,0E+04 1,62% 1,18%
7442 1,3E+05 3,51% 2,55%
745,1 5,6E+04 1,51% 1,10%
746,0 2,5E+05 6,76% 4,90%
746,7 7,4E+04 2,00% 1,45%
748,0 4,7E+05 12,70% 9,22%
749,3 1,6E+05 4,32% 3,14%
750,2 1,4E+06 37,84% 27,45%
750,9 3,2E+05 8,65% 6,27%
752,2 3,5E+05 9,46% 6,86%
753,7 1,3E+05 3,51% 2,55%
756,0 8,2E+04 2,22% 1,61%
757,0 6,1E+04 1,65% 1,20%
758,2 2,4E+05 6,49% 4,71%
758,9 2,1E+05 5,68% 4,12%
760,2 8,5E+04 2,30% 1,67%
761,9 3,1E+05 8,38% 6,08%
763,3 1,8E+05 4,86% 3,53%
764,0 1,1E+06 29,73% 21,57%
765,1 4,6E+05 12,43% 9,02%
766,0 3,4E+05 9,19% 6,67%
767,1 2,8E+05 7,57% 5,49%
768,0 2,8E+05 7,57% 5,49%
768,7 1,3E+05 3,51% 2,55%
769,9 6,4E+04 1,73% 1,25%
771,9 2,5E+05 6,76% 4,90%
772,5 3,3E+04 0,89% 0,65%
774,0 3,0E+05 8,11% 5,88%
776,1 5,3E+05 14,32% 10,39%
7771 5,7E+05 15,41% 11,18%
778,1 2,6E+06 70,27% 50,98%
779,1 1,4E+06 37,84% 27,45%
780,3 6,9E+05 18,65% 13,53%

781,2 1,4E+05 3,78% 2,75%
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Masse (m/z) max. Intensitat (c/s) rel. Haufigkeit rel. Haufigkeit bzgl. Tabelle 7.6

781,9 9,6E+04 2,59% 1,88%
782,6 7,3E+04 1,97% 1,43%
784,2 9,7E+04 2,62% 1,90%
786,1 3,8E+04 1,03% 0,75%
787,5 1,5E+05 4,05% 2,94%
788,2 7,7E+04 2,08% 1,51%
790,3 3,1E+05 8,38% 6,08%
791,1 1,5E+05 4,05% 2,94%
791,9 1,6E+05 4,32% 3,14%
793,0 2,4E+05 6,49% 4,71%
794,1 1,6E+05 4,32% 3,14%
795,1 9,2E+05 24,86% 18,04%
796,0 2,3E+05 6,22% 4,51%
796,9 1,3E+05 3,51% 2,55%
802,0 6,9E+05 18,65% 13,53%
803,2 3,2E+05 8,65% 6,27%
804,1 2,3E+06 62,16% 45,10%
805,3 1,2E+06 32,43% 23,53%
806,1 3,7E+06 100,00% 72,55%
807,1 2,6E+06 70,27% 50,98%
808,0 1,5E+06 40,54% 29,41%
809,1 2,7E+05 7,30% 5,29%
810,2 9,8E+04 2,65% 1,92%
811,3 8,4E+04 2,27% 1,65%
812,1 2,1E+05 5,68% 4,12%
814,2 1,9E+05 5,14% 3,73%
816,1 3,5E+05 9,46% 6,86%
818,0 1,1E+05 2,97% 2,16%
818,7 5,3E+04 1,43% 1,04%
820,1 3,2E+05 8,65% 6,27%
821,0 7,4E+05 20,00% 14,51%
822,3 2,5E+05 6,76% 4,90%
823,3 5,4E+05 14,59% 10,59%
824,1 3,4E+05 9,19% 6,67%
825,3 1,4E+05 3,78% 2,75%
826,1 8,9E+04 2,41% 1,75%
828,0 2,8E+05 7,57% 5,49%
829,1 1,4E+05 3,78% 2,75%
830,2 1,6E+06 43,24% 31,37%
831,1 5,9E+05 15,95% 11,57%
832,1 2,8E+06 75,68% 54,90%
833,1 1,6E+06 43,24% 31,37%
834,1 2,1E+06 56,76% 41,18%
835,2 9,0E+05 24,32% 17,65%
836,1 4,2E+05 11,35% 8,24%
837,2 2,7E+05 7,30% 5,29%
838,0 3,3E+05 8,92% 6,47%
838,8 2,3E+05 6,22% 4,51%

840,1 8,9E+04 2,41% 1,75%
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Masse (m/z) max. Intensitat (c/s) rel. Haufigkeit rel. Haufigkeit bzgl. Tabelle 7.6

843,9 3,3E+05 8,92% 6,47%
845,3 4,1E+05 11,08% 8,04%
846,5 9,8E+04 2,65% 1,92%
847,2 2,2E+05 5,95% 4,31%
848,3 1,2E+05 3,24% 2,35%
849,1 7,0E+05 18,92% 13,73%
850,1 1,8E+05 4,86% 3,53%
851,3 5,7E+05 15,41% 11,18%
852,3 3,8E+05 10,27% 7,45%
853,4 1,1E+05 2,97% 2,16%
854,2 3,9E+05 10,54% 7,65%
856,0 1,7E+05 4,59% 3,33%
857,3 8,7E+04 2,35% 1,71%
858,2 8,2E+05 22,16% 16,08%
859,1 6,5E+05 17,57% 12,75%
860,0 8,0E+05 21,62% 15,69%
861,1 7,3E+05 19,73% 14,31%
862,0 2,2E+05 5,95% 4,31%
863,1 1,9E+05 5,14% 3,73%
864,3 1,9E+05 5,14% 3,73%
865,2 1,3E+05 3,51% 2,55%
866,4 1,0E+05 2,70% 1,96%
867,2 1,5E+05 4,05% 2,94%
868,3 1,3E+05 3,51% 2,55%
872,3 1,4E+05 3,78% 2,75%
875,2 2,3E+05 6,22% 4,51%
875,6 2,5E+05 6,76% 4,90%
876,3 2,1E+05 5,68% 4,12%
877,4 1,9E+05 5,14% 3,73%
878.,4 4,6E+04 1,24% 0,90%
879,2 1,2E+05 3,24% 2,35%
880,5 1,6E+05 4,32% 3,14%
881,8 5,7E+04 1,54% 1,12%
883,2 1,1E+05 2,97% 2,16%
884,7 7,0E+04 1,89% 1,37%
885,3 1,0E+05 2,70% 1,96%
886,2 3,2E+05 8,65% 6,27%
887,4 1,4E+05 3,78% 2,75%
888,9 2,2E+05 5,95% 4,31%
890,1 1,6E+05 4,32% 3,14%
890,9 8,3E+04 2,24% 1,63%
892,1 2,2E+05 5,95% 4,31%
893,4 1,9E+05 5,14% 3,73%

902,5 6,7E+04 1,81% 1,31%
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Tabelle 7.6: Datensatz Probe 12

Masse (m/z) max. Intensitat (c/s) rel. Haufigkeit rel. Haufigkeit bzgl. Tabelle 7.2

702,1 3,6E+05 7,06% 5,90%
703,9 1,9E+06 37,25% 31,15%
705,0 1,1E+06 21,57% 18,03%
705,9 8,4E+05 16,47% 13,77%
706,9 4,8E+05 9,41% 7,87%
707,9 6,2E+05 12,16% 10,16%
709,1 5,1E+05 10,00% 8,36%
709,9 1,2E+06 23,53% 19,67%
710,9 1,0E+06 19,61% 16,39%
7121 2,8E+05 5,49% 4,59%
713,0 1,0E+06 19,61% 16,39%
713,7 2,7E+05 5,29% 4,43%
717,0 2,9E+05 5,69% 4,75%
7179 4,0E+05 7,84% 6,56%
720,9 2,9E+05 5,69% 4,75%
722,0 5,4E+05 10,59% 8,85%
723,0 3,6E+05 7,06% 5,90%
724,0 5,3E+05 10,39% 8,69%
7249 2,5E+05 4,90% 4,10%
727,3 2,2E+05 4,31% 3,61%
729,0 3,8E+05 7,45% 6,23%
729,9 6,0E+05 11,76% 9,84%
732,0 6,8E+05 13,33% 11,15%
733,1 6,7E+05 13,14% 10,98%
734,0 8,6E+05 16,86% 14,10%
7349 4,2E+05 8,24% 6,89%
736,0 2,2E+06 43,14% 36,07%
737,0 7,6E+05 14,90% 12,46%
738,0 1,6E+06 31,37% 26,23%
739,1 1,0E+06 19,61% 16,39%
740,1 2,4E+05 4,71% 3,93%
7411 8,0E+05 15,69% 13,11%
743,1 3,0E+05 5,88% 4,92%
744,0 2,9E+05 5,69% 4,75%
748,0 7,2E+05 14,12% 11,80%
749,0 4,8E+05 9,41% 7,87%
749,9 3,2E+06 62,75% 52,46%
751,2 1,3E+06 25,49% 21,31%
7519 3,3E+05 6,47% 5,41%
755,9 3,4E+05 6,67% 5,57%
761,1 2,4E+05 4,71% 3,93%
762,1 4,0E+05 7,84% 6,56%
763,1 4,9E+05 9,61% 8,03%
764,0 1,3E+06 25,49% 21,31%
765,2 5,7E+05 11,18% 9,34%
766,0 5,6E+05 10,98% 9,18%

767,0 9,4E+05 18,43% 15,41%
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Masse (m/z) max. Intensitat (c/s) rel. Haufigkeit rel. Haufigkeit bzgl. Tabelle 7.2

768,1 3,6E+05 7,06% 5,90%
769,0 1,9E+05 3,73% 3,11%
771,0 4,3E+05 8,43% 7,05%
775,1 3,2E+05 6,27% 5,25%
776,0 2,2E+06 43,14% 36,07%
7771 7,3E+05 14,31% 11,97%
778,1 5,1E+06 100,00% 83,61%
779,0 3,5E+06 68,63% 57,38%
780,1 1,3E+06 25,49% 21,31%
781,2 3,0E+05 5,88% 4,92%
785,9 3,4E+05 6,67% 5,57%
786,8 2,7E+05 5,29% 4,43%
788,3 1,9E+05 3,73% 3,11%
790,0 3,1E+05 6,08% 5,08%
791,4 3,3E+05 6,47% 5,41%
792,2 3,8E+05 7,45% 6,23%
793,1 5,6E+05 10,98% 9,18%
794,0 3,2E+05 6,27% 5,25%
795,1 1,4E+06 27,45% 22,95%
796,1 9,5E+05 18,63% 15,57%
796,9 2,1E+05 4,12% 3,44%
798,4 3,7E+05 7,25% 6,07%
801,9 1,3E+06 25,49% 21,31%
803,2 4,1E+05 8,04% 6,72%
804,1 4,7E+06 92,16% 77,05%
805,1 3,8E+06 74,51% 62,30%
806,2 5,1E+06 100,00% 83,61%
807,2 2,9E+06 56,86% 47,54%
808,3 5,1E+05 10,00% 8,36%
809,0 3,6E+05 7,06% 5,90%
810,0 3,9E+05 7,65% 6,39%
810,9 4,1E+05 8,04% 6,72%
817,7 1,6E+05 3,14% 2,62%
819,1 2,7E+05 5,29% 4,43%
820,2 2,8E+05 5,49% 4,59%
821,3 3,5E+05 6,86% 5,74%
822,2 3,7E+05 7,25% 6,07%
823,2 9,7E+05 19,02% 15,90%
824,2 3,7E+05 7,25% 6,07%
825,1 2,9E+05 5,69% 4,75%
826,1 5,1E+05 10,00% 8,36%
828,0 3,9E+05 7,65% 6,39%
830,0 1,7E+06 33,33% 27,87%
831,2 1,5E+06 29,41% 24,59%
832,1 4,0E+06 78,43% 65,57%
833,2 2,3E+06 45,10% 37,70%
834,2 1,9E+06 37,25% 31,15%

835,1 1,2E+06 23,53% 19,67%
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Masse (m/z)

max. Intensitat (c/s)

rel. Haufigkeit

rel. Haufigkeit bzgl. Tabelle 7.2

836,3 6,4E+05 12,55% 10,49%
837,1 3,8E+05 7,45% 6,23%
838, 1 5,3E+05 10,39% 8,69%
846,4 2,9E+05 5,69% 4,75%
847,2 5,1E+05 10,00% 8,36%
848,2 2,3E+05 4,51% 3,77%
849,1 8,1E+05 15,88% 13,28%
850,4 4,0E+05 7,84% 6,56%
851,3 2,9E+05 5,69% 4,75%
852,1 2,4E+05 4,71% 3,93%
856,1 5,9E+05 11,57% 9,67%
857,1 2,6E+05 5,10% 4,26%
858,2 1,1E+06 21,57% 18,03%
859,1 4,0E+05 7,84% 6,56%
860,2 1,3E+06 25,49% 21,31%
861,3 7,2E+05 14,12% 11,80%
862,1 4,8E+05 9,41% 7,87%
864,2 3,0E+05 5,88% 4,92%
866,2 5,0E+05 9,80% 8,20%
877,0 6,2E+05 12,16% 10,16%
881,5 1,7E+05 3,33% 2,79%
885,1 3,1E+05 6,08% 5,08%
888,2 2,6E+05 5,10% 4,26%
893,2 4,3E+05 8,43% 7,05%
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