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. Theoretischer Teil






1 Einleitung und Zielsetzung

Dinukleosidpolyphosphate repriasentieren eine vielfdltige und interessante Gruppe von
extra- und intrazelluliren Mediatoren mit Einfluss auf zahlreiche physiologische
Funktionen.' Sie bestehen aus zwei Nukleosiden, die durch eine Polyphosphatkette
unterschiedlicher Lange miteinander verbunden sind. Die Polyphosphatkette ist dabei
iiber Esterbindungen mit den 5'-Hydroxygruppen der beiden Riboseeinheiten ver-
kniipft. Die iibliche Kurzschreibweise fiir diese Verbindungen ist Np,N', wobei N und

N' fiir die verschiedenen Nukleoside und n fiir die Zahl der Phosphatgruppen stehen.

Innerhalb der grolen Gruppe der Dinukleosidpolyphosphate bilden die Diadenosin-
polyphosphate (Ap,A) eine Familie endogener Purindinukleotide. Aus natiirlichen
Quellen sind bis heute Diadenosinpolyphosphate mit einer Kette aus zwei bis sieben
Phosphatgruppen bekannt. Als erster Vertreter wurde 1976 Diadenosintetraphosphat
(ApsA) durch RAPAPORT und ZAMECNIC in Siugetiergewebe (Hepatozyten) entdeckt.”
FLOODGARD und KLENOW beschrieben 1982 Ap,sA auch in humanen Thrombozyten.
Ein Jahr spiter konnten LOUTHJE und OGILVIE ebenfalls Diadenosintriphosphat (Ap;A)
in humanen Blutplittchen nachweisen. Zwei bis dahin unbekannte Vasopressoren aus
Thrombozyten wurden 1994 durch SCHLUTER und Mitarbeiter als Diadenosinpenta-
bzw. -hexaphosphat (ApsA und ApgA) identifiziert.’ Einige Jahre spiter konnte
schlieBlich Diadenosinheptaphosphat (Ap;A) durch JANKOWSKI und Mitarbeiter aus
humanen Thrombozyten isoliert werden.’ Der jiingste Vertreter dieser homologen
Reihe ist Diadenosinpyrophosphat (Ap,A), das zuerst in humanem Herzgewebe ent-
deckt wurde’, mittlerweile aber auch in Thrombozyten nachgewiesen werden konnte.®
Fiir die Monophosphatverbindung Ap;A ist bisher kein natiirliches Vorkommen
bekannt.

In menschlichen Blutpléttchen sind neben den Diadenosinpolyphosphaten mittlerweile
auch die Adenosin-Guanosinpolyphosphate Ap,G bis ApsG und die Diguanosinpoly-
phosphate Gp,G bis GpsG beschrieben.®” Dariiber hinaus konnte mit ApsA auch die
Existenz von Dinukleosidpolyphosphaten in humanen Erythrozyten nachgewiesen

werden.'°

Dinukleosidpolyphosphate werden in sezernierbaren Vesikeln in Thrombozyten, in
menschlichem Herzgewebe, in chromaffinen Granula des Nebennierenmarks sowie in
Synaptosomen gespeichert und konnen nach Aktivierung der verschiedenen Zell-

systeme durch Degranulationsmechanismen und regulierte Exocytose in den Blut-
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kreislauf abgegeben bzw. in interzellulire Bereiche wie den synaptischen Spalt ausge-
schiittet werden.'' Bezogen auf das Blutvolumen, aus dem die Thrombozyten ge-
wonnen wurden, findet man die Diadenosinpolyphosphate in 10”7 molaren Konzen-
trationen;'” in den sekretorischen Granula hingegen liegen wesentlich hohere Konzen-
trationen im millimolaren Bereich vor.”” Die nach Aktivierung der Thrombozyten
freigesetzten Diadenosinpolyphosphate diirften deshalb lokal kurzfristig Konzentra-
tionen im mikromolaren Bereich (10” mol/L) erlangen.'' Die Konzentrationen der
Diguanosin- bzw. Adenosin-Guanosinpolyphosphate sind bislang noch nicht bestimmt

worden.

Aufgrund der ausgeprigten vasoaktiven Eigenschaften der Diadenosinpolyphosphate
hat das Interesse an dieser Substanzklasse in den letzten Jahren stark zugenommen.
Diadenosinpolyphosphate kénnen den GefiBtonus erhohen oder senken.'* Die jewei-
lige Wirkung ist dabei abhéngig von der Zahl der Phosphatgruppen, der Gefélart und
der Vorbehandlung der Blutgefdfle. Dieses uneinheitliche Verhalten kann durch die
verschiedene Expression der Zielstrukturen der Ap,A, der sog. Purinozeptoren, erklért
werden.'"'* Es ist denkbar, dass die aus den Thrombozyten freigesetzten Diadenosin-
polyphosphate aufgrund ihrer vasoaktiven Eigenschaften die essentielle Hypertonie

fordern.>

Dariiber hinaus ist eine Rolle der Diadenosinpolyphosphate in der Beein-
flussung der Wechselwirkung zwischen Plédttchen und Endothel denkbar. Die Frei-
setzung der Ap,A aus den Thrombozytenspeichern kann durch Pléttchenaggregation
induziert werden. Die Diadenosinpolyphosphate konnten als lokale parakrine Boten-
stoffe wirken und eine signifikante Rolle in der lokalen Regulation des GefaBtonus
spielen.”"

Die Entwicklung verldsslicher und reproduzierbarer Bestimmungsmethoden fiir
Diadenosinpolyphosphate wird zum einen erschwert durch deren relativ niedrige
Konzentration in humanen Thrombozyten, zum anderen aber auch durch die Gegen-
wart der strukturell sehr &hnlichen Guanosinderivate und das Vorkommen der
Adenosinmononukleotide in sehr viel groBerer Menge. Die erste Bestimmung von
ApsA basierte auf der Messung von ATP mittels eines Luciferin-Lucerifase-Bio-
lumineszenz-Assay nach Spaltung von Ap,A in ATP und AMP." Spiter beschrieben
IWATA und Mitarbeiter eine Methode zur chromatographischen Bestimmung von
Ap4A mit vorausgehender Fluoreszenzderivatisierung. Diadenosintetraphosphat wurde
dabei mit Chloracetaldehyd in das fluoreszierende Di(1,N°-etheno)adenosin-Derivat
iiberfiihrt.'®
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Mittlerweile sind in der Literatur chromatographische Methoden an Reversed-Phase-
Materialien zur Bestimmung der Dinukleotide Ap;A bis ApgA in humanen Thrombo-

12,14 . .
" Da es sich bei den

zyten ohne vorherige Fluoreszenzderivatisierung beschrieben.
Dinukleosidpolyphosphaten um auch bei sauren pH-Werten mehrfach negativ geladene
Molekiile handelt, ist in der RP-HPLC zur Erzielung einer ausreichenden Retention
und damit Trennung die Verwendung von lonenpaar-Reagenzien nétig. Eine vollstéin-
dige Trennung der Analyten gelingt allerdings nur durch Gradientenelution. Mit dieser
Technik konnten Aps;A, ApsA, ApsA und ApgA innerhalb von 15 Minuten
(JANKOWSKI und Mitarbeiter'?) bzw. 45 Minuten (HOLLAH und Mitarbeiter'*), zuziig-
lich ca. 15-20 Minuten fiir die Redquilibrierung der Sdule, bestimmt werden. Eine
gleichzeitige Quantifizierung der Guanosinderivate ist bisher fiir Proben aus biolo-
gischen Matrices nicht beschrieben worden. Das fiir diese HPLC-Untersuchungen
erforderliche Proben- und Injektionsvolumen liegt bei etwa 20 pL. Sollen danach
weitere Untersuchungen an dieser Probe durchgefiihrt werden, ist das Auffangen des

Eluates und die Reisolierung der Analyten erforderlich.

Die Extraktion der Dinukleosidpolyphosphate aus humanen Thrombozyten gliedert
sich in mehrere Schritte: Nach Freisetzung der Analyten aus den intrazelluldren
Speichern durch Einfrieren und Wiederauftauen erfolgt zunéchst eine Proteinféllung.
Danach werden die Dinukleotide mittels einer Boronat-Affinitdtschromatographie
selektiv angereichert. Vor der chromatographischen Untersuchung ist aulerdem eine
Entsalzung des Eluats aus der Affinititschromatographie erforderlich.

Ziel dieser Arbeit war es, eine Bestimmung der Diadenosinpolyphosphate und — falls
moglich — auch ihrer Guanosinderivate in humanen Thrombozyten mittels Kapillar-
elektrophorese zu entwickeln und zu validieren. Die so erhaltenen Ergebnisse sollten
dann mit den bereits publizierten Daten aus chromatographischen Untersuchungen
verglichen werden. Schwerpunkt der Untersuchungen bildeten die bei Beginn dieser
Arbeit in Thrombozyten nachgewiesenen Diadenosinpolyphosphate Ap,A bis ApsA
und deren Guanosinderivate; nach Identifizierung von Ap;A in humanen Blutplittchen
1999 wurde auch diese Verbindung in die Methodenentwicklung einbezogen. Dariiber
hinaus sollte untersucht werden, ob sich die fiir die Chromatographie erforderliche
zeit- und arbeitsaufwindige Probenvorbereitung bei der Bestimmung der Dinukleosid-
polyphosphate aus biologischen Matrices vereinfachen lésst.

Der FEinsatz der Kapillarelektrophorese ist in der Analytik von Nukleotiden und
Nukleinsiuren weit verbreitet'’, allerdings fanden sich zu Beginn dieser Arbeit keine
Arbeiten auf dem Gebiet der Dinukleosidpolyphosphate.
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In der Kapillarelektrophorese erfolgt die Trennung der Molekiile aufgrund ihres unter-
schiedlichen Ladungs-Masse-Verhiltnisses. Dies stellt ein im Vergleich zur Chroma-
tographie vollig anderes Trennprinzip dar. Aufgrund der Eigenladung der Analyten bei
nahezu allen pH-Werten konnen einfache Puffersysteme verwendet werden; der Zusatz
spezieller Additive wie in der Ionenpaar-HPLC ist nicht erforderlich. Selektivitdt und
Trennleistung sind in der Kapillarelektrophorese fiir ionische Verbindungen in der
Regel sehr hoch. Das zu einer Untersuchung bendtigte Probenvolumen liegt in der
Kapillarelektrophorese etwa bei 10 pL, wovon jedoch nur wenige Nanoliter tatsdchlich
injiziert werden.

Damit bietet sich die Kapillarelektrophorese als orthogonales Verfahren zur Bestim-
mung von Dinukleosidpolyphosphaten an, da einerseits ein vollig anderer Trenn-
mechanismus zu Grunde liegt, andererseits die Proben nach der kapillarelektro-
phoretischen Trennung aufgrund der extrem geringen Injektionsvolumina noch fiir eine
fliissigchromatographische oder massenspektrometrische Untersuchung zur Verfiigung
stehen.



2 Eigenschaften und Pharmakologie

2.1 Strukturen und Eigenschaften

Allgemeiner chemischer Name fiir die in dieser Arbeit untersuchten o,®-Dinukleotide
ist Nukleosid-(5'")-oligophospho-(5')-nukleosid oder Dinukleosid-(5',5")-p',p"-poly-
phosphat, abgekiirzt Np,N'. Wie vorstehend beschrieben, bestehen diese Verbindungen
aus zwei durch eine Polyphosphatkette miteinander verbundenen Nukleosiden N bzw.
N'. Dieses sog. Phosphatriickgrat ist dabei iiber Esterbindungen mit den 5'-Hydroxy-
gruppen der beiden Ribosemolekiile verkniipft. Die Zahl der Phosphatgruppen bei den
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Verbindungen variierte zwischen zwei und
acht. In Abb. 2.1 sind die Strukturen der untersuchten Mono- und Dinukleotide mit
undissoziierten Phosphatgruppen dargestellt. Am Beispiel der Adenosinmono-

nukleotide ist auBerdem auch die Bezifferung des Purinringes angegeben.

Die dreidimensionale Struktur der Dinukleosidpolyphosphate ist in den letzten Jahren
mehrfach durch NMR- und CD/ORD-spektroskopische Methoden untersucht

worden. 822

Danach kommt es bei diesen Verbindungen — wie auch bei Oligonukleo-
tiden und Nukleinsduren — zu einem sog. Stacking der Nukleobasen: Die Heterozyklen
lagern sich durch hydrophobe Wechselwirkungen parallel aneinander an. Dies zeigt
sich u. a. in einer sog. Hypochromizitit der Verbindungen: Die UV-Absorption einer
Dinukleotidlosung ist aufgrund des Basenstackings niedriger als die einer doppelt so
konzentrierten Mononukleotidlésung, d. h. einer Mononukleotidlésung mit gleicher
Anzahl chromophorer Gruppen. Fiir Dinukleotide mit drei und mehr Phosphatgruppen
soll dieses Stacking durch einen sog. o/a-Kontakt der Nukleobasen stattfinden — im
Gegensatz zu den Polynukleotiden, wo ein sog. o/-Stacking beobachtet wird. Die sog.
a-Seite der Nukleobase ist dabei diejenige, die in der anti-Form auf die Hydroxy-
gruppe an Pos. 2 der Ribose blickt. Fiir Ap,A wurde von HOLLER und Mitarbeitern ein
B/B-Stacking angenommen.

Das Ausmal} des Basenstackings héngt dabei unter anderem von der Liange der Phos-
phatkette ab: Wiahrend sich die Basen in Ap,A nahezu vollstindig aneinanderlagern,
nimmt das Stacking mit zunehmender Zahl an Phosphatgruppen ab bis auf einen
Plateauwert von ca. 20-30 % fiir ApsA. Dieses Verhalten wurde von HOLLER mit einer
Zunahme der inneren Beweglichkeit der Molekiile erklart — die abnehmende Spannung
innerhalb der Molekiile durch die lingere Phosphatkette erlaubt die Ausbildung neuer

Konformationen.
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Die Anordnung der Basen zueinander zeigt eine Abhingigkeit vom pH-Wert des um-
gebenden Mediums. Wéhrend bei physiologischen pH-Werten das Basenstacking
dominiert, konnten KOLODNY und Mitarbeiter nachweisen, dass bei pH 1-2 zumindest
ApsA und ApsA kein nennenswertes Stacking der Basen zeigen und iiberwiegend in
einer entfalteten Konformation vorliegen. Bei pH 4-5 dagegen nehmen diese beiden
Verbindungen eine stark ,,gefaltete Konformation ebenfalls ohne nennenswertes
Basenstacking ein. In dieser rdumlichen Anordnung sind die Phosphatgruppen auf
beiden Seiten durch die Adeninringe abgeschirmt.

Die verschiedenen Konformationen der Dinukleotide sind fiir die kapillarelektro-
phoretische Untersuchung insoweit von Bedeutung, als die Trennung der Analyten
durch das Verhiltnis von Ladung zu Stokes-Radius bestimmt wird. Der Stokes-Radius
seinerseits hdangt neben der Molekiilmasse auch von der Konformation der Analyten
ab. Kommt es also zu einer deutlichen Verdanderung der Raumstruktur, sind Einfliisse
auf das Migrationsverhalten zu erwarten bzw. Verdnderungen des Migrationsver-
haltens konnen durch eine verdnderte Konformation der Analyten verursacht sein.

Die pKs-Werte der untersuchten Verbindungen sind in Tab. 2.1 zusammengefasst. Wie
die Tabelle zeigt, sind Mono- und Dinukleotide bei pH-Werten > 1 negativ geladen.
Zur Erzielung von Selektivitit zwischen adenin- und guaninhaltigen Verbindungen
bietet sich einerseits der pH-Bereich von 3—5 und andererseits der Bereich tiber pH 9,5
an. Bei schwach sauren pH-Werten sollte Adenin aufgrund der Protonierung an N'
positiv geladen sein; im Alkalischen trdgt Guanin aufgrund der Deprotonierung der
Lactamstruktur eine negative Ladung.

Strukturelement pKs-Wert Referenz
Adenin N’ (3,6) 23
Guanin C%NH, (2,4) 24
N'-H 9,24 7
Phosphat  prim. OH ~1,5 17
sek. OH 6,4 17
Ribose C?-OH oder C*-OH 12,4 2

Tab. 2.1 pKs-Werte der Dinukleosidpolyphosphate; eingeklammerte Werte bezeichnen
die pKs-Werte der zu einer basischen Struktur konjugierten Séure
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Im Gegensatz zu den Mononukleotiden sind die Dinukleosidpolyphosphate wenig
hydrolyseempfindlich. So war z. B. Ap4A in wissriger Losung bei einer 6-stliindigen
Inkubation bei 80 °C weitgehend stabil.'® Auch im Rahmen dieser Arbeit erwiesen sich
die Dinukleotide als hydrolysestabil. Selbst bei mehrtigigem Aufbewahren von wéss-
rigen Losungen im Kiihlschrank oder bei mehrstiindigem Wiarmeeinfluss auf dem un-
gekiihlten Probenteller der Kapillarelektrophorese-Systeme wurde nahezu kein Abbau
beobachtet.

2.2 Pharmakologie

Aufgrund der Beobachtung, dass in Prokaryoten die intrazelluldren Substanzkonzen-
trationen wihrend verschiedener Stress-Stimuli steigen, erhielt die Gruppe der
Dinukleosidpolyphosphate schon friih die Bezeichnung , Alarmone” (= Alarm +
Hormone). Diese Funktion als Alarmon ist moglicherweise ein Hinweis auf eine evo-
lutionsgeschichtlich friihe Rolle als intrazelluldrer Botenstoff. Im weiteren Verlauf der

Evolution hat sich die Rolle als Botenstoff auf den extrazelluldren Bereich ausgedehnt.

Wie bereits in Kap. 1 erldutert, werden die Dinukleosidpolyphosphate in sezernier-
baren Vesikeln in Thrombozyten, menschlichem Herzgewebe, chromaffinen Granula
des Nebennierenmarks sowie Synaptosomen gespeichert und nach Stimulation der ent-
sprechenden Zellen in den extrazelluliren Raum freigesetzt. Dabei diirften lokal kurz-
fristig Konzentrationen im Bereich von 10 mol/L erreicht werden. In den Vesikeln
fungieren die Dinukleosidpolyphosphate vermutlich als Cotransmitter zu Adenosin-

triphosphat.

Pharmakologisch betrachtet zdhlen die Dinukleosidpolyphosphate zur Gruppe der
Purinozeptoragonisten, zu denen auch Adenosin, AMP, ADP, ATP sowie UDP und
UTP gehoren. Thre Wirkungen werden sowohl iiber Liganden-gesteuerte Ionenkanile
(P2X-Rezeptoren) als auch iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (P1- oder
Adenosin- sowie P2Y-Rezeptoren) vermittelt. Daneben gibt es Hinweise fiir die Exis-
tenz von spezifischen Dinukleosidpolyphosphat-Rezeptoren. Diese gehdren wahr-

scheinlich zur Familie der Rezeptor-gesteuerten Calcium-Kanéle.

Bis heute ist eine Vielzahl physiologischer Wirkungen der Dinukleosidpolyphosphate

. 11 . .
beschrieben worden.” Danach werden von dieser Substanzklasse beeinflusst:
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e Herz-Kreislauf-System

e Nierenfunktionen

e Thrombozytenaggregation

e Stoffwechselfunktionen wie Glukoneogenese und Insulin-Sekretion
e Immunsystem

e Nervensystem

e Zellwachstum, Zelldifferenzierung und Apoptose

Vor allem die Wirkungen der Diadenosinpolyphosphate auf Elemente des Herz-Kreis-
lauf-Systems wurden in den letzten Jahren intensiv untersucht. Dabei ist die Bedeutung

dieser Verbindungen als Mediatoren im Herz-Kreislauf-System deutlich geworden.

In Blutgefdflen konnen Dinukleosidpolyphosphate sowohl Vasokonstriktionen als auch
Vasodilatationen auslosen: Eine Stimulation der P2X-Rezeptoren der glatten Gefal3-
muskulatur bewirkt eine GefaBlkontraktion, wihrend die Aktivierung der P2Y-Rezep-
toren der Gefallendothelzellen eine Erweiterung der Gefdlle verursacht. Die Wirkung
der Substanzen auf ein individuelles Gefall ist dabei zum einen abhédngig von der
Lange der Phosphatkette und der Art der Nukleobasen. Daneben wird die Wirkung
auch von der jeweiligen Expression der verschiedenen P2Y-Rezeptoren auf den Endo-
thelzellen und dem Expressionsgrad der P2X-Rezeptoren auf den glatten Gefal3-
muskelzellen bestimmt. Weiter spielt auch der Expressionsgrad abbauender Ekto-
hydrolasen und die Prdsenz loslicher, aus synaptischen Nervenzellen freigesetzter
Nukleotidasen im extrazelluliren Raum eine Rolle. Vergleicht man die vasokonstrin-
gierende Wirkung an der isolierten perfundierten Niere, so ergibt sich folgende Rang-
folge: ApsA > ApsG =~ ApeA > ApsG > ApsA > ApsG >> GpsG ~ GpeG > GpsG."
Vorkontrahierte Nierengefife werden dagegen von Ap,A, Ap;A und Ap,A dilatiert."’

Dinukleosidpolyphosphate beeinflussen nicht nur den Geféltonus, sondern kdnnen
auch das Wachstum von Mesangialzellen und glatten GefaBmuskelzellen stimulieren.
Diese Wirkung ist dabei nicht wie bei der Vasokonstriktion und -dilatation nur auf
Diadenosin- und Adenosin-Guanosinpolyphosphate beschriankt, sondern wird auch
nach Inkubation der glatten GefaBBmuskelzellen mit Diguanosinpolyphosphaten beo-
bachtet. Die stirkste wachstumsstimulierende Wirkung haben die Dinukleosid-

polyphosphate mit fiinf Phosphatgruppen (ApsA, ApsG, GpsG).

Der Abbau der Dinukleosidpolyphosphate erfolgt durch eine Vielzahl von spezifischen
und unspezifischen hydrolytischen Enzymen: Die Endothelzellen der Gefdlle expri-
mieren eine Reihe von Nukleotidasen, die auch die Dinukleosidpolyphosphate hydro-
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lysieren konnen. Da diese Enzyme in der dufleren Zellwand fixiert sind, werden sie
auch als Ektonukleotidasen bezeichnet. Bei diesem Abbau handelt es sich in der Regel
um eine asymmetrische Spaltung der Polyphosphatkette nach dem Prinzip
Np.N' = NMP + N'p,..;. Der Abbau der Hydrolyseprodukte durch sukzessive Abspal-
tung der Phosphatgruppen wird durch weitere Nukleotidasen wie z. B. die unspezi-
fische alkalische Phosphatase katalysiert. Endprodukt des hydrolytischen Abbaus ist in
der Regel Adenosin. Im menschlichen Blut ist die Lebensdauer der Dinukleosid-
polyphosphate im Vergleich zu ATP (Halbwertszeit < 1 min) mit einer Halbwertszeit

von 17 min wesentlich héher.?

Das purinerge Hormonsystem ist durch die Vielzahl endogener Agonisten und Rezep-
toren sehr komplex und wird durch die Eigenschaft der GefiBzellen, gleichzeitig
mehrere unterschiedliche Purinozeptorsubtypen zu exprimieren, weiter kompliziert. So
konnen Endothelzellen P2Y,, P2Y,, P2Y, und P2Ys-Rezeptoren exprimieren. Dieses
Expressionsmuster kann sich bei Bedarf auBBerdem schnell verdandern. Weiter verviel-
facht sich die Komplexitéit des purinergen Systems durch die enzymatische Spaltung
der Mono- und Dinukleotide direkt am Wirkort. Die entstehenden Metabolite — Mono-
nukleotide wie zum Beispiel AMP, ADP und ATP sowie Adenosin — kdnnen ihrerseits
wieder verschiedene Purinozeptoren aktivieren. In der Summe ergibt sich hieraus ein

Signalsystem, das weitaus komplexer ist als die bisher bekannten Hormonsysteme.

Vor allem ATP galt lange Zeit als der wichtigste Agonist des purinergen Systems. Die
in den Thrombozyten im Vergleich zu ATP niedrigere Konzentration der Dinukleosid-
polyphosphate wird durch deren viel langsamere Metabolisierung wettgemacht, so dass
die Dinukleosidpolyphosphate nach Sezernierung aufgrund ihrer Stabilitit {iber einen
langeren Zeitraum eine effektive Wirkkonzentration erreichen. Diese Eigenschaften
geben den Dinukleosidpolyphosphaten eine vergleichbar wichtige Stellung als Purino-

zeptoragonisten wie dem ATP."

Der bei Hypertonikern erhohte Gefaftonus konnte durch erhohte extrazelluldre Kon-
zentrationen der vasokonstringierend wirksamen Purinozeptoragonisten erklarbar sein,
zu denen ApsA und ApgA zdhlen. Daneben kommen aber auch andere Mdoglichkeiten
in Betracht, wie z. B. vermehrte Expression von P2X- oder verminderte Expression
von endothelialen P2Y-Rezeptoren oder ein verdndertes, die Halbwertszeiten vaso-
konstringierender Purinozeptoragonisten verlingerndes Expressionsmuster der Hydro-

11
lasen.
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3 Methodenentwicklung zur kapillarelektrophoretischen
Trennung der Dinukleosidpolyphosphate

3.1 Uberblick

In den folgenden Kapiteln wird die Entwicklung von Trennmethoden fiir Diadenosin-
polyphosphate (Ap,A) und ihre Guanosinderivate (Ap,G, Gp,G) mittels Kapillar-
elektrophorese beschrieben. Dabei wurde nach dem verwendeten pH-Bereich (schwach
sauer bis neutral bzw. alkalisch) und innerhalb der pH-Bereiche nach der Art des ver-
wendeten Puffersystems unterteilt. AuBerdem werden Versuche zum Einsatz von Mg
als Beispiel eines komplexbildenden Pufferzusatzes dargestellt.

Um die Methodenentwicklung mit einer solchen Vielzahl von Analyten handhabbar zu
gestalten, wurde zunéchst das Verhalten der Diadenosinpolyphosphate Ap,A bis ApsA
sowie der Adenosinphosphate AMP / ADP / ATP untersucht, da es sich hierbei um die
primér interessierenden Analyten handelt. Trennsysteme, in denen eine Auftrennung
dieser Analyten gelang, wurden in einem zweiten Schritt mit den zur Verfligung
stehenden Guanosinderivaten (in der Regel Ap,G bis ApsG, Gp,G und GpsG) getestet.
Nachdem zu einem spdteren Zeitpunkt dieser Arbeit auch Diadenosinhepta- und
-octaphosphat (Ap;A bzw. ApgA) verfiigbar wurden, konnten abschliefend die bis
dahin entwickelten Methoden auch auf ihre Selektivitit beziiglich dieser neuen Ana-

lyten untersucht werden.

3.2 Schwach saure und neutrale Puffersysteme

Sowohl die Mono- als auch die Dinukleosidphosphate liegen im sauren und neutralen
pH-Bereich aufgrund der dissoziierten Phosphatgruppen als Anionen vor, d. h. sie
migrieren entgegen den EOF. Da der EOF unterhalb pH 5—-6 noch relativ schwach aus-
geprigt ist”® und so die Migration der Analyten zur Anode nicht kompensieren kann,
wurde die Kapillarelektrophorese in Reverspolung durchgefiihrt. Hierbei erfolgt die
Probenaufgabe an der Kathoden-, die Detektion an der Anodenseite der Kapillare.

Da bei dieser Versuchsfithrung upor und damit auch die effektive Mobilitdt u.p der
Analyten nicht bestimmt werden koénnen, wird im folgenden die scheinbare Mobilitét

Mapp zur Charakterisierung des Migrationsverhaltens der Analyten herangezogen.
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3.2.1 Citrat-Puffer

Citronensédure ist eine dreibasige Sdure mit den pKs-Werten 3,1, 5,9 und 6,4.%
Dadurch besitzt sie in einem breiten pH-Bereich von 2 bis etwa 7 ausreichende Puffer-
kapazitit. Das Citrat-Anion weist bereits bei pH-Werten > 4 eine hohe negative
Ladungsdichte und damit auch eine hohe elektrophoretische Mobilitét auf. Dies ist be-
sonders zur Trennung mehrfach geladener Anionen wie der (Di-)Nukleosidphosphate
vorteilhaft, da zur Erzielung hoher Trennleistungen und symmetrischer Peakformen die
Mobilitit von Puffer- und Probenionen weitgehend iibereinstimmen miissen.”” Auf der
anderen Seite kommt es durch die hohe Leitfahigkeit und die daraus resultierenden
hohen Strome von Citrat-Puffern auch zu einer starken Warmeentwicklung wéhrend
der Trennung, so dass der Einsatz hoher Feldstirken nur begrenzt moglich ist. AuBer-
dem miissen wegen der geringen mikrobiologischen Stabilitit von Citronensdure die
Pufferlosungen im Kiihlschrank aufbewahrt und spitestens nach zwei bis drei Tagen

verworfen werden.

3.2.1.1 Diadenosindiphosphat bis Diadenosinhexaphosphat

In einer ersten Versuchsreihe wurde das Migrationsverhalten dieser Substanzen in Ab-
hiangigkeit des pH-Wertes untersucht. Abb. 3.1 zeigt die scheinbaren Mobilitéten iy,
von Ap,A bis ApsA sowie von ADP und ATP in einem 50 mM-Citratpuffer im pH-Be-
reich von 2,8 bis 6,75. Die Mobilitdt von AMP hat aufgrund der geringeren negativen
Ladung einen deutlich positiveren, d. h. néher bei Null liegenden Wert als Ap,A, so
dass AMP in der gewéhlten Laufzeit nicht detektiert werden konnte.

Die Trennung der Dinukleotide untereinander und von den Mononukleotiden gelingt
bei pH-Werten von 4,25 und hoher. Der Betrag der scheinbaren Mobilitét erreicht fiir
alle Analyten bei pH 4,75 sein jeweiliges Maximum. Unterhalb dieses pH-Wertes er-
hohen sich die Migrationszeiten durch die zunehmende Protonierung des Adeninrestes
(pKs 3,6), bei hoheren pH-Werten werden die Wirkung des gegenlidufigen EOF und
die dadurch bedingte Migrationszeitverldngerung zunehmend sichtbar. Fiir die Gruppe
der Dinukleotide und fiir ATP ist im Bereich von pH 4,25 bis 6,75 keine Anderung der
Migrationsreihenfolge erkennbar, lediglich ADP zeigt oberhalb eines pH-Wertes von
5,75 eine schwichere Abnahme der scheinbaren Mobilitit als die anderen Verbin-
dungen. Dieses Verhalten kann mit den weitgehend identischen Séure-Base-Eigen-
schaften aller Adenosinmono- und -dinukleotide erklért werden.
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Abb. 3.1 Scheinbare Mobilitdten von Ap,A bis ApsA und ADP / ATP in Abhéngigkeit des
Puffer-pH-Wertes
(Citratpuffer 50 mmol/L, Kapillare 30/37 cm, Spannung -20 kV)

Weiter wird aus Abb. 3.1 deutlich, dass die Mobilititsdifferenzen zwischen den homo-
logen Dinukleotiden von Ap,A bis Ap¢A immer kleiner werden. Dies ist aus dem
Trennmechanismus der Kapillarzonenelektrophorese herzuleiten. Das unterschiedliche
Migrationsverhalten der Analyten — ausgedriickt durch u,,, — basiert hier auf unter-
schiedlichen Verhéltnissen von Ladung zu MolekiilgroBe. MaB fiir die MolekiilgroBe
ist der sog. hydrodynamische oder Stokes-Radius, der sich ungefahr proportional zur
Molekiilmasse verhilt. Das Migrationsverhalten kann damit ndherungsweise durch das
Verhiéltnis von Ladung zu Molekiilmasse der Analyten (hier als Ladungs-Masse- oder
q/m-Verhéltnis bezeichnet) beschrieben werden. Mit zunehmender Anzahl der Phos-
phatgruppen im Molekiil wird das Ladungs-Masse-Verhéltnis zwar immer grof3er, d. h.
die Molekiile migrieren immer schneller in Richtung der Anode, allerdings werden die
Differenzen der g/m-Verhiltnisse und damit auch die Mobilitétsdifferenzen homologer
Verbindungen immer kleiner. Abb. 3.2 verdeutlicht diesen Zusammenhang graphisch.
Die dort dargestellten g/m-Werte wurden unter Verwendung der bekannten Molekiil-
masse und der Gesamtladung der Molekiile berechnet. Vereinfachend wurde dabei



16 METHODENENTWICKLUNG

angenommen, dass die Phosphatgruppen vollstindig ionisiert sind. Da dies im schwach
sauren bis neutralen Milieu nicht der Fall sein wird, sind die Differenzen der g/m-
Verhiltnisse sicher grofler dargestellt, als dies unter den Bedingungen der Abb. 3.1 der
Fall ist. AuBerdem diirfte die Zunahme des Stokes-Radius als Funktion der Phosphat-
kettenldnge nicht einer einfachen Proportionalitdt zur Molekiilmasse folgen. Die Ver-
langerung des Polyphosphat-Riickgrats vergrofert ndmlich zugleich die abstoBenden
Wechselwirkungen zwischen den negativen Ladungen der Phosphatkette. Damit
sollten sich die Polyphosphatketten in einer zunehmend raumerfiillenden Konfor-
mation anordnen.”® Die Zunahme des Stokes-Radius ist damit bei den lingerkettigen
Verbindungen gréfer, die Differenz der g/m-Verhéltnisse kleiner als aufgrund der

Massenzunahme erwartet.

Sollten die durch das Ladungs-Masse-Verhiltnis bedingten Mobilitétsunterschiede bei
langerkettigen Verbindungen als ApgA fiir eine Trennung nicht mehr ausreichend sein,
erlaubt der Trennmechanismus der Kapillarzonenelektrophorese allerdings keine
weitere Steigerung der Selektivitit durch Anderung von pH-Wert bzw. Ionenstirke des
Puffers oder der elektrischen Feldstirke. Eine Trennung konnte dann nur durch Ein-
fiihrung weiterer Selektivititskriterien, z. B. durch Einsatz von Komplexbildnern (s.
Kap. 3.4) oder Verwendung gelgefiillter Kapillaren mit Siebeffekt, ermoglicht werden.

8,0E-3 —

6,0E-3 — M

4,0E-3 - — o H

Betrag g/m

2,0E-3 - — —1 M

0,0E+0 - 1

Kl SN S SN S\ SR SRR
P

Q
&

Abb. 3.2 Ladungs-Masse-Verhiltnis (g/m-Verhiltnis) fiir Ap,A bis ApsA und AMP / ADP /
ATP unter Annahme vollstdndiger lonisierung der Phosphatgruppen
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In Abb. 3.3 sind die Auflosung des am schwierigsten zu trennenden Peakpaares ApsA
und Ap¢A sowie der Trennleistungsparameter N dieser beiden Analyten in Abhéngig-
keit des pH-Wertes dargestellt. Wéhrend die Auflosung fiir alle pH-Werte zwischen
4,75 und 6,75 groBer als 1,5 ist, d. h. die beiden Analyten vollstindig getrennt sind, er-
reicht der Trennleistungsparameter bei pH 5,25-5,75 sein Maximum. Dieser pH-
Bereich ist also fiir die Trennung von Diadenosindi- bis Diadenosinhexaphosphat am
besten geeignet. Da sich aber die scheinbaren Mobilitdten oberhalb pH 4,75 wieder in
Richtung positiver Werte bewegen (s. Abb. 3.1) und die Migrationszeiten vor allem fiir
Ap,A damit deutlich langer werden, stellt pH 5,25 den besten Kompromiss aus Auf-
16sung, Trennleistung und moglichst kurzer Analysendauer dar.

2,5
| [ = ApsA
4,0 I Ap6A
+R B 2,0
3,0
o - 1,5
= x
z 207 1,0
1.0 - ﬂ 05
0,0 | | | | | | - 0,0

425 475 525 575 6,25 6,75
pH

Abb. 3.3  Auflosung und Trennleistungsparameter von ApsA und ApsA in Abhéngigkeit des
Puffer-pH-Wertes
(Bedingungen wie Abb. 3.1)

Die Ionenstarke des Trennpuffers hat sowohl Einfluss auf die Trennleistung als auch
auf die Auflosung. Wie Abb. 3.4 zeigt, nimmt die Trennleistung mit steigender
Konzentration des Puffers zu, da die durch Elektrodispersion verursachte Peak-
verbreiterung von den Pufferionen immer stirker unterdriickt wird. Andererseits nimmt
die Auflosung — hier wieder exemplarisch am kritischen Peakpaar ApsA / ApsA be-
trachtet — mit zunehmender lonenstirke des Puffers ab. Der Grund dafiir ist wahr-
scheinlich in der zunehmenden Unterdriickung des EOF zu suchen: Mit abnehmendem
teor Wird p,p,, der Analyten zunehmend negativer, d. h. die Migrationszeiten verkiirzen

sich und die relativen Mobilitdtsunterschiede zwischen den Analyten werden immer
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kleiner. Als Kompromiss zwischen Trennleistung und Auflosung wurde eine Puffer-

konzentration von 50 mmol/L verwendet.

4,0 1,5 2,0 1,5

] ‘\\ ] ] [0 Ap5A
30 I Ap6A

1,5 1

o ||z ApsA - 1,0 ] +R - 1,0

o

T 2,0 {|™APBA S 1,0 1 S

RS

2 - 05 1 - 0,5
1,0 I 0.5 -
0,0 ﬁ | | - 0,0 0,0 - - 0,0

50 100

25 0 1 2 4 10

Pufferkonzentration / mmol L™ Vol.-% MeOH

N/10°

Abb. 3.4  Auflésung und Trennleistungsparameter von ApsA und ApeA in Abhdngigkeit der
Pufferkonzentration (links) bzw. des Methanolgehaltes im Puffer (rechts)
(Citratpuffer pH 4,75, Kapillare 40/47 cm, Spannung -20 kV; Pufferkonzentration
bei Variation des Methanolgehaltes 50 mmol/L)

In einem weiteren Schritt wurde der Einfluss von organischen Pufferzusitzen — hier
Methanol — auf die Trennleistung untersucht. Solche sog. Modifier beeinflussen die
Polaritdt und die Viskositédt des Puffers. In der Folge werden sowohl der EOF als auch
die elektrophoretische Mobilitdt der Analyten verdndert. Der Gesamteffekt eines
solchen Zusatzes ist schwierig vorherzusagen. Im allgemeinen scheint Methanol die
Mobilitit zu erhdhen und Mobilititsunterschiede zu verstirken,”® wihrend der Einfluss
auf den EOF in Abhangigkeit der gewihlten Konzentration sowohl hemmend als auch
fordernd sein kann.”” In Abb. 3.4 sind Trennleistung und Auflésung — wieder beispiel-
haft fiir ApsA und ApsA — in Abhéngigkeit des Methanolgehaltes dargestellt. Es ist
erkennbar, dass mit steigendem Methanolzusatz die Auflosung zunehmend geringer
wird, bis bei 10 Vol.-% Methanol ApsA und ApgA komigrieren. Die Trennleistung ist
bis zu 4 Vol.-% Methanol ndherungsweise konstant, nimmt bei hoheren Methanol-
gehalten allerdings deutlich ab. Nach diesen Befunden wurde auf den Zusatz von
Methanol zum Trennpuffer verzichtet, da er keine Vorteile erbrachte.

Der Einfluss der Kapillartemperatur wurde im Bereich von 15-25 °C untersucht
(Daten nicht gezeigt). Mit zunehmender Temperatur kam es zu einer Verkiirzung der
Migrationszeiten und zur Abnahme der Auflosung. Die Temperaturerh6hung bewirkt
dabei eine Viskosititserniedrigung des Trennmediums und somit eine Erhohung so-



CITRAT-PUFFER 19

wohl von ugor als auch von u.y der Analyten. Da mit steigender Temperatur die
scheinbaren Mobilititen zunehmend negativer werden, scheint der Einfluss auf
starker ausgepragt zu sein. Aus der Sicht der Methodenentwicklung ist daher eine
moglichst niedrige Kapillartemperatur wiinschenswert. Bauartbedingt erreichen die
verwendeten Beckman-CE-Geréte allerdings nur Kapillartemperaturen von max. 5 °C
unterhalb der Raumtemperatur. Fiir alle weiteren Experimente wurde daher eine Tem-
peratur von 20 °C gewéhlt, um auch an wiarmeren Tagen in dem nicht klimatisierten
Labor bei gleicher Kapillartemperatur messen zu konnen.

Abb. 3.5 zeigt eine Trennung von Ap,A bis ApsA und der Mononukleotide ADP und
ATP unter den bisher am besten geeigneten Versuchsbedingungen. AMP ist mit einer
Migrationszeit von mehr als 10 Minuten nicht mehr im Elektropherogramm dargestellt.
Das Migrationsmuster der Dinukleotide (ApsA, ApsA, ApsA, ApsA, Ap,A) entspricht
dem in dieser Reihenfolge abnehmenden g/m-Verhéltnis der Molekiile (vgl. Abb. 3.2).
Die Migrationsreihenfolge der Mononukleotide (ATP, ADP, AMP) folgt den gleichen
GesetzmadBigkeiten und ist so bereits auch in anderen schwach sauren Puffersystemen

beobachtet worden.?*!
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Abb. 3.5 Elektropherogramm einer Mischung aus Ap,A bis ApsA und ADP / ATP
(Citratpuffer 50 mmol/L, pH 5,25, Kapillare 30/37 cm, Spannung -20 kV)
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Ein besonderes Problem beim Arbeiten in pH-Bereichen von 4 bis 7 ist das Erreichen
eines konstanten, reproduzierbaren EOF. Vor allem bei Puffer-pH-Werten um 5 ist die
pH-Abhingigkeit des EOF am stirksten ausgeprigt.”® AuBerdem zeigt der EOF bei
einem zyklischen Pufferwechsel eine Hystereseerscheinung. Die grofiten Abwei-
chungen treten dabei im pH-Bereich in der Nihe des pKs-Wertes der Kieselsdure auf.”’
Schwankungen des EOF treten besonders deutlich zu Tage, wenn — wie es hier der Fall
ist — mit Anionen in Reverspolung gearbeitet wird: Selbst kleine Unterschiede in ugor
duBern sich in deutlichen Migrationszeitverschiebungen, die umso stdrker ausfallen, je
langer die Migrationszeit des jeweiligen Teilchens ist. Fiir reproduzierbares Arbeiten
in unbelegten Kapillaren ist es daher erforderlich, die Spiil- und Konditionierungs-
zeiten der Kapillare zu standardisieren. Bei der Betrachtung der Reproduzierbarkeit der
Migrationszeiten muss aulerdem zwischen der sog. intraday- (d. h. von Lauf zu Lauf
innerhalb eines Tages) und der sog. interday- (d. h. Laufe an verschiedenen Tagen)
Reproduzierbarkeit unterschieden werden.

In Tab. 3.1 sind die Migrationszeiten von ApsA (= Analyt mit kurzer Migrationszeit)
und Ap,A (= Analyt mit langer Migrationszeit) in Abhédngigkeit der zwischen den
Laufen angewendeten Spiilmethode dargestellt. Der Spiilvorgang mit Natronlauge und
Puffer zeigt dabei die schlechteste intraday-Prézision (ausgedriickt durch die relative
Standardabweichung der Migrationszeiten) — hier sind die pH-Unterschiede zwischen
Puffer und Spiillosung am grofiten. AuBBerdem nehmen die Migrationszeiten von Lauf
zu Lauf stindig zu. Umgekehrt sieht es bei der Verwendung eines Spiilschrittes mit
Phosphorsdure aus. Hier werden die Migrationszeiten von Lauf zu Lauf kiirzer. Die
Prazision ist jedoch etwas besser als beim Spiilschritt mit Natronlauge. Die beste
Reproduzierbarkeit zeigt ein nur aus Wasser und Puffer bestehender Spiilschritt, da die
pH-Unterschiede zwischen Elektrophorese und Spiilen hier nur minimal sind. Bei allen
drei Spiilmethoden lédsst sich die Reproduzierbarkeit der Migrationszeiten deutlich
verbessern, wenn anstelle der absoluten Migrationszeit die relative Migrationszeit,
d. h. Migrationszeit bezogen auf eine Standardsubstanz, betrachtet wird. Dieses Vor-
gehen ist in Tab. 3.1 beispielhaft fiir Ap,A dargestellt, dessen Migrationszeit auf ApsA
(relative Migrationszeit 1) bezogen wurde.
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Spulschritte Lauf ApgA ApA
MZ  rel. MZ MZ rel. MZ

2 min 0,1 M-NaOH / 3 min Puffer 1 4,23 1,00 7,96 1,88
2 4,23 1,00 7,95 1,88
3 4,25 1,00 8,03 1,89
4 4,28 1,00 8,09 1,89
5

4,29 1,00 8,12 1,90

SDhV 0,03 0,08 0,01
relSDV% 0,63 0,98 0,38
5 min 0,1 M-H3PO4 /5 min H,O /
5 min Puffer 1 417 1,00 7,09 1,70
2 4,16 1,00 7,06 1,70
3 4,15 1,00 7,03 1,69
4 413 1,00 6,98 1,69
5 4,12 1,00 6,96 1,69
SDhV 0,02 0,05 0,00
relSDV% 0,52 0,75 0,24
5 min H,O / 5 min Puffer 1 411 1,00 6,94 1,69
2 412 1,00 6,97 1,69
3 412 1,00 6,97 1,69
4 412 1,00 6,95 1,69
SDV 0,01 0,01 0,00
relSDV% 0,13 0,21 0,09

Tab. 3.1 Migrationszeiten (MZ) fiir Ap,A und Ap¢A in Abhéngigkeit der Spiilmethode
zwischen aufeinander folgenden Laufen
(Citratpuffer 50 mmol/L pH 4,75, Kapillare 30/37 cm, Spannung -20 kV)

Allerdings erlaubt eine gute intraday-Prizision noch keine Aussage iiber das interday-
Verhalten. Vor allem nach dem Einbau einer neuen Kapillare erwies es sich als not-
wendig, die Kapillare fiir mehrere Minuten mit 1 M-NaOH zu spiilen, um die Silanol-
gruppen an der Kapillaroberfliche zu aktivieren. Ohne einen solchen Aktivierungs-
schritt war der EOF fiir eine effektive Trennung der Analyten zu schwach: Die Migra-
tionszeiten waren zu kurz, um eine vollstindige Trennung vor allem von ApsA und
ApeA zu ermoglichen. Obwohl die Kapillare nach einem solchen Spiilschritt ausgiebig
mit Puffer gespiilt und fiir 10—15 min mit angelegter Spannung betrieben wurde, waren
die Migrationszeiten deutlich verldngert. Ahnlich verhielt es sich, wenn eine Kapillare

nach Lagerung liber Nacht wieder in Betrieb genommen wurde: Selbst nach ausgie-
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bigen Spiilvorgingen und mehreren Lédufen unter Trennbedingungen unterschieden
sich die Migrationszeiten zum Teil erheblich von denen des Vortages. Um das Problem
zumindest weitgehend in den Griff zu bekommen, wurde fiir die weiteren Versuche
mit Citrat-Puffern die Kapillare nach dem Einbau und am Beginn jedes Tages mit 1 M-
NaOH, gefolgt von Trennpuffer, gespiilt. AnschlieBend wurde fiir mehrere Minuten
eine Trennspannung angelegt. Als Spiilschritt zwischen den einzelnen Léufen wurde
0,1 M-NaOH, gefolgt von Trennpuffer, verwendet. Dieses Verfahren lieferte zwar
nach Tab. 3.1 die schlechteste intraday-Prizision, erwies sich aber im Hinblick auf
Trennleistung und interday-Reproduzierbarkeit vorteilhaft. Ein Kontakt der Kapillare
mit sauren Spiilreagenzien wie z. B. Phosphorsdaure wurde strikt vermieden, weil da-
nach der EOF auch nach lingerem Spiilen mit Natronlauge seine alte Stirke nicht
wieder erreichte. Auflerdem wurden — falls erforderlich — die relativen Migrations-
zeiten fiir die Peakidentifizierung verwendet.

Am Rande sei das Auftreten eines storenden konzentrationsabhéngigen Peaksplittings
erwihnt: Uberstieg die Probenmenge in der Kapillare einen bestimmten kritischen
Wert, unabhédngig ob durch Verldngerung der Injektionszeit oder Erhohung der
Probenkonzentration bei gleichbleibender Injektionsdauer, kam es zu einer drastischen
Verschlechterung der Peakform und weiter zur Aufsplittung der Peaks. Dieses Ver-
halten wurde stets zuerst bei Ap,A beobachtet, bei Erh6hung der injizierten Substanz-
menge waren auch ApsA und ApgA betroffen; bei Ap,A und Ap;A trat dieses Phino-
men nicht auf. Beispiele sind in Abb. 3.6 dargestellt.

Das Auftreten dieses Peaksplittings war an einen pH-Wert nahe 4,75 gekniipft. Bereits
eine leichte Erhohung des pH-Wertes auf 5,0 verhinderte das Splitting vollstindig.

Ein solches Peaksplitting wurde bereits in dieser Arbeitsgruppe bei der Trennung
schwach saurer phenolischer Arzneistoffe wie Paracetamol in Borat-Puffern beobach-
tet.’”* Lag dabei der Puffer-pH nahe am pKs-Wert, d. h. wiesen die Analyten nur eine
geringe Eigenmobilitit auf, kam es ebenfalls zu einer Aufspaltung der Analyten-
signale. Allerdings wurde dort, anders als bei den Polyphosphaten, keine Abhédngigkeit
von der Analytenkonzentration in der Kapillare beobachtet. Dieses Peaksplitting ist als
Grenzflaichenphdnomen, begriindet in unterschiedlichen Borat-Konzentrationen der
Proben- und Pufferzone, interpretiert worden.>
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Abb. 3.6 Deformation und Splitting der Peaks von Ap4A bis ApeA in Abhédngigkeit der inji-
zierten Substanzmenge, hier durch Variation der Injektionsdauer
(Citratpuffer 50 mmol/L pH 4,75, Kapillare 30/37 cm, Spannung -20 kV)

Diese Erkldrung kann aber im Falle der Diadenosinpolyphosphate nicht zutreffend
sein, da es sich nicht wie bei Paracetamol um Analyten handelt, die in der Néhe des
pKs-Wertes geringe Eigenmobilitit aufweisen. Zudem weicht der pKs-Wert des
Adenins mit ca. 3,6 deutlich vom Puffer-pH 4,75 ab.

Prinzipiell konnte es sich hier auch um ein auf Elektrodispersion beruhendes Phéino-
men handeln, wie es bereits von MIKKERS® und ERMAKOV>**® beschrieben wurde.
Dabei stellt sich allerdings die Frage, warum bei einer pH-Erhohung und damit einer
Verstarkung der negativen Ladungsdichte diese Peakverdoppelung nicht mehr auftritt.
AuBerdem wére anzunehmen, dass dann die am hochsten negativ geladene Verbindung
ApsA zuerst vom Auftreten der Peakdeformation betroffen wire.

Da die Ursache dieses Peaksplittings nicht zufriedenstellend erklédrt und damit gezielt
umgangen werden konnte, wurden zur Vermeidung des Problems stets Citratpuffer mit
pH-Werten > 5 verwendet.
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3.2.1.2 Guanosin-Derivate

Im néachsten Versuchsschritt wurde untersucht, ob das bisher fiir die Diadenosin-
polyphosphate entwickelte Trennsystem auch geeignet ist, die Diadenosin-Verbin-
dungen von den entsprechenden Mono- und Diguanosinderivaten abzutrennen und eine
simultane Trennung der Ap,A, Ap,G und Gp,G zu ermdglichen. Als Referenzsubstan-
zen standen dazu neben den Ap,A die Verbindungen Ap,G bis ApsG sowie Gp,G und
GpeG zur Verfligung.

Analog zu Abb. 3.1 sind in Abb. 3.7 die scheinbaren Mobilititen der Ap,G und Gp,G
bei verschiedenen pH-Werten dargestellt; zum Vergleich wurden die Mobilititen der

Diadenosinverbindungen mit eingezeichnet.

Betrachtet man zuerst die drei Vertreter der Diphosphate, so ist bei pH 4,75 die Migra-
tionsreihenfolge Gp,G — Ap,G — Ap,A; je hoher der Guanosinanteil im Molekiil, desto
schneller ist die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld. Ahnliche Ergeb-
nisse wurden mit Adenosin- und Guanosinmononukleotiden bei pH-Werten unter 5
erhalten.’® Dieses Verhalten ist vermutlich in der Basizitit des Adeninringes begriin-
det. Wihrend bei pH 4,75 das N'-Atom im Adenin noch zu einem geringen Anteil
protoniert ist (pKs 3,6), ist der Guaninteil bereits vollstindig neutral (pKs 2,4). Die
Basizitdt der semizyklischen Guanidin-Partialstruktur ist hier durch die vinyloge Stel-
lung zur Carbonylgruppe drastisch reduziert. Bei Erhohung des pH-Wertes kommt es
etwa ab pH 5,25 zu einer Umkehrung der Migrationsreihenfolge; nun wandern die-
jenigen Molekiile schneller, bei denen der Adenosinanteil hoher ist. Ein solches Ver-
halten ist ebenfalls fiir die entsprechenden Mononukleotide beschrieben. >

Dieses Migrationsverhalten kann nun nicht mehr durch unterschiedliche Sdure-Base-
Eigenschaften von Adenin und Guanin erkldrt werden; als Ursache konnten z. B.
unterschiedliche rdumliche Anordnungen der Molekiile, bedingt durch den Austausch
der Base, und daraus resultierende Anderungen des Stokes-Radius verantwortlich sein.
Es fillt auf, das der Mobilitdtsunterschied zwischen Ap,A und Ap,G dabei deutlich
grofer ist als zwischen Ap,G und Gp,G: Wihrend erstere stets gut getrennt werden,
kommt es ab einem pH-Wert von 6,25 zur Komigration der beiden guanosinhaltigen
Verbindungen.

Sehr dhnlich ist das Verhalten der Triphosphate. Wahrend bei pH 4,75 das Adenosin-
Guanosin-Derivat noch vor der Diadenosinverbindung migriert, ist ab pH 5,25 die
Migrationsreihenfolge wie bei den Diphosphaten Ap;A vor Ap;G mit deutlichen
Mobilitatsunterschieden zwischen diesen beiden Substanzen.
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Abb. 3.7 Vergleich der scheinbaren Mobilitdten der Ap,A, Ap,G und Gp,G
(Citratpuffer 50 mmol/L, Kapillare 40/47 cm, Spannung -20 kV)

Bei den weiteren Homologen édndert sich jedoch das Bild: Schon bei pH 4,75 wandern
hier die Adenosinderivate der Tetra-, Penta- und Hexaphosphate vor den guanosin-
haltigen Verbindungen. AuBlerdem besteht bei diesem pH-Wert keine Selektivitit
zwischen ApsG, ApsG und GpsG, zudem ist die Peakform fiir diese Analyten unbefrie-
digend. Bei hoheren pH-Werten verbessern sich zwar Trennung und Peakform, grund-
legende Unterschiede im Migrationsverhalten zwischen adenosin- und guanosin-

haltigen Dinukleotiden werden jedoch auch hier nicht beobachtet.

Zusammenfassend betrachtet ist es zwar mdglich, jedes beliebige Paar der Diade-
nosin-, Adenosin-Guanosin- und Diguanosinpolyphosphate durch die Wahl eines ge-
eigneten pH-Wertes zu trennen. Untersucht man jedoch alle Analyten gemeinsam, er-
gibt sich durch die teilweise nur geringen Mobilitidtsunterschiede und das insgesamt
recht dhnliche Migrationsverhalten ein sehr komplexes Migrationsmuster. Bezieht man
auBerdem noch die Mononukleotide AMP / ADP / ATP in die Betrachtung mit ein (aus
Griinden der Ubersichtlichkeit in Abb. 3.7 nicht gezeigt), so gibt es keinen pH-Wert,

bei dem die simultane Trennung aller Analyten moglich wire — es kommt immer zur
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mehr oder weniger ausgeprigten Komigration von mindestens zwei Komponenten.
Auch ein System, mit dem zumindest die Diadenosinpolyphosphate in Gegenwart der
anderen Verbindungen selektiv bestimmt werden kdnnen, ist in diesem Puffersystem
nicht moglich. Das beste in dieser Versuchsreihe erzielte Ergebnis mit allen Analyten
ist in Abb. 3.8 gezeigt.
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Abb. 3.8 Bestmogliche Trennung von Ap,A bis ApsA, Ap>G bis ApsG, Gp2G, GpsG sowie
AMP / ADP / ATP
1 =ApA, 2 = ApsA, 3 = ApsA, 4 = ApsA, 5 = ApeA,
6 = ApxG, 7= Ap;G, 8 = ApsG, 9 = ApsG, 10 = ApcG,
11 = Gp,G, 12 = GpeG, 13 = AMP, 14 = ADP, 15 = ATP
(Citratpuffer 50 mmol/L pH 6,25, Kapillare 40/47 cm, Spannung -20 kV)

Werden neben den Adenosinmono- und -dinukleotiden nur bestimmte Guanosin-
derivate einbezogen, ist es in der Regel moglich, durch die Wahl eines geeigneten pH-
Wertes eine Trennung aller Analyten zu erreichen. In Abb. 3.9 ist dies am Beispiel von
ApsG, Ap,G und Gp,G dargestellt. Gegeniiber Abb. 3.8 wurde dabei der pH-Wert nur
geringfiigig von 6,25 auf 6,10 erniedrigt.
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Abb. 3.9 Trennung von Ap,A bis ApsA, Ap.G, Gp,G, ApsG sowie AMP / ADP /ATP
Zur Bezeichnung der Peaks s. Abb. 3.8.
(Citratpuffer 50 mmol/L pH 6,10, Kapillare 30/37 cm, Spannung -20 kV)

3.2.1.3 Diadenosinhepta- und -octaphosphat

Wie bereits in Kap. 3.2.1.1 diskutiert wurde, werden die Mobilitdtsdifferenzen
zwischen den homologen Dinukleosidpolyphosphaten umso geringer, je langer das die
beiden Nukleoside verbindende Phosphatriickgrat ist. In einem weiteren Versuchs-
schritt sollte daher untersucht werden, ob in einem Citratpuffer auch die Auftrennung
von Diadenosinhepta- und -octaphosphat (Ap;A bzw. ApgA) moglich ist.

Unter den bisher am besten geeigneten Trennbedingungen (Pufferkonzentration
50 mmol/L, pH 5,25, Kapillarlinge 40/47 cm) war eine Auftrennung von ApsA bis
ApsA nur sehr unvollstindig moglich (s. Abb. 3.10 oben rechts): ApsA und ApsA sind
zwar wie erwartet gut getrennt, allerdings kommt es zu volliger Komigration von
Ape¢A und Ap,A. Uberraschenderweise kann aber ApgA zumindest als angetrennte
Schulter vor dem ApsA/Ap;A-Signal erkannt werden.
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Abb. 3.10 Einfluss des Puffer-Gegenions auf die Trennung von Ap3A bis ApsA (linke Spalte)

bzw. ApsA bis ApsA (rechte Spalte)

Skalierung der Zeitachse innerhalb einer Spalte unveréndert

3=Aps3A, 4= ApsA, 5= ApsA, 6 = ApcA, 7= Ap-7A, 8 = ApsA
(Citratpuffer 50 mmol/L, pH 5,25 eingestellt mit NaOH, KOH bzw. NH4OH;
Kapillare 40/47 cm, Spannung -20 kV)
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Wie bereits diskutiert, beruht die ungeniigende Auftrennung von Dinukleosid-
polyphosphaten mit lidngerer Phosphatkette in der Kapillarzonenelektrophorese auf
thren nur geringfiigig verschiedenen Ladungs-Masse-Verhéltnissen und daraus resul-
tierenden nur geringen Mobilitatsdifferenzen. Es ist auch nicht mdglich, die Trennung
durch Verdnderung des pH-Wertes, der Pufferkonzentration oder der elektrischen
Feldstirke entscheidend zu verbessern. Eine solche Verbesserung kann vielmehr nur
durch Verdnderung des Trennsystems an sich, z. B. Einsatz eines anderen Puffers oder
Zugabe von Komplexbildnern, erfolgen. Der Zusatz von Mg als komplexbildendes
Agens ist in Kap. 3.4 beschrieben; hier soll nur auf eine Verdnderung des Puffers
beziiglich des Kations eingegangen werden. Dabei wurde — ausgehend von Citronen-
sdure-Losungen der Konzentration 50 mmol/L — der pH-Wert nicht wie bisher mit
5 M-Natronlauge, sondern mit 5 M-Kaliumhydroxid- bzw. 25%iger Ammonium-
hydroxidlosung eingestellt.

Die resultierenden Elektropherogramme sind in Abb. 3.10 dargestellt; Trennleistungs-
parameter flir ApsA und ApsA sowie die Auflosung dieses Peakpaares zeigt Abb. 3.11.
Untersucht wurde zum einen eine Mischung aus Ap,A bis ApsA (linke Spalte in Abb.
3.10), zum anderen eine Mischung von ApsA bis ApgA (Abb. 3.10 rechte Spalte).

40 10,0
CJAp5A i
B Ap6A
3,0 | *R B 8,0
' - 6,0
T204 I @
2 - 4,0
1,0 - I
- 2,0
0,0 1 1 - 0,0
Natrium Kalium Ammonium
Puffer-Gegenion

Abb. 3.11 Aufloésung und Trennleistungsparameter von ApsA und ApsA in Abhéngigkeit des
Puffer-Gegenions
(Bedingungen s. Abb. 3.10)
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Abb. 3.10 zeigt, dass sich durch Verwendung eines Kaliumcitrat-Puffers die Trennung
der kiirzeren Homologen trotz verringerter Migrationzeiten deutlich verbessert.
Obwohl sich die Trennleistung gegeniiber Natriumcitrat nicht signifikant verdndert,
steigt die Auflosung des Substanzpaares ApsA/ApgA von ca. 1,5 im natriumhaltigen
Puffer jetzt auf tiber sieben an. Die Trennung der ldngerkettigen Verbindungen ist
allerdings gegeniiber dem Natriumcitrat-Puffer nicht entscheidend verbessert.
Verwendet man Ammoniumhydroxid zur pH-Einstellung, verbessert sich die Auftren-
nung von Ap,A bis ApsA weiter: Die Auflosung von ApsA/ApgA erreicht nun einen
Wert von iiber acht. Die Trennleistung ist allerdings auch hier nicht signifikant von
einem Natriumcitrat-Puffer verschieden. Die Migrationszeiten liegen etwa in der Mitte
zwischen dem natrium- und dem kaliumhaltigen System. Wichtiger ist allerdings die
Auftrennung der langerkettigen Verbindungen: ApsA bis ApsA sind nun bei Migra-
tionszeiten von unter siecben Minuten nahezu basisliniengetrennt (Abb. 3.10 unten
rechts).

Beim Einsatz des kaliumhaltigen Puffers kommt es jedoch zur einer partiellen Uber-
lappung von ApgA und ATP (hier nicht gezeigt), die sich im Ammoniumcitrat-Puffer
zu volliger Komigration verstirkt. Damit sind diese verbesserten Trennsysteme fiir die
Bestimmung der Diadenosinpolyphosphate in biologischen Matrices, bei denen das
Vorhandensein von Mononukleotiden nicht ausgeschlossen werden kann, nicht

geeignet.

In der Literatur finden sich keine vergleichbaren Untersuchungen. Es wurde zwar ge-
zeigt, dass die Trennung der Ribonukleotide in einem Ammoniumphosphatpuffer
ebenfalls besser als in einem Kalium- oder Natriumphosphatpuffer ist,” allerdings
wurde die verbesserte Trennung allein auf die hohere Selektivitdt zwischen den ver-
schiedenen Basen der gleichen Phosphorylierungsstufe (also ATP/GTP, ADP/GDP
usw.) bezogen. Ein Einfluss des Pufferkations auf die Trennung von Mono- und Di-
nukleotiden mit gleicher Base aber verschiedener Phosphatgruppenzahl wurde bisher
nicht beschrieben.

Eine Mdglichkeit, dieses Verhalten zu erkldren, beruht auf den unterschiedlichen sog.
taxigenen Eigenschaften der verwendeten Kationen,*® wie sie bereits vor iiber 100
Jahren von HOFMEISTER beschrieben wurden. Je hoher das taxigene Potential eines
Ions ist, desto starker wird bei seiner Anwesenheit die innere Struktur des Wasser ver-
festigt: Die Selbstassoziation des Wassers wird verstirkt, die Ausbildung von
Clusterstrukturen erleichtert. Dadurch kommt es zu einer Zunahme der assoziierten
Wassermolekiile, die Anzahl der nicht-assoziierten Wasserteilchen, die fiir die Hydra-
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tisierung geloster Substanzen zur Verfiigung stehen, verringert sich. Als Nebeneffekt
wird dadurch auch die Viskositét erhoht. Dieser Strukturverfestigung liegen die aus der
Biochemie bekannten Aussalzvorginge zugrunde.” Dieses taxigene Potential nimmt
nun in der Reihe Na' - K" - NH," zu.

Erhoht man nun die innere Struktur des Puffers durch Zusatz stirker taxigener lonen
(K" und vor allem NH,"), erscheint einleuchtend, dass zum einen das Hydratisierungs-
potential des Wassers abnimmt, die Hydrathiillen und damit die Stokes-Radien kleiner
werden, zum anderen aber auch die rdumliche Struktur der konformativ beweglichen
Polyanionen veridndert werden kann. Moglicherweise ordnet sich das negativ geladene
Phosphatriickgrat aufgrund der schlechteren Ldsungseigenschaften des Wassers in
einer kompakteren und damit geringeren Reibungswiderstand aufweisenden Form an.
Beide Effekte diirften sich umso deutlicher bemerkbar machen, je stiarker das Teilchen

geladen, d. h. je linger seine Phosphatkette, ist.
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Abb. 3.12 Scheinbare Mobilitdt von ApsA und ApsA in Abhdngigkeit des Puffer-Gegenions
sowie resultierender Elektrophoresestrom
(Bedingungen s. Abb. 3.10)

D" Der gegenteilige, strukturbrechende, Effekt, der die Losungseigenschaften des Wassers

verbessert, wird als chaotrop bezeichnet.
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Weiter fillt bei Betrachtung der Abb. 3.12 auf, dass sich der resultierende Elektro-
phoresestrom bei Verwendung des kalium- oder ammoniumhaltigen Puffers gegeniiber
Natriumcitrat deutlich erhoht, wéihrend die elektrophoretische Mobilitdt der Analyten
negativere Werte annimmt, die Migrationszeiten also gegeniiber dem natriumhaltigen
Puffer verkiirzt sind. In Tab. 3.2 sind die zur Erkldrung dieser Beobachtungen notigen
Eigenschaften der verwendeten Pufferkationen aufgefiihrt. Wéhrend der Radius der
,,hnackten* Ionen in der Reihe Na' - K - NH," zunimmt, nimmt der fiir das Verhalten
in wissriger Losung entscheidende Radius der hydratisierten Teilchen in der gleichen
Richtung ab: Da alle Ionen einfach positiv geladen sind, der Teilchenradius aber zu-
nimmt, verringert sich die elektrische Ladungsdichte der lonen und damit auch die an-
ziehende Kraft auf die Wassermolekiile. Als Folge davon steigen die sog. Ionen-
dquivalentleitfahigkeiten bei unendlicher Verdiinnung /x und damit auch die Gesamt-
leitfahigkeit der Puffer an. Der Einfluss der TeilchengroBe der Pufferionen auf den
EOF und die Mobilitéit der Analyten wurde bereits in der Literatur beschrieben, wenn-
gleich auch nicht schliissig erklért. Bereits ATAMNA machte die Beobachtung, dass
ueor in Alkali-Acetatpuffern mit steigendem Hydratationsradius des Pufferkations zu-
nimmt,*® wihrend LI beschrieb, dass die elektrophoretische (d. h. effektive) Mobilitit
vom m-Aminobenzoesduren in einem kaliumhaltigen Puffer groBer ist als bei Ver-
wendung des Natriumsalzes.”’ Ubertrigt man diese Beobachtungen auf den hier dis-
kutierten Fall, so sollte im K'-/NH, -haltigen Puffer ugor kleiner und u.g der Analyten
groBBer sein als im Natriumcitrat-Puffer. Beide Effekte wirken sich dabei gegenteilig
auf die Migrationszeiten aus. Da es bei Kalium- und Ammoniumcitrat insgesamt zu
einer Verkiirzung der Migrationszeiten gegeniiber Natriumcitrat kommt, iiberwiegt
hier die Beeinflussung des EOF.

Eigenschaft Na* K NH,"
lonenradius (in pm)® 97 133 143
Hydratationsradius (in pm)38 276 232 K. A.

lonenaquivalentleitfahigkeit bei unend-

licher Verdiinnung « (in S cm? mol™)* 50,1 73,5 74

Tab.3.2  Vergleichende Ubersicht der Eigenschaften von Na', K" und NH,"
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Durch die hohe Auflésung von ApsA und ApgA bei der Verwendung eines Ammo-
niumcitrat-Puffers war es moglich, die Trennung von Ap,A bis ApsA auch in einer
Kapillare mit 20 cm effektiver Lange durchzufiihren. Die Migrationszeiten lagen dabei
fiir alle Analyten unter 4,5 min. Ein entsprechendes Elektropherogramm ist in Abb.
3.13 gezeigt. Die Auftrennung von Ap;A und ApgA war unter diesen Bedingungen
ebenfalls moglich, allerdings reichte die Trennstrecke fiir eine Basislinientrennung von
ApsA und Ap;A nicht aus. Die unruhige Basislinie vor allem im Bereich von 2,2 und
3,8 Minuten trat nur bei der Verwendung eines ammoniumhaltigen Puffers und unab-
hiangig von der Kapillarlinge immer bei den gleichen Migrationszeiten auf. Die
Ursache dieser Storung konnte nicht gekléart werden.

16 -
i ApAApA

6

E Ap,A Ap.A
10_ p4 ApA p2

Absorption / mAU

Migrationszeit / min

Abb. 3.13 Trennung von Ap,A bis ApsA innerhalb von 5 Minuten in einer 20/27 cm-
Kapillare
(Citratpuffer 50 mmol/L, pH 5,25 mit NH4OH eingestellt, Spannung -11,5 kV)

Eine Verbesserung der Trennung durch Einstellung des pH-Wertes mit anderen
Aminen wie Triethylamin oder TRIS konnte nicht erzielt werden. Im Vergleich zu
Natriumcitrat kam es zu einem Verlust an Auflésung und zu einer teilweise drama-
tischen Verschlechterung der Peakform vor allem im Bereich der langerkettigen

Verbindungen.
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3.2.2 Phosphat-Puffer

Phosphorsiure ist wie Citronensdure eine dreibasige Sédure; die pKs-Werte betragen
2,1, 7,2 bzw. 12,7.%° Dadurch ist die Pufferkapazitit im schwach-sauren bzw. neutralen
Milieu nur in den pH-Bereichen von etwa 1,5-3 bzw. 68 ausreichend. Um die Ergeb-
nisse mit den in Citratpuffern erhaltenen Daten vergleichen zu kdnnen, wurden
Phosphatpuffer allerdings auch bei pH-Werten zwischen drei und sechs eingesetzt.

Wie das Citrat-Ion ist auch das Phosphat-Ion bereits bei schwach sauren pH-Werten
negativ geladen, allerdings besitzt es aufgrund der hoheren pKs-Werte bei gleichen
pH-Werten eine geringere negative Ladungsdichte und damit auch eine geringere
elektrophoretische Mobilitit. Dies ldsst Einfliisse auf die erzielbare Trennleistung er-
warten. Durch die geringere elektrische Leitfahigkeit ist allerdings auch der resul-
tierende Stromfluss geringer, so dass bei Bedarf hohere elektrische Feldstirken als in
Citratpuffern eingesetzt werden konnen und die Trennleistung damit gesteigert werden
kann. Die mikrobiologische Stabilitdt von Phosphat-Puffern ist anders als bei Citro-

nensdure bereits bei Raumtemperatur sehr gut.

3.2.2.1 Diadenosin-Verbindungen

Das pH-Wert-abhingige Migrationsverhalten der Diadenosinphosphate &hnelt im
Phosphatpuffer grundsitzlich dem Citratpuffer (vgl. Abb. 3.1), so dass auf eine
entsprechende u-pH-Darstellung an dieser Stelle verzichtet wurde. Allerdings war es
nicht moglich, mit einer dem Citrat entsprechenden Pufferkonzentration (50 mmol/L)
befriedigende Ergebnisse zu erzielen. Im folgenden wurde daher eine Phosphationen-
Konzentration von 100 mmol/L verwendet.

Abb. 3.14 zeigt die Trennleistung fiir Ap;A bis ApsA in Abhingigkeit des pH-Wertes.
Im hier untersuchten pH-Bereich wurden im Citrat-Puffer die besten Ergebnisse erzielt
(vgl. Abb. 3.3). Wihrend dort die Trennung von ApsA und ApeA problematisch war,
ist hier im Phosphatpuffer Ap,A/ApsA das am schwierigsten zu trennende Substanz-
paar: Die Auflosung erreicht bei keinem der untersuchten pH-Werte fiir eine Basis-
linientrennung ausreichende Werte. Aullerdem sind die hier erzielten Trennleistungen
deutlich niedriger als im citrathaltigen System. Der Trennleistungsparameter N liegt fiir
ApsA bei ca. 250.000 und nimmt fiir ApsA sogar derart schlechte Werte von ca. 15.000
an, dass nur noch sehr kleine, breite Peaks detektiert werden. Bei Erniedrigung des pH
auf Werte von unter 4—4,5 kam es sogar zu volligem Verlust der Auflosung zwischen
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ApsA, ApsA und ApgA, und die Trennleistungen fiir alle Analyten verschlechterten
sich dramatisch.
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Abb. 3.14 Trennleistung fiir Ap;A bis ApcA und Auflosung des Peakpaares ApsA/ApsA in
Abhingigkeit des pH-Wertes; pH-Einstellung mit &quimolarer Phosphat-Losung
(Puffer Na,HPO4 100 mmol/L, Kapillare 40/47 cm, E =-500 V/cm)

Die mit zunehmender Phosphatgruppenzahl deutlich abnehmende Trennleistung wurde
als Indiz fiir eine zu geringe lonenstirke in der Pufferlosung gewertet — vermutlich
konnen die mit langerem Phosphatriickgrat stark zunehmende elektrostatische Ab-
stoBung der Teilchen und die daraus resultierende Elektrodispersion nicht wirkungs-
voll genug unterdriickt werden. Da eine weitere Erhohung der Phosphationen-
konzentration wegen zu starker Warmeentwicklung und daraus resultierenden Strom-
zusammenbriichen nicht moglich war, wurde die lonenstirke durch Einstellung des
pH-Wertes mit 5 M-Natronlauge (anstelle von 100 mM-H;PO,; bzw. 100-mM
Na,HPO,-Losung wie bisher) gesteigert. AuBBerdem wurde der pH-Wert nun auf Werte
von tiiber sechs erhoht, um zum einen in den optimalen Pufferbereich der Phosphor-
sdure zu gelangen und zum anderen die negative Ladung und damit die Mobilitit des
Phosphat-Anions durch Erreichen der nédchsten Dissoziationsstufe zu erhohen. Des-
weiteren wurde die elektrische Feldstarke von -500 V/cm auf -540 V/cm gesteigert.
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Abb. 3.15 Trennleistung fiir Ap;A bis ApsA und Auflosung des Peakpaares ApsA/ApeA in
Abhingigkeit des pH-Wertes; pH-Einstellung mit 5 M-NaOH
(Puffer Phosphorsdure 100 mmol/L, Kapillare 30/37 cm, E = -540 V/cm)

Das Ergebnis dieser Verdanderungen ist in Abb. 3.15 dargestellt. Vor allem bei pH 6,0
ist die Trennleistung gegeniiber den oben beschriebenen Versuchen deutlich erhoht.
Doch kommt es hier zur Komigration von ApsA und ApsA — das vorher schwierig zu
trennende Substanzpaar Ap,A / ApsA wurde dagegen bei allen untersuchten pH-
Werten problemlos getrennt. Den besten Kompromiss stellt pH 6,5 dar: Die Aufldsung
von ApsA und ApgA erreicht einen Wert von ca. 1,25, die Trennleistung fiir Ap;A bis
ApsA liegt mit ca. 100.000 zwar immer noch deutlich niedriger als im Citratpuffer,
erreicht jedoch bereits akzeptable Werte. Lediglich ApgA fallt mit N = 34.000 aus dem
Rahmen, wenngleich die Trennleistung gegeniiber den Bedingungen der Abb. 3.14
(N=15.000) deutlich verbessert ist. Eine weitere Erhohung des pH-Wertes auf 7,0
fiihrt zu einem drastischen Einbruch der Trennleistung fiir alle Analyten. Ein repré-
sentatives Elektropherogramm bei pH 6,5 ist in Abb. 3.16 gezeigt.

Interessanterweise war es bei pH 6,25 moglich, auch das Gemisch ApsA bis ApgA mit
akzeptablen Auflosungswerten zu trennen. Allerdings, bedingt durch die noch hohere
negative Ladungsdichte von Ap;A und ApgA und die dadurch verstirkte Elektro-
dispersion, lagen die erzielten Trennleistungen noch unter dem bescheidenen Wert fiir
ApsA, so dass hier auf eine Darstellung des Elektropherogramms verzichtet wird.
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Abb. 3.16 Trennung von ApsA bis ApcA sowie ADP / ATP (Ap,A bzw. AMP aufgrund
langer Migrationszeiten von iiber 20 Minuten nicht sichtbar)
(Puffer Phosphorsdure 100 mmol/L pH 6,5 eingestellt mit 5 M-NaOH, Kapillare
30/37 cm, E =-540 V/cm)

Der bereits fiir den Citratpuffer beschriebene Einfluss des Pufferkations auf die Tren-
nung der Diadenosinpolyphosphate konnte auch im Phosphatpuffer beobachtet werden,
wenngleich deutlich schwicher ausgeprdgt. Hier wurde vor allem die Trennung von
ApsA und ApsA verbessert, die Auflosung von ApsA und ApgA blieb weitgehend un-
verdndert. Auf die Trennleistung und damit die Peakform von ApgA hatte die Ver-

dnderung des Pufferkations keinen Einfluss.

3.2.2.2 Guanosin-Derivate

Da die bis hierhin erzielten Ergebnisse ein Phosphatpuffer-System fiir eine spitere
Untersuchung biologischer Proben als nicht besonders geeignet erscheinen lieBen,
wurde das Verhalten der Guanosin-Derivate nur exemplarisch an einer aus Ap,A bis
ApsA und Ap,G / Gp,G / ApsG sowie den Adenosinmononukleotiden bestehenden
Testmischung untersucht. Das beste Ergebnis wurde dabei bei einem pH-Wert von 6,7
erhalten und ist in Abb. 3.17 oben dargestellt. Die Migrationszeit der drei Diphosphate
war hier allerdings bereits so lang, dass sie innerhalb von 40 Minuten nicht detektiert
werden konnten. Als weiteres Problem beim Arbeiten in diesem pH-Bereich stellte
sich die starke pH-Abhéingigkeit der Mobilitit von ADP heraus. Wéhrend Adenosin-
diphoshat bei pH 6,7 wie gezeigt zwischen Ap,;A und ApsA migrierte, kam es bei pH
6,6 zu einer Komigration mit Ap,A und bei pH 6,8 zu einer Komigration mit Ap¢A.
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Abb. 3.17 Trennung der Adenosinmono- und -dinukleotide sowie ApsG bei pH 6,7
A: Puffer Phosphorséure 100 mmol/L, pH-Einstellung mit 5 M-NaOH
B: Puffer Na,HPO,4 100 mmol/L, pH-Einstellung mit 50 mM-Citronenséure
(Kapillare 30/37 cm, E = -540 V/cm)

In Abb. 3.17 unten ist die Trennung der gleichen Analytenmischung ebenfalls bei pH
6,7, nun allerdings unter Verwendung eines Citrat-Phosphat-Mischpuffers, dargestellt.
Im Vergleich zum reinen Phosphat-System fallen zum einen die deutlich verkiirzten
Migrationszeiten auf, die vermutlich auf den unter diesen Bedingungen verringerten
EOF zuriickzufiihren sind. AuBBerdem ist die Peakform von ApsA in Anwesenheit von
Citrationen deutlich verbessert; dafiir ist allerdings die Auflosung des Peakpaares

ApsA / ApgA geringer. Einen Vorteil gegeniiber einem reinen Citratpuffer ldsst somit
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auch dieses Puffersystem nicht erkennen, so dass phosphathaltige Puffersysteme nicht

mehr weiterverfolgt wurden.

3.2.3 Acetat- bzw. Formiat-Puffer

Da fiir die spétere Untersuchung biologischer Proben die Mdglichkeit einer CE/MS-
Kopplung wiinschenswert erschien, wurde im folgenden versucht, ein dazu kompa-
tibles Trennsystem zu entwickeln. Um eine Verschmutzung der Ionenquelle des
Massenspektrometers zu vermeiden, ist es dabei erforderlich, ausschlieBlich im
Vakuum fliichtige Pufferbestandteile fiir die CE-Trennung einzusetzen. Im sauren pH-
Bereich werden dafiir in der Regel Ammoniumacetat/Essigsdure bzw. Ammonium-
formiat/Ameisensdure verwendet.

Ameisensdure und Essigsdure als schwache Sduren mit pKs-Werten von 3,75 bzw.
4,75 kénnen in pH-Bereichen von 3—5 (Ameisenséure) bzw. 46 (Essigsdure) einge-
setzt werden. Im Gegensatz zu Citronen- oder Phosphorsédure sind sie aber im schwach
sauren Bereich nicht mehr vollstindig dissoziiert und besitzen daher eine deutlich
geringere Ladungsdichte bzw. elektrophoretische Mobilitdt. Wie auch bei Phosphor-
sdure sind dadurch niedrigere Trennleistungen insbesondere fiir ApsA im Vergleich zu

Citronensdure zu erwarten.
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Abb. 3.18 Trennung von Ap,A bis ApsA und ADP / ATP (A) bzw. ApsA bis ApsA (B)
(Ammoniumacetat 100 mmol/L pH 5,0, Kapillare 40/47 cm, Spannung -20 kV)
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Die besten Ergebnisse fiir den Acetat-Puffer wurden bei pH 5,0 und einer Puffer-
konzentration von 100 mmol/L erzielt (s. Abb. 3.18 A). Im Vergleich zum Citratpuffer
(s. Abb. 3.5) fillt die drastisch erhohte Selektivitdt zwischen ApsA und ApcA sowie
die im Vergleich zu den Dinukleotiden erh6hte Mobilitit der Mononukleotide auf.
Aber die Peakform war fiir ApsA wie erwartet nur unzureichend: Wiahrend der Trenn-
leistungsparameter fiir Ap,A bis ApsA akzeptable Werte im Bereich von 65.000—
100.000 annahm, wurde fiir Ap¢A nur ein Wert von ca. 10.000 erreicht. Dafiir gelang
in diesem Puffersystem die Basislinientrennung von ApsA bis ApgA, allerdings bei
schlechter Peakform (s. Abb. 3.18 B).

Da eine Pufferkonzentration von 100 mmol/L fiir die Kopplung mit einem Massen-
spektrometer noch zu hoch wire, wurde das Verhalten der Analyten in verdiinnteren
Puffern untersucht. Mit abnehmender Salzkonzentration kam es zu einem Verlust an
Auflosung fiir Ap;A bis ApsA, bei einer Konzentration von 25 mmol/L trat Komigra-
tion von Aps;A und ApsA ein. Die ohnehin nicht allzu hohen Trennleistungen verrin-
gerten sich weiter, so dass der Einsatz zur CE/MS-Kopplung nicht sinnvoll erscheint.

Die Ergebnisse mit Formiat-Puffern entsprechen im groBen und ganzen denen mit
Acetat-Puffern. Auch hier war ApsA deutlich von ApsA abgetrennt, die Trennleistung
lag aber noch unter den bereits schlechten Werten des Acetatpuffers. Bei fiir die
Kopplung mit einem Massenspektrometer geeigneten niedrigen Pufferkonzentrationen

konnten keine verwertbaren Pherogramme erhalten werden.

3.2.4 Einsatz von mit linearem Polyacrylamid belegten Kapillaren
3.2.4.1 Zielsetzung

Wie bereits in Kap. 3.2.1 diskutiert, waren sowohl die interday- als auch die intraday-
Reproduzierbarkeit der Migrationszeiten in unbehandelten Kapillaren problematisch.
Dariiber hinaus lag die scheinbare Mobilitit vor allem der Dinukleosid-Diphosphate
bei pH-Werten iiber 5,5 durch den dann recht starken EOF nahe bei Null, so dass sehr
lange Laufzeiten erforderlich waren, um alle Analyten detektieren zu konnen; fiir lang-
sam migrierende Verbindungen lagen die erreichten Trennleistungen durch die langen
Migrationszeiten deutlich niedriger. Deswegen sollte in einer Versuchsreihe untersucht
werden, ob der Einsatz von modifizierten Kapillaren mit unterdriicktem EOF von
Vorteil fiir die Migrationszeitstabilitdt und/oder die Trennleistung ist. Fiir diese Unter-
suchungen wurden mit linearem Polyacrylamid belegte Kapillaren eingesetzt, da diese
einerseits leicht selbst herzustellen sind und andererseits der verbleibende EOF nur
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noch sehr gering ist. Eine kovalente wie auch dynamische Belegung mit Cellulose-
derivaten konnte den EOF nicht wirkungsvoll genug unterdriicken; ebenso misslang
die Beeinflussung des EOF durch Zusatz von Spermin zum Laufpuffer, da das Poly-
kation Spermin eine starke Adsorption der polyanionischen Nukleotide an die Kapil-
larwand bewirkte.

Die belegten Kapillaren wurden dabei nur in Citratpuffer-Systemen untersucht, da sich
alle anderen Puffer im schwach sauren bis neutralen pH-Bereich als weniger geeignet
erwiesen hatten. Die in Kap. 3.3 beschriebenen alkalischen Puffersysteme konnten auf-
grund der hydrolytischen Instabilitit der Belegung bei pH-Werten grofer sieben nicht

verwendet werden.

3.2.4.2 Herstellung der Kapillaren

Die Belegung der Kapillarwand mit linearem Polyacrylamid (PAA) wurde bereits 1985
von HJERTEN beschrieben.*’ Bei diesem Verfahren wird auf die Kapillarinnenwand
eine monomolekulare Polyacrylamid-Schicht kovalent aufgebracht, die den EOF
nahezu vollstindig zu unterdriicken vermag und gleichzeitig die Kapillaroberfldche vor
den Analyten abschirmt.

H,CO .
Si—OH | Si—0 /OCHa
t ! + HﬁO—?ifCHﬁEO — = I: si
Si—OH 2 < - 5
i H,CO Si—0 \(CHZ 3O
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H,C=CH-CONH, Si—O\S/OCH3 HCli—CONHZ
> |
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TEMED C—CH;CH,
O CH, HC—CONH,

Abb. 3.19 Darstellung der mit linearem Polyacrylamid belegten Kapillaren
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Die Darstellung dieser PAA-Schicht erfolgte modifiziert nach HIERTEN® und
SCHULTE"'. Um die Reproduzierbarkeit der Belegung zu erhéhen, wurde die Kapillare
mit 1 mol/L-NaOH vorbehandelt; Wasserreste im Kapillarlumen wurden durch
Erhitzen entfernt. Durch dieses Anitzen der nativen Oberfldche und die Entfernung
von Wasserspuren wird die Anzahl freier Silanolgruppen, die fiir eine Silanisierung
mit dem bifunktionellen Agens y-Methacryloyloxypropyltrimethoxysilan (MAPS) zur

Verfiigung stehen, erhoht.***

Die so fixierten Vinylgruppen des Silans werden dann
mit Acrylamid unter Zusatz des Katalysators N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED) und des Radikalstarters Natriumperoxodisulfat copolymerisiert; dadurch
wird bei Raumtemperatur in einer wissrigen Polymerisation ein lineares Polymer auf-
gebaut (s. Abb. 3.19). Bei dieser Art der Belegung wird das Polymer iiber eine
Siloxan-Bindung der Art Si-O-Si-C an das fused-silica-Material gebunden. Diese
Bindung ist prinzipiell hydrolyseempfindlich; allerdings wurde Stabilitdt bei pH-
Werten von 2,3 bis 7,0 fiir 30 Tage bei 30 °C nachgewiesen.” Hohere Temperaturen
und/oder sehr hohe Pufferkonzentrationen fiihren jedoch zur hydrolytischen Ablosung

des Polymers.

3.2.4.3 Ergebnisse

Da nach der Belegung mit Polyacrylamid der EOF nahezu vollstindig unterdriickt war,
konnten unter der Annahme u,,, = uer nun die effektiven Mobilitédten der Diadenosin-
polyphosphate in Abhédngigkeit des pH-Wertes bestimmt werden (s. Abb. 3.20). Im
Gegensatz zum Arbeiten in einer unbehandelten Kapillare (vgl. Abb. 3.1) erreichen die
Mobilitdten der Dinukleotide ab ca. pH 5,25 ein Plateau: Auch bei hoheren pH-Werten
bleiben die Mobilitdt und damit auch die Migrationszeit im Rahmen der Messgenauig-
keit konstant, d. h. es kommt in diesem pH-Bereich zu keiner weiteren Deprotonierung
des Phosphat-Riickgrates. Ein etwas anderes Verhalten zeigen die Mononukleotide:
Uber den ganzen untersuchten pH-Bereich werden die Mobilititen zunehmend nega-
tiver; vor allem AMP und ADP zeigen ab pH 5,75 eine deutliche Zunahme der Mobi-
litdt in Richtung negativer Werte. Diese Zunahme der Mobilitdt mit héheren pH-
Werten kann nur auf eine weitere Deprotonierung der Phosphatgruppe(n) der Mono-
nukleotide zuriickgefiihrt werden. Warum keines der hier betrachteten Dinukleotide ein
dhnliches Verhalten zeigt, erscheint unklar, da sich die Mononukleotide von den Di-
nukleotiden prinzipiell nur durch die zusitzliche primire Phosphatgruppe unter-

scheiden, diese aber mit pKs-Werten um 1,5 bereits ldngst vollstindig dissoziiert ist.
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Wie bereits fiir unbelegte Kapillaren beschrieben, wurden akzeptable Peakformen und
Trennleistungen insbesondere fiir die Hexa- und Pentaphosphate erst bei pH-Werten
von 4,75 und hdher erreicht. Die beste Auftrennung wurde fiir die hoheren Homologen
(Ap4A bis ApsA sowie ApsG) bei einem pH-Wert von 5,1 beobachtet (s. Abb. 3.21); es
kam dabei allerdings zur Komigration der drei Diphosphate Ap,A, Ap,G und Gp,G.
Durch weitere Erhohung des pH-Wertes konnte die Auftrennung der Diphosphate
wieder verbessert werden, eine vollstindige Trennung aller drei Analyten wurde
jedoch nicht erreicht. Dariiber hinaus war die Abtrennung von ApsG von Ap,A bzw.
ApsA bei hoheren pH-Werten als ca. 5,25 problematisch.
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Abb. 3.20 Effektive Mobilititen von Ap,A bis ApsA sowie AMP / ADP / ATP in Abhéngig-
keit des Puffer-pH-Wertes unter Verwendung einer PA A-belegten Kapillare
(Citratpuffer 50 mmol/L, Kapillare 40/47 cm, Spannung -18,8 kV)
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Abb. 3.21 Trennung von Ap,A bis ApsA und einigen Guanosinderivaten in einer mit
linearem Polyacrylamid belegten Kapillaren bei pH 5,1
(Bedingungen s. Abb. 3.20)

Die hier in belegten Kapillaren erzielten Trennleistungen sind auBlerordentlich hoch.
So liegen die aus Abb. 3.21 berechneten Werte fiir den Trennleistungsparameter N
zwischen 550.000 fiir Ap¢A und 300.000 fiir Ap,A und damit etwa um den Faktor
zwei bis drei hoher als in den Experimenten mit unbelegten Kapillaren. Diese Beo-
bachtung ldsst sich mit der Gleichung (3-1)

Uerr  effektive Mobilitédt des Teilchens
31y N = Mertisor U peor Mobilitit des EOF
2-D U angelegte Spannung
D Diffusionskoeffizient

erkliren.”® Wird ugor durch die Belegung der Kapillare auf nahezu Null reduziert,
nimmt der Ausdruck ‘ Hegr + ,uEOF‘ aufgrund des negativen Vorzeichens von u.y (die

negativ geladenen Analyten wandern entgegen den EOF) groflere Werte an. Damit

steigt bei ansonsten gleichen experimentellen Parametern auch die Trennleistung N an.

Wihrend sich das Fehlen des EOF in Bezug auf die Trennleistung als glinstig erweist,
ist es auf der anderen Seite problematisch fiir die Auflésung insbesondere der hoher-
geladenen Verbindungen. Ohne den gegenldufigen elektroosmotischen Fluss sind die
relativen Mobilitdtsdifferenzen der Analyten verringert und insbesondere fiir das
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Peakpaar ApsA / Ap¢A trotz der auBerordentlich hohen Trennleistung nur gerade eben
fiir eine Trennung ausreichend. Aus diesem Grunde war auch eine Trennung von

ApsA, Ap;A und ApgA in belegten Kapillaren nicht moglich.

Durch den fehlenden EOF bot sich in belegten Kapillaren die Moglichkeit, den Ein-
fluss von Ionenstirke und elektrischer Feldstirke unbeeinflusst von einer gleich-
zeitigen Anderung des elektroosmotischen Flusses zu untersuchen.

Eine Erniedrigung der Ionenstirke von 50 auf 25 mmol/L bewirkte trotz leichter Ver-
kiirzung der Migrationszeiten eine Verbesserung der Auflosung vor allem der ldnger-
kettigen Verbindungen. Gleichzeitig verringerte sich jedoch die Trennleistung um etwa
30 %. Umgekehrt fiihrte eine Erhohung der Pufferkonzentration auf 100 mmol/L zu
einer Verldngerung der Migrationszeiten unter gleichzeitigem Verlust an Aufldsung;
die Trennleistung verbesserte sich allerdings um etwa 25 %. Insgesamt gesehen stellte
die urspriinglich verwendete Pufferkonzentration von 50 mmol/L — wie auch bereits in
unbelegten Kapillaren - den besten Kompromiss dar.

Eine Verringerung der angelegten Spannung und damit der elektrischen Feldstéirke
fiihrte durch die Verringerung der auf die Analyten wirkenden Kraft unmittelbar zu
einer Verldngerung der Migrationszeiten. Allerdings wirkte sich die damit verbundene
Zunahme der Migrationszeitdifferenzen nicht in einer verbesserten Auflosung der
Analyten aus, denn gemill Gleichung (3-1) ist die Trennleistung direkt proportional
zur angelegten Spannung bzw. bei konstanter Kapillarldinge zur elektrischen Feld-
stirke. Bei Verringerung der Feldstérke sinkt also gleichzeitig die Trennleistung ab. In
der Summe beider Effekte waren die Peaks zwar weiter voneinander entfernt, aber

gleichzeitig breiter und schlechter getrennt.

Eine Verbesserung der Trennung konnte somit nur noch durch Verwendung einer lén-
geren Kapillare erfolgen. Durch die lingere Wegstrecke erhohen sich die Migrations-
zeitdifferenzen, nach Gleichung (3-1) ist aber die Trennleistung im Gegensatz zur
Chromatographie unabhingig von der Kapillarlainge und der Migrationszeit. Um die
Migrationszeiten nicht iberméBig steigen zu lassen, wurde die Spannung gegeniiber
den kiirzeren Kapillaren so erhdht, dass die elektrische Feldstirke ndherungsweise
konstant blieb. Fiir diese Untersuchung wurde auBlerdem ein pH-Wert von 6,0 gewahlt,
der den besten Kompromiss zwischen Trennung der Diphosphate einerseits und der
langerkettigen Verbindungen andererseits darstellte. Eine nahezu vollstindige Tren-
nung von Ap,A bis ApsA und einigen Guanosinderivaten gelang bei einer effektiven
Kapillarlange von 70 cm bei einer Spannung von 30 kV in einem Puffer der Konzen-
tration 100 mmol/L (s. Abb. 3.22). Die Werte fiir den Trennleistungsparameter N
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liegen im Bereich von 778.000 (ApsA) bis 391.000 (Ap,A) und damit — aufgrund der
erhohten Spannung — sogar noch iiber den Werten fiir die kiirzere Kapillare.

Ap A
77 ApA T Ap.G
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\ | ApG
6 - ADP
. /
5 ] ApBA\ _APA Gp,G|| AMP
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4 - Ap,A

Absorption / mAU
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Abb. 3.22 Trennung von Ap,A bis ApsA und einigen Guanosinderivaten in verldngerter
Kapillare bei pH 6,0
(Citratpuffer 100 mmol/L, Kapillare 70/77 cm PAA-belegt, Spannung -30 kV)

3.2.4.4 Zusammenfassung

Gegeniiber dem Arbeiten in unbehandelten Kapillaren ergab sich durch die Belegung
mit linearem Polyacrylamid eine starke Verbesserung sowohl der intraday- als auch
der interday-Reproduzierbarkeit der Migrationszeiten. Als ebenfalls vollig unproble-
matisch erwies sich die Reproduzierbarkeit der Belegung; die Unterschiede in den
Migrationszeiten verschiedener Kapillaren lagen in der Regel deutlich unter 1 %.

Als weiterer Vorteil der belegten Kapillaren erwies sich die hervorragende Trenn-
leistung mit Werten fiir den Trennleistungsparameter von ca. 300.000-500.000. AuBer-
dem konnten auch bei pH-Werten > 5,5 die verschiedenen Dinukleosid-Diphosphate
innerhalb von 15-20 Minuten detektiert werden, wéhrend in unbelegten Kapillaren die
Migrationszeiten aufgrund des gegenldufigen EOF teilweise liber 45 Minuten lagen
oder die Verbindungen iiberhaupt nicht mehr detektiert werden konnten.

Allerdings wurden die genannten Vorteile erkauft mit einem Verlust an Aufldsung ins-
besondere fiir die Penta- und Hexaphosphate. Trotz der extrem scharfen und schlanken
Peaks waren die Migrationszeitdifferenzen mit vier bis fiinf Sekunden zu gering, um

eine vollstindige Trennung der Analyten zu ermoglichen. Die Auflosung der Analyten
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konnte nur durch Verwendung einer deutlich lingeren Kapillare verbessert werden;
allerdings lag das Trennergebnis immer noch unter dem einer unbelegten Kapillare.
Zusammenfassend muss daher festgestellt werden, dass mit linearem Polyacrylamid
belegte Kapillaren trotz der damit verbundenen Vorteile nicht fiir die Trennung aller
Dinukleosidpolyphosphate geeignet sind.

3.2.5 Zusammenfassung der sauren und neutralen Puffersysteme

In schwach sauren Citratpuffern konnte eine sehr gute Trennung der Diadenosin-
phosphate Ap,A bis ApgA, unter Verwendung des Ammoniumsalzes sogar bis ApgA,
erzielt werden. Die Migrationszeiten bewegten sich unter 10 Minuten, der Trenn-
leistungsparameter N lag zwischen 250.000 und 300.000 und erreichte damit sehr hohe
Werte. Ebenfalls war es moglich, die Adenosindinukleotide von den entsprechenden
Mononukleotiden AMP, ADP und ATP abzutrennen. Eine Trennung dieser Analyten
in einem Phosphatpuffer war gelang ebenfalls, allerdings war die Trennleistung vor
allem fiir die hochgeladenen Verbindungen ApsA und ApgA deutlich verschlechtert.
Die zur Kopplung mit einem Massenspektrometer kompatiblen Trennsysteme mit

flichtigen Puffersalzen wiesen keine ausreichenden Trennleistungen auf.

Als problematisch beim Arbeiten im schwach sauren pH-Bereich erwies sich die
Reproduzierbarkeit der Migrationszeiten. Bedingt durch den in diesem Bereich stark
pH-abhédngigen EOF waren aufwéndige Spiilprozeduren sowohl zwischen den Laufen
als auch am Beginn eines jeden Tages notwendig, um die Reproduzierbarkeit der

Migrationszeiten zumindest weitgehend in den Griff zu bekommen.

Groftes Problem des schwach sauren pH-Bereiches stellt jedoch die mangelnde Selek-
tivitdt zwischen den Diadenosinverbindungen und ihren Guanosinderivaten dar. Es ist
moglich, jedes beliebige Analytenpaar der Diadenosin-, Adenosin-Guanosin- und
Diguanosinpolyphosphate durch die Wahl eines geeigneten pH-Wertes zu trennen. Die
Mobilitatsunterschiede zwischen den Verbindungen mit gleicher Phosphatgruppenzahl
sind allerdings zumeist nur minimal, da die Nukleobasen Adenin und Guanin in diesem
pH-Bereich beide nahezu ungeladen vorliegen und die Mobilitatsunterschiede vermut-
lich nur auf leicht verdnderter Raumstruktur beruhen. Eine gezielte Protonierung bzw.
Deprotonierung einer der beiden Basen ist in diesem pH-Bereich nicht moglich, der
Einfluss des pH-Wertes auf die Selektivitdt ist gering. Die selektive Bestimmung der
Diadenosinpolyphosphate ist somit in Gegenwart der Guanosinderivate nicht moglich,
auch wenn die Proben — wie spéter fiir den alkalischen Bereich beschrieben — bei zwei
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verschiedenen pH-Werten vermessen werden. Trennungen im schwach sauren pH-
Bereich sind daher fiir die Analyse biologischer Proben, in denen viele verschiedene
Dinukleotide vorkommen (konnen), nicht geeignet. Fiir die Entwicklung von
Methoden zur Bestimmung der Ap,A aus Thrombozyten wurde daher dieser Bereich
nicht mehr weiterverfolgt.

3.3 Alkalische Puffersysteme

Alkalische Puffersysteme sind fiir die kapillarelektrophoretische Trennung von
Nukleotiden weit verbreitet.'” Sie liefern einen stabilen elektroosmotischen Fluss;
daher ist die Verwendung belegter Kapillaren oder umfangreicher Spiilprozeduren zur
Stabilisierung des EOF nicht notig. Obwohl Nukleotide im allgemeinen bei hohen pH-
Werten hydrolyseempfindlich sind, fanden sich weder hier noch in anderen Arbeiten
Anzeichen von Abbauprodukten in den Elektropherogrammen.

Bei den hier untersuchten pH-Werten von {iber 8§ ist davon auszugehen, dass die Phos-
phatgruppen der Mono- und Dinukleotide bereits vollstindig deprotoniert sind. Die
Abspaltung eines Wasserstoffatoms aus dem Zuckerteil der Molekiile erfolgt erst bei
pH-Werten von iiber 12, diirfte also im hier untersuchten Bereich bis etwa pH 10,5 nur
einen sehr geringen Beitrag zur Gesamtladung der Molekiile leisten. Ein sehr wichtiges
Selektivitatskriterium zur Trennung der Adenosin-Dinukleotide von ihren guanosin-
haltigen Derivaten ist die bei etwa pH 8,5 einsetzende Deprotonierung der Guanin-
partialstruktur (pKs 9,24'7), die bei gleicher Linge der Phosphatkette bei den
Guanosinderivaten zu einer groBeren negativen Ladung als bei den Adenosin-
Dinukleotiden fiihrt.

Anders als beim Arbeiten im schwach sauren pH-Bereich ist der EOF bereits bei pH 8
so stark ausgeprigt, dass die Kapillarelektrophorese in Normalpolung ausgefiihrt
werden kann, d. h. mit Probenaufgabe an der Anoden- bzw. Detektion an der
Kathodenseite der Kapillare. Die Wanderung der Analyten zur Anode wird dabei durch
den EOF iiberkompensiert. AuBBerdem ist die pH-Abhéngigkeit des EOF im alkalischen
Bereich nur noch sehr gering, so dass nach Konditionieren oder Spiilen der Kapillare
mit Lauge deutlich weniger Zeit zur Reédquilibrierung als mit sauren oder neutralen
Puffern erforderlich ist.

Fiir den alkalischen Bereich konnte die effektive Mobilitdt der Analyten u.¢ zur
Charakterisierung des Migrationsverhaltens herangezogen werden. Dadurch war es
moglich, den Einfluss des pH-Wertes oder der Ionenstdrke unmittelbar und nicht nur

kombiniert mit einer gleichzeitigen Beeinflussung des EOF zu untersuchen.
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3.3.1 Borat-Puffer

Natriumborat ist der am haufigsten verwendete alkalische Puffer fiir die Trennung von
Nukleotiden in der Kapillarelektrophorese.'” Borsiure ist eine einbasige Lewis-Séure
mit einem pKs-Wert von 9,2,% besitzt also im hier untersuchten pH-Bereich von 8 bis
10,25 eine ausreichende Pufferkapazitit. Bei den hier vorgestellten Untersuchungen
wurden sowohl Borsdure als auch Natriumtetraborat (Borax) fiir die Herstellung der
Puffer verwendet. Beide Formen stehen in wéssriger Losung in einem von der Aus-
gangssubstanz unabhingigen Gleichgewicht. Dabei ist ein Molekiil Borax vier Mole-

kiilen Borsdure dquivalent.
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Abb. 3.23 Bildung einer Borylesterbindung mit cis-Diolen
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Eine wichtige Eigenschaft der Borsdure besteht darin, mit Molekiilen, die vicinale cis-
Diole enthalten, kovalente Addukte, sog. Borylester, zu bilden.*® Eine solche cis-Diol-
Struktur ist in Form der Ribose sowohl in den untersuchten Mono- als auch in den
Dinukleotiden enthalten. Der Ablauf einer solchen Borylesterbildung ist in Abb. 3.23
dargestellt. Dabei besteht in der Literatur noch keine Einigkeit dariiber, ob es bei den
Dinukleotiden zur Ausbildung eines separaten Borylesters an jeder Ribose kommt
(Monokomplex) oder ob die beiden Ribosestrukturen {iber ein einziges Boratom unter
Bildung eines Borospirans miteinander verkniipft werden (Dikomplex). Obwohl Bor in
einem solchen unimolekularen Borospiran eine wesentlich hohere Bindungskonstante
als in zwei einzelnen Monokomplexen haben diirfte, gibt es Hinweise dafiir, dass
zumindest bei hoheren Borkonzentrationen zwei Boratome je Dinukleotid gebunden
werden.”

In einer solchen Borylesterbindung ist der pKs-Wert der Borsdure auf ca. 6 ernie-
drigt,”* so dass in alkalischen Puffern das Bor nahezu ausschliesslich in der tetra-
edrischen, negativ geladenen Boratform [B(OR)4]" vorliegt und somit die negative
Ladung der Dinukleotide weiter erhoht ist. Die Auswirkungen der Esterbildung auf das
Migrationsverhalten der Analyten ldsst sich allerdings nicht einfach aus einer blofen
Betrachtung der Ladungsénderung ableiten, da anzunehmen ist, dass die Bildung des
Borylesters auch eine Anderung der dreidimensionalen Struktur der Analyten und
damit des Stokes-Radius hervorruft.

In der Literatur ist die Bildung der Borsdureester mit den Diadenosinpolyphosphaten
bereits ausfiihrlich untersucht worden.”* Dabei wurde eine Sittigung mit Bor fiir Ap,A,
ApsA, ApsA, ApsA und ApgA bei Borsdurekonzentrationen von 20,6, 13,0, 8,3, 6,5
bzw. 5,4 mmol/L gefunden. Bei den hier verwendeten Pufferkonzentrationen von 150
bis 250 mmol/L diirften also alle Analyten nahezu vollstéindig als Borylester vorliegen.

In Abb. 3.24 ist das Migrationsverhalten fiir Ap,A bis ApsA sowie die Adenosin-
Mononukleotide in einem pH-Bereich von 8,25 bis 10,25 dargestellt. Im Vergleich zur
entsprechenden Abbildung in sauren oder carbonat-alkalischen Puffern (s. Abb. 3.5
bzw. Abb. 3.27) fallen sofort die irregulére Migrationsreihenfolge sowie die unter-
schiedliche pH-Abhéngigkeit der effektiven Mobilitdt fiir die einzelnen Dinukleotide
auf; insbesondere ApgA zeigt ein ganz anderes Migrationsmuster als die anderen
Vertreter. Wéahrend bei pH 8,25 die Migrationsreihenfolge noch Ap,A - ApsA - ApyA -
Aps;A - ApeA ist, hat sich bereits bei pH 9,1 die Abfolge zu ApsA - ApsA - ApeA -
Ap>A - ApsA gedndert. Da die effektive Mobilitét in einem nicht-komplexierenden
alkalischen Puffer wie Carbonat nahezu unabhédngig vom pH-Wert ist und aulerdem
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eine regulidre Migrationsreihenfolge beobachtet wird (s. Abb. 3.27), muss das hier fest-
gestellte Verhalten der Analyten mit der Bildung der Borylester zusammenhéngen. Da
bei der hohen Boratkonzentration im Puffer — wie oben beschrieben — bereits alle
Nukleotide als Borylester vorliegen sollten, konnen die Wechsel in der Migrations-
reihenfolge mit zunehmendem pH-Wert nicht mit der unterschiedlichen Boraffinitét
der Molekiile erklart werden und miissen daher als bisher nicht exakt zu erklidrendes
Phinomen zur Kenntnis genommen werden. Die beobachtete irregulire Migrations-
reihenfolge konnte vielleicht auf dem komplexen Wechselspiel zwischen Zuwachs der
Ladung und des Stokes-Radius beruhen, die beide entgegengesetzte Wirkungen auf die
Mobilitit ausiiben. Ahnliche Beobachtungen wurden fiir Ap,A bis ApsA bereits von
MEDDA et al. gemacht.*®
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Abb. 3.24 Effektive Mobilitdten von Ap,A bis ApsA und AMP / ADP / ATP in Abhéingigkeit
des Puffer-pH-Wertes
(Puffer Borsdure 200 mmol/L, Kapillare 40/47 cm, Spannung +20 kV)
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Eine nahezu vollstindige Trennung aller in Abb. 3.24 abgebildeten Analyten gelang
nur bei einem pH-Wert von 9,4 und ist in Abb. 3.25 dargestellt. Bei allen anderen
untersuchen pH-Werten kam es zumindest zur teilweisen Uberlappung von zwei oder
mehr Substanzen. Im Gegensatz zu allen anderen untersuchten Puffersystemen berei-
tete die Trennung von ApsA bis ApgsA im Boratpuffer keine Schwierigkeiten, aller-
dings kam es zur Komigration mit Ap,A (Ap;A) bzw. Ap;A (ApgA), so dass eine
gleichzeitige Auftrennung der vollstindigen homologen Reihe der Diadenosin-
polyphosphate auch in diesem Puffersystem nicht mdglich war. Als problematisch
erwiesen sich wieder die Peakformen der beiden ldngsten Homologen Ap;A und ApgA.
Fir Ap,A bis ApsA lagen die Werte fiir den Trennleistungsparameter zwischen
140.000 bis 200.000 und damit in einem akzeptablen Bereich (s. Abb. 3.26), wenn
auch leicht unter den Werten fiir den Citratpuffer.
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Abb. 3.25 Trennung von Ap,A bis ApcA sowie AMP / ADP / ATP bei pH 9,4
(Bedingungen s. Abb. 3.24)

Der Einfluss der Ionenstirke auf die Trennung wurde in einem Bereich von 50 bis
300 mmol/L bei einem pH von 9,4 untersucht. Gegeniliber der Ausgangsbasis von
200 mmol/L bewirkte eine Erniedrigung der Ionenstdrke zum einen eine Verstarkung
des EOF und damit eine Verkiirzung der Migrationszeiten. Zusdtzlich kam es bei
100 mmol/L zu einer Anderung der Migrationsreihenfolge bei Ap,A und ApgA, bis bei
einer Pufferkonzentration von 50 mmol/L Komigration von ApsA mit ApsA bzw.
ApsA mit Ap,A eintrat. Eine Erhohung der Ionenstirke auf 300 mmol/L verbesserte

bei aufgrund des schwiécheren EOF leicht erhohten Migrationszeiten die Auflosung
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vor allem der nur knapp getrennten Peakpaare Ap,A / Ap,A bzw. AMP / Ap;A. Leider
war aber der Peak von ApgA unter diesen Bedingungen vollig deformiert und nicht
mehr integrierbar. Als bester Kompromiss muss also die bereits in den ersten Unter-

suchungen verwendete Pufferkonzentration von 200 mmol/L angesehen werden.

2,5

2,0

1,5
1,0
0,5
0,0 - ‘

Ap2A Ap3A Ap4dA Ap5A Ap6A

N /10°

Abb. 3.26 Trennleistungsparameter N fiir die Trennung in Abb. 3.25

Bei dem zur Trennung der Adenosin-Verbindungen geeigneten pH von 9,4 wurde
keine Selektivitidt zwischen adenin- und guaninhaltigen Verbindungen beobachtet. Es
kam beispielsweise zur Komigration von ApsA mit ApsG bzw. von Ap,A mit Ap,G
und Gp,G. Eine Trennung dieser Verbindungen lie} sich aufgrund des dann stirker
deprotonierten Guaninrestes im pH-Bereich von 10,0-10,5 erreichen, allerdings war

dann keine vollstindige Trennung der Diadenosinphosphate mehr moglich.

Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass sich in Boratpuffern zwar die Diade-
nosinpolyphosphate mit zwei bis sechs Phosphatgruppen trennen lieBen, aber keine
Moglichkeit gefunden werden konnte, auch die lingerkettigen Verbindungen bzw. die
Guanosinderivate abzutrennen. Aus diesem Grunde wurden die Boratpuffer in der

Methodenentwicklung nicht mehr weiterverfolgt
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3.3.2 Carbonat-Puffer

Obwohl noch nicht so weit verbreitet wie die Natriumborat-Puffer, werden Natrium-
oder Ammoniumcarbonat-Puffer fiir die kapillarelektrophoretische Trennung von
Nukleotiden immer beliebter, da sie eine stabile Basislinic und ausreichende Auf-

16sung fiir viele Fragestellungen bieten.'”*

Durch die Fliichtigkeit von Ammonium-
carbonat ist es auch mdglich, fiir die Kopplung mit der Massenspektrometrie geeignete
Trennsysteme zu entwickeln.

Kohlenséure ist eine zweibasige Sdure mit den pKs-Werten 6,4 und 10,3.* In saurer
Losung liegt das Gleichgewicht jedoch weitgehend auf der Seite von physikalisch
geldstem und damit fliichtigem CO,, so dass Carbonatpuffer nur im Bereich etwa von

pH 9-11 sinnvoll als Puffer eingesetzt werden konnen.

3.3.2.1 Diadenosindiphosphat bis Diadenosinhexaphosphat

Wie fiir die anderen untersuchten Puffersysteme wurde auch hier zunédchst das Migra-
tionsverhalten der Analyten in Abhéngigkeit vom pH-Wert untersucht (s. Abb. 3.27).
Dabei wurde Natriumcarbonat eingesetzt. Die Wahl der anderen Versuchsparameter
(Kapillarldnge, Ionenstirke, Feldstirke) orientierte sich dabei an vergleichbaren
Arbeiten aus der Mononukleotid-Analytik.**

Im Gegensatz zum Boratpuffer ist die Migrationsreihenfolge im nicht komplexie-
renden Carbonatpuffer iiber den gesamten untersuchten pH-Bereich regulér, d. h. die
Analyten wandern in der Reihenfolge zunehmender Phosphatgruppenzahl. Dabei
besitzt das Homologe mit der kiirzesten Phosphatkette (Ap,A), also mit dem kleinsten
g/m-Verhiltnis, die grofite scheinbare Mobilitdt und damit die kiirzeste Migrationszeit
aller Ap,A, da seine Wanderungsgeschwindigkeit gegen den EOF am kleinsten ist.

Wie Abb. 3.27 zeigt, gelingt eine Trennung von Ap,A bis ApsA bei pH-Werten von
10,0 oder hoher. Im gesamten pH-Bereich von 9—11 werden dabei nur geringfiigige
Verdnderungen der effektiven Mobilitdten beobachtet. Dies weist darauf hin, dass bei
den hier untersuchten pH-Werten keine weitere Abspaltung eines Protons vom Phos-
phatriickgrat erfolgt, also bereits bei pH 9 alle Phosphatgruppen der Molekiile disso-
ziiert sind. Die negative Ladung der Molekiile diirfte also der jeweiligen Zahl an Phos-
phatgruppen entsprechen.
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Abb. 3.27 Effektive Mobilititen von Ap,A bis ApsA und AMP / ADP / ATP in Abhingigkeit
des Puffer-pH-Wertes
(Natriumcarbonat-Puffer 50 mmol/L, Kapillare 60/67 cm, Spannung +18 kV)

Wie bereits fiir saure Puffersysteme in Kap. 3.2.1.1 diskutiert, werden die Mobilitits-
differenzen zwischen den homologen Dinukleotiden immer kleiner, da die Differenzen
der g/m-Verhiltnisse mit zunehmender Phosphatgruppenzahl immer geringer werden.
Aufgrund der bekannten Ladung der Molekiile ist es nun mdglich, fiir jedes Diade-
nosinpolyphosphat aus der effektiven Mobilitdt den entsprechenden Stokes-Radius rg
zu berechnen. Diese Berechnung erfolgte unter Anwendung der aus grundlegenden
Beziehungen der Kapillarelektrophorese abgeleiteten Gleichung (3-2).

z  Ladung des Teilchens
z-q g Elementarladung (1,602*10" C)
671 Lesr n  Viskositit des Wassers (8,95%10 N's m™)
Uerr effektive Mobilitét des Teilchens

(3-2) rg=

Das Ergebnis ist in Tab. 3.3 dargestellt.
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Ap2A ApsA Ap.A ApsA ApeA

Ladung -2 -3 -4 -5 -6
Stokes-Radius (A) 9,80 11,30 13,85 16,85 20,10
A Stokes-Radius (A) 1,50 2,55 3,00 3,25

Tab. 3.3  Biophysikalische Parameter der Diadenosinpolyphosphate

Die Verdnderung der Stokes-Radien folgt keiner einfachen Regel — die Zunahme des
Stokes-Radius ist ndmlich umso groBer, je ldnger das Phosphat-Riickgrat der
Dinukleotide ist. Diese Beobachtung diirfte auf den abstoBenden Wechselwirkungen
zwischen den negativen Ladungen der Polyphosphatkette beruhen, die umso groBer
sind, je mehr Phosphatgruppen im Molekiil vorhanden sind. In Gegenwart von zwei
Phosphaten kénnen die negativ geladenen Gruppen eine trans- und damit kompakte
Konformation einnehmen, wéhrend fiir ldngerkettige Verbindungen die abstoBenden
Krifte die Polyphosphatkette in einer zunehmend raumerfiillenderen Konformation
anordnen sollten.”® Dieses Verhalten spiegelt sich praktisch in einer schwierigeren
Trennung der hoheren Homologen wieder, da Verdnderungen des Stokes-Radius die
Mobilitiat mehr als Ladungsverdanderungen beeinflussen.

In Abb. 3.28 sind Auflésung und Trennleistungsparameter fiir die am schwierigsten zu
trennenden Analyten ApsA und ApsA in Abhédngigkeit des pH-Wertes dargestellt. Eine
vollstédndige Trennung dieser beiden Substanzen ist etwa ab pH 10,3 moglich; als am
besten geeignet stellte sich pH 10,5 heraus. Wihrend die Trennleistung fiir ApsA
nahezu unabhéngig vom pH-Wert ist, ergibt sich fiir Ap¢A ein Maximum etwa bei pH
10,0; bei hoherem oder niedrigerem pH-Wert verringert sich die Trennleistung, ist
jedoch stets gleich gut oder sogar besser als fiir ApsA.
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Abb. 3.28 Auflosung und Trennleistungsparameter von ApsA und ApsA in Abhéngigkeit des
Puffer-pH-Wertes
(Natriumcarbonat-Puffer 50 mmol/L, Kapillare 60/67 cm, Spannung +18 kV)

Die Trennspannung wurde im Bereich 18-28 kV variiert. Wihrend sich mit zuneh-
mender Feldstirke die Migrationszeit verkiirzte, wurde die Trennleistung von der
Spannungsidnderung nur geringfiigig beeinflusst und blieb nahezu konstant. Die Auf-
16sung verringerte sich trotz der deutlichen Migrationszeitverkiirzung nur leicht, war
aber bei hoheren Spannungen aufgrund der nur knappen Trennung von ApsA und
ApegA nicht mehr fiir eine vollstindige Trennung ausreichend. Eine Spannung von

+18 kV war somit fiir das Natriumcarbonat-System optimal.

Der Einfluss der Temperatur wurde im Bereich von 20-30 °C untersucht. Mit zuneh-
mender Temperatur kam es aufgrund der Viskositdtsabnahme und der darauf beruhen-
den Zunahme des EOF zu einer Verkiirzung der Migrationszeiten. Da sich gleichzeitig
die Trennleistung verschlechterte (moglicherweise durch eine Erh6hung der Diffusion
bedingt), nahm die Auflosung vor allem fiir das Peakpaar ApsA / ApsA deutlich ab und
war schlieBlich nicht mehr fiir eine vollstdndige Trennung ausreichend. Daher wurde

die bisher verwendete Temperatur von 20 °C beibehalten.
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Abb. 3.29 Einfluss des Puffer-Gegenions auf die Trennung von Ap,A bis ApsA sowie AMP /
ADP / ATP
(Carbonatpuffer 50 mmol/L pH 10,5 eingestellt mit NaOH, KOH bzw. NH,OH,
Kapillare 60/67 cm, Spannung +18 kV)
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Wie bereits in Kap. 3.2.1.2 fiir den Citratpuffer beschrieben, wurde auch fiir den
Carbonatpuffer der Einfluss des Pufferkations auf die Trennung untersucht. Neben
dem Natriumsalz kamen dabei auch Kalium- sowie Ammoniumcarbonat zum Einsatz.
Die sich mit den verschiedenen Puffersystemen ergebenden Trennungen sind in Abb.
3.29 einander gegeniibergestellt. Der pH-Wert wurde fiir alle Systeme auf den fiir
Natriumcarbonat optimalen Wert von 10,5 eingestellt.

Fir Kaliumcarbonat fallen im Vergleich zu Natriumcarbonat die leicht verkiirzten
Migrationszeiten vor allem im vorderen Bereich des Elektropherogramms sowie die
deutlich gesteigerte Selektivitdt zwischen ApsA und ApgA auf. Die Migrationsreihen-
folge ist gegeniiber Natriumcarbonat unverandert.

Beim Einsatz von Ammoniumcarbonat ist die Selektivitit zwischen ApsA und ApgA
nochmals deutlich erhoht. Das hier erzielte Ergebnis stellt die beste bisher fiir Ap,A
bis ApeA erzielte Trennung dar. Interessanterweise hat sich auch die Migrationsreihen-
folge verandert: ADP migriert nun zwischen Ap,A und ApsA anstatt hinter ApsA wie
bisher. AuBBerdem ist ATP deutlich ndher an ApA herangeriickt. Die Migrationszeiten
sind gegentiiber dem kaliumhaltigen System nochmals verkiirzt.

Der Grund fiir diese Beobachtungen diirfte — wie bereits in Kap. 3.2.1.2 diskutiert — in
den unterschiedlichen taxigenen Eigenschaften von Natrium-, Kalium- und Ammo-
niumionen und den dadurch bedingten Verdnderungen in der dreidimensionalen

Struktur der Mono- und Dinukleotide zu suchen sein.

Da das Ammoniumcarbonat-System das fiir die Trennung der Diadenosinpoly-
phosphate am besten geeignete System darstellt und sich die Migrationseigenschaften
der Analyten zum Teil deutlich von denen in Natrium- oder Kaliumcarbonatpuffern
unterscheiden, wurde erneut die effektive Mobilitdt in Abhéingigkeit des Puffer-pH-
Wertes untersucht (s. Abb. 3.30). Wie auch fiir die anderen Puffer ist die Migrations-
reihenfolge iiber den gesamten Bereich regulir und es treten keine Anderungen der
Migrationsreihenfolge auf. Die effektiven Mobilititen sind nahezu konstant, die
Kurven in Abb. 3.30 verlaufen parallel.

Der Einfluss des pH-Wertes auf die Trennleistung ist abhéngig von der Lange der
Phosphatkette im Molekiil (vgl. Abb. 3.31): Fiir das Di- und Triphosphat werden die
hochsten Werte bei pH 9,0, fiir das Penta- und Hexaphosphat bei pH 10,5 erreicht. Die
Trennleistung fiir Ap4A ist nahezu unabhédngig vom pH-Wert. Im gesamten Bereich
von pH 9,5-10,5 liegen jedoch alle N-Werte oberhalb von ca. 120.000 und damit in

einem fiir erfolgreiche Trennungen ausreichenden Bereich.
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Abb. 3.30 Effektive Mobilitdten von Ap,A bis ApsA und AMP / ADP / ATP in Abhéingigkeit
des Puffer-pH-Wertes
(Ammoniumcarbonat-Puffer 50 mmol/L, Kapillare 60/67 cm, Spannung +20 kV)

4,0

[C/Ap2A [ Ap3A T Ap4A EApPSA B Ap6A

N /10°

10,0 10,5

pH

Abb. 3.31 Trennleistungsparameter fiir Ap,A bis ApsA in Abhéingigkeit des pH-Wertes
(Bedingungen s. Abb. 3.30)
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Die lonenstirke des Ammoniumcarbonat-Puffers wurde bei pH 9,5 im Bereich von
2575 mmol/L variiert. Bei einer Verringerung der Pufferkonzentration verkiirzten
sich die Migrationszeiten durch den zunehmenden EOF; Selektivitit und Auflosung
sanken deutlich ab. Ap,A, ADP, ApsA sowie ApsA konnten nicht mehr vollstindig
getrennt werden. Durch eine Erhohung der Ionenstérke konnten Selektivitdt und Auf-
16sung gesteigert werden, allerdings verldngerten sich auch die Migrationszeiten. Die
Trennleistung wurde durch die Salzkonzentration im Puffer nur geringfiigig beein-
flusst. Fiir weitere Untersuchungen wurde die urspriingliche Pufferkonzentration von
50 mmol/L beibehalten, da die kiirzeren Migrationszeiten eine niedrigere Nachweis-
grenze in biologischen Proben erwarten lassen und die Auflosung fiir eine vollstindige

Trennung bereits mehr als ausreichend ist.

Gegeniiber den Versuchen mit Natriumcarbonat wurde die Trennspannung auf 20 kV
erhoht, um die Analysenzeiten kurz zu halten. Bei noch héheren Spannungen wurde
teilweise eine unruhige Basislinie beobachtet, die moglicherweise auf ein Ausgasen
des Puffers durch die Joule’sche Wérme in der Kapillare zuriickzufiihren ist.

Bei pH-Werten von iiber 9 ist die pH-Abhéngigkeit des EOF nur noch sehr gering aus-
geprigt.”® Dadurch konnten reproduzierbare Migrationszeiten mit verhiltnisméBig ein-
fachen Spiilprozeduren erzielt werden. So wurden die Kapillaren nach dem Einbau
bzw. zu Beginn jedes Tages 10 Minuten mit 1 M-Natronlauge aktiviert, gefolgt von ein
oder zwei Liufen unter Trennbedingungen; zwischen den einzelnen Laufen erfolgte
ein Spiilschritt bestehend aus 3 Minuten 0,1 M-Natronlauge und 5 Minuten Trenn-
puffer. Sollte die dadurch erzielte Migrationszeitkonstanz fiir ein spéteres Arbeiten mit
biologischen Proben nicht ausreichend sein, kann die Reproduzierbarkeit durch die
Verwendung relativer Migrationszeiten bzw. der effektiven Mobilitdt u. weiter
gesteigert werden,**

In Carbonatpuffern zeigte sich ein mit steigender Phosphatgruppenzahl der Analyten
zunehmendes Fronting der Peaks. Dies diirfte auf die im Vergleich zu den
(Di-)Nukleotiden geringere Eigenmobilitit des Carbonations zuriickzufiihren sein.*
Durch die hohere Mobilitdt der Analyten im Vergleich zum Puffer ist die elektrische
Feldstérke in der Probenzone niedriger als in der Pufferzone. Wenn ein Probenteilchen
in die vordere Pufferzone diffundiert, wird seine Wanderungsgeschwindigkeit auf-
grund der dort herrschenden hoheren Feldstirke gesteigert. Umgekehrt wird ein in die
hintere Pufferzone eintretendes Teilchen solange beschleunigt, bis es wieder die
Probenzone erreicht. Daher kommt es zur Ausbildung eines diffusen Peakanfangs so-
wie eines scharfen Peakendes, der Peak zeigt ein Fronting.
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3.3.2.2 Guanosin-Derivate

Die Aciditit der Guanin-Partialstruktur (pKs 9,24) im Vergleich zu Adenin ldsst fiir
den pH-Bereich von 9-10,5 Selektivitit zwischen den Diadenosinpolyphosphaten und
ihren Guanosinderivaten erwarten.

Das Verhalten der Adenosin-Guanosin- bzw. der Diguanosin-Dinukleotide wurde nur
im Ammoniumcarbonat-Puffer untersucht, da dieses System die besten Ergebnisse be-
ziiglich der Diadenosinverbindungen zeigte. Das entsprechende u(pH)-Diagramm ist in
Abb. 3.32 dargestellt. Im Gegensatz zu den Diadenosin-Verbindungen (vgl. Abb. 3.30)
wird die effektive Mobilitit der guanosinhaltigen Verbindungen durch die Deproto-
nierung des Guanins mit steigendem pH-Wert zunehmend negativer. Der Einfluss des
pH-Wertes ist dabei auf die Diguanosinverbindungen stirker als auf die Adenosin-
Guanosin-Dinukleotide. Die Migrationsreihenfolge ist wie auch fiir die Ap,A regulér —
Wechsel der Migrationsreihenfolge innerhalb einer Substanzklasse werden nicht beo-
bachet.

Durch dieses Verhalten ist es nun moglich, jedes beliebige Peakpaar aus den drei
Gruppen Ap,A, Ap,G und Gp,G nur durch die Wahl eines geeigneten pH-Wertes zu
trennen. Die Abtrennung eines Ap,A von seinen Guanosinderivaten gleicher Phosphat-
kettenldnge gelingt dabei zuverldssig oberhalb eines pH-Wertes von etwa 9,5. Aller-
dings ist es moglich, dass bei einem bestimmten pH-Wert beispielsweise Ap,G mit
ApsA komigriert. Aus diesem Grunde gelingt es nicht, alle Analyten — also Ap,A,
Ap,G und Gp,G mit n = 2—6 sowie AMP / ADP / ATP — simultan in einem Lauf voll-
stindig zu trennen, es kommt immer zur Komigration von mindestens zwei Verbin-
dungen. Leider ist auch nicht moglich, in einem derart komplexen Gemisch zumindest

die Diadenosinderivate vollstindig zu bestimmen.

Durch die konstanten Mobilititen der Ap,A und die starke pH-Abhéngigkeit der
Mobilititen der Ap,G und Gp,G gelingt es aber, mindestens die Diadenosin-
polyphosphate durch die Vermessung ein- und derselben Probe bei verschiedenen pH-
Werten zu analysieren. Diese pH-Werte miissen in Abhéngigkeit der jeweiligen
Probenzusammensetzung individuell bestimmt werden. Ziel dabei ist es, jeden inter-
essierenden Analyten bei wenigstens einem pH-Wert selektiv, also ohne stérende Ko-
migration, erfassen zu konnen. Beispiele fiir die Anwendung dieser Technik sowie ent-
sprechende Pherogramme sind in Kap. 4 dargestellt. Die Vermessung einer Probe bei
verschiedenen pH-Werten kann hier im alkalischen Bereich sehr einfach durchgefiihrt
werden, da die pH-Abhingigkeit des EOF nur noch sehr gering ist und damit auf auf-
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wiandige Spiil- bzw. Redquilibrierungsprozeduren zwischen Puffern verschiedener pH-
Werte verzichtet werden kann.
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Abb. 3.32 Effektive Mobilitdten der Adenosin-Guanosin- bzw. Diguanosinpolyphosphate
(Ammoniumcarbonat-Puffer 50 mmol/L, Kapillare 60/67 cm, Spannung +20 kV)

Die unterschiedliche, sehr charakteristische pH-Abhingigkeit der Mobilitdten fiir die
einzelnen Substanzklassen stellt auBerdem eine sehr gute Moglichkeit dar, die Ana-
lyten in realen Proben durch Migrationszeitvergleiche bzw. Coinjektion zu identifi-
zieren. Davon wurde bei der Untersuchung realer Proben hiufig Gebrauch gemacht
(vgl. Kap. 4).

3.3.2.3 Diadenosinhepta- und -octaphosphat

Eine Trennung von ApgA bis ApgA war unabhingig vom pH-Wert weder in einem
Natrium- noch in einem Kaliumcarbonatpuffer méglich; es wurde nicht einmal eine
Antrennung beobachtet.

In einem Ammoniumcarbonat-Puffer der Konzentration 50 mmol/L. konnte ApgA gut

von den anderen Homologen abgetrennt werden; leider kam es zur Komigration von
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ApsA und Ap;A. Durch Erhohung der Ionenstirke auf 75 mmol/L konnte zumindest
eine Antrennung dieser beiden Verbindungen erreicht werden (vgl. Abb. 3.33), eine
Basislinientrennung von ApsA bis ApgsA wurde jedoch in keinem Fall erreicht.

Ap A/Ap A
50mM  apa 0 APA  ApA 75 mM

Ap,A

8

o S

T
17 19 21 23 22 24 26 28

Migrationszeit / min Migrationszeit / min

Abb. 3.33 Trennung von ApsA bis ApsA in Ammoniumcarbonat-Puffern pH 9,5 verschie-
dener lonenstirke
(Kapillare 60/67 cm, Spannung +20 kV)

3.3.3 Validierte Bestimmung der Dinukleosidpolyphosphate in wissrigen
Losungen

Im Hinblick auf eine spétere Quantifizierung der Dinukleosidpolyphosphate aus biolo-
gischem Material war es notwendig, zunédchst eine validierte Bestimmung fiir Stan-
dardsubstanzen aus wissrigen Probenlosungen zu entwickeln, um den Gehalt der vor-
handenen Stocklosungen korrekt bestimmen zu kénnen.

Basis der Quantifizierung bildete eine Ap;A-Ldosung definierter Konzentration, die
durch Einwaage von kommerziell erhidltlichem Diadenosintriphosphat gewonnen
wurde. Andere Ap,A konnten zu diesem Zeitpunkt nicht in fiir eine exakte Wégung
ausreichender Menge kiuflich erworben werden. Mangels anderer Alternativen wurde
daher vorausgesetzt, dass der Absorptionskoeffizient fiir alle Diadenosinpolyphosphate
(und mangels Referenzstandard auch fiir die Guanosinderivate) ndherungsweise gleich
ist. Dieses Vorgehen wird durch Angaben in der Literatur gestiitzt, wonach sich die
Absorptionskoeffizienten der einzelnen Ap,A und Gp,G nur um maximal 10 Prozent

. 19
unterscheiden.
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Fiir die Bestimmung aus wéssrigen Losungen kam ein Ammoniumcarbonat-Puffer
pH 9,9 der Konzentration 50 mmol/L zum Einsatz. Die iibrigen Bedingungen sind im
entsprechenden Kapitel des experimentellen Teils beschrieben.

Als interner Standard (IS) wurde Nicotinamid-adenin-dinukleotid in seiner oxidierten
Form (NAD") verwendet. Dieses Molekiil besitzt groBe strukturelle Ahnlichkeit mit
den Analyten, wird aber durch die zusédtzliche positive Ladung des Nicotinamid-Rings
gut von den anderen Dinukleotiden abgetrennt. AuBerdem kann NAD' in hochreiner,
kristalliner Form erworben werden. Wahrend der gesamten Validierung wurden auch
fiir NAD" unter den alkalischen Bedingungen keine Zersetzungsprodukte beobachtet.

Die Kalibration erfolgte tiber einen Konzentrationsbereich von 2,0 bis 200 pug/mL (ent-
sprechend 2,6-264,4 umol/L) Ap;A. Im einzelnen wurden folgende Konzentrations-
stufen verwendet:

20 40 80 200 400 80,0 120,0 200,0 pg/mL
26 53 106 264 529 1058 158,6 264,4 pmol/L

Jede Konzentrationsstufe wurde dabei dreimal vermessen. Die Auswertung erfolgte
durch ungewichtete lineare Regression des Verhéltnisses der korrigierten Peakflichen
von Analyt und internem Standard, multipliziert mit der Konzentration des IS in
ug/mL, (y) tiber der Ap;A-Konzentration in pumol/L (x). Dabei ergab sich folgende
Regressionsgerade:

y=0,9348 x - 0,2432; r=0,99974

Aus dieser Kalibrierfunktion errechnet sich dann die Konzentration der Analyten
gemil der Gleichung:

Ay (Analyt)-c(IS) [pg/mL]
ACOV}" (IS)

¢ [umol/L]=1,0697 ( + 0,2432j

Die sich aus dieser Regression ergebenden Residuen sind zusammen mit dem sog.
Responseplot (d. h. Auftragung des Signal/Konzentrations-Verhéltnisses {iiber der
Konzentration) in Abb. 3.34 dargestellt.



66 METHODENENTWICKLUNG

15 1,2
10 S
X ¢ =
= 8 0,8
c 5 - w -
() (]
S )
% 0 e . . g
O o Q 0,4
m '5 ) o %
x
-10 T T T T T 0 T T T T T
0 100 200 300 0 100 200 300
Konzentration / pmol L Konzentration / pmol L

Abb. 3.34 Residuen und Responseplot fiir die Kalibration

Fiir die 18 Léaufe der Kalibrierung wurde die Konstanz der Migrationszeiten unter-
sucht. Fiir Ap;A schwankten die Migrationszeiten mit einer relativen Standardab-
weichung von 1,02 % um den Mittelwert 16,0 Minuten. Wurde anstelle der absoluten
Migrationszeit die effektive Mobilitdt u.; zur Charakterisierung des Migrations-
verhaltens herangezogen, konnte die relative Standardabweichung auf 0,49 % reduziert
werden. Durch die Verwendung von u.¢ gehen die (geringen) Schwankungen des EOF
nicht mehr in die Betrachtung ein.

Fiir die Bestimmung von Prézision und Richtigkeit wurden insgesamt fiinf Konzen-
trationsstufen (2, 4, 20, 100 und 160 pg/mL) an drei aufeinander folgenden Tagen
jeweils sechsmal analysiert. Die Probenldsungen wurden dabei an jedem Tag neu aus
einer gemeinsamen Stocklosung hergestellt. Die erhaltenen Werte sind in Tab. 3.4

zusammengefasst.

Die sich aus den Laufen zu Prizision / Richtigkeit ergebenden Schwankungen der
Migrationszeiten zeigt Tab. 3.5. Wie bereits bei der Kalibrierung gezeigt, konnen die
Schwankungen durch Betrachtung von u.g anstelle der absoluten Migrationszeit deut-
lich, d. h. um den Faktor 2—4, reduziert werden.
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Konzentration ApsA in pg/mL
2,0 4,0 20,0 100,0 160,0

Richtigkeit (Abweichung vom Sollwert in %, arithmetisches Mittel)

Tag 1 (n = 6) +28 24 25 +16  +3,1
Tag 2 (n = 6) 25 25 -12 81  -35
Tag 3 (n = 6) 27 18 14 57 23
Tage 1-3 (n = 18) +1,1 24 20 +31 +0,9

Prazision (relative Standardabweichung in %)

Tag 1 (n = 6) 9,2 5,9 4,8 6,6 6,3
Tag 2 (n = 6) 9,7 4,9 4,2 7.7 1,2
Tag 3 (n = 6) 5,6 9,1 5,5 3,1 1,1
Tage 1-3 (n = 18) 9,3 5,3 4,4 6,9 5,9

Tab. 3.4 Bestimmung von Prizision und Richtigkeit

relSDV ft, relSDV s

Tag 1 (n = 30) 1,7 % 0,4 %
Tag 2 (n = 30) 4,1 % 0,9 %
Tag 3 (n = 30) 4,4 % 0,5 %
Tage 1-3 (n = 90) 3,5 % 0,7 %

Tab. 3.5 Relative Standardabweichungen von Migrationszeit und effektiver Mobilitét fiir
ApsA bei der Bestimmung von Préizision und Richtigkeit

Die Bestimmungsgrenze (limit of quantification, LOQ) dieser Methode wurde auf
2 ug/mL Ap;A (entsprechend 2,6 umol/L Dinukleotid) festgelegt. Diese Konzentra-
tionsstufe konnte nach Tab. 3.4 noch mit akzeptablen Werten fiir Prézision und
Richtigkeit bestimmt werden. Ein beispielhaftes Pherogramm fiir den LOQ ist in Abb.
3.35 gezeigt. Weiterhin wurde die Nachweisgrenze, (limit of detection, LOD) auf 30 %
des LOQ, also 0,78 umol/L Dinukleotid festgelegt.
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Abb. 3.35 Elektropherogramm einer Kalibrationslosung am LOQ (Aps;A-Konzentration
2,6 umol/L)

3.3.4 Zusammenfassung alkalische Puffersysteme

Wie bereits in schwach sauren Citratpuffern konnte auch in alkalischen Carbonat-
puffern eine sehr gute Trennung der Diadenosinphosphate Ap,A bis ApsA sowohl
untereinander als auch von den entsprechenden Mononukleotiden AMP, ADP, ATP
erzielt werden. Die besten Ergebnisse ergaben sich dabei wieder bei Verwendung des
Ammoniumsalzes. Eine vollstindige Trennung bis hin zu ApgA war jedoch im Gegen-
satz zu den sauren Puffern nicht moglich. Die Migrationszeiten der Analyten bewegten
sich im Bereich von 10 bis 30 Minuten, der Trennleistungsparameter N erreichte Werte
von 100.000 bis 240.000. Damit ist die Trennleistung im Vergleich zu schwach sauren
Citratpuffern zwar geringer, aber fiir eine erfolgreiche Trennung der Analyten aus-
reichend. Durch die Fliichtigkeit von Ammoniumcarbonat sollte das entwickelte
Trennsystem auch zur Kopplung mit der Massenspektrometrie geeignet sein. Der sinn-
volle Einsatz eines Boratpuffers war aufgrund der Bildung von Borylestern mit den
Analyten und des sich daraus ergebenden komplexen, irreguldren Migrationsverhaltens
nicht moglich.

Durch die bei pH-Werten > 9 nur noch sehr gering ausgepragte pH-Abhingigkeit des
EOF wurden reproduzierbare Migrationszeiten auch ohne die Anwendung aufwéndiger
Sptilprozeduren erreicht. Die Reproduzierbarkeit kann bei Bedarf durch die Verwen-
dung relativer Migrationszeiten oder der effektiven Mobilitdten anstelle der normalen
Migrationszeiten weiter gesteigert werden.
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Im Gegensatz zu den sauren Puffersystemen bereitet die Trennung von adenin- und
guaninhaltigen Verbindungen bei alkalischen pH-Werten keine Schwierigkeiten,
sondern gelingt zuverléssig bei pH-Werten oberhalb 9,5. Leider ist es jedoch auch hier
nicht moglich, alle Ap,A, Ap,G und Gp,G (mit n = 2-6) in einem Lauf simultan zu
bestimmen. In Abhédngigkeit der jeweiligen Probenzusammensetzung kann man jedoch
zumindest die Diadenosinphosphate durch Vermessen der Proben bei zwei (oder mehr)
verschiedenen pH-Werten quantifizieren. Dabei wird jeder Analyt bei mindestens
einem pH-Wert selektiv, also ohne storende Komigration, bestimmt. Ein Wechsel des
pH-Wertes ist hier im alkalischen Bereich wegen des konstanten EOF sehr einfach
durchfiihrbar.

In einem Ammoniumcarbonat-Puffer gelang die validierte Bestimmung der Dinukleo-
sidpolyphosphate aus wiissriger Losung mit dem internen Standard NAD".

Basierend auf den mit Ammoniumcarbonat-Puffern entwickelten Methoden wurden
nachfolgend Diadenosinpolyphosphate und ihre Guanosinderivate in humanen
Thrombozytenproben bestimmt.

3.4 Einsatz von Magnesium-Ionen als Komplexbildner

Wie bereits in Kap. 3.2.1.1 diskutiert wurde, beruht eine Trennung in der Kapillar-
zonenelektrophorese auf unterschiedlichen g/m- (genauer ¢/rs-) Verhiltnissen der
Analyten. Sind die Unterschiede im g/m-Verhéltnis wie bei ApsA, Ap;A und ApgA fiir
eine Auftrennung zu gering, kann die Selektivitit durch Anderung von pH-Wert bzw.
Ionenstérke des Puffers oder der elektrischen Feldstirke nicht mehr weiter gesteigert
werden. Eine Moglichkeit, in solchen Fillen eine Trennung der Analyten zu erreichen,
besteht in der Einfithrung zusétzlicher Selektivitdtskriterien wie zum Beispiel komple-
xierenden Pufferzusidtzen, mit denen die einzelnen Analyten in unterschiedlichem
Ausmal} in Wechselwirkung treten. Da die Mobilitit eines Komplexes von der Lage
des Komplexbildungs-Gleichgewichtes abhidngt, konnen die vorher komigrierenden
Analyten so getrennt werden. Dieses Prinzip bildet beispielsweise auch die Grundlage
fiir den Einsatz von Cyclodextrinen als Pufferzusatz in der Kapillarelektrophorese. In
dieser Arbeit wurde der Einfluss von Magnesium-Ionen auf die Trennung der Diade-

nosinpolyphosphate untersucht.

Die Wechselwirkung von Nukleotiden und Nukleinsduren mit Metallkationen wurde

49,50

bereits von verschiedenen Autoren beschrieben. Fiir die Adenosin-Mononukleotide
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nimmt dabei die Komplexstabilitit in der Reihe Ba<Sr<Ca<Mg<Mn<Co<Zn<Ni<Cu
zu. Die Wechselwirkung der Nukleotide mit den Metallionen findet dabei zumindest
im Falle des Magnesiums nur an der Phosphatkette und nicht an der Nukleobase selbst
statt. Durch die zunehmende Zahl der Donorgruppen nimmt daher auch die Stabilitdt
der Magnesium-Komplexe in der Reihe AMP<ADP<ATP zu. Durch kapillarelektro-
phoretische Untersuchungen konnten CAHOURS und Mitarbeiter zeigen, dass mit
Magnesium- und Calciumionen im Falle von Adenosindiphosphat bei pH 4-8 1:1-
Komplexe entstehen; Adenosintriphosphat bildet mit diesen lonen bei pH 4 ebenfalls
1:1-, bei pH 8 dagegen 1:2-Komplexe aus.”

In der Literatur finden sich mehrere Beispiele fiir den Einsatz von Metallionen zur
kapillarelektrophoretischen Trennung von Nukleotiden: KAWAMURA gelang die Tren-
nung von stellungsisomeren Adenin-Dinukleotiden durch Einsatz eines SDS-, Mg*'-
sowie cyclodextrinhaltigen Puffers.”> CAHOURS und Mitarbeiter beschrieben sowohl
die Trennung von Nukleosidtriphosphaten alleine als auch die simultane Trennung von
Nukleosidmono-, -di- und -triphosphaten in einem Ammoniumcitrat-Puffer pH 5.2*>
Als Selektor kamen dabei 20 mmol/L Mg”" bzw. 2 mmol/L Cd*" zum Einsatz. Zur Er-
zielung kurzer Analysenzeiten sowie zur Vermeidung der Metalladsorption an der
Kapillare wurde die Kapillarwand dynamisch mit dem Polykation Hexadimethrin-
bromid belegt und dadurch ein anodischer EOF erzeugt. In den Versuchen von
CAHOURS waren dabei die Magnesium-lonen in der Lage, die Basenselektivitit zu

beeinflussen, ohne an die Base selbst zu binden.

Die Wechselwirkung von Adenosin- und Guanosindinukleotiden mit Metallionen ist
ebenfalls bereits gut untersucht.'***~*> So konnte gezeigt werden, dass Dinukleosid-
phosphate mindestens zwei Bindungsstellen, davon eine mit hoher Affinitét, fiir Mag-
nesium- und Zink-lonen aufweisen. Die Stabilitdt des gebildeten Komplexes héngt
dabei sowohl von den Nukleobasen als auch von der Zahl der Phosphatgruppen im
Dinukleotid ab: Mit zunehmender Lénge der Phosphatkette nimmt die Stabilitdt der
gebildeten Komplexe zu (pKsup(Ap,A) = 2,0; pKsup(ApsA) = 6.1 in 10 mmol/L-TRIS-
Puffer pH 8); guanosinhaltige Verbindungen bilden etwas stabilere Komplexe als die
Adenosinderivate. Im Falle des Magnesiums erfolgt dabei die Wechselwirkung mit den
Dinukleotiden wiederum nur an der Phosphatkette und nicht an der Nukleobase. Fiir
ApsA wurde durch "H-NMR-spektroskopische Untersuchungen die Bildung eines 1:1-
Komplexes mit Magnesium unter Beteiligung der P-Phosphate nachgewiesen. Die
Bindung des Metallions beeinflusst die elektrostatischen Wechselwirkungen und damit

die Sekundéirstruktur der Molekiile. Die Auswirkungen auf die Konformation sind
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dabei noch nicht abschlieBend geklart. Von verschiedenen Autoren wurde einerseits
eine Versteifung der Phosphatkette, andererseits eine Steigerung des Basenstackings
durch eine verminderte elektrostatische AbstoBung der Phosphatgruppen beschrieben.
(Das a/a-Stacking der Diadenosinpolyphosphate erfordert eine ungewohnliche, kom-
pakte Faltung der Phosphatkette).

Neben der Wechselwirkung mit Metallionen wurde fiir Diadenosinpolyphosphate auch
die Bildung von Komplexen mit biogenen Aminen wie Spermin, L-Arginin, Proteinen
und poly(dT) beschrieben.™

3.4.1 Carbonatpuffer

Der Einfluss von Metallionen sollte zunédchst im Carbonatpuffer untersucht werden, da
dieses System im Verlauf der Methodenentwicklung die besten Ergebnisse gezeigt
hatte. Dabei durfte es unter den alkalischen Bedingungen nicht zur Ausfillung des
zugesetzten Metalls als Hydroxid kommen. Von der Vielzahl der in der Literatur
beschriebenen Elemente konnte daher nur Magnesium eingesetzt werden, da es ein
verhéltnismifBig gut 16sliches Hydroxid bildet.

Der Einfluss von Mg”*-Ionen auf die Trennung wurde zunéchst nur fiir Ap,A bis ApsA

untersucht; Mononukleotide sowie Guanosinderivate blieben unbetrachtet.

Im Unterschied zu den fiir Mononukleotide in schwach sauren Puffern benétigten

24,53 . - . - 2+ .
~° erwies sich hier eine Mg" -Konzentration von

millimolaren Konzentrationen
1 - 25 umol/L als ausreichend. Der Grund dafiir ist wahrscheinlich in der bei pH 9,5
nahezu vollstdndigen Deprotonierung der Phosphatgruppen zu suchen; damit steht eine
im Vergleich zu sauren Puffern hohere Zahl an Komplexliganden zur Verfiigung.
Hohere Magnesium-Konzentrationen hatten ebenfalls Einfluss auf die Trennung, aller-
dings kam es dabei zu einer Belegung der durch die dissoziierten Silanolgruppen stark
negativ aufgeladenen Kapillarwand mit Magnesium-Ionen. Das adsorbierte Magne-
sium konnte auch durch extensive Spiilvorgdnge nicht mehr aus der Kapillare entfernt
werden, so dass nachfolgend auch mit einem magnesiumfreien Puffer Trennungen wie
mit magnesiumhaltigen Puffern moglich waren. Die erhaltenen Ergebnisse waren
daher in dieser Form nicht reproduzierbar. Im Konzentrationsbereich bis 25 pumol/L
wurde kein derartiger ,,Memory-Effekt in nachfolgenden L&ufen mit magnesium-
freien Puffern beobachet. Aulerdem nahmen bei hohen Magnesium-Konzentrationen

die Migrationszeiten bei wiederholten Laufen unter identischen Bedingungen von Lauf
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zu Lauf stark zu — wahrscheinlich aufgrund des durch die adsorbierten lonen zuneh-
mend verringerten EOF.

Von #uBerster Wichtigkeit war die Vermeidung einer Probenkontamination mit Mg>".
Daher wurde die Kapillare vor jeder Injektion in ein mit Wasser gefiilltes Vial ge-
taucht, um eventuell anhaftenden magnesiumhaltigen Laufpuffer abzuspiilen. War die
Probe auch nur mit Spuren von Mg**-Ionen verunreinigt, wurden auch in magnesium-

freien Puffern dhnliche Ergebnisse wie in magnesiumhaltigen Laufpuffern beobachtet.

Abb. 3.36 zeigt den Einfluss der Mg**-Konzentration im Bereich von 1-25 pmol/L auf
die effektive Mobilitit der Analyten. Da die absoluten Anderungen nur sehr gering
sind, wurde hier die effektive Mobilitét bei den verschiedenen Metall-Konzentrationen
auf den Wert im Mg**-freien Puffer (= 100 %) bezogen. (Ein Anstieg von ueq auf
Werte von iiber 100 % bei niedrigen Mg**-Konzentrationen ist vermutlich auf Mess-
ungenauigkeiten zuriickzufiihren.) Wie die Abbildung zeigt, werden Ap,A, ApsA,
ApsA sowie Ap;A und ApgA dabei durch die Magnesium-lonen nicht oder nur gering-
fiigig beeinflusst; am empfindlichsten reagieren ApsA und ApgA auf das Metallsalz.
Der EOF ist in diesem Konzentrationsbereich ebenfalls nahezu unbeeinflusst (+/- 1 %).

Die Trennleistung ldsst ebenfalls keine Abhéngigkeit von der Magnesium-Konzen-
tration erkennen. Eine Adsorption der Analyten iiber Mg®"-Ionen an der negativ gela-
denen Kapillarwand sollte daher ausgeschlossen werden konnen, da sich ein solcher
Vorgang durch Peakverbreiterung und verringerte Trennleistung duflert.

Der Einfluss der Magnesium-Konzentration auf die Auflosung ist in Abb. 3.37 dar-
gestellt. Dabei werden hier nur Ap,A bis ApsA betrachtet, da Ap,A bis Ap,A unab-
hingig vom Mg*"-Zusatz auf jeden Fall getrennt werden. Mit zunehmender Metall-
konzentration verbessert sich die Auflosung zwischen Ap,;A und ApgA sowie zwischen
ApsA und Ap,;A; umgekehrt verschlechtert sich die Trennung von ApsA/ApsA bzw.
ApsA/ApsA. Die beste Trennung wird bei einem Magnesium-Zusatz von 15 pmol/L
erreicht; bei hoheren Konzentrationen kommt es zur Komigration vor allem von Ap,A

und ApsA. Das entsprechende Elektropherogramm ist in Abb. 3.38 abgebildet.
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Abb. 3.36 Einfluss der Mg*"-Konzentration auf die effektive Mobilitit im Ammonium-
carbonat-Puffer pH 9,5 (u.sr ohne Magnesium-Zusatz = 100 %)
(Pufferkonzentration 50 mmol/L, Kapillare 60/67 cm, Spannung +20 kV)
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Abb. 3.37 Einfluss der Mg**-Konzentration auf die Aufldsung von Ap4A bis ApsA
(Bedingungen s. Abb. 3.36)
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Abb. 3.38 Trennung von Ap,A bis ApsA ohne bzw. mit Magnesiumzusatz
(Bedingungen s. Abb. 3.36)

Leider kam es auch bei Verwendung von mikromolaren Mg**-Konzentrationen zu
einer Anreicherung von Mg”" an der Kapillarwand. Als Folge nahmen der EOF ab und
damit die Migrationszeiten zu. Teilweise verdnderte sich in mehreren aufeinander-
folgenden Laufen auch die Selektivitit. Um einer solchen Anreicherung entgegenzu-
wirken, wurde versucht, die Kapillare nach jedem Lauf mit ammoniakalischer EDTA-
Losung zu spiilen (50 mmol/L in 25 mmol/L-Ammoniumcarbonat pH 9,5), um die ad-
sorbierten Mg®"-Ionen als Mg-EDTA-Komplex wieder in Ldsung zu bringen. Die
Magnesium-Anreicherung konnte dadurch zwar verringert, aber nicht vollig unter-

drickt werden.
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Die Robustheit der Methode konnte somit weder gegeniiber Magnesium-Verschlep-
pung noch gegeniiber Anreicherung von Mg*" an der Kapillarwand auf das erforder-
liche Mal3 erhoht werden — es kam immer wieder zu teilweise deutlichen Verdnde-
rungen auch der relativen Migrationszeit. Daher erschien trotz der viel versprechenden
Ergebnisse eine Weiterentwicklung dieser Methode fiir Guanosinderivate im Hinblick

auf die spétere Untersuchung von biologischen Proben nicht sinnvoll.

3.4.2 Citratpuffer

Mehrere der bisher verdffentlichten Untersuchungen zur Trennung von Mononukleo-
tiden in Gegenwart von Metallsalzen wurden in schwach sauren Citratpuffern (Ammo-
niumcitrat pH 5) durchgefiihrt. Da solche Puffer auch bei der Trennung der Adenosin-
Dinukleotide gute Ergebnisse gezeigt hatten, sollte zumindest kurz der Einfluss von
Metallionen auf die Trennung der Ap,A im Citratpuffer untersucht werden. Im Gegen-
satz zur Literatur wurde jedoch Natriumcitrat verwendet und auf ein dynamisches
Coating der Kapillaren mit Polyaminen verzichtet. Aus Zeitgriinden beschriankten sich
die Versuche auf den Zusatz von Magnesium-lonen, obwohl im schwach sauren
Bereich natiirlich auch Metalle mit schwerer 16slichen Hydroxiden wie Ca**, cd*,

Zn*" etc. eingesetzt werden konnen.

Im Gegensatz zu den alkalischen Carbonatpuffern war die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse auch bei z. T. um den Faktor 1000 hoheren Magnesium-Konzentrationen
ausgezeichnet. Eine irreversible Anlagerung von Magnesium an die Kapillarwand, die
die Migrationszeiten von Lauf zu Lauf verldngerte oder auch Effekte in magnesium-
freien Puffern zeigte, wurde nicht beobachtet. Dies ist vermutlich zum einen auf die
bei pH 5,0 deutlich geringere Dissoziation der Silanolgruppen an der Kapillarwand
und zum anderen auf die Komplexbildung der Metallionen durch Citratmolekiile

zuruickzufiihren.

Im Citratpuffer wurde ein Konzentrationsbereich von 0,01-10,5 mmol/L Mg2+ unter-
sucht; deutliche Effekte wurden erst etwa ab 250 pmol/L Mg>" beobachtet. Dies ent-
spricht etwa dem 25fachen der minimalen im Carbonatpuffer wirksamen Menge. Auch
dies diirfte auf das Vorhandensein eines zweiten Komplexgleichgewichtes zwischen
Magnesium und Citrat zuriickzufiihren sein — ein GroBteil der Mg**-Ionen liegt nicht
frei, sondern als Citratkomplex gebunden vor.
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Abb. 3.39 Einfluss der Magnesium-Konzentration auf die scheinbare Mobilitét
(Citratpuffer 50 mmol/L pH 5,25, Kapillare 20/27 cm, Spannung -11,5 kV)

Der Einfluss der Magnesiumkonzentration auf die scheinbare Mobilitdt u,,, ist in Abb.
3.39 dargestellt. Mit steigender Magnesiumkonzentration kommt es zu einer deutlichen
Abnahme von u,,,, da die negative Ladung der Dinukleotide durch die Komplex-
bildung mit den Metallkationen verringert wird. Lediglich Ap,A zeigt im Konzentra-
tionsbereich bis 10 mmol/L Mg”" keine signifikante Verinderung der scheinbaren
Mobilitdt. Die Abnahme der effektiven Mobilitét der Analyten ist in Wirklichkeit wahr-
scheinlich sogar noch stirker als durch u,,, wiedergegeben, da der mit zunehmender
Metallionen-Konzentration abnehmende EOF die Abnahme von u,,, teilweise kom-
pensiert.

Die Empfindlichkeit der Analyten gegeniiber Mg*"-Ionen und die dadurch bedingte
Beeinflussung der scheinbaren Mobilitdt folgt nicht der homologen Reihe zuneh-
mender Phosphatgruppenzahl — am stérksten reagieren Ap;A und ApsA auf den
Metallionenzusatz. Dadurch bedingt kommt es bei Erhohung der Magnesium-Konzen-
tration auch zu Verdnderungen in der Migrationsreihenfolge. Ist die Abfolge der
Analyten im magnesiumfreien Puffer noch reguldr (ApsA -> Ap,A), wird bereits bei
1,5 mmol/L Mg*" die Abfolge 8-7-6-4-5-3-2 beobachtet (jedes Ap,A hier durch die
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Zahl der Phosphatgruppen reprisentiert), die sich bei 4 mmol/L Mg”" zu 8-7-6-3-4-5-2
und bei 10,5 mmol/L zu 8-7-6-3-5-4-2 verschiebt.

Die beste Trennung der Diadenosinpolyphosphate alleine wird bei 4 mmol/L Mg*" er-
reicht (Abb. 3.40 A); eine Auftrennung zusammen mit den Adenosinmonophosphaten
gelingt bei 10,5 mmol/L Mg”" (Abb. 3.40 B).

Der Einsatz Mg®-haltiger Citratpuffer wurde nachfolgend nicht weiter auf die Unter-
suchung der Guanosinderivate ausgedehnt, da mit alkalischen Ammoniumcarbonat-
puffern bereits ein ausreichend selektives System zur Verfiigung stand.

A Ap A ApA 4 mmol/L Mg*
Ap,A Ap A
Ap,A Ap.A
Ap,A ’

B ApA 10,5 mmol/L Mg**
ApA ApA
ApA
Ap A
e T ApA
< <
o
(@)
<

My L

Migrationszeit / min

Abb. 3.40 A: Trennung von Ap,A bis ApgA in Gegenwart von Mg
B: Trennung von Ap,A bis ApsA und AMP / ADP / ATP in Gegenwart von Mg*"
(Bedingungen s. Abb. 3.39)
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3.5 Versuche zur Empfindlichkeitserhohung

Der Vorteil der hohen Trennleistung in der Kapillarelektrophorese — insbesondere fiir
ionische Verbindungen wie die Dinukleosidpolyphosphate — wird durch die geringe
Konzentrationsempfindlichkeit der UV-Detektion im Vergleich zur HPLC zumindest
teilweise aufgebraucht. Durch die geringen Abmessungen der in der CE verwendeten
Kapillaren — sowohl in Bezug auf Lénge als auch auf Innendurchmesser — kénnen nur
sehr kleine Injektionsvolumina im Bereich von Nanolitern in die Kapillare eingebracht
werden. Die am weitesten verbreiteten optischen Detektionsmethoden leiden dariiber
hinaus unter der im Vergleich zur HPLC drastisch verkiirzten optischen Wegliange, die
nur dem Innendurchmesser der verwendeten Kapillaren entspricht. Da die Absorption
direkt proportional zur optischen Weglinge und der Konzentration ist, muss die
Probenkonzentration dramatisch erh6ht werden, um das gleiche Signal-Rausch-

Verhiltnis wie in einem typischen LC-Experiment zu erreichen.

Die in Kap. 3.3.3 beschriebene validierte Bestimmung der Dinukleosidpolyphosphate
aus wassriger Losung wies eine Bestimmungsgrenze von etwa 2,6 pumol/L auf. Des-
wegen wurden Versuche zur Erhohung der Empfindlichkeit vor allem im Hinblick auf
die spitere Bestimmung aus biologischen Materialien unternommen. Dabei
beschrinkten sich die Untersuchungen auf den Carbonatpuffer, da damit auch die

Bestimmungen aus der Biomatrix durchgefiihrt werden sollten.

Die Verbesserung der Empfindlichkeit in der Kapillarelektrophorese war und ist
Gegenstand vieler Untersuchungen. Dabei werden hauptsdchlich zwei Strategien ver-
folgt: Erhohung der in die Kapillare eingebrachten Probenmenge und Verbesserung
der Empfindlichkeit auf der Detektorseite.’® Beide Ansitze wurden im folgenden auf

thre Anwendbarkeit fiir die Dinukleosidpolyphosphate untersucht.

3.5.1 Verbesserung der Detektion

Die einfachste Moglichkeit, die Konzentrationsempfindlichkeit zu verbessern, besteht
in der Verwendung von Kapillaren mit groerem Innendurchmesser. Nachteilig ist
jedoch hierbei das gleichzeitige Ansteigen des Elektrophoresestroms und damit der
Jouleschen Wirme, was Auflosung und Trennleistung verschlechtert. Aus diesem
Grund war hier die Verwendung von Kapillaren mit einem gréBeren Innendurchmesser

als 50 um nicht moglich.
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Einen Ausweg bieten Kapillaren mit erweitertem Lichtweg (sog. Bubble-Cells), deren
Innenlumen nur am Detektionsfenster aufgeweitet ist. Damit ist eine Verbesserung der
Empfindlichkeit um den Faktor 2—3 ohne gravierenden Verlust an Auflosung bzw.
Trennleistung moglich.”® Solche Kapillaren sind kommerziell von der Fa. Agilent
erhéltlich, allerdings nur bis zu einer Gesamtldnge von 50 cm. Fiir eine erfolgreiche
Trennung der Dinukleosidpolyphosphate im Carbonatpuffer ist jedoch eine Kapillar-
linge von 67 cm erforderlich. Auf das von HEITMEIER’® beschriebene Selbstitzen von
Bubble-Cells mit gasformigem Fluorwasserstoff wurde aufgrund des Gefahren-
potentials von HF und der nur geringen zu erwartenden Empfindlichkeitszunahme ver-
zichtet. Auch die Anwendung der sog. Z-Zelle (d. h. einer gebogenen Kapillare mit
einem mehreren Millimeter langen Lichtweg) war nicht moglich, da diese als kommer-
zielles System nur fiir Agilent-Kapillarelektrophorese-Systeme erhéltlich ist. AuBer-
dem muss beim Einsatz dieser Zelle der Abstand der Peaks mindestens der optischen
Wegldnge des Systems entsprechen, was insbesondere fiir die hoheren Ap,A-Homo-
logen nicht gegeben ist.

Die Analyten besitzen kein durch einen HeCd-Laser (325 nm) oder Ar'-Laser
(488 nm) anregbares Fluorophor. Aus diesem Grunde war eine deutlich empfindlichere
Bestimmung mittels Laser-induzierter Fluoreszenz (LIF)-Detektion nicht moglich. Auf
eine Fluoreszenzderivatisierung sollte aufgrund der Vielzahl der Analyten fiir einen
Bioassay von vorne herein verzichtet werden. Versuche zur Fluoreszenz-Derivatisie-

rung von Standardsubstanzen mit Chloracetaldehyd sind in Kap. 6 beschrieben.

Obwohl die massenspektrometrische Detektion bei weitem empfindlicher als die UV-
Detektion ist, erfordern die gegenwértigen CE/MS-Interfaces den Zusatz sog. Sheath-
Fliissigkeiten nach der Kapillare, um den Fluss auf etwa 10 pL/min zu erhéhen.” Ein
Fluss in dieser Grofenordnung ist notwendig, um eine stabile Elektrospray-lonisierung
im Massenspektrometer zu erreichen. Dies resultiert in einer viel niedrigeren Konzen-
trationsempfindlichkeit verglichen mit LC-MS, GC-MS oder sogar CE-UV. Versuche
zur CE/MS-Kopplung sind in Kapitel 5 beschrieben.
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3.5.2 Erhohung der Substanzmenge in der Kapillare

In der Kapillarelektrophorese ist die injizierbare Menge begrenzt, da mit ldngerer
Injektionszeit die Breite der Probenbande zu- und Auflosung sowie Trennleistung ab-
nehmen. Um diese Limitierung zu umgehen, sind verschiedene Techniken entwickelt
worden.

Die einfachste Methode stellt die Injektion der Probe in einem Losungsmittel (im
Idealfalle Wasser) dar, das eine geringere Leitfdhigkeit als der Elektrophoresepuffer
besitzt. Nach Anlegen der Trennspannung entsteht in der Probenzone eine hdhere
elektrische Feldstirke als im Puffer. Da die Wanderungsgeschwindigkeit der lonen der
Feldstédrke proportional ist, bewegen sich die Analyten in der Probenzone so lange mit
hoherer Geschwindigkeit, bis sie die Grenze zur Pufferzone erreicht haben. Dort
werden sie abgebremst und wandern entsprechend der niedrigeren Feldstirke mit
geringerer Geschwindigkeit weiter. Dadurch kommt es zur Kompression (Stacking) der
Probenzone mit der Folge einer hoheren Analytenkonzentration als in der urspriing-
lichen Probenlésung. Die Effizienz des Stackings ist limitiert durch den ungleichen
laminaren Fluss, der durch einen unterschiedlichen EOF in den verschiedenen Zonen
des diskontinuierlichen Puffers hervorgerufen wird.”” In der Folge entsteht ein para-
boles Stromungsprofil, das eine Verbreiterung der schmalen Probenzone und damit
einen Verlust an Trennleistung verursacht.

Diese Art des Sample Stackings wurde in der bisherigen Methodenentwicklung bereits
standardméBig angewendet, da alle Probenldsungen rein wassrig waren. Dennoch war
die Injektionsdauer auf maximal 15 s begrenzt, danach kam es zu deutlicher Peakver-
breiterung und Auflosungsverlust. Der Stackingeffekt ist hier vermutlich auch durch
die starke negative Eigenladung und die daraus resultierende starke elektrostatische
Abstofung limitiert.

Zur weiteren Erhohung der Empfindlichkeit muss also die Menge der injizierten
Analyten erhoht, gleichzeitig aber das Volumen des injizierten Losungsmittels verrin-
gert werden. Eine Moglichkeit dazu ist die sog. elektrokinetische Injektion, d. h. Injek-
tion der Probe durch Anlegen einer Spannung. Dabei werden selektiv geladene Kom-
ponenten aufgrund ihrer Mobilitdt im elektrischen Feld in die Kapillare eingebracht.
Fiir die elektrokinetische Injektion sind bereits viele Anwendungen beschrieben, hier
allerdings ist die Anwendung dieser Technik problematisch. Zum einen ist die Um-
polung der Spannungsquelle wihrend der Injektion nétig (das Inlet muss die Kathode
sein), zum anderen handelt es sich bei den Dinukleosidpolyphosphaten um Analyten
mit z. T. deutlich verschiedener Mobilitdt. Dadurch kommt es zu einem Diskriminie-
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rungseffekt — Analyten mit hoher Mobilitdt werden verstirkt injiziert. Dariiber hinaus
transportiert der gegenldufige EOF insbesondere langsam migrierende Analyten wieder
aus der Kapillare heraus. Entsprechende eigene Versuche (Daten nicht gezeigt) besté-
tigten die erwartete Diskriminierung. Daher wurde auf die weitere Entwicklung der
elektrokinetischen Injektion verzichtet.

Erfolgversprechender erschien eine von CHIEN und BURGI entwickelte, als Large
Volume Sample Stacking (LVSS) bezeichnete Technik: Dabei wird die Probe in
Wasser gelost und die Kapillare hydrodynamisch teilweise oder auch ganz mit der
Probe befiillt.”® AnschlieBend wird das Detektionsende der Kapillare in den Laufpuffer
getaucht und Spannung in umgekehrter Polaritdt angelegt. Dabei schiebt der EOF die
Probenzone zusammen mit Kationen und Neutralsubstanzen aus der Kapillare hinaus
in ein Abfallgefdll, wihrend anionische Analyten zum Detektionsende wandern und
sich am Ubergang Probenzone/Laufpuffer anreichern. Der Strom wird permanent beo-
bachtet, bis er 95-99 % des normalen Wertes bei der Elektrophorese erreicht hat. An
diesem Punkt wird auch die Injektionsseite der Kapillare in Laufpuffer getaucht und
die Polaritit wieder auf Normal geéndert. Die Trennung lduft nun in gewohnter Weise
ab. Wird der Stackingprozess nicht rechtzeitig beendet, besteht allerdings die Gefahr,
dass anionische Analyten durch den EOF ebenfalls aus der Kapillare befordert werden.
Diese Technik wurde von GELDART und BROWN bereits erfolgreich auf Nukleotide
angewendet.””*°
beobachtet.

Dabei wurden Empfindlichkeitsverbesserungen um den Faktor 200

Die eigenen Versuche zum LVSS wurden in einem 50 mM-Ammoniumcarbonat-
Puffer pH 9,5 durchgefiihrt. Im Gegensatz zu den bisherigen Versuchen wurde dafiir
das Beckman MDQ anstelle des P/ACE verwendet, da das MDQ im Gegensatz zum
P/ACE die softwaremifBige Umpolung der Trennspannung beherrscht. Die Kapillare
wurde vollstindig mit der Probenldsung befiillt; das anschlieBende Stacking wurde mit
der normalen Trennspannung, allerdings in umgekehrter Polaritdt, durchgefiihrt. Der
Wechsel zur normalen Elektrophorese erfolgte, wenn der Stacking-Strom ca. 97-99 %
des Elektrophoresestromes erreicht hatte.
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Abb. 3.41 Large Volume Sample Stacking fiir Diadenosinpolyphosphate

A: hydrodynamische Injektion 5 psi*s

B: Kapillare komplett mit Probe gefiillt, Stacking 3,35 min mit -18 kV
Probe gegeniiber Abb. A 1:45 mit Wasser verdiinnt

(Ammoniumcarbonatpuffer 50 mmol/L pH 9,5, Kap. 50/60 cm, Spannung +18 kV)

Als grofites Problem erwies sich das Festlegen des Zeitpunktes zur Spannungsumkehr.

Erfolgte diese zu friih, verblieb zu viel Matrix in der Kapillare und die Trennung war

deutlich verschlechtert; wurde zu spat umgepolt, kam es teilweise zum volligen Verlust

von Analyten, insbesondere des langsam migrierenden Ap,A. Im Gegensatz zur reinen

hydrodynamischen Injektion war beim LVSS die Auflosung deutlich verschlechtert.

Die Peaks zeigten ein ausgeprédgtes Fronting und waren relativ breit und flach — ver-
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mutlich aufgrund der relativ stark ausgeprigten elektrostatischen Abstoung und der
starken Diffusion. Die Elektrophoresezeit ist durch den zusétzlichen Stackingschritt
gegeniiber der reinen hydrodynamischen Injektion deutlich verlangert. Représentative
Elektropherogramme sind in Abb. 3.41 dargestellt. Die Empfindlichkeitsverbesserung
durch das LVSS betrug etwa Faktor 15-20, wurde allerdings mit wesentlich schlech-
teren Trennleistungen erkauft. Eine Verbesserung der Trennung gegeniiber Abb. 3.41
gelang trotz weiterer Anstrengungen nicht. Aufgrund dieses relativ unbefriedigenden
Ergebnisses wurde das LVSS nicht weiter verfolgt.

Damit waren alle Mdglichkeiten der Empfindlichkeitsverbesserung auf der Seite der
Kapillarelektrophorese ausgeschopft. Alle weiteren Schritte konnten damit nur noch
auf der Ebene der Probenaufarbeitung erfolgen.

3.6 Zusammenfassung der Methodenentwicklung

In den vorangegangenen Kapiteln wurden verschiedene Methoden zur Trennung der
Dinukleosidpolyphosphate beschrieben. Die besten Ergebnisse wurden dabei in Citrat-
bzw. Ammoniumcarbonatpuffern erzielt; die sehr gebrduchlichen Borat- bzw. Phos-
phatpuffer waren aufgrund Komplexbildung mit den Analyten bzw. unzureichender

Trennleistung insbesondere fiir die hoheren Homologen nicht geeignet.

Da fiir die Bestimmung der Diadenosinpolyphosphate aus biologischem Material auch
die Guanosinderivate in die Methodenentwicklung einbezogen werden miissen, erwies
sich fiir diesen Zweck lediglich der alkalische Ammoniumcarbonatpuffer als geeignet.
Nur beim Arbeiten im Bereich von pH 9-11 war es moglich, ausreichende Selektivitit
zwischen den Ap,A und ihren Guanosin-Analoga Ap,G bzw. Gp,G zu erzielen. Die
Festlegung des pH-Wertes fiir die Bestimmung aus biologischem Material muss dabei
jedoch anhand der jeweiligen Probenzusammensetzung getroffen werden, da es keinen
pH-Wert gibt, an dem alle Ap,A, Ap,G und Gp,G sowie Adenosinmononukleotide
simultan in einem Lauf bestimmt werden konnen. Eventuell kann es erforderlich sein,
die gleiche Probe bei zwei verschiedenen pH-Werten zu vermessen, um jeden inter-
essierenden Analyten selektiv erfassen zu konnen. Die grundsétzliche Validierbarkeit
einer auf dem Ammoniumcarbonatpuffer basierenden Methode wurde bereits fiir die

Bestimmung aus wéssriger Losung gezeigt.

Es war nicht moglich, die Empfindlichkeit der Methode iiber die mit normaler hydro-

dynamischer Injektion erreichbaren Werte hinaus zu steigern. Insbesondere gelang die
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Anwendung der verschiedenen literaturbekannten Stacking-Techniken bei den
Dinukleosidpolyphosphaten nicht. Die Bestimmungsgrenze aus wéssriger Losung liegt

bei etwa 2,6 pmol/L.

Basierend auf der Trennung im Ammoniumcarbonat-Puffer sollte im folgenden eine
validierte Bestimmungsmethode fiir Dinukleosidpolyphosphate in humanen Thrombo-

zyten entwickelt werden.
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4 Bestimmung der Dinukleosidpolyphosphate in humanen
Thrombozyten

4.1 Isolierung der Dinukleotide aus der Probenmatrix

Die Isolierung der Dinukleotide aus der Probenmatrix folgte im wesentlichen in der
Literatur beschriebenen, auch zur Probenvorbereitung fiir die HPLC verwendeten Ver-
fahren.'? Im einzelnen waren dazu folgende Schritte erforderlich:

1. Gewinnung der Blutpléttchen

2. Freisetzung der Zellbestandteile und Proteinfallung

3. Selektive Aufkonzentrierung der Dinukleotide durch Affinitdtschromatographie
4. Entsalzung und Trocknung

Jeder Probenaufarbeitungsschritt ist nun im folgenden kurz dargestellt.

4.1.1 Gewinnung der Blutplittchen

Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung der Thrombozyten waren humane Vollblut-
proben, fiir die Transfusion nicht mehr verwendbare Thrombozytenkonzentrate oder
Zwischenprodukte aus der Herstellung von Blutkonserven, sog. Buffy-Coats.

Im einfachsten Fall der Thrombozytenkonzentrate enthielt das Ausgangsmaterial be-
reits nahezu ausschlieBlich Blutplittchen. Diese wurden abzentrifugiert und mehrfach
mit isotonischer Kochsalzlosung zur Vermeidung einer vorzeitigen Degranulation oder
Zellruptur gewaschen. Anschliefend wurde erneut abzentrifugiert und das Thrombo-
zytenpellet fiir die weitere Aufarbeitung verwendet.

Bei den sog. Buffy-Coats handelt es sich um eine Mischfraktion, die bei der Auftren-
nung einer Vollblutspende in ein Erythrozytenkonzentrat und das Blutplasma anfillt.
Sie enthdlt neben den Blutplittchen auch noch eine groe Zahl Erythrozyten sowie
anderer Zelltypen wie z. B. Monozyten. Zur Gewinnung der Thrombozyten wurden aus
dem Buffy-Coat zunichst die Erythrozyten mit niedriger g-Zahl abzentrifugiert. Aus
dem Uberstand, dem sogenannten plittchen-reichen Plasma, wurde anschlieBend durch
weitere Zentrifugations- und Waschschritte wie bei den Thrombozytenkonzentraten ein
Thrombozytenpellet isoliert.

Die Gewinnung von Blutpléttchen aus Vollblutproben verlief dhnlich wie bei den
Buffy-Coats: Das Blut wurde direkt nach der Abnahme durch den Zusatz von Heparin
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oder EDTA ungerinnbar gemacht. Nach dem Abzentrifugieren der Erythrozyten mit
niedriger g-Zahl konnte aus dem iiberstehenden plittchen-reichen Plasma ein
Thrombozytenpellet gewonnen werden.

4.1.2 Freisetzung der Zellbestandteile und Proteinfillung

Da es sich bei den Dinukleosidpolyphosphaten um intrazelluldre Substanzen handelt,
miissen sie zundchst aus den sekretorischen Granula freigesetzt werden. Dies wurde
durch Einfrieren des Thrombozytenpellets bei -30 °C und anschliefendes Wiederauf-
tauen bei Raumtemperatur erreicht. Durch die dabei eintretende Zellruptur wurden die
Zellmembran sowie die Granula zerstort und der Inhalt in die umgebende Losung frei-
gesetzt.

Um einen enzymatischen Abbau der Dinukleotide zu vermeiden und in den Blut-
plattchen enthaltene Proteine zu entfernen, setzte man der Thrombozytensuspension
Perchlorsdure zu (Endkonzentration 1 mol/L). Die Proteinfillung mit Perchlorsiure
wird bei der Reinigung von Nukleotiden am hdufigsten eingesetzt und bietet mit 80 bis
90 % hohe Wiederfindungsraten.'> Nach dem Abzentrifugieren des EiweiB-Nieder-
schlages wurde der Uberstand mit Kaliumhydroxid neutralisiert und so die Perchlorat-
Ionen als KClO4-Niederschlag entfernt. Den Uberstand der anschlieBenden Zentri-

fugation setzte man fiir die weitere Probenaufarbeitung ein.

4.1.3 Affinitatschromatographische Aufkonzentrierung der Dinukleotide

Ein groBes Problem bei der Bestimmung der Dinukleosidpolyphosphate in Human-
thrombozyten liegt im enormen Uberschuss der Mononukleotide gegeniiber den Di-
nukleotiden. Obwohl die Abtrennung einer in etwa dquimolaren Menge Mononukleo-
tide in der Kapillarelektrophorese kein Problem darstellt, ist es nicht mdglich, die
Dinukleotide neben der in den Pléttchen vorliegenden, ca. 100fachen Mononukleotid-
menge zu bestimmen. Daher war es das Ziel der Probenvorbereitung, die Dinukleosid-
polyphosphate von den Mononukleotiden abzutrennen und selektiv zu konzentrieren.

Fiir diesen Schritt wurde ein nach dem Verfahren von BARNES®' mit m-Aminophenyl-
boronsdure derivatisierter Kationenaustauscher verwendet. Unter den nachfolgend be-
schriebenen Bedingungen bindet dieses Gel iiber die in Abb. 3.23 gezeigte Borylester-
bildung selektiv Nukleotide mit zwei oder mehr cis-Diol-Gruppen. Da der Grofiteil der
in den Plédttchen vorkommenden Nukleotide zur Klasse der Mononukleotide gehort,
die nur ein Ribose-Molekiil und damit nur eine cis-Diol-Gruppe enthalten, eignet sich
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dieses Verfahren ausgezeichnet zur selektiven Aufkonzentrierung der Dinukleotide.
Eine Diskriminierung der Dinukleosidpolyphosphate in Abhingigkeit ihrer Nukleo-
basen findet dabei nicht statt.

Der derivatisierte Kationenaustauscher wurde mit 1 mol/L-Ammoniumacetat pH 9,5
dquilibriert; ebenso wurde der Uberstand der Kaliumperchloratfillung mit Ammo-
niumacetat bis zu einer Konzentration von 1 mol/L versetzt und auf pH 9,5 eingestellt.
Unter diesen Bedingungen binden die Mononukleotide aufgrund der elektrostatischen
AbstoBung zwischen den negativ geladenen Phosphatgruppen und den Carboxylat-
gruppen des Kationenaustauschers nicht an das Boronat-Gel. Fiir Dinukleotide, die
zwei Ribosemolekiile und damit auch zwei cis-Diol-Gruppen enthalten, ist die Bildung
des Borylesters stark genug, um die elektrostatische AbstoBung zu kompensieren.
Diese Vorgidnge sind in Abb. 4.1 graphisch dargestellt. Der Einstellung der
Ammoniumacetat-Konzentration in Probe und Puffer kommt dabei essentielle Bedeu-
tung zu: Ist die Konzentration hoher als 1 mol/L, kdnnen auch Mononukleotide an das
Gel binden, da die elektrostatische AbstoBung durch die hohe lonenstirke nun aus-
reichend unterdriickt wird. Ist dagegen die Salzkonzentration zu niedrig, kdnnen auch
die Dinukleotide durch die nun verstirkte AbstoBung der negativen Ladungen nicht

mehr vollstidndig an das Gel binden.
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Abb. 4.1 Affinitdtschromatographische Anreicherung der Dinukleotide an einem mit
Phenylboronséure derivatisierten Kationenaustauscher; Aquilibrierung des Aus-
tauschers mit 1 mol/L-Ammoniumacetat pH 9,5
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Nach ausreichendem Spiilen der Sdule mit der Ammoniumacetat-Losung konnen die
gebundenen Analyten mit Wasser oder 1 mmol/L-HCI eluiert werden. Ein typisches
Elutionsprofil einer authentischen Plédttchenprobe ist in Abb. 4.2 dargestellt. Dabei elu-
ieren die Dinukleosidpolyphosphate ungetrennt von der Siule, lediglich der interne

Standard Dietheno-Ap,A wird etwas abgetrennt.

Bei sorgfiltiger Einstellung der Salzkonzentration konnten die Mononukleotide in der
Regel bis auf ein dquimolares Verhéltnis zu den Dinukleosidpolyphosphaten oder

sogar noch darunter abgereichert werden.

Mononukleotide

Dinukleotide

Interner Standard

UV Absorption

L |
NH,OAc 1 mol/L pH 9,5 HCI 1 mmol/L

0 10 20 30 40 50
Zeit / min

Abb. 4.2  Elutionsprofil der Boronat-Affinitdtschromatographie
(Sdulendimension 5 mm * 40 mm, Fluss 0,5 mL/min, UV-Detektion bei 254 nm)

4.1.4 Entsalzung und Trocknung

Das Eluat der Affinitdtschromatographie enthélt eine sehr hohe Salzkonzentration, die
eine direkte CE-Untersuchung nicht zuldsst; auBerdem ist die Analytenkonzentration
im Eluat, bedingt durch das grof3e Elutionsvolumen, nur sehr gering. Daher wurde das
Eluat mittels Ionenpaar-Reversed-Phase-Chromatographie entsalzt und zugleich auf-

konzentriert.
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Dazu wurde eine RP-18-Sdule mit 40 mmol/L-Triethylammoniumacetat (TEAA)
pH 6,5 als FlieBmittel &quilibriert; das Eluat der Boronat-Affinitdtschromatographie
wurde ebenfalls mit Triethylammoniumacetat bis zu einer finalen Konzentration von
40 mmol/L versetzt und auf pH 6,5 eingestellt. Die Dinukleotide bilden dabei mit dem
Triethylammonium-Ion ein unter diesen Bedingungen auf der RP-Phase retinierbares
Ionenpaar, wihrend die anderen Salze (iiberwiegend Ammonium-, Acetat- und
Chloridionen) auf der Sdule nicht zuriickgehalten werden. Die Elution der Dinukleo-
tide erfolgte mit 30 % Acetonitril.

Das Eluat wurde in einer Vakuumzentrifuge zur Trockne eingeengt. Dabei wurde auch
der als Essigsdure und Triethylamin fliichtige lonenpaarbildner aus der Probe entfernt,
so dass nach dem Aufnehmen der Probe in wenigen uL. Wasser eine praktisch salz-
freie, konzentrierte Probenldsung zur Verfiigung stand.

4.2 Untersuchung von Thrombozyten-Konzentraten und
Buffy-Coats

Um einen Uberblick iiber die in humanen Thrombozyten vorhandenen, nach der
Probenaufarbeitung mit der Kapillarelektrophorese detektierbaren Substanzen zu be-
kommen, wurde zunichst ein Thrombozytenkonzentrat nach der in Kap. 4.1 beschrie-

benen Methode aufgearbeitet.

In Abb. 4.3 ist das Elektropherogramm der Thrombozytenprobe vor und nach der
Boronat-Affinititschromatographie dargestellt. Man erkennt deutlich den groBen Uber-
schuss der Mononukleotide AMP, ADP und ATP sowie weiterer, hier nicht identi-
fizierter Begleitsubstanzen. Eine Bestimmung der Dinukleosidpolyphosphate ist in
Anwesenheit dieser Substanzen nicht gut moglich. Zum einen besteht die Gefahr, dass
Analyten verdeckt werden, zum anderen ist die Substanzkonzentration in der Probe vor
der Affinititschromatographie so hoch, dass zur Vermeidung einer Uberladung der
Kapillare nur relativ kurze Injektionszeiten moglich sind. Dabei wird jedoch wertvolle
Empfindlichkeit fiir die Dinukleotide verschenkt. Sind die Mononukleotide nach der
Boronat-Chromatographie jedoch auf ein dquimolares Verhéltnis oder sogar noch dar-
unter abgereichert, ist es aufgrund der hohen Selektivitit und Trennleistung der
Kapillarelektrophorese problemlos moglich, die Dinukleosidpolyphosphate neben den

verbliebenen Mononukleotiden zu bestimmen.
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Als grof3es Problem bei der Untersuchung authentischer Proben erwies sich die Identi-
fizierung der Analyten sowie die Sicherstellung der Peakreinheit. Wiahrend zum Bei-
spiel bei Metabolismusuntersuchungen in der Regel nur verhiltnisméfBig wenige
Analyten betrachtet werden, betrdgt die Anzahl der moglichen Substanzen allein aus
der Reihe der Ap,A, Ap,G und Gp,G zusammen bereits 15 (n = 2—6). Hinzu kommen
die Mononukleotide AMP, ADP und ATP sowie moglicherweise noch weitere unbe-
kannte Substanzen.

A AMP ADP ATP
Ap.A Gp.G
P P, Ap A
Ap,A
Ap,G ApA
L—-w-l
B Ap,A
Ap A
Ap3G\ o
2
Gp.G
P2 o A ATP
Ps
amp  APA
1 l 1 l 1 l 1 l 1 l 1 l 1
10 12 14 16 18 20 22 24

Migrationszeit / min

Abb. 4.3  Elektropherogramm einer Probe aus einem Thrombozytenkonzentrat (A) vor und
(B) nach der Boronat-Affinitdtschromatographie
(Ammoniumcarbonatpuffer 50 mmol/L pH 10,0, Kap. 60/67 cm, Spannung 20 kV)
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Da das Migrationsverhalten der Diadenosinpolyphosphate und ihrer Guanosinderivate
im Rahmen der Methodenentwicklung bereits ausfiihrlich untersucht worden war,
wurde die Peakidentifizierung zundchst durch Koinjektion mit Referenzsubstanzen bei
verschiedenen pH-Werten vorgenommen. Dabei wurde die charakteristische Abhén-
gigkeit der Migrationszeit bzw. der Mobilitit vom Puffer-pH-Wert genutzt: Wéhrend
die (relative) Migrationszeit der Diadenosinpolyphosphate nahezu unabhédngig vom
pH-Wert des Puffers ist, werden die Guanosinderivate mit steigendem pH-Wert zu
deutlich lingeren Migrationszeiten verschoben (vgl. dazu Abb. 3.30 und Abb. 3.32).
Um die Peakidentitét zu gewdhrleisten, wurde die Probe nacheinander bei mindestens
fiinf verschiedenen pH-Werten im Bereich von 9,5-10,5 untersucht. Da der EOF in
diesem pH-Bereich nahezu konstant und vom pH-Wert unabhéngig ist, war der pH-
Wechsel ohne lingere Aquilibrierungssschritte zwischen den einzelnen Liufen mog-
lich. Besonderes Augenmerk bei der Auswertung wurde auf eine mogliche Ko-
migration von Analyten gelegt, die durch ,,zusdtzliche* oder ,,fehlende* Peaks bei
bestimmten pH-Werten entdeckt werden konnte.

Auf diese Weise gelang es, im Thrombozytenkonzentrat die Verbindungen Ap;A bis
ApsA sowie Gp,G und Ap;G zu identifizieren (s. Abb. 4.4). Weitere, nicht identifizier-
bare Peaks im Migrationszeitbereich der Dinukleosidpolyphosphate waren so gut wie
nicht feststellbar. Die Identitit der Peaks um 11 Minuten in Abb. 4.3 bzw. bei der rela-
tiven Migrationszeit 1,5 in Abb. 4.4 konnte nicht geklart werden. Aufgrund der selek-
tiven Probenaufarbeitung sollte es sich um Dinukleotide handeln, allerdings besitzen
sie eine deutlich geringere Migrationszeit und damit auch negative Ladung als selbst
der kleinste Vertreter der Diadenosinpolyphosphate, Ap,A. Moglicherweise handelt es
sich um NAD" oder #hnliche Verbindungen mit einer positiven Ladung im Bereich der
Nukleobase; dies wurde jedoch nicht weiter untersucht.
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Abb. 4.4 Elektropherogramme einer Probe aus einem Thrombozytenkonzentrat bei verschie-
denen pH-Werten
(Bedingungen siehe Abb. 4.3)
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Da die Identifizierung der Analyten iiber das Migrationsverhalten bei verschiedenen
pH-Werten zum einen relativ zeitaufwindig, zum anderen auch nicht absolut sicher ist,

wurde nach moglichen Alternativen gesucht.

Zunichst wurde versucht, ein Online-DAD-Spektrum jedes Peaks aufzunehmen. Aber
die Empfindlichkeit des Dioden-Array-Detektors war nicht hoch genug, um auswert-
bare Spektren bei der Untersuchung authentischer Thrombozytenproben zu erhalten.
Dariiber hinaus sind die UV-Spektren der Ap,A, Ap,G und Gp,G sowohl bei pH 9,8
als auch bei pH 10,35 nur geringfiigig verschieden: Wihrend die Diadenosin-
polyphosphate bei beiden pH-Werten ein Absorptionsmaximum bei 260 nm aufweisen,
ist das Maximum fiir die Adenosin-Guanosinpolyphosphate hypsochrom auf 256 nm
(pH 9,8 und 10,35) und fiir die Diguanosinpolyphosphate hypsochrom auf 254 nm (pH
9,8) bzw. 253 nm (pH 10,35) verschoben. Neben der nur geringen Diskriminierung
zwischen den Purin-Basen bietet das UV-Spektrum auch keine Moglichkeit, zwischen
den verschiedenen Homologen sowie zwischen den Mono- und Dinukleotiden mit
gleicher Nukleobase zu unterscheiden, da das Chromophor bei diesen Verbindungen
identisch ist. In Abb. 4.5 sind die Online-DAD-Spektren von hoher konzentrierten
Referenzsubstanzen am Beispiel von Ap,A, Ap,G und Gp,G exemplarisch dargestellt.

", pH 9,8 ~ pH 10,35

— Ap,A

~am—m e,

I ' ] T ] ' ] ' I ' I T ] T I T
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
Wellenldnge / nm Wellenldnge / nm

Abb. 4.5 Online-DAD-Spektren von Ap,A, Ap,G bzw. Gp,G bei pH 9,8 und 10,35
(Ammoniumcarbonat-Puffer 50 mmol/L, Kapillare 60/67 cm, Spannung +20 kV)
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In der HPLC-Analytik der Dinukleosidpolyphosphate ist es gingige Praxis, die einzel-
nen Peaks nach der UV-Detektion zu fraktionieren und die Identitéit jeder einzelnen

Fraktion iiber MALDI-TOF-Massenspektrometrie zu bestimmen.'>'*

In der Kapillar-
elektrophorese ist die injizierte Probenmenge jedoch nur ca. ein Tausendstel im Ver-
gleich zur HPLC, so dass fiir die massenspektrometrische Analyse die Fraktionierung
zahlreicher CE-Léufe notig wire. AuBBerdem ist es aufgrund der dichten Peakfolge sehr
schwierig, einen bestimmten Peak exakt zu fraktionieren, auch weil der Analyt nach
der Detektion im Detektionsfenster noch die Strecke bis zum Kapillarausgang zuriick-
legen muss. Die Zeit dafiir ist von seiner Eigenmobilitdt abhingig und kann so von
Lauf zu Lauf variieren. Auflerdem ist fiir die massenspektrometrische Analyse mittels
MALDI-Ionisierung eine salzfreie Probe erforderlich, so dass die fraktionierte mini-
male Probenmenge zusédtzlich noch mittels Reversed-Phase-Chromatographie gereinigt
werden miisste. Daher ist die Fraktionierung und offline-massenspektrometrische
Analyse in der CE zur Bestimmung der Identitét nicht sinnvoll.

Aus diesem Grunde wurde versucht, eine online-CE/MS-Kopplung durchzufiihren. Da
der Ammoniumcarbonat-Puffer im Vakuum fliichtig ist, ist das verwendete Trenn-
system MS-kompatibel und kann fiir eine CE/MS-Kopplung verwendet werden. Die
Empfindlichkeit der massenspektrometrischen Detektion reicht aber aufgrund der er-
forderlichen Zugabe von Sheath-Fliissigkeit zwischen CE-Gerit und Massenspektro-
meter nicht aus, um die Analyten in Realproben, also Plattchenproben, detektieren zu
konnen. Fiir Standardldsungen mit hoheren Konzentrationen der Analyten war die
CE/MS-Kopplung jedoch problemlos moglich (vgl. Kap. 5).

Um zumindest eine Identifizierung aller in der Probe enthaltenen Dinukleotide zu er-
moglichen, wurde ein Aliquot der nach vollstindiger Aufarbeitung erhaltenen Probe
ohne weitere Auftrennung mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie untersucht. Als
Probenmatrix diente eine 5%ige Losung von 3-Hydroxypicolinsdure in Aceto-
nitril/Wasser. Um eventuell vorhandene, die Messung stdrende Salze zu binden,
wurden einige Kornchen eines Kationenaustauschers hinzugegeben. Die Messung
wurde im Positiv-lonen-Modus durchgefiihrt — die Dinukleotide werden dabei trotz
ihrer aciden Phosphatgruppen als kationische Protonenaddukte detektiert. In Abb. 4.6
ist das MALDI-TOF-Massenspektrum einer Ap,A-Standardlosung sowie der
Thrombozytenprobe aus Abb. 4.4 abgebildet.
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Abb. 4.6 MALDI-TOF-Massenspektrum einer Ap,A-Standardlosung sowie der Thrombo-

zytenprobe aus Abb. 4.4

(Probenmatrix 5 % 3-Hydroxypicolinsdure in Acetonitril/Wasser 50+50)
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Wie Abb. 4.6 zeigt, konnen in der Standardlosung Ap,A bis ApsA gut detektiert
werden. Die Untersuchung der Thrombozytenprobe ergab ein dem Ergebnis der
Migrationszeitvergleiche in der CE entsprechendes Resultat; im Falle von Diadenosin-
hexaphosphat konnte aber nur ein Ion mit dem m/z-Verhiltnis von [ApsA+NH,]" iden-
tifiziert und damit ApsA nicht mit letzter Sicherheit nachgewiesen werden.

Bei der MALDI-Massenspektrometrie ist es nicht moglich, aus der Signalintensitét
Riickschliisse auf die Konzentration der Analyten zu ziehen. Wie bei anderen lonisie-
rungsarten auch, z. B. Elektrospray- oder Atmospheric-Pressure-lonisierung, ist die
Signalintensitdt zwar proportional zur Zahl der im Massenspektrometer registrierten
Ionen. Im Gegensatz zu den anderen lonisierungstechniken wird aber bei MALDI nicht
die ganze Probe ionisiert, sondern nur der winzige Bruchteil, der auf dem Probenteller
mit dem Laserstrahl angeregt wird. Die Probe ist zwar anfangs homogen in der Matrix
verteilt, aber durch die Kristallisationsvorgénge der Matrix wihrend des Eindampfens
der Probe kommt es zur Ausbildung von Inhomogenitéten, so dass die Konzentration
der Analyten in dem vom Laserstrahl angeregten Ausschnitt nicht zwangslaufig die tat-
sachlichen Konzentrationsverhéltnisse in der Probe wiederspiegelt. Da die Desorbier-
barkeit der Analyten neben ihrer Struktur auch noch stark von der Anordnung der um-
gebenden Matrixmolekiile abhdngt, ist die quantitative Auswertung eines MALDI-
Massenspektrums nicht ohne weiteres moglich.

Das Massenspektrum in Abb. 4.6 zeigt zwei mit einem Fragezeichen markierte Signale
bei m/z 864 bzw. 928. Die Identitét dieser Verbindungen konnte nicht geklirt werden.
Aufgrund ihrer Masse gehoren sie nicht zur Gruppe der Ap,A, Ap,G oder Gp,G. Auch
aus dem Fragmentierungsmuster in der ESI-MS/MS-Massenspektrometrie konnte
keine Klarheit iiber ihre Identitét gewonnen werden.

Allein aus dem Massenspektrum der vollstdndigen Pléttchenprobe kdnnen weder Iden-
titdt noch Reinheit der Signale in der Kapillarelektrophorese gekldrt werden. Zu-
sammen jedoch mit den Komigrationsexperimenten bei mindestens zwei pH-Werten
und der Kenntnis des charakteristischen Migrationsverhaltens der Ap,A, Ap,G bzw.
Gp,G sind aber sowohl Identitét als auch Reinheit der Peaks hinreichend abgesichert.

Vor der eigentlichen Untersuchung humaner Vollblutproben sollte noch ein weiteres
Thrombozytenkonzentrat aufgearbeitet werden. Bedingt durch eine zum Zeitpunkt
dieser Untersuchungen herrschende generelle Verknappung an Blutkonserven war es
aber nicht moglich, ein weiteres Thrombozytenkonzentrat zu erhalten. Daher wurden
fiir diesen Zweck zwei sogenannte Buffy-Coats gepoolt und die Dinukleotide wie in
Kap. 4.1.1 beschrieben isoliert.
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Abb. 4.7 Elektropherogramme einer Buffy-Coat-Probe bei verschiedenen pH-Werten
(Ammoniumcarbonat-Puffer 50 mmol/L, Kapillare 60/67 cm, Spannung +20 kV)
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Abb. 4.8 MALDI-TOF-Massenspektrum der Buffy-Coat-Probe aus Abb. 4.7

(Probenmatrix 5 % 3-Hydroxypicolinsdure in Wasser)

Durch die beschriebene Methode der Koinjektion und des Migrationszeitvergleichs
konnten in der Buffy-Coat-Probe die Verbindungen Ap,A bis ApsA sowie Ap,G bis
ApsG identifiziert werden (vgl. Abb. 4.7). Die Untersuchung der Probe mit MALDI-
TOF-Massenspektrometrie bestitigte das Vorliegen dieser Analyten, allerdings wurden
zusitzlich Signale fiir Gp;G, Gp4G und GpsG gefunden (Abb. 4.8). Vermutlich ist die
Konzentration dieser Verbindungen jedoch so gering, dass sie in der Kapillar-
elektrophorese nicht oder nur als sehr schwache Signale detektiert werden konnen — im
erwarteten Migrationszeitbereich der Diguanosinpolyphosphate konnten in den
Elektropherogrammen alle deutlichen Signale identifiziert werden. Referenzsubstanzen
fiir Koinjektionsversuche standen fiir diese drei Diguanosinpolyphosphate nicht zur

Verfligung.



BESTIMMUNG AUS HUMANEM VOLLBLUT 99

Interessanterweise wurden in dieser Probe aus Buffy-Coats weder mit der Kapillar-
elektrophorese noch mit der Massenspektrometrie Hinweise auf Gp,G gefunden, das in
der Probe aus dem Thrombozytenkonzentrat in nennenswerter Konzentration nachge-
wiesen werden konnte. Der Grund dafiir konnte mdglicherweise in der interindivi-
duellen Variation der Plittcheninhalte zu suchen sein, allerdings wurde auch in keiner
der spéter untersuchten Vollblutproben eine solch nennenswerte Menge von Gp,G ge-

funden.

4.3 Bestimmung aus humanem Vollblut

Die Bestimmung der Dinukleosidpolyphosphate in den Blutpldttchen verschiedener
Probanden sollte anhand von Vollblutproben durchgefiihrt werden, da diese einerseits
leicht verfiigbar waren und andererseits auch sofort nach der Entnahme aufgearbeitet
werden konnten. Zur Erzielung ausreichender Empfindlichkeit in der Kapillarelektro-
phorese wurde das abzunehmende Blutvolumen auf 20 mL festgesetzt. In dieser Blut-
menge sind etwa 3-8*10° Thrombozyten enthalten. Eine Standardisierung der Throm-
bozytenzahl fand iiber das abgenommene Blutvolumen statt. Von JANKOWSKI und
Mitarbeitern war gezeigt worden, dass der Bezug der gefundenen Dinukleotidmenge

auf das Blutvolumen der Probe die am besten reproduzierbaren Ergebnisse liefert.'

4.3.1 Interner Standard

Fiir eine validierte Bestimmung der Dinukleosidpolyphosphate in Humanthrombozyten
ist die Verwendung eines internen Standards (IS) aufgrund der aufwindigen Proben-
vorbereitung und der im Vergleich zur HPLC weniger prédzisen Probeninjektion der
Kapillarelektrophorese zwingend erforderlich.

In den bisher veroffentlichten Arbeiten zur Bestimmung der Diadenosinpolyphosphate
mittels HPLC wurde als interner Standard Di(1,N%-etheno)-ApsA (auch als e-ApgA
bezeichnet) verwendet. Bei diesem semisynthetischen Derivat sind der Stickstoff in
Position 1 und die exozyklische Aminogruppe an Position 6 des Purinringes in beiden
Nukleobasen durch eine Etheno-Briicke zu einem Imidazolring verbunden. Dieses Di-
nukleotid kommt in humanen Thrombozyten nicht vor, besitzt aber trotzdem grofe
strukturelle Ahnlichkeit mit den Dinukleosidpolyphosphaten. Als interner Standard fiir
die Kapillarelektrophorese war e-ApgA jedoch nicht geeignet, da er nur unvollstindig

von ApsA abgetrennt wurde.
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An einen internen Standard fiir die CE mussten folgende Anforderungen gestellt

werden:

e kein natlirliches Vorkommen oder kein Nachweis in Thrombozyten

e strukturelle Ahnlichkeit mit den Dinukleosidpolyphosphaten

e mindestens zwei cis-Diol-Gruppen, um bei der Boronat-Affinititschromato-
graphie gebunden zu werden

e gute Abtrennung von den Analyten

e Stabilitidt wihrend der Probenaufarbeitung

e moglichst kommerzielle Verfiigbarkeit in bekannter Reinheit und wégbaren

Mengen

Vor allem die erforderliche Bindung bei der Boronat-Affinitdtschromatographie erwies
sich dabei als stark einschrinkendes Kriterium.

Die Moglichkeit, Ap;A oder ApgA als internen Standard einzusetzen — wie das bei
neueren HPLC-Untersuchungen getan wird®® — erwies sich wegen mangelnder Selek-
tivitdt zwischen ApgA und Ap-A in der Kapillarelektrophorese und der augenblick-
lichen schwierigen Verfiigbarkeit von ApgA als nicht praktikabel.

Daraufthin wurden die beiden Dinukleotide NAD" und NADH auf ihre Eignung als
interner Standard untersucht. Vor allem NAD" schien alle oben gestellten Anforde-
rungen zu erfiillen. Aber diese Substanz erwies sich gegeniiber der Perchlorsdure-
fallung als nicht stabil. In den nach der Probenaufarbeitung erhaltenen Elektrophero-
grammen konnte NAD" teilweise nur noch in geringen Mengen (< 10 % des Aus-
gangswertes) nachgewiesen werden. Eine Zugabe der Substanz nach der Perchlor-
sdurefillung unmittelbar vor der Affinitdtschromatographie konnte zwar das Stabili-
tatsproblem 16sen, aber die Reproduzierbarkeit in Wiederfindungsexperimenten mit
wassrigen Standardldsungen war unbefriedigend (vgl. Tab. 4.1). Moglicherweise hiangt
dies mit der positiven Ladung der Substanz im Pyridinring zusammen, die eine starke
Retention auf dem Kationenaustauscher, aber nur eine schwache Retention bei der
lonenpaar-Reversed-Phase-Chromatographie und damit schwankende Ergebnisse
bedingt. Die reduzierte Form NADH war aufgrund der fehlenden positiven Ladung fiir
die chromatographischen Schritte deutlich besser geeignet, konnte aber wegen ihrer
hohen Oxidationsempfindlichkeit auch bei Zugabe nach der Perchlorsdurefiallung nicht
als Standard verwendet werden. So trat zum Beispiel schon deutlicher Abbau in einer
wassrigen Probenlosung auf dem Probenteller des Kapillarelektrophoresesystems
durch Einwirkung von Luftsauerstoff ein.
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NAD* (IS) Ap,A  ApsA  Ap/A  ApsA  ApeA

Wiederfindung 54 83 76 72 70 64
absolut (in %) +47 +5,9 +5,3 +5,3 +6,0 +5,8

Wiederfindung rela- 154 143 135 131 120
tiv zu NAD" (in %) + 3,1 +13,4 +13,5 +15,0 +16,6

Tab. 4.1 Wiederfindung von NAD" und Ap,A bis ApsA aus wissriger Losung nach voll-
standiger Probenaufarbeitung (Mittelwert £ SDV, n = 3)
(Zugabe von NAD" unmittelbar vor Boronat-Affinititschromatographie)

Da kein weiterer potentiell geeigneter Standard kommerziell erhéltlich war, wurde das
Ap,A-Analogon des HPLC-Standards Di(1,N°etheno)-ApsA semisynthetisch herge-
stellt. Die Synthese von Di(1,N°-etheno)-Ap,A (e-Ap,A) gelang unter Abwandlung der
Vorschrift von IWATA'® durch Eintopf-Reaktion von Ap,A mit Chloracetaldehyd (vgl.
Abb. 4.9).

Im Gegensatz zur urspriinglichen Vorschrift wurde dabei das Stoffmengen-Verhiltnis
von Chloracetaldehyd zu Dinukleotid von 10.000:1 auf etwa 2.000:1 verringert und die
Reaktionstemperatur von 80 °C auf 50 °C gesenkt, um die Bildung von Nebenpro-
dukten mdglichst zu unterdriicken. Da auflerdem auf die Zugabe eines Puffers ver-
zichtet und der pH-Wert der Chloracetaldehyd-Losung nur durch Titration mit
Natronlauge eingestellt wurde, konnte der Verlauf der Reaktion mit der Kapillar-
elektrophorese durch direkte Injektion des Reaktionsgemisches verfolgt werden (s.
Abb. 4.10). Uber nicht niher identifizierte Intermediate bildete sich zunidchst das
Mono-Ethenoderivat, das sich dann mit iiberschiissigem Chloracetaldehyd zum Di-
Ethenoderivat umsetzte. Nach ca. 16 Stunden war die Reaktion abgeschlossen; das
Monoethenoderivat war dann nur noch in geringer Menge vorhanden (Abb. 4.10).
Weitere Neben- und Abbauprodukte wurden nicht in nennenswerter Menge festge-
stellt. Durch den Ringschluss zum Imidazol nahm der Absorptionskoeffizient bei 254
nm stark ab, so dass der Peak des Reaktionsproduktes €-Ap,A auch nach nahezu voll-

standiger Umsetzung deutlich kleiner als der des Ausgangsproduktes Ap,A war.

Nach Abschluss der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch wie in Kap. 4.1.4 beschrie-
ben liber lonenpaar-Reversed-Phase-Chromatographie aufgereinigt. Im Anschluss
wurde die Identitét des Reaktionsproduktes mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie
iiberpriift. Dabei war nur das Signal von g-Ap,A bei m/z 725,1 detektierbar; Neben-
oder Abbauprodukte konnten nicht festgestellt werden.
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Abb. 4.9 Semisynthetische Darstellung von g-Ap,A aus Ap,A

Wiederfindungsexperimente wéssriger Standardldsungen nach vollstindiger Proben-
aufarbeitung mit e-Ap,A als internem Standard lieferten ausgezeichnete Ergebnisse
(s. Tab. 4.2). Vor allem die Prizision war gegeniiber den gleichen Experimenten mit
NAD" als internem Standard etwa um den Faktor 10 verbessert, so dass e-Ap,A als
geeigneter interner Standard angesehen wurde. Allerdings fanden sich in den Elektro-
pherogrammen Hinweise auf Zersetzungsprodukte von Dietheno-Ap,A (ca. 10-15
Flachen-%). Dies ist insofern verwunderlich, als fiir die Diadenosinpolyphosphate
keine solchen Abbauprodukte beobachtet wurden, die modifizierte Nukleobase der
Ethenoverbindung chemisch stabil sein sollte und die Analogsubstanz e-ApsA bereits
mehrfach in HPLC-Untersuchungen verwendet worden war. Von den Autoren dieser
Untersuchungen waren keine Zersetzungsprodukte des internen Standards berichtet
worden. Moglicherweise ist e-ApgA gegeniiber der Perchlorsdurefdllung stabiler als
e-Ap,A, wahrscheinlicher ist aber, dass ein mogliches Abbauprodukt des internen
Standards in der HPLC nicht abgetrennt und daher auch nicht bemerkt wurde. e-ApsA
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stand nicht in ausreichender Menge zur Verfligung, um dies verifizieren zu kdnnen.
Um bei der anschlieBenden Untersuchung der Blutproben kein Risiko wegen einer
moglichen Instabilitit einzugehen, wurde der interne Standard e-Ap,A im folgenden

erst unmittelbar vor der Boronat-A ffinitdtschromatographie zugesetzt.

Start A 1h A
D
M
5h 16 h D
D
M
[ A y
LV/VM‘VM KW

Abb. 4.10 Verlauf der Reaktion von Ap,A mit Chloracetaldehyd
A = Ausgangsprodukt, M = Monoetheno-Ap,A, D = Dietheno-Ap,A
(CE-Bedingungen: Ammoniumcarbonat-Puffer 50 mmol/L pH 9,9, Kapillare
60/67 cm, Spannung +20 kV, direkte Injektion des Reaktionsgemisches)

g-Ap2A Ap2A ApsA ApiA ApsA ApcA

Wiederfindung 81 85 84 83 81 75
absolut (in %) +2,6 +2,8 +2,8 +2,3 +2,3 +2,5

Wiederfindung rela- 105 104 102 100 93
tiv zum IS (in %) +1,6 +1,8 +1,4 +0,5 +1,1

Tab. 4.2 Wiederfindung von e-Ap,A und Ap,A bis ApecA aus wissriger Losung nach voll-
standiger Probenaufarbeitung (Mittelwert £ SDV, n = 3)
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4.3.2 Validierung

Die Validierung der Bestimmung von Dinukleosidpolyphosphaten aus Human-
thrombozyten sollte so weit wie mdglich in Anlehnung an die von der FDA®** bzw.
ICH® veréffentlichten Richtlinien erfolgen. Abweichungen von diesen Richtlinien
waren jedoch unvermeidbar, da beispielsweise keine Leermatrix zur Verfiigung stand
oder aufgrund der aufwéndigen Probenaufarbeitung die Bestimmung von Prézision
und Richtigkeit nicht im normalerweise liblichen Umfang mdglich war. Abweichungen
von den Richtlinien werden dabei in den jeweiligen Unterkapiteln diskutiert.

Als Validierungsparameter wurden Selektivitdt, Arbeitsbereich mit Nachweis-,
Bestimmungsgrenze und Linearitét, Prazision, Wiederfindung sowie Robustheit fest-
gelegt.

4.3.2.1 Selektivitit

Die Selektivitdt der verwendeten Methode beruht zum einen auf der selektiven Auf-
konzentrierung der Dinukleotide in der Boronat-Affinitdtschromatographie und zum
anderen auf ihrer kapillarelektrophoretischen Trennung. Beide Schritte wurden daher

getrennt untersucht.

Die Selektivitit der Affinitits-Chromatographie wurde anhand der beiden ,,Modell-
substanzen* Diadenosindiphosphat und Adenosintriphosphat tiberpriift. Wie Abb. 4.11
zeigt, wird ein Gemisch aus Ap,A und ATP unter den in Kap. 4.1.3 beschriebenen
Bedingungen vollstindig und hochselektiv getrennt. Werden Gemische der Mono-
nukleotide AMP / ADP /ATP bzw. das Dinukleotid getrennt injiziert, ergeben sich aus
den resultierenden Chromatogrammen keine Hinweise auf eine Verschleppung von
Mononukleotiden in den Elutionsbereich der Dinukleotide bzw. auf ein Durchbrechen
von Dinukleotiden zusammen mit den Mononukleotiden. Eine Auftrennung der ver-
schiedenen Mononukleotide findet wie erwartet nicht statt. Die Selektivitdt der Affi-
nitdtschromatographie kann daher nach diesen Ergebnissen als gegeben angesehen

werden.

Das Migrationsverhalten der verschiedenen Mono- und Dinukleotide im Ammonium-
carbonatpuffer wurde bereits in Kap. 3.3.2 ausfiihrlich untersucht. Wie dort diskutiert,
muss der fiir die Bestimmung der Analyten verwendete pH-Wert in Abhéngigkeit der
in der Probe tatsdchlich detektierbaren Analyten festgelegt werden. Zu diesem Zweck
wurden mehrere Blutproben von verschiedenen Probanden aufgearbeitet und in Bezug
auf die in der Kapillarelektrophorese sichtbaren Analyten verglichen. Die erhaltenen



BESTIMMUNG AUS HUMANEM VOLLBLUT 105

Elektropherogramme zeigten keine signifikanten Unterschiede, so dass die
massenspektrometrische Untersuchung und die Festlegung der zur Messung verwen-
deten pH-Werte nur an einer Probe durchgefiihrt wurde.

Mononukleotide
Dinukleotide
Beginn der Elution
A
B ]
C
) I ) I ) I ) I ) I ) I )
0 5 10 15 20

Retentionszeit / min

Abb. 4.11 Uberpriifung der Selektivitit der Boronat-Affinititschromatographie
(Abszisse: Zeit nach Beginn der Elution mit 1 mM-HCI)
A: Gemisch aus 18 ug AMP /44 ug ADP / 45ug ATP
B: Gemisch aus 90 pg ATP / 20 ug Ap,A
C: 20 ug Ap2A

Durch eine MALDI-TOF-massenspektrometrische Analyse konnten in der Blutprobe
Ap,A bis ApgA sowie Ap,G bis ApsG nachgewiesen werden (s. Abb. 4.12). In der
Kapillarelektrophorese wurden durch Komigrationsexperimente und Migrationszeit-
vergleich ebenfalls Ap,A bis ApsA sowie Ap;G und Ap,G identifiziert. Ap,G und
ApsG waren aufgrund zu geringer Konzentration in der Probe nicht nachweisbar.
Andere, nicht identifizierbare Signale in nennenswerter Hohe wurden nicht festgestellt.
Daher wurden als Zielanalyten fiir die kapillarelektrophoretische Bestimmung Ap,A
bis ApsA sowie Ap;G und Ap4G festgelegt.
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Abb. 4.12 MALDI-TOF-Massenspektrum eines aus 20 mL Vollblut gewonnenen Thrombo-

zytenextraktes
(Probenmatrix 5 % 3-Hydroxypicolinsdure in Wasser)

Zur Erzielung maximaler Selektivitit fiir diese Verbindungen wurde der Thrombo-
zytenextrakt bei verschiedenen pH-Werten im Bereich von 9,5-10,5 untersucht. Als
am besten geeignet erwies sich dabei die kombinierte Bestimmung der Probe bei
pH 9,80 und pH 10,35. Bei pH 9,80 konnten Ap;A, ApsA, ApsA sowie Ap;G selektiv
bestimmt werden. Aufgrund Uberlagerung durch andere Matrixbestandteile konnte
Ap>A bei diesem pH-Wert nicht erfasst werden, dariiber hinaus kam es zur teilweisen
Komigration von Ap,G mit ADP sowie von ApsA mit evtl. vorhandenem ApsG. Die
fehlenden Verbindungen Ap,A, ApsA sowie Ap4G konnten anschlieend bei pH 10,35
bestimmt werden; eine teilweise Komigration von Ap;G mit ADP bei diesem pH-Wert
storte nicht, da Ap;G bereits bei pH 9,80 bestimmt worden war. Eventuell vorhandenes
ApsG wire bei pH 10,35 ebenfalls detektierbar. Die entsprechenden Elektro-

pherogramme sind in Abb. 4.13 gezeigt.
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Abb. 4.13 Elektropherogramme des Thrombozytenextraktes aus Abb. 4.12
(Ammoniumcarbonat-Puffer 50 mmol/L, Kapillare 60/67 cm, Spannung +20 kV)

Durch die Messung bei diesen zwei verschiedenen pH-Werten waren alle Zielanalyten
selektiv bestimmbar. Natiirlich war es aufgrund der komplexen Zusammensetzung der
Pléattchenproben nicht auszuschlieBen, dass in der einen oder anderen Probe neue,
bisher nicht beobachtete Interferenzen auftreten konnten. Dieses Problem wire nur
durch die Mdglichkeit einer online-massenspektrometrischen Detektion zu umgehen,
die jedoch zum Zeitpunkt dieser Untersuchungen technisch nicht moglich war. In den
bisher verdffentlichten Bestimmungen der Diadenosinpolyphosphate in Human-
thrombozyten mittels HPLC war die Selektivitit der Methode ebenfalls nur exem-

: : 12,14
plarisch an einer Probe untersucht worden. ~

Allerdings wurde bei keiner der in
dieser Arbeit untersuchten Plédttchenproben weder bei pH 9,80 noch bei pH 10,35 ein

signifikantes unbekanntes Signal im Migrationszeitbereich der Analyten gefunden.
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Vor Verwendung wurde der interne Standard e-Ap,A ebenfalls auf eventuell stérende
Abbau- oder Nebenprodukte liberpriift. Solche konnten nicht festgestellt werden (vgl.
Abb. 4.14). Der einzige detektierbare Nebenpeak bei 12,5 Minuten ist gut abgetrennt
und interferiert nicht mit den Dinukleosidpolyphosphaten.
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Abb. 4.14 Elektropherogramm des internen Standards e-Ap,A. Das ebenfalls sichtbare NAD"
diente als Standard zur Quantifizierung der Diethenoverbindung.

4.3.2.2 Arbeitsbereich, Linearitit, Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Der angestrebte Arbeitsbereich orientierte sich an den bisher mittels HPLC verdffent-

lichten Daten'*!

und reichte von der Bestimmungsgrenze bis etwa 8 nmol Dinukleotid
pro Vollblutprobe.

Da fiir solche Bestimmungen eine dinukleotidfreie Leermatrix nicht zur Verfiigung
stand, erfolgte die Uberpriifung der Linearitit durch Aufstockung authentischer Plitt-
chenproben mit verschiedenen Mengen an Diadenosinpolyphosphaten. Um fiir alle
Kalibrationsproben eine einheitliche Menge bereits vorhandener Dinukleotide zu
gewidhrleisten, wurde eine groBere Menge Vollblut gepoolt und nach der Isolierung der
Thrombozyten fiir jede Kalibrationsprobe ein der Thrombozytenmenge von 20 mL
Blut entsprechendes Aliquot entnommen. Insgesamt wurden drei verschiedene
Konzentrationsstufen im Verhéltnis 16:4:1 sowie die Leerprobe ohne Zusatz von Di-
nukleotiden bestimmt. Fiir jede Konzentrationsstufe wurden dabei drei Aliquots
separat aufgearbeitet und vermessen. Die Zugabe der Spikeldsungen erfolgte unmittel-
bar nach dem Aliquotieren der Plédttchensuspension.
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Es standen keine Ap,A-Referenzsubstanzen in wagbarer Menge zur Verfiigung. Daher
wurden die zum Spiken verwendeten Losungen mit der in Kap. 3.3.3 beschriebenen
validierten Methode quantifiziert. In Tab. 4.3 sind die bei den einzelnen Konzen-
trationsstufen zugesetzten Dinukleotid-Mengen aufgefiihrt. Dabei und auch im
weiteren Verlauf der Validierung sind die zugesetzten Stoffmengen und nicht die
resultierenden Konzentrationen angegeben, um Verwirrungen beziiglich der Konzen-
tration im Blut, der Thrombozytensuspension oder der eigentlichen Probenlésung zu

vermeiden.

Zugespikte Dinukleotidmenge in nmol
Konzentrationsstufe

Ap2A ApsA ApsA ApsA ApsA

0 0 0 0 0 0

1 0,48 0,45 0,52 0,45 0,32
2 1,85 1,77 2,04 1,79 1,30
3 7,54 7,18 8,40 7,42 5,37

Tab. 4.3 Zugespikte Mengen an Ap,A bis ApsA in den Kalibrationsproben

Der interne Standard e-Ap,A wurde ebenfalls mit der Methode aus Kap. 3.3.3 gegen
NAD" als Referenzstandard eingestellt. Da kein Absorptionskoeffizient fiir das
Diethenoprodukt bekannt ist, wurde seine Konzentration als Ap,A berechnet.

Zu jeder Kalibrationsprobe wurden 4,54 nmol €-Ap,A (berechnet als Ap,A) nach der
Perchlorsdureféllung, unmittelbar vor der Boronat-Affinitatschromatographie, hinzu-
gefiigt.

Nach vollstindiger Probenaufarbeitung wurde jede Kalibrationsprobe bei pH 9,80
sowie pH 10,35 vermessen. Wie bereits im Abschnitt Selektivitdt diskutiert, wurden
bei pH 9,80 Ap;A bis ApsA und bei pH 10,35 Ap,A und ApgA bestimmt. Fiir jeden
Analyten berechnete man das Verhiltnis der korrigierten Peakflache zur korrigierten
Peakfldache des internen Standards. Die Mehrfachbestimmungen wurden im arithme-
tischen Mittelwert zusammengefasst und auf der Ordinate iiber der jeweiligen
Dinukleotid-Menge (in nmol) aufgetragen. Anschlielend wurde fiir jedes Dinukleotid
eine Kalibrationsgerade mittels ungewichteter linearer Regression berechnet. Die
resultierenden Werte sind in Tab. 4.4 zusammengefasst. Die Steigung der Regressions-
geraden diente zur Bestimmung der Dinukleotidmenge in den spiteren Blutproben; der
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Quotient aus y-Achsenabschnitt und Steigung lieferte die Dinukleotidmenge in der

Leerprobe (in nmol).

Wie Tab. 4.4 zeigt, besteht fiir alle untersuchten Diadenosinpolyphosphate im gewéhl-
ten Arbeitsbereich Linearitdt, so dass dieser als bestitigt angesehen werden kann. Die
entsprechenden Korrelationskoeffizienten liegen mindestens bei 0,9992. Mit Aus-
nahme der Leerwerte fiir Ap,A und ApgA liegen die berechneten Residuen allesamt
unter 9 % und typischerweise im Bereich von 0-5 %. Die Prézision, ausgedriickt als
relative Standardabweichung der y-Werte fiir jede Konzentrationsstufe, liegt typischer-
weise im Bereich von 5-10 %. Alle Werte liegen unter 15 % und entsprechen somit
den von der FDA gestellten Anforderungen an bioanalytische Methoden.*’

Wie bereits diskutiert, konnen Aps;A, ApsA und ApsA auch bei pH 10,35 selektiv be-
stimmt werden. Daher wurde fiir diese Substanzen die bei pH 9,80 in der Leerprobe
bestimmte Menge mit dem Ergebnis bei pH 10,35 verglichen. Die Abweichung
zwischen den beiden Werten lag fiir alle drei Analyten unter 5 %. Dieses Resultat ist
eine weitere Bestitigung fiir die Selektivitit der Methode.

Basierend auf einem Signal-Rausch-Verhdltnis von zehn wurde die Bestimmungs-
grenze (limit of quantification, LOQ) auf 200 pmol Dinukleotid pro Pléttchenprobe
festgesetzt. Bei 100%iger Wiederfindung entspricht dies einer Konzentration von 10
umol/L in der fiir die CE-Messung eingesetzten Probenlosung; bei einer typischen
Wiederfindung von etwa 40-50 % (s. Kap. 4.3.2.4) betrdgt die Dinukleotidkonzen-
tration in der CE-Probe am LOQ etwa 4-5 pmol/L und liegt damit im Bereich der bei
der Bestimmung aus wéssriger Losung erhaltenen Ergebnisse.

Die Nachweisgrenze (limit of detection, LOD) wurde basierend auf einem Signal-
Rausch-Verhiltnis von drei auf 30 % LOQ, also 60 pmol Dinukleotid pro Plittchen-
probe, festgelegt.
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Ap2A Ap;A Ap,A ApsA ApcA
pH 10,35 pH980 pH980 pH980 pH10,35
Regressionsgerade
Steigung 1,399*10"  1,330*107 1,204*10" 1,016*10" 6,995*107
y-Achsenabschnitt  2,466*102 2,647*10" 2,457*10" 7,880*102 2,170*107
Korrelations- 0,09956  0,99934  0,99984  0,99980  0,99922
koeffizient r
GehaltLeerprobe o476 0199 0204 0776 0310
[nmol]
Residuen (Abweichungen vom berechneten Wert in %)
Stufe 0 36,7 6,6 3,8 -5,7 -37,1
Stufe 1 8,2 -0,6 -0,3 -0,3 4.4
Stufe 2 7,5 -4,2 2,2 4,1 7,3
Stufe 3 0,4 0,4 0,2 -0,3 -0,5
Prazision (relative Standardabweichung in %)
Stufe 0 0,1 6,8 6,7 6,7 7,3
Stufe 1 7.6 10,0 8,0 7.8 8,7
Stufe 2 6,6 3,9 3,6 5,1 14,6
Stufe 3 3,2 1,9 2,3 3,8 14,5

Tab. 4.4 Ergebnisse der Kalibration fiir Ap,A bis ApcA

4.3.2.3 Prizision

Aufgrund der zeitaufwéandigen Probenvorbereitung und der begrenzten Verfligbarkeit

konnte die Bestimmung der Prizision nicht wie in den entsprechenden Richtlinien vor-

geschlagen durchgefiihrt werden (z. B. 4 Konzentrationsstufen zu je 6 Proben an 3

aufeinander folgenden Tagen). Daher wurde auch auf die Unterscheidung zwischen

intraday- und interday-Prizision verzichtet.

Die Prazision der verwendeten Methode wurde zum einen untersucht durch die Drei-
fachbestimmung jeder Kalibrationsstufe (s. Kap. 4.3.2.2, Tab. 4.4). Die dort erhaltenen
Werte lagen — wie bereits diskutiert — alle im Bereich der von der FDA fiir bioana-
lytische Methoden geforderten Grenze von 15 %.
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Weiter wurde die Prizision untersucht durch die getrennte Aufarbeitung und Vermes-
sung von fiinf Aliquots einer aus gepooltem Vollblut erhaltenen Plédttchenprobe. Die
erhaltenen Werte liegen ebenfalls unter der Grenze von 15 % (s. Tab. 4.5).

Ap:A Aps;A Ap,A ApsA ApcA

relSDV (n = 5) 6,9 % 6.8 % 8,3 % 10,5% 12,0%

Tab. 4.5 Prédzision der Bestimmung der Ap,A aus Thrombozyten

4.3.2.4 Wiederfindung

Die Wiederfindung der Analyten wurde durch Vergleich der korrigierten Peakflachen
vor und nach der Probenaufarbeitung ermittelt. Um mogliche Fehler durch die im Ver-
gleich zur HPLC geringere Injektionsprézision der CE auszuschlieBen, wurden die ent-
sprechenden Proben nach der Vakuumtrockung mit einer NAD -haltigen Losung auf-
genommen. Das enthaltene NAD" diente dann als zweiter interner Standard fiir die
Korrektur evtl. verschiedener Injektionsmengen. Die entsprechenden Werte sind in

Tab. 4.6 zusammengefasst.

g-Ap2A Ap2A ApsA ApsA ApsA ApcA

93+6,2% 69+178% 41+136% 42+£76% 42+27% 39+x11,1%

Tab. 4.6  Wiederfindung der Ap,A bei der Bestimmung aus Thrombozyten
(Mittelwert £ SDV, n=29)

Dabei zeigte der interne Standard mit 93 % die hochste Wiederfindung. Die Diadeno-
sinpolyphosphate zeigen eine durchschnittliche Wiederfindung von ca. 42 %, lediglich
der Wert fiir Ap,A ist mit 69 % deutlich hoher. Die gegeniiber der Aufarbeitung wiss-
riger Probenlosungen (vgl. Tab. 4.2) in etwa halbierte Wiederfindung aus den
Pléattchenproben ist vermutlich auf Matrixeffekte zuriickzufiihren. Moglicherweise
werden die Diadenosinpolyphosphate an Proteine oder Zellbestandteile adsorbiert und
bei der Perchlorsdurezugabe im Niederschlag mitgefillt. Dafiir spricht auch, dass der
interne Standard eine Wiederfindung im Bereich der Ergebnisse aus wéssriger Losung
aufweist; er wird erst nach der Perchlorsdurefillung und Abzentrifugation des Nieder-
schlages sowie des gefillten KCIO, der Probenlosung zugesetzt. In den bisher publi-
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zierten Arbeiten zur Bestimmung der Diadenosinpolyphosphate in Humanthrombo-
zyten wurden ebenfalls absolute Wiederfindungsraten fiir die Ap,A im Bereich von 36
bis 62 % beschrieben.'>'*

4.3.2.5 Robustheit

Die Robustheit der Methode wurde im Hinblick auf folgende Parameter untersucht:

1. Abbau der Dinukleosidpolyphosphate in der Pldttchensuspension
2. Stabilitdt der Migrationszeiten in CE
3. Einfluss des pH-Wertes auf die Selektivitit

Nach dem Auftauen des eingefrorenen Plittchenpellets und der Suspendierung in
Wasser besteht bis zum Perchlorsdurezusatz die Gefahr des enzymatischen oder
hydrolytischen Abbaus der Dinukleosidpolyphosphate. Um den Einfluss der Standzeit
nach der Suspendierung zu bestimmen, wurden zwei Aliquots der zur Kalibration ver-
wendeten Plattchenprobe erst nach einer Standzeit von 60 Minuten bei 0—1 °C weiter
aufgearbeitet. Der Dinukleotidgehalt lag dabei um 15-30 % niedriger als bei sofortiger
Perchlorsdurefdllung. Da auch bei der gleichzeitigen Aufarbeitung mehrerer Proben
maximal zwei Minuten zwischen Resuspendierung und Perchlorsdurefillung ver-
gingen, sollte in diesem Zeitraum kein nennenswerter Abbau der Dinukleotide aufge-
treten sein. Dartiber hinaus wurden alle Plattchenproben bis zur Perchlorsdurefillung
grundsitzlich im Eisbad gehandhabt.

In Abb. 4.15 sind die Migrationszeiten der Analyten in den zur Kalibration der Bestim-
mung durchgefiihrten Laufen graphisch dargestellt. Obwohl bei den Verbindungen mit
langer Migrationszeit leichte Schwankungen erkennbar sind, kdnnen die Migrations-
zeiten doch insgesamt als stabil angesehen werden. Insbesondere ist kein gerichteter
Trend zu lédngeren oder kiirzeren Migrationszeiten und damit kein systematischer

Fehler erkennbar.

Die sich aus Abb. 4.15 ergebenden Mittelwerte fiir die absoluten bzw. relativen Migra-
tionszeiten (bezogen auf den internen Standard) sowie fiir die effektiven Mobilitdten
sind in Tab. 4.7 zusammengestellt. Die Variabilitdt der absoluten Migrationszeiten
(ausgedriickt als relative Standardabweichung) liegt im Bereich von 0,7-1,4 %. Bei
Verwendung der relativen Migrationszeit oder der effektiven Mobilitdt kann die
Schwankung noch deutlich reduziert werden. Die relativen Standardabweichungen
liegen dann im Bereich von 0,2-0,7 %. Damit sollte eine sichere Peakidentifizierung
auch bei den komplexen biologischen Proben mdoglich sein.
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Abb. 4.15 Stabilitit der Migrationszeiten in den Liufen fiir die Kalibration

Migrationszeit (min) relative Migrationszeit  pes (cm2 kv~ s'1)
pH 9,80 Mittelwert  relSDV ~ Mittelwert  relSDV  Mittelwert  relSDV

e-Ap2A 12,53 0,69 % 1,00 0% 0,198 0,67 %
ApoA 12,75 0,68 % 1,02 0,21 % 0,198 0,67 %
ApsA 16,36 0,98 % 1,31 0,33 % 0,256 0,44 %
ApsG 17,05 0,92 % 1,36 0,33 % 0,265 0,44 %
Ap.A 18,24 1,09 % 1,46 0,44 % 0,277 0,40 %
ApsG 18,76 0,78 % 1,50 0,47 % 0,283 0,75 %
ApsA 19,13 1,12 % 1,53 0,47 % 0,286 0,40 %
ApeA 19,80 1,13 % 1,58 0,50 % 0,292 0,43 %
pH 10,35

&-Ap2A 12,75 0,96 % 1,00 0% 0,194 0,40 %
ApoA 12,97 1,08 % 1,02 0,21 % 0,194 0,40 %
ApsA 16,65 1,26 % 1,31 0,37 % 0,251  0,31%
ApsA 18,51 1,38 % 1,45 0,48 % 0,272 0,30 %
ApsG 18,97 1,19 % 1,49 0,27 % 0,276  0,31%
ApsA 19,39 1,48 % 1,52 0,58 % 0,280 0,32 %
ApeA 20,14 1,49 % 1,58 0,57 % 0,286 0,26 %
ApsG 20,65 1,28 % 1,62 0,35 % 0,290 0,30 %

Tab. 4.7 Stabilitit der absoluten bzw. relativen Migrationszeiten und der effektiven Mobili-

taten in den Laufen fiir die Kalibration
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Als kritischer Faktor bei der kapillarelektrophoretischen Trennung erwies sich der pH-
Wert des Trennpuffers. Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, musste die Abwei-
chung zwischen Puffern verschiedener Ansétze kleiner 0,05 pH-Einheiten sein. Da
eine solche Reproduzierbarkeit auch bei Einsatz guter pH-Meter und verldsslicher
Kalibrationslosungen nur schwer zu gewihrleisten ist, wurde der pH-Wert jeder
Puffercharge durch einen Systemeignungstest bei pH 9,80 und pH 10,35 iberpriift.
Zusammensetzung und Konzentration der Testlosung entsprachen dabei in etwa einer
authentischen Thrombozytenprobe aus Vollblut. Als Indikator fiir die korrekte Ein-
stellung des pH-Wertes diente bei pH 9,80 die Trennung von ADP, Ap,G und ApsA,
bei pH 10,35 die Trennung von ADP, Ap;G und ApsA. Entsprechende Elektrophero-
gramme sind in Abb. 4.16 gezeigt. Entsprach die Trennung nicht den Anforderungen,
wurde der Puffer-pH so lange verdndert, bis der Systemeignungstest erfiillt war.
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Abb. 4.16 Elektropherogramme bei erfiilltem Systemeignungstest
(Ammoniumcarbonat-Puffer 50 mmol/L, Kapillare 60/67 cm, Spannung +20 kV)
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Auf den Einsatz entsprechender Systemeignungstests fiir die Boronat-Affinitéts-
chromatographie und die lonenpaar-Reversed-Phase-Chromatographie wurde ver-
zichtet. Bei der Affinitdtschromatographie wurde die Retentionszeit der Analyten nach
Beginn der Elution mit 1 mmol/L-HCI als MaB fiir den Zustand des Systems heran-
gezogen und bei jeder Probe beobachtet. Eine zuverldssige Funktion der Ionenpaar-
Chromatographie wurde angenommen, wenn kein oder nur ein geringer UV-aktiver

Durchbruch nach der Totzeit des Systems detektiert wurde.

4.3.2.6 Zusammenfassung

Mit den in den vorangegangenen Unterkapiteln vorgestellten Ergebnissen beziiglich
Selektivitdt, Linearitdt, Prédzision, Wiederfindung und Robustheit wurde die ent-
wickelte Methode zur Bestimmung von Dinukleosidpolyphosphaten in Human-
thrombozyten als valide angesehen und fiir die Untersuchung von Probandenblut-
proben herangezogen.

Im Vergleich zu den bisher publizierten HPLC-Methoden erwies sich die kapillar-
elektrophoretische Bestimmung als zumindest gleichwertig. Im Gegensatz zur HPLC,
fiir die bisher nur simultane Bestimmungen von Ap;A bis ApsA ohne Beriicksich-
tigung eventuell vorhandener Mononukleotide beschrieben worden sind, konnen in der
Kapillarelektrophorese zusdtzlich auch Ap,A sowie Ap;G und Ap,;G hochselektiv
erfasst werden. Mononukleotide stellen bis etwa zu einem dquimolaren Verhiltnis, das
nach der Boronat-Affinitdtschromatographie leicht erreicht wird, kein Problem dar.
Beziiglich Linearitdt, Prizision und Wiederfindung sind die hier vorgestellte CE-
Methode und die publizierten HPLC-Methoden'>'" vergleichbar. Lediglich die
Konzentrationsempfindlichkeit der Kapillarelektrophorese ist aufgrund des kurzen
optischen Lichtweges etwa um den Faktor 50 geringer als in der Fliissigchromato-
graphie; dieser Nachteil kann jedoch durch das hier mogliche Arbeiten mit kleineren
Probenvolumina (20 pL) zumindest teilweise kompensiert werden.
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4.3.3 Untersuchung von Probandenblutproben

Nach Validierung der Methode wurden Thrombozyten von insgesamt 21 freiwilligen
Probanden untersucht. Eine Unterscheidung zwischen Normo- und Hypertonikern
erfolgte nicht. Jedem Probanden wurden 20 mL Vollblut enthommen und wie in den
vorangegangenen Kapiteln beschrieben aufgearbeitet und analysiert. Dabei konnten —
wie bereits in Kap. 4.3.2.1 diskutiert — bei pH 9,80 Aps;A, ApsA, ApsA sowie Ap;G
und bei pH 10,35 Ap,A, ApsA und Ap4G bestimmt werden. Die erhaltenen Ergebnisse
sind in Tab. 4.8 und Abb. 4.18 zusammengefasst. Dabei werden — wie auch bereits bei
der Validierung — die absoluten Mengen an Dinukleotiden in der aus 20 mL Vollblut
erhaltenen Probe angegeben. Die Quantifizierung von Ap;G und Ap,G erfolgte
mangels Referenzsubstanzen tiber die fiir Ap;A bzw. ApsA bestimmten Kalibrations-
geraden. Dieses Verfahren erscheint zuldssig, da sich die Wiederfindung zwischen den
Diadenosinpolyphosphaten und ihren Mono-Guanosin-Analoga nicht signifikant unter-
scheiden sollte und in der Literatur sehr dhnliche UV-Absorptionskoeffizienten fiir
ApsA und Ap;G bzw. Ap,A und Ap,G beschrieben sind."”

In Abb. 4.18 sowie Abb. 4.19 sind die Messwerte in Form eines sog. Box-Plots dar-
gestellt. Im Gegensatz zur bloBen Abbildung von Mittelwert und Standardabweichung
(bzw. Standardfehler des Mittelwertes) konnen dieser Darstellung weitere Erkenntnisse
iiber die Streuung der Messwerte entnommen werden. Um die Interpretation des Box-
Plots zu erleichtern, ist diese Art der Darstellung in Abb. 4.17 néher erlédutert.

Spanne der Perzentile 2,5 - 97,5 Beobachtungen innerhalb 1,5

| »>| Interquartilsabstanden (IQA)
|<—>|

| S |
-------------- + o

+— Mittelwert (MW) I:U
|e—> L \edian
Vertrauensbereich des MW —

untere / obere Quartile,
Interquartilsabstand (IQA)

+ Werte zwischen 1,5 und 3,0 IQA
o Werte jenseits 3,0 IQA

Abb. 4.17 Erlauterung des Box-Plots
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Abb. 4.18 Box-Plot der Untersuchung von Thrombozytenproben von 21 Probanden
(Ordinate: absoluter Gehalt einer Thrombozytenprobe aus 20 mL Blut)
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n  Mittelwert SDV SEM 95% Cl des MW Median

pmol pmol pmol pmol pmol
Ap,A 21 233 100,2 21,9 187 - 279 201
Ap;A 21 1574 672,0 146,7 1269 - 1880 1470
Ap:G 21 482 188,7 42,2 393 - 570 452
Ap,A 21 1922 682,0 148,8 1611 - 2232 1830
Ap,G 21 610 281,3 62,9 478 - 742 582
ApsA 21 937 328,6 71,7 787 - 1087 884
ApcA 21 459 194,2 42,4 370 - 547 416

Tab. 4.8  Dinukleotid-Gehalt der untersuchten Thrombozytenproben (angegeben ist der
absolute Gehalt der Proben bei Gewinnung der Thrombozyten aus 20 mL Vollblut)

Die breite Streuung der gemessenen Dinukleotidmengen bei 21 Probanden mag auf
den ersten Blick irritierend wirken. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die ange-
wandte Bestimmungsmethode recht reproduzierbare Ergebnisse liefert. Daher ist ein
Grofteil der Variation auf individuelle Konzentrationsunterschiede zwischen den ein-
zelnen Probanden zurlickzufiihren. Verglichen mit der Streuung z. B. der Plasma-
Katecholaminkonzentration erscheint die Variationsbreite fiir Dinukleosid-
polyphosphate nicht iiberméBig. Als biologische Faktoren, die den Dinukleosid-
polyphosphat-Gehalt beeinflussen, kommen z. B. hormonale Einfliisse oder unter-
schiedliche Clearance-Raten, basierend auf der unterschiedlichen Aktivitidt abbauender
Enzyme, in Betracht. Weiter konnten die Thrombozyten auch wihrend der Blutent-
nahme und Zentrifugation aktiviert worden sein und die Inhalte ihrer Plattchengranula
durch Exozytose in das umgebende Medium freigesetzt haben. Da der Dinukleotid-
gehalt auf das entnommene Blutvolumen bezogen wurde, kann ein Grofiteil der Ab-
weichung auch durch die natiirliche Streuung der Thrombozytenzahl in den Blutproben
(1,5-3,8*10°/uL) zuriickzufiihren sein. "

Fiir die Quantifizierung der Dinukleosidpolyphosphate in klinischen Studien empfiehlt
es sich, Parameter wie Serotoningehalt oder -Thromboglobulin direkt nach dem Auf-
tauen der Plattchen zu bestimmen. Vor allem das thrombozytenspezifische f-Thrombo-
globulin konnte als MaB fiir den Funktionszustand der Plittchen dienen: Bei der Sekre-
tion der Granula verdndern sich der Gehalt an Dinukleosidpolyphosphaten und [-
Thromboglobulin parallel. Daher konnen Verluste an Dinukleosidpolyphosphaten auf-
grund von Pléttchenaktivierung wihrend der Gewinnung und Isolierung der Thrombo-
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zyten aus der B-Thromboglobulin-Konzentration abgeschitzt werden. Bezieht man die
gefundene Dinukleotidmenge anschlieBend auf den B-Thromboglobulingehalt, sollte
die durch verschiedene Thrombozytenkonzentrationen und unterschiedliche Verluste
bei der Aufarbeitung hervorgerufene Variabilitit kompensiert werden. Eine Bestim-
mung des B-Thromboglobulins kann allerdings nur iiber einen Radioimmunoassay
(RIA) oder einen Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) erfolgen. Beide Ver-
fahren standen hier jedoch nicht zur Verfiigung und hétten den Rahmen dieser analy-
tischen Arbeit iiberschritten, so dass der Dinukleosidpolyphosphat-Gehalt wie bereits

diskutiert auf die Vollblutmenge bezogen wurde.

Tab. 4.9 zeigt einen Vergleich der im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse mit
publizierten Daten aus fliissigchromatographischen Untersuchungen. Vor allem die
Resultate von JANKOWSKI und Mitarbeitern korrelieren sehr gut mit den eigenen
Untersuchungen. Die etwas starkeren Abweichungen zur Arbeit von HOLLAH und Mit-
arbeitern liegt wahrscheinlich darin begriindet, dass von diesen Autoren die gefun-
denen Dinukleosidpolyphosphate auf den Gehalt an B-Thromboglobulin bezogen
wurden. Damit ist der Verlust wiahrend der Gewinnung und Isolierung der Thrombo-
zyten bereits eingerechnet und der resultierende Dinukleotid-Gehalt pro Plittchenprobe
entsprechend hoher. Bezieht man jedoch die Komplexitit der Matrix und der Proben-
aufarbeitung sowie die natiirliche Schwankungsbreite in den Vergleich mit ein, so
kann festgestellt werden, dass alle drei Methoden ein vergleichbares Ergebnis liefern
und somit als valide angesehen werden konnen. Ein Vergleich der Ergebnisse fiir
Ap,A, Ap;G und Ap,G kann nicht durchgefiihrt werden, da fiir diese Verbindungen
mit der Kapillarelektrophorese erstmals quantitative Werte gewonnen wurden.

eigenes Jankowski Hollah

Ergebnis et al."? etal."
pmol pmol pmol
ApsA 1570 3850 5550
ApsA 1920 4480 10900
ApsA 940 2000 3440
ApsA 460 640 560

Tab. 4.9 Dinukleotidgehalt in humanen Thrombozyten
(angegeben ist jeweils die Menge Dinukleotid in Thrombozyten aus 20 mL Blut)
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4.3.4 Vergleich von Normo- und Hypertonikerproben

Aufgrund des pharmakologischen Profils der Dinukleosidpolyphosphate wird eine
Beteiligung dieser Substanzen an pathophysiologischen Prozessen wie der essentiellen
Hypertonie diskutiert.'""> Auch wurden bereits von HOLLAH signifikant erhohte
Mengen von ApsA und ApgA in Thrombozyten von Hypertonikern im Vergleich zu
normotonen Probanden gefunden.'* Signifikante Verinderungen der anderen unter-

suchten Verbindungen, Ap;A und Ap,A, konnten nicht festgestellt werden.

Auf diesem Hintergrund sollte in dieser Arbeit zumindest ein kurzer Vergleich des
Dinukleosidpolyphosphat-Gehaltes in Thrombozyten von Normo- und Hypertonikern
durchgefiihrt werden. Dafiir standen Thrombozyten aus jeweils 100 mL Vollblut eines
Hypertonikers und eines normotensiven Probanden zur Verfligung. Nach Auftauen des
Plattchenpellets und Resuspendierung wurden die beiden Plittchenproben in jeweils 5
Aliquots, entsprechend Thrombozyten aus 20 mL Blut, aufgeteilt. Jedes dieser
Aliquots wurde separat aufgearbeitet und vermessen. Die Ergebnisse sind in Tab. 4.10
sowie in Abb. 4.19 dargestellt.

Ap2A ApsA Ap3G ApsA Ap,G ApsA ApsA

pmol pmol pmol pmol pmol pmol pmol
normo- 234 1857 479 1904 491 676 (178
tensiv +7,3 + 56,6 +13,2 +70,6 + 27,2 +31,9 +£15,0)
hyper- 219 1420 374 1576 390 626 234

tensiv +31,4 + 86,8 +£255 +£119,2 +£299 + 64,6 +23,3

F-test

v v v v v v v
(99 %)
t-test
(99 %) eq. n. eq. n. eq. eq. eq. eq. eq.

Tab. 4.10 Dinukleotid-Gehalt der Thrombozytenproben von Normo- und Hypertonikern
(angegeben ist der absolute Gehalt eines Thrombozytenaliquots entsprechend
20 mL Vollblut in der Form MW = SEM )
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Die erhaltenen Ergebnisse wurden durch einen F-Test auf Gleichheit der Varianzen
untersucht. Auf einem Signifikanzniveau von P = 99 % ergab sich fiir keine der
betrachteten Verbindungen ein signifikanter Unterschied zwischen Normo- und Hyper-
tonikerproben. Damit konnte die durch die Aufarbeitung verursachte Streuung der
beiden Serien als vergleichbar angesehen werden. Durch die Aliquotierung der aus
einer groBeren Blutmenge gewonnenen Thrombozyten sollte der Dinukleotidgehalt
jeder Probe annédhernd gleich gewesen sein.

Ein anschlieBender zweiseitiger #-Test, ebenfalls auf einem Signifikanzniveau von P =
99 %, ergab einen signifikant niedrigeren Gehalt an Ap;A und Ap;G in den Thrombo-
zytenproben des Hypertonikers. Fiir die anderen Dinukleotide konnte kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden.

Durch die hohe natiirliche Schwankungsbreite des Dinukleotidgehaltes und die kleine
Probandenzahl kann diesen Ergebnissen noch keine pharmakologische Relevanz bei-
gemessen werden. Moglicherweise geben sie jedoch einen Hinweis darauf, in groferen
Studien das Augenmerk nicht nur auf die am stérksten vasoaktiven Substanzen ApsA
und ApgA zu legen, sondern auch die anderen Dinukleosidpolyphosphate nicht aus den

Augen zu verlieren.
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Abb. 4.19 Box-Plot der Untersuchung von Normotonikern (N) bzw. Hypertonikern (H)
(Ordinate: absoluter Gehalt einer Thrombozytenprobe aus 20 mL Blut)
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S Anhang: Versuche zur CE/MS-Kopplung

5.1 Einfithrung

Die Identifizierung von Analyten aufgrund ihrer Molekiilmasse bietet vor allem bei der
Untersuchung von komplexen Matrices und/oder Substanzgemischen entscheidende
Vorteile gegeniiber Migrationszeitvergleich oder UV-Spektrum. Auch die Aufnahme
eines MALDI-TOF-Massenspektrums der Probenlosung — wie bei der Untersuchung
von Thrombozytenproben durchgefiihrt — kann zwar Auskunft iiber die in der Probe
vorhandenen Analyten geben, nicht aber zur Identifizierung eines bestimmten Peaks im
Elektropherogramm herangezogen werden. Dazu wire die — im Falle der CE so gut
wie nicht durchfiihrbare — Fraktionierung der Probe und massenspektrometrische
Untersuchung der einzelnen Fraktionen erforderlich. Daher sollte untersucht werden,
inwieweit eine online-Kopplung der Kapillarelektrophorese mit der Massenspektro-
metrie moglich und vorteilhaft ist. Wahrend die LC/MS-Kopplung als ausgereifte
Methode schon seit Jahren auch im Routinebetrieb eingesetzt wird, ist der Bereich der
CE/MS-Kopplung noch in der Entwicklung.

Wie bei der LC/MS-Kopplung wird auch bei der Kopplung der Kapillarelektrophorese
mit der Massenspektrometrie iiberwiegend die Elektrospray-lonisierung (ESI) einge-
setzt. Dabei wird der Eluent bzw. Laufpuffer zur Ionisierung der Analyten durch eine
auf hohem Potenzial liegende Metallkapillare geleitet. Die Oberfldche der Fliissigkeit
wird dadurch aufgeladen, und es bildet sich ein feiner Nebel aus hochgeladenen Tropf-
chen. Diese Tropfchen werden im elektrischen Feld von der Gegenelektrode, die eine
kleine Offnung zum Massenspektrometer besitzt, angezogen. Wihrenddessen ver-
dampft das Losungsmittel aus den geladenen Tropfchen; ihr Durchmesser nimmt ab.
SchlieBlich iibersteigen die AbstoBungskrifte der Ionen die Oberfldchenspannung, die
Tropfchen werden instabil und zerreilen in zahlreiche kleinere Tropfchen. Dieser
Zyklus wiederholt sich mehrmals, bis aus den extrem kleinen Tropfchen einzelne
Ionen desorbiert werden.

Elektrospray ist ein sogenanntes ,,weiches* lonisierungsverfahren. Dabei entstehen fast
ausschlieBlich Quasi-Molekiilionen, also protonierte bzw. deprotonierte Molekiile.
Neben den Quasi-Molekiilionen treten kaum Fragmentierungsprodukte auf, so dass im
Gegensatz zu einem durch Elektronensto3- oder electron impact (El)-lIonisation erhal-
tenen Massenspektrum nur wenige Strukturinformationen iiber die Analyten gewonnen

werden konnen. Dieser Nachteil kann jedoch durch die Verwendung sog. lontrap-
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Massenspektrometer, die eine stufenweise Fragmentierung der Analyten in der Ionen-
falle ermoglichen, ausgeglichen werden. Die Verwendung eines lontrap-MS bietet
aullerdem den Vorteil einer erhdhten Empfindlichkeit, da die Analytionen iiber einen
bestimmten Zeitraum in der lonenfalle gesammelt werden konnen. Aufgrund der
geringen Injektionsvolumina ist dies insbesondere in der CE/MS-Kopplung von
Bedeutung. Dennoch ist das Signal-Rausch-Verhéltnis bei der CE/MS-Kopplung in der
Regel deutlich schlechter als bei der LC/MS-Kopplung.

Im Gegensatz zur LC/MS-Kopplung sind die Flussraten bei der CE/MS-Kopplung fiir
ein stabiles Elektrospray zu gering. Aulerdem muss ein elektrischer Kontakt zwischen
der CE-Kapillare und der Metallkapillare des ESI-Interface hergestellt werden, damit
die fiir Elektrophorese und Elektrospray bendtigten Spannungen aufgebaut werden
konnen. Bei der CE/MS-Kopplung wird das Outlet-Ende der CE-Kapillare tiber das
Massenspektrometer geerdet, das MS dient also gewissermallen als ,,Gegenelektrode®.
Bei den kommerziell erhdltlichen CE/MS-Interfaces werden diese Probleme durch den
Einsatz eines sog. sheath-flow interface gelost. Dabei wird die CE-Kapillare durch eine
Edelstahlkapillare in das ESI-Interface eingefiihrt. Zwischen diesen beiden Kapillaren
wird die sog. sheath-liquid mit einer Flussrate von wenigen pL/min zum Ende der CE-
Kapillare gepumpt. Hier vermischen sich der aus der CE-Kapillare austretende Trenn-
puffer und die zugefiihrte sheath-liquid und schlieBen den elektrischen Kontakt.
AuBerdem wird durch den sheath-flow die Vernebelung der nur geringen aus der
Kapillare austretenden Fliissigkeitsvolumina verbessert. Die Zugabe der sheath-
Fliissigkeit flihrt einerseits zu einem Verdiinnungseffekt, der eine Verschlechterung
der Nachweisempfindlichkeit zur Folge hat. Andererseits kann aber als sheath-liquid
eine Fliissigkeit gewdhlt werden, die im Gegensatz zum Trennpuffer optimale Elektro-
spray-Eigenschaften besitzt. CE- und ESI-Kapillare werden von einer weiteren Kapil-
lare umgeben, die Stickstoff als sheath-gas an das Kapillarende liefert. Durch diese
Vernebelung wird die Bildung des Elektrospray weiter unterstiitzt.

Zur Kopplung der Kapillarelektrophorese mit der Massenspektrometrie ist die Ver-
wendung leicht fliichtiger Puffer notwendig, da sich sonst die Puffersalze auf den
Oberflachen im Massenspektrometer ablagern. In der Folge kann es zu einer Verrin-
gerung der Nachweisempfindlichkeit oder gar einer Verstopfung der Transferkapillare

kommen.
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5.2 Ergebnisse

Das bereits zur Bestimmung der Dinukleosidpolyphosphate in wéssrigen Losungen
und Thrombozyten eingesetzte Trennsystem ist aufgrund der Fliichtigkeit des Ammo-
niumcarbonatpuffers ohne weitere Verdnderungen zur Kopplung mit einem Massen-
spektrometer geeignet. Da bekannt ist, dass der Zusatz eines organischen Modifiers
zum Laufpuffer das Elektrospray-Verhalten durch Verringerung der Oberflichen-
spannung verbessern kann,®” wurde versucht, dem Trennpuffer Methanol zuzusetzen.
Leider zeigte sich im angestrebten Konzentrationsbereich von 5-15 Vol.-% Methanol
eine deutliche Verschlechterung der Trennung vor allem im Bereich von Ap4A bis
ApeA, so dass auf den Zusatz eines organischen Losungsmittels verzichtet wurde.
Somit kam als Laufpuffer ein Ammoniumcarbonatpuffer pH 9,5 der Konzentration 50
mmol/L zum Einsatz; als sheath-liquid wurde eine Mischung aus Methanol, Wasser
und konz. Ammoniak im Verhiltnis 50+49+1 verwendet.

Aus apparativen Griinden musste die Gesamtldnge der Kapillare von bisher 67 cm auf
78 cm verldngert werden. Um Stérungen der empfindlichen Elektronik des Massen-
spektrometers zu vermeiden, darf der Stromfluss in der Kapillare auBBerdem 50 uA
nicht liberschreiten. Daher wurde die Trennspannung trotz der langeren Kapillare bei
20 kV belassen und die elektrische Feldstiarke und damit die Stromstérke reduziert. Die
massenspektrometrischen Untersuchungen wurden im Negativ-lonen-Modus durch-
gefiihrt.

Um das Ionisierungsverhalten der Diadenosinpolyphosphate zu untersuchen, wurden
zuerst die Verbindungen Ap,A bis ApgA einzeln in die Kapillarelektrophorese injiziert.
Aufgrund der geringeren Empfindlichkeit des Massenspektrometers wurden dazu
Probenlésungen mit einer Konzentration von ca. 2 mmol/LL verwendet. Die entspre-
chenden Massenspektren sind in Abb. 5.1 A und Abb. 5.1 B dargestellt. Mit Ausnahme
von Ap.A stellte bei allen Verbindungen das Teilchen [M-2H]* den Basispeak dar, fiir
ApsA bis ApgA konnte das Quasi-Molekiilion [M-H] sogar iiberhaupt nicht mehr
detektiert werden. Signale weiter noch deprotonierter Molekiile wie [M-3H]*" oder
auch Fragmentionen wurden nicht beobachtet. Das im Massenspektrum von ApgA
sichtbare starke zweite Signal bei m/z 624,7 konnte nicht ndher identifiziert werden.
Moglicherweise handelt es sich dabei um eine Adduktbildung, allerdings kann es sich

aufgrund der Massendifferenz nicht um ein Acetat- oder Carbonataddukt handeln.
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Abb. 5.1 A CE/ESI-MS-Spektren von Ap,A bis ApsA
(CE- und MS-Bedingungen sieche Kap. 5 des experimentellen Teils)
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Abb. 5.1 B CE/ESI-MS-Spektren von ApsA bis ApsA
(CE- und MS-Bedingungen siche Kap. 5 des experimentellen Teils)
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In einem zweiten Schritt wurde eine Mischung verschiedener Diadenosin-
polyphosphate untersucht. Die Konzentration jedes einzelnen Dinukleotids betrug
wieder etwa 2 mmol/L. (Ap;A ca. 400 pmol/L). Da fiir ApsA und ApgA keine aus-
reichend konzentrierten Stammldsungen zur Verfiigung standen, konnte nur ein
Gemisch aus Ap,A, Ap;A, ApsA, ApsA und Ap,A untersucht werden.

Abb. 5.2 zeigt das resultierende UV-Signal und den Totialionenstrom (fotal ion
current, TIC). Wahrend die Peakhohe im UV mit etwa 70 mAU der Substanzkonzen-
tration entsprechend grof3 ausfillt, betrdgt das Signal-Rausch-Verhéltnis im TIC nur
etwa 4-5. An den im TIC mit Ap,A bis ApsA bezeichneten Positionen konnten dabei
noch zur Substanzidentifizierung ausreichende Massenspektren erhalten werden; fiir
das geringer konzentrierte Ap;A war das jedoch nicht mehr moglich. Damit wird deut-
lich, dass aufgrund der geringen Nachweisempfindlichkeit eine CE/MS-Untersuchung
von aus Thrombozyten gewonnenen Proben mit einem Konzentrationsbereich von 5—
100 pumol/L nicht mdglich ist. Wie bereits in Kap. 3.5 diskutiert, gelang es auch nicht,
die in die Kapillare injizierte Substanzmenge durch Stacking-Techniken zu erhéhen,
ohne die kapillarelektrophoretische Trennung deutlich zu verschlechtern. Obwohl man
bei einer massenspektrometrischen Untersuchung im Gegensatz zur UV-Detektion
prinzipiell nicht auf eine vollstindige Trennung der Analyten angewiesen ist, so lange
die Massen der Teilchen verschieden sind, erscheint dies doch hier wenig sinnvoll, da
das Ziel der CE/MS-Kopplung die Identifizierung der Signale bei UV-Detektion sein
sollte und dazu eine durch Stacking-Techniken deutlich verschlechterte Trennung nur
wenig hilfreich ist.

Moglicherweise ergibt sich hier in naher Zukunft eine deutliche Verbesserung durch
die Entwicklung eines sog. sheathless interface. Dabei wird versucht, die Konstruktion
des ESI-Interface so abzuéndern, dass auch bei den geringen Flussraten der Kapillar-
elektrophorese zur Erzeugung eines stabilen Elektrospray keine sheath-liquid mehr
erforderlich ist. In der Literatur sind bereits die Moglichkeit eines solchen Interface

. . . . 68.6
sowie dessen erfolgreicher Einsatz beschrieben worden,®*

allerdings sind diese
Gerdate noch nicht kommerziell erhidltlich. Nach Verfiigbarkeit konnte sich aber
zusammen mit dem Einsatz hochempfindlicher Massenspektrometer die Nachweis-
grenze derart absenken lassen, dass eine direkte Untersuchung von niedrig konzen-
trierten Proben wie den im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Thrombozytenextrakten

mittels CE/MS moglich sein sollte.
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Abb. 5.2 UV-Signal und Totalionenstrom bei der CE/MS-Untersuchung einer Mischung

verschiedener Diadenosinpolyphosphate
Konzentration der Dinukleotide ca. 2 mmol/L (Ap;A ca. 400 umol/L)
(CE- und MS-Bedingungen sieche Kap. 5 des experimentellen Teils)
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6 Anhang: Versuche zur Fluoreszenzderivatisierung

6.1 Fluoreszierende Derivate

Eine Moglichkeit zur Verbesserung von Selektivitdt und Nachweisempfindlichkeit in
der HPLC oder in der Kapillarelektrophorese besteht im Einsatz der Fluoreszenz-
detektion. Bei dieser Technik wird nicht die von den Analyten absorbierte, sondern die
von den Molekiilen nach Anregung emittierte Lichtintensitit gemessen.

Obwohl die Bestimmung der Diadenosinpolyphosphate mittels Fluoreszenzdetektion
nicht primidres Ziel dieser Arbeit war, sollte dennoch zumindest exemplarisch unter-
sucht werden, ob eine solche Detektionsmethode Vorteile fiir die Bestimmung dieser
Substanzklasse bietet.

Diadenosinpolyphosphate zeigen im Anregungsbereich kommerzieller Fluoreszenz-
detektoren keine Eigenfluoreszenz. Nur unter Verwendung spezieller, hier nicht ver-
fiigbarer, im tiefen UV emittierender Argon-lonen- oder Krypton-Fluorid-Laser war
MILOFSKY und YEUNG die Bestimmung von Adeninnukleotiden durch Laser-indu-
zierte native Fluoreszenz-Detektion gelungen.”’ Die Verbindungen miissen daher in ein
geeignetes fluoreszierendes Derivat tiberfithrt werden. Dabei wird fiir adeninhaltige
Mono- und Dinukleotide in der Regel die Umsetzung mit Chloracetaldehyd zu den ent-
sprechenden Mono- bzw. Di(1,N®-etheno)-Derivaten herangezogen.'®’"’* Diese Reak-
tion entspricht der bereits in Kap. 4.3.1 beschriebenen Darstellung des internen
Standards e-Ap,A.

Fiir die in diesem Kapitel beschriebenen Versuche wurde als Modellsubstanz ebenfalls
e-Ap,A verwendet (Abb. 6.1).

[ I 7
S CT N
N o 9 P
N~ N I I NT>N

0-P-0-P-0 0
QHHO OH OH
o)
HO OH

Di(1,Né-etheno)-Ap,A (e-Ap,A)

Abb. 6.1 Struktur von e-Ap,A
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6.2 Laser-induzierte Fluoreszenzdetektion

Fiir die Laser-induzierte Fluoreszenzdetektion wurde ein HeCd-Laser mit einer Anre-
gungswellenldnge von A, = 325 nm eingesetzt. In Abb. 6.2 A ist das UV-Spektrum
von e-Ap,A in dem fiir die Kapillarelektrophorese eingesetzten Ammoniumcarbonat-
puffer pH 9,9 wiedergegeben. Das Absorptionsmaximum liegt bei etwa 265 nm; die
Absorption bei der Anregungswellenlédnge des Lasers von 325 nm ist dagegen deutlich
geringer. Dennoch ist es moglich, die Diethenoverbindung bei dieser Wellenldnge zur
Fluoreszenz anzuregen. Das Emissionsmaximum im Elektrophoresepuffer liegt bei
etwa 410 nm (s. Abb. 6.2 B).

Absorption
Fluoreszenzintensitat

T T T T T
240 280 320 360 400 350 400 450 500 550 600

Wellenldnge / nm Emissionswellenldnge / nm

Abb. 6.2 UV-und Fluoreszenzspektren von e-Ap,A im Ammoniumcarbonatpuffer pH 9,9
A: UV-Absorption; ¢ = 25 umol/L
B: Emissionsspektrum fiir Aex = 325 nm, ¢ = 2,5 umol/L

Es war nicht mdglich, durch die Laser-induzierte Fluoreszenzdetektion einen
Empfindlichkeitsvorteil in der Kapillarelektrophorese zu erzielen. In Abb. 6.3 ist das
Elektropherogramm einer e-Ap,A-Losung mit einer Konzentration von etwa
230 pmol/L gezeigt. Die Konzentration der Ethenoverbindung wurde dabei — wie
bereits in Kap. 4.3.1 beschrieben — als Ap,A berechnet. Da die UV-Absorption von
e-Ap,A deutlich geringer als bei der underivatisierten Verbindung ist, diirfte die tat-
sdchliche Konzentration noch deutlich hoher liegen. Der verwendete Emissionsfilter
besal} dabei eine maximale Durchlissigkeit bei A, = 405 nm mit einer Halbwertsbreite
von 10 nm, war also dem Emissionmaximum von g-Ap,A gut angepasst. Wéahrend die
Bestimmung einer so hochkonzentrierten Losung mittels UV-Detektion kein Problem

darstellt (Bestimmungsgrenze in wissriger Losung etwa 3 pmol/L), liegt das Signal-
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Rausch-Verhiltnis in der LIF-Detektion bereits schon bei etwa 20. Die Bestimmungs-

grenze kann damit auf etwa 100 umol/L abgeschétzt werden.

LIF (Ex. 325 nm, Em. 405 nm) e-Ap,A

c(e-Ap,A) = 230 umol/L
S/N = 20

Fluoreszenzintensitat

Migrationszeit / min

Abb. 6.3 Elektropherogramm einer e-Ap,A-Probe mit LIF-Detektion
(Ammoniumcarbonatpuffer 50 mmol/L pH 9,9, Kap. 60/67 cm, Spannung +20 kV)

Dieses Ergebnis verwundert, da von TSENG und Mitarbeitern bei der kapillarelektro-
phoretischen Bestimmung von fluoreszenzderivatisierten Adenin-Mononukleotiden bei
Anregung durch einen HeCd-Laser (A, = 325 nm) ein Empfindlichkeitsvorteil gegen-
iiber der UV-Detektion bei 254 nm gefunden wurde.”' Die Abweichung zu diesen
Ergebnissen kann sicher nur zum Teil iiber die bereits von ROTILAN> beschriebene,
gegeniiber den Mononukleotiden etwa um den Faktor 10 geringere Fluoreszenz der Di-
nukleotide und iiber spezifische Vorteile der von TSENG selbst entwickelten Detek-

tionseinheit erklart werden.

Mit den hier erhaltenen Ergebnissen stellt die LIF-Detektion mit Anregung durch einen
HeCd-Laser und den hier zur Verfiigung stehenden Detektoren keine Alternative zur
UV-Detektion dar.
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6.3 ARGOS 250B-Fluoreszenzdetektor

Prinzipiell handelt es sich beim ARGOS-Detektor um einen zum Einsatz in der
Kapillarelektrophorese speziell angepassten Fluoreszenzdetektor nach Art der ent-
sprechenden Detektoren flir die Fliissigchromatographie. Als Anregungs-Lichtquelle
wird eine Xenon-Lampe verwendet, aus deren kontinuierlichem Emissionsspektrum
die gewliinschte Anregungswellenldnge durch Einsatz eines Filters oder eines Mono-
chromators selektiert wird. Im Gegensatz zur Laser-induzierten Fluoreszenz kann
damit die Anregungswellenlédnge an das Absorptionsmaximum der Analyten angepasst
werden. Aus dem emittierten Licht wird dann mittels Filtern der gewlinschte Wellen-
langenbereich ausgewéhlt. Durch den Einbau der eigentlichen optischen Detektions-
einheit in eine normale CE-Kartusche ist es auBerdem moglich, Fluoreszenz- und UV-

Signal nebeneinander in einem Lauf aufzuzeichnen.

Zur Untersuchung des Argos-Detektors wurde wiederum e-Ap,A herangezogen. Als
Anregungswellenldnge wurde mit 265 nm das Absorptionsmaximum dieser Ver-
bindung verwendet; das Emissionslicht wurde durch einen cut-off-Filter mit der Aus-
schlussgrenze 320 nm geleitet. Leider konnte ein direkter Vergleich mit dem HeCd-
Laser nicht durchgefiihrt werden, da kein Emissionsfilter mit einer hoheren Aus-
schlussgrenze als 320 nm vorhanden war. Bei einer Anregungswellenlidnge iiber der
Ausschlussgrenze des Emissionsfilters war die Sensitivitit des Detektors durch Streu-
lichteinfliisse drastisch herabgesetzt.

Verglichen mit der gleichzeitig durchgefiihrten UV-Detektion ergab sich hier ein Vor-
teil der Fluoreszenzdetektion im Signal-Rausch-Verhiltnis von etwa sieben (s. Abb.
6.4). Beriicksichtigt man, dass die Ethenoverbindung eine etwa um den Faktor 3—4
geringere UV-Absorption als die underivatisierten Dinukleotide aufweist, so betragt
der Vorteil der Fluoreszenzdetektion nur noch etwa Faktor zwei, was den Aufwand
einer Derivatisierung nicht gerechtfertigt erscheinen lésst. Auch die durch Fluores-
zenzdetektion erreichbare Erhohung der Selektivitdt ldsst eine Vereinfachung der
Probenaufarbeitung nicht zu, da die Haupt,,verunreinigung® der Analyten in ebenfalls

zu fluoreszierenden Derivaten umgesetzten Adenosinmononukleotiden besteht.

AbschlieBend muss somit festgestellt werden, dass die Fluoreszenzderivatisierung und
-detektion mit den im Rahmen dieser Arbeit verfiigbaren Geréten keine Vorteile
gegeniiber den in Kapitel 3 und 4 vorgestellten, auf UV-Absorption beruhenden
Methoden bietet.
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UV (254 nm)
c(e-Ap,A) = 80 umol/L
S/N =28
Fluoreszenz (Ex. 265 nm, Em. > 320 nm) e-Ap,A
c(e-Ap,A) = 80 umol/L
SIN =175
ubk.
) l ) l ) l ) l )
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Abb. 6.4 UV-und Fluoreszenzsignal von e-Ap,A bei Verwendung des ARGOS-Detektors
(Ammoniumcarbonat-Puffer 50 mmol/L pH 9,9, Kap. 38 cm Gesamtlinge,
Spannung +10 kV)
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Dinukleosidpolyphosphate stellen eine vielfdltige Gruppe korpereigener Botenstoffe
dar. In den letzten Jahren hat das Interesse an dieser Substanzklasse aufgrund ihrer
zahlreichen pharmakologischen Effekte, insbesondere ihres Einflusses auf das Herz-
Kreislauf-System, stark zugenommen. So wird eine ursidchliche Beteiligung vor allem
der Diadenosinpolyphosphate an der Pathogenese der essentiellen Hypertonie disku-
tiert. In Abb. 7.1 ist die Struktur dieser Verbindungen dargestellt.

NH, NH,

N
N/ N\ Y fN
I\\)NIN> (F), <N| N/)
o
OHHO O

O
HO OH

Abb. 7.1  Struktur der Diadenosinpolyphosphate Ap,A (n = 2-7)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals die Trennung der Diadenosinpolyphosphate
und ihrer Guanosinderivate mittels Kapillarelektrophorese systematisch untersucht.
Weiter wurde eine kapillarelektrophoretische Bestimmung dieser Substanzen in
humanen Thrombozyten entwickelt, validiert und auf die Untersuchung von Thrombo-
zytenproben freiwilliger Probanden angewendet. Die so erzielten Ergebnisse wurden
mit den bisher verdffentlichten, durch chromatographische Methoden erhaltenen Daten

verglichen.

Durch die systematische Untersuchung des Migrationsverhaltens sind mehrere zur
Trennung der Dinukleosidpolyphosphate geeignete Methoden entwickelt worden.

Eine schnelle Trennung der Diadenosinpolyphosphate Ap,A bis ApsA sowie der
Adenosinphosphate gelang in einem schwach sauren Citratpuffer innerhalb von acht
Minuten. Dabei wurden Werte fiir den Trennleistungsparameter N von 250.000 und
hoher erzielt. Durch den Zusatz von Magnesium-lonen gelang eine Erweiterung der
Trennung auf die beiden hoheren Homologen Ap,;A und ApgA. Die zur Trennung aller
Verbindungen erforderliche Analysendauer konnte dabei auf sechs Minuten verringert
und die Kapillare auf eine effektive Lange von 20 cm verkiirzt werden. Ohne den Ein-

satz solcher komplexbildender Zusdtze war die Trennung von ApgA bis ApgA auf-
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grund ihres nur minimal verschiedenen Ladungs-Masse-Verhiltnisses nicht moglich.
Beide hier beschriebenen Trennungen sind in Abb. 7.2 dargestellt.

A 5 B 3
4 8 5
6 3 6 4
A 2
2 B
B
A
L) l L) l L) L) l L) l L)
3 5 7 9 3 4 5 6
Migrationszeit / min Migrationszeit / min

Abb. 7.2 A: Trennung von Ap,A bis ApcA und ADP / ATP im Citratpuffer pH 5,25
(Pufferkonzentration 50 mmol/L, Kapillare 30/37 cm, Spannung -20 kV)

B: Trennung von Ap,A bis ApgA und ADP / ATP durch Mg®*-Zusatz
(Citratpuffer 50 mmol/L pH 5,25, Kapillare 20/27 cm, Spannung -11,5 kV,
Mg**-Konzentration 10,5 mmol/L)

Substanzbezeichnung: 2—8 = Ap,A — ApsA, A = ATP, B = ADP

In beiden Abbildungen ist AMP aufgrund zu langer Migrationszeiten (11 bzw. 7

Minuten) nicht gezeigt.

Die Wahl des Pufferkations hat starken Einfluss auf die Trennung vor allem der Ver-
bindungen mit ldngerer Phosphatkette. Die beste Selektivitdt zeigten dabei Ammo-
nium-lonen. Dieser Einfluss kann mit unterschiedlichen taxigenen, d. h. die innere
Struktur des Losungsmittels beeinflussenden Eigenschaften der Kationen erklart
werden. Ein solcher Einfluss des Pufferkations wurde bisher bei der kapillarelektro-
phoretischen Untersuchung von Nukleotiden nur fiir die Selektivitit zwischen den ver-
schiedenen Nukleobasen, nicht aber fiir die Selektivitidt zwischen den Verbindungen
verschiedener Phosphatkettenlédnge beschrieben.

Zur Trennung eines komplexen, aus Adenosin- und Guanosin-Dinukleotiden beste-
henden Gemisches erwiesen sich schwach saure Citratpuffer aber wegen der zu
geringen Selektivitit zwischen den verschiedenen Nukleobasen als weniger geeignet.
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Eine Trennung der Dinukleosidpolyphosphate in Phosphat- oder Boratpuffern gelang,
war aber aufgrund deutlich geringerer Trennleistung fiir die hoheren Homologen und
der aus der Komplexbildung zwischen den Ribose-Partialstrukturen und der Borséure
resultierenden irreguldren Migrationsreihenfolge problematisch.

Die besten Ergebnisse wurden bei der Verwendung von alkalischen Carbonatpuffern
erhalten. Eine Trennung von Ap,A bis ApsA sowie der Adenosinphosphate gelang hier
innerhalb von ca. 25 Minuten (Abb. 7.3). Die beste Selektivitét fiir die langerkettigen
Verbindungen wurde wiederum bei der Verwendung von Ammoniumcarbonat erzielt.
Durch die Deprotonierung des Guaninringes bei pH-Werten oberhalb von 9-9,5
gelingt die Trennung von adenosin- und guanosinhaltigen Verbindungen im alka-
lischen pH-Bereich. Auch wenn nicht alle Diadenosin-, Adenosin-Guanosin- und
Diguanosinpolyphosphate in einem Lauf voneinander zu trennen sind, konnen selbst
komplexe Mischungen durch die Messung bei zwei verschiedenen pH-Werten
bestimmt werden. Eine solche Variation des pH-Wertes ist im alkalischen pH-Bereich
problemlos durchfiihrbar, da der EOF hier nur eine geringe pH-Abhéngigkeit aufweist
und aufwiindige Aquilibrierungsschritte nicht erforderlich sind.

Ap A

5

Ap A

4

AP, AMP  Ap.A ATP

ADP

MMJWLMJM N

10 15 20 25

Migrationszeit / min

Abb. 7.3 Trennung von Ap,A bis ApsA und AMP / ADP / ATP im Ammoniumcarbonat-
puffer bei pH 10,5
(Pufferkonzentration 50 mmol/L, Kapillare 60/67 cm, Spannung +18 kV)
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Im Ammoniumcarbonatpuffer wurde eine Methode zur Bestimmung der Dinukleosid-
polyphosphate in wissrigen Losungen validiert; als interner Standard wurde NAD"
verwendet. Die Bestimmungsgrenze lag bei 2,6 pumol/L. Eine solche validierte
Bestimmung ist fiir die Arbeit mit diesen Verbindungen auBlerordentlich wichtig, da
viele Substanzen nicht kommerziell erhiltlich sind.

Basierend auf der Trennung im Ammoniumcarbonatpuffer wurde eine validierte
Bestimmung der Diadenosinpolyphosphate und ihrer Guanosinderivate in Human-
thrombozyten entwickelt. Als interner Standard wurde das Diethenoderivat e-Ap,A
verwendet. Diese Verbindung ist partialsynthetisch aus Ap,A dargestellt worden. Die
Probenaufarbeitung folgte dem fiir chromatographische Untersuchungen beschrie-
benen Verfahren aus Proteinfiallung, selektiver Konzentration der Dinukleotide mittels
Boronat-Affinitdtschromatographie und anschlieBender Entsalzung. Eine urspriinglich
angestrebte Vereinfachung der Probenaufarbeitung war nicht moglich. Es gelang zwar,
in der Kapillarelektrophorese Mono- und Dinukleotide abzutrennen, allerdings war
eine Bestimmung der Dinukleotide neben dem in den Thrombozyten enthaltenen
extrem hohen Uberschuss an Mononukleotiden von ca. 100:1 nicht durchfiihrbar, so
dass auf die Affinititschromatographie nicht verzichtet werden konnte. Weiter sind im
Eluat der Affinitdtschromatographie der Salzgehalt zu hoch und die Substanzkonzen-
trationen aufgrund der hohen Flussrate zu niedrig, um eine prinzipiell mogliche direkte
Injektion des Eluates ohne vorherige Entsalzung und Aufkonzentrierung durchzu-
fiihren.

Die Identifizierung der Analyten in den Plattchenproben erfolgte {iber Migrationszeit-
vergleich bei verschiedenen pH-Werten und Untersuchung der Proben mittels MALDI-
TOF-Massenspektrometrie. Andere Verfahren wie die Aufnahme von DAD-Spektren
oder die online-CE/MS-Kopplung waren aufgrund zu hoher Nachweisgrenzen nicht fiir
biologische Proben geeignet. Aullerdem besitzen UV-Spektren fiir die Differenzierung
zwischen Dinukleosidpolyphosphaten nur geringe Aussagekraft.

Die Nachweisgrenze dieser Methode lag bei etwa 200 pmol Dinukleotid pro Pléttchen-
probe, dies entspricht einer effektiven Konzentration der Probenlosung von etwa 4 bis
5 umol/L. Dies ist prinzipbedingt aufgrund des kiirzeren Lichtweges etwa um den
Faktor 10-50 schlechter als bei vergleichbaren HPLC-Methoden, wird aber durch die
viel kleineren Probenvolumina teilweise kompensiert.

Mit dieser Methode gelang die routineméfBige Bestimmung von Ap,A bis ApsA sowie
Ap;G und ApsG in Humanthrombozyten. Jede Probe wurde dabei zur Erhéhung der
Selektivitdt bei zwei verschiedenen pH-Werten untersucht. Bisher sind in der Literatur

nur chromatographische Bestimmungen von Ap;A bis ApgA beschrieben. Somit ist
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durch CE erstmals zusétzlich die Bestimmung von Ap,A, Ap;G und Ap,G moglich. In
Abb. 7.4 ist das Pherogramm einer Thrombozytenprobe zusammen mit einem
typischen HPLC-Chromatogramm aus der Literatur abgebildet.

ApA (IS
CE e-APA (IS) Ap,A ApA
(D(')
Q.
<
<
o] a
APA  AwP Q| < g
vV ox s
’/\_/yMJ L/\/VJ )
1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1
10 12 14 16 18 20 22 24

Migrationszeit / min

HPLC Ap,A

Ap.A

3

Retentionszeit / min

Abb. 7.4  Elektropherogramm und Chromatogramm einer Thrombozytenprobe nach voll-
standiger Probenaufarbeitung

CE: Ammoniumcarbonatpuffer 50 mmol/L pH 10,35, Kapillare 60/67 cm,
Spannung +20 kV

HPLC: LiChrospher 100 RP-18 (250%3 mm), Eluent A: 50 mmol/L KH;PO4
pH 6,5 mit 8§ mmol/L TBAHSO,, Eluent B 80 % MeCN in Wasser,

Gradientenelution (Abbildung aus der Literatur entnommen.'*)
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Die aus der Untersuchung von 21 Thrombozytenproben freiwilliger Probanden
gewonnenen Daten fiir Ap;A bis ApsA stimmen sehr gut mit den bisher verdffent-
lichten Ergebnissen aus chromatographischen Untersuchungen tiiberein. Fiir Ap,A
sowie die Guanosinverbindungen Ap;G und Ap,G wurden mit dieser Arbeit erstmals
Daten gewonnen. In einem Vergleich von Thrombozytenproben eines Hypertonikers
mit Proben eines normotensiven Probanden konnte ein signifikant niedrigerer Gehalt

an Aps;A und Ap;G in den Blutplittchen des Hypertonikers festgestellt werden.

Die Kapillarelektrophorese hat sich somit als geeignete und zuverldssige Analysen-
methode zur Untersuchung von Dinukleosidpolyphosphaten in komplexer Matrix wie
humanen Thrombozyten erwiesen. Aufgrund ihres Trennprinzips stellt sie eine zur
HPLC orthogonale Methode und damit eine Ergédnzung und Absicherung zu etablierten
Verfahren dar. Die Trennung der Verbindungen beruht auf Unterschieden im Ladungs-
Masse-Verhiltnis und somit auf einem vollig anderen Mechanismus als bei der Ionen-
paar-Reversed-Phase-Chromatographie. Aufgrund der Ladung der Mono- und
Dinukleotide konnen einfache Puffersysteme ohne weitere Zusétze verwendet werden.
In der Kapillarelektrophorese betrdgt die Analysenzeit etwa 30 Minuten, in der HPLC
bendtigt ein Lauf ca. 45 Minuten zuziiglich Redquilibrierung der Sdule. Selbst wenn in
der Kapillarelektrophorese zur Bestimmung vieler verschiedener Verbindungen zwei
Laufe bei verschiedenen pH-Werten erforderlich sind, bleiben die Analysenzeiten in
HPLC und CE vergleichbar. Ein weiterer Vorteil der Kapillarelektrophorese ist das

extrem kleine Injektionsvolumen von wenigen Nanolitern.

Zukiinftig sollten sich durch die Entwicklung sog. sheathless-CE/ESI-MS-Interfaces
entscheidende Verbesserungen bei der Detektion in der CE/MS-Kopplung ergeben.
Damit wére es moglich, auch biologische Proben mit ausreichender Nachweisgrenze
massenspektrometrisch zu detektieren. Da die hier entwickelte kapillarelektro-
phoretische Bestimmung der Dinukleosidpolyphosphate bereits zur Kopplung mit der
Massenspektrometrie kompatibel ist, lieBen sich online simultan sowohl die Identi-
fizierung mittels Massenspektrometrie als auch die Quantifizierung durch UV-
Absorption oder ESI-MS durchfiihren. Dies wére ein weiterer Vorteil gegeniiber den
bisher beschriebenen HPLC-Trennungen, deren Eluent aufgrund der fehlenden Fliich-
tigkeit nicht kompatibel zur Kopplung mit einem Massenspektrometer ist.



ll. Experimenteller Teil
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1 Allgemeines

1.1 Gerite

1.1.1 Allgemeine Geriite

Abblasgerit

Analytische Waage
Bidestillationsapparatur
Feinwaage
Gefriertrocknungsanlage

Magnetriihrer

Mikrowaage

pH-Elektroden

pH-Meter

Pipetten
Spektralfluorophotometer
Spektralphotometer
Ultraschallbad

Vakuum-Zentrifuge

Vortexer

Zentrifuge

Hausangefertigtes Gerdt mit 12 Ausgéngen und Stick-
stoffanschluss

Mettler H 33 (Mettler Waagen, Giel3en)

Bi 18 (Heraeus Quarzschmelze, Kleinostheim)
Mettler P 1000 (Mettler Waagen, Giel3en)

Lyovac GT-2 (Finn-Aqua Santasalo Sohlberg, Hiirth)

Variomag® Electronicrithrer MULTIPOINT HP 15
(H+P Labortechnik, Miinchen)

Sartorius 4125 mit Digitalvoltmeter Sartorius 708501
(Sartorius Werke, Gottingen)

Einstabmesskette SenTix 50 (WTW, Weilheim)

Mikro-Einstabmesskette InLab® 423 (Mettler Toledo,
Giellen)

pH 522 (WTW, Weilheim)

(Eppendorf, Hamburg)

RF 540 (Shimadzu, Columbia, MD, USA)

UVIKON 922 (Kontron Instruments, Mailand, Italien)
Sonorex TK 52 (Bandelin Elektronik, Berlin)

SpeedVac Concentrator (ThermoSavant, Holbrook, NY,
USA)

IKA Vibro-Fix (Janke & Kunkel, Staufen i. Br.)

Labofuge 400R mit Rotor 8179 und Becher 8172
(Heraeus Instruments, Osterode)
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1.1.2 Kapillarelektrophorese

Gerite

UV-Detektoren

Fluoreszenz-Detektoren

Kapillaren

Mikrovials fiir Beckman
P/ACE 2xxx und 5510

P/ACE System 2050 mit Software System Gold V. 7.11
P/ACE System 2100 mit Software System Gold V. 7.11
P/ACE System 5510 mit Software System Gold V. 8.10
P/ACE System MDQ mit Software System MDQ V. 2.3
(alle Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA)

HP’® CE mit Software ChemStation V. A.06.03[509]
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)

P/ACE UV-Absorbance Detector mit Filter 254 nm
P/ACE Dioden-Array-Detektor

P/ACE MDQ Dioden-Array-Detektor

(alle Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA )

HP’® Dioden-Array-Detektor (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, USA)

P/ACE LIF-Detektor (Beckman Coulter, Fullerton, CA,
USA) in Kombination mit HeCd-Laser Omnichrome
Series 74 (Laser 2000, Wessling), Ausgangsleistung

20 mW bei 325 nm

Argos 250B Fluoreszenzdetektor mit Anregungsmono-

chromator (Flux Instruments, Basel, Schweiz)

fused-silica, 50 pm ID, 365 um OD, unbehandelte Ober-
fliche, Meterware (Polymicro Inc., Phoenix, AZ, USA)

selbstgefertigte Kunststoff-Mikrovials aus Polycarbonat
mit Doppelkegel, Fassungsvermogen 25 uL
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1.1.3 Hochdruck-Fliissigchromatographie

Pumpe

Sédule fur Affinitats-

chromatographie

Séule fiir Entsalzung

Probenaufgabe

Probenschleifen

Detektoren

Schreiber

Integrator

L-6000A Intelligent Pump (Merck-Hitachi, Tokio, Japan)

Kationenaustauscher BioRex 70 (BioRad Laboratories,
Hercules, CA), derivatisiert mit m-Aminophenyl-
boronsdure

Eigenbefiillung in Leersdule HR 5/5 5*50 mm
(Amersham Pharmacia Biotech, Buckingshamshire, UK)

LiChrospher® 100 RP-18 5 um (Merck, Darmstadt)
Eigenbefiillung in Stahlsdule 4*250 mm

Rheodyne Modell 7125 (Rheodyne, Cotati, CA, USA)

div. Probenschleifen aus Edelstahl (Rheodyne, Cotati,
USA)

5-mL-Probenschleife aus PEEK (Latek Labortechnik,
Eppelheim)

655A UV-Detektor (Merck Hitachi, Tokio, Japan)
Model 430 Conductivity Detector (Waters Millipore,
Milford, MA, USA)

Dreikanalschreiber Typ 2041 (Linseis, Selb)

D-2000 Chromato-Integrator (Merck Hitachi, Tokio,
Japan)

1.1.4 Massenspektrometrie

MALDI-TOF-MS

ESI-MS

TofSpec-2E (Micromass, Manchester, UK)
Reflex III (Bruker Daltonics, Bremen)

LCQ® mit ESI-Interface (Thermo-Finnigan, San Jose,
CA, USA)



150 EXPERIMENTELLER TEIL — ALLGEMEINES

1.2 Reagenzien

Alle verwendeten Reagenzien entstammten verschiedenen kommerziellen Quellen und
besaBBen einen dem jeweiligen Verwendungszweck entsprechenden Reinheitsgrad
(purissimum, pro analysi, gradient grade etc.). Eine weitere Aufreinigung wurde nicht
durchgefiihrt.

Wasser zur Herstellung von Puffern und Eluenten wurde durch doppelte Destillation

von demineralisiertem Wasser gewonnen.

1.3 Mono- und Dinukleotide

Diadenosindi-, -tri-, -tetra-, -penta- und -hexaphosphat sowie Adenosinmono-, -di- und
-triphosphat wurden bei der Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen, erworben. Alle anderen
Dinukleosidpolyphosphate wurden in der Arbeitsgruppe von PD Dr. H. Schliiter,
Berlin, synthetisch hergestellt und fiir die Durchfiihrung dieser Arbeit zur Verfiigung
gestellt.

Strukturformeln und Nomenklatur der Analyten sind in Kap. 2.1 des theoretischen
Teils beschrieben. In den folgenden Tabellen sind die relativen Molekiilmassen, die
monoisotopischen Massen und die Summenformeln der untersuchten Mono- und Di-

nukleotide zusammengestellt.

Diadenosin-(5’,5°"")-p',p"-polyphosphate, Ap,A

My  Monoisotop. Masse Summenformel

Ap,A 676,4 676,116 Cy0H26N10013P;
Aps;A 756,4 756,082 Co0H27N19O16P5
Ap,A 836,4 836,048 Cr0H2N19O19P4
ApsA 916,4 916,015 C0H29N19O2,P5
ApsA 996,4 995,981 Co0H30N19025Pg
Ap;A 1076,4 1075,947 Co0H31N19O45P;

ApgA 1156,4 1155,913 C20H32N10031Pg
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Diguanosin-(5°,5""")-p’,p"-polyphosphate, Gp,G

My  Monoisotop. Masse Summenformel
Gp,G 708.,4 708,105 Cy0Hp6N10O15P;
Gp;G 788.,4 788,072 C0H27N10O15P3
Gp4G 868,4 868,038 Cy0HpsN 100, Py
GpsG 948.,4 948,004 C0H29N19024P5
GpeG 1028,4 1027,971 C0H30N10027Pg

Adenosin-Guanosin-(5’,5°*°)-p',p"-polyphosphate, Ap,G

My  Monoisotop. Masse Summenformel
Ap,G 692.,4 692,111 Cy0H26N10014P;
ApsG 772,4 772,077 C0H27N19O17P3
Ap,G 852,4 852,043 C0H2sN19O2P4
ApsG 9324 932,009 C0H29N9O23P5
ApsG 1012,4 1011,976 C0H30N19O26Ps

Di(1,N%etheno)-Ap,A, e-Ap,A

Mp

Monoisotop. Masse

Summenformel

e-Ap,A 724.5

Adenosin-5’-phosphate, Ap,

724,116

C24H26N10013P2

My  Monoisotop. Masse Summenformel
Ap, (AMP) 347,2 347,063 CioH14NsO,P
Ap, (ADP) 427,2 427,029 CioH5N504oP,
Aps (ATP) 507,2 506,996 CioH6N5013P;3
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1.4 Allgemeine Methoden und Verfahrensweisen

In den folgenden Kapiteln werden allgemeine Methoden und Verfahrensweisen bei der
Durchfiihrung dieser Arbeit beschrieben. Eventuelle Abweichungen oder spezielle
Techniken sind in den jeweiligen speziellen Kapiteln des experimentellen Teils ange-

geben.

1.4.1 Handhabung der Mono- und Dinukleotide

Von allen untersuchten Mono- und Dinukleotiden wurden wéssrige Losungen der
ungefiahren Konzentration 10 mmol/L hergestellt, kapillarelektrophoretisch auf Rein-
heit gepriift und mit der in Kap. 3.3.3 beschriebenen Methode quantifiziert. Danach
wurden diese Losungen durch Verdiinnung auf eine Konzentration von 1 mmol/L fiir
Dinukleotide bzw. 2 mmol/L fiir Mononukleotide eingestellt.

Probenldsungen fiir die Kapillarelektrophorese wurden aus den ein- bzw. zweimolaren
Stocklosungen erhalten. Soweit nicht anders angegeben, betrug die Konzentration
100 umol/L fiir jedes Dinukleotid und 200 pmol/L fiir jedes Mononukleotid.

Alle Stock- und Probenlésungen wurden bei -20 °C aufbewahrt.

1.4.2 Kalibration des pH-Meters

Aufgrund der teilweise starken pH-Abhdngigkeit der Migrationszeit war eine sorg-
faltige Kalibration des pH-Meters erforderlich. Diese wurde mit den nachfolgend
beschriebenen pH-Standardlésungen nach USP 23 mindestens einmal tdglich durch-
gefiihrt. Die Temperaturabhingigkeit der Elektrodensteilheit und des pH-Wertes der

Standardlosungen wurden dabei beriicksichtigt.

1. 50 mmol/L-Kaliumhydrogenphthalat
10,12 g zuvor 1 Stunde bei 110 °C getrocknetes Kaliumhydrogenphthalat werden

in bidestilliertem Wasser zu 1000 mL gelost.
pH 4,00 (15 °C) — pH 4,00 (20 °C) — pH 4,01 (25 °C)

2. 50 mmol/L-Natrium-/ Kaliumphosphat
3,53 g Na,HPO, und 3,39 g KH,PO,, beide zuvor zwei Stunden bei 110 °C ge-
trocknet, werden in bidestilliertem Wasser zu 1000 mL geldst.
pH 6,90 (15 °C) — pH 6,88 (20 °C) — pH 6,86 (25 °C)
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3. 10 mmol/L-Natriumtetraborat
3,80 g Na,B,07-10 H,O werden in bidestilliertem Wasser zu 1000 mL gelost.
pH 9,28 (15 °C) — pH 9,23 (20 °C) — pH 9,18 (25 °C)

Der Ubervorrat der pH-Standardlésungen wurde bei +4 °C aufbewahrt und nach 34
Monaten verworfen. Die zur Kalibration verwendeten Teilmengen wurden bei Raum-

temperatur aufbewahrt und in regelméfBigen Zeitabstinden erneuert.

1.4.3 Herstellung der Elektrophoresepuffer

Zur Herstellung von Puffern fiir die Kapillarelektrophorese wurde die entsprechende
Menge Puffersubstanz in bidestilliertem Wasser gelost. Der pH-Wert wurde durch
Zusatz der in den einzelnen Vorschriften angegebenen Sdure oder Base angepasst. Da
die Temperaturabhédngigkeit des pH-Wertes fiir die Pufferlosungen nicht bekannt war,
wurde deren pH-Wert unabhédngig von der Raumtemperatur auf den jeweiligen Soll-
wert eingestellt.

Vor Gebrauch wurden die Puffer 5-10 Minuten im Ultraschallbad entgast. Eine Filtra-
tion wurde nicht durchgefiihrt.

1.4.4 Durchfiihrung der Kapillarelektrophorese

Soweit nicht anders angegeben, wurde die Kapillarelektrophorese unter folgenden
Bedingungen durchgefiihrt:

e P/ACE System 2050 mit P/ACE UV-Detektor, Filterwellenlinge 254 nm,

Datenrate 5 Hz, rise time des Detektors 0,5 s

e Kapillare fused silica 50 pm ID, Apertur der Kapillarkartusche 100*800 pm,
Kapillartemperatur 20 °C

e Injektion hydrodynamisch mit 0,5 psi (entsprechend ca. 35 mbar) Uberdruck,

Injektion von 2 s Wasser nach der Probe

e Probenvolumen 10 pL in Kunststoff-Mikrovials, zur Vermeidung von Ver-

dunstung mit ca. 10-15 pL diinnfliissigem Paraffin iiberschichtet
e Spiilen hydrodynamisch mit 20 psi (entsprechend ca. 1,4 bar) Uberdruck

e Spiilen neuer Kapillaren bzw. zu Beginn eines Tages: 10 min 1 M-NaOH /

10 min Wasser / 10 min Puffer, danach 1-2 Liufe unter Trennbedingungen

e Spiilen der Kapillare am Ende eines Tages: 5 min Wasser, 5 min Stickstoff
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2 Kenngrofien und Abkiirzungen

2.1 Kenngrofien

2.1.1 Elektrophoretische Kenngrofien

U [V] Spannung

E [V/em] Feldstarke

1 [A] Strom

Logr [cm] effektive Kapillarldnge

Lges [cm] gesamte Kapillarlinge

Im [min] Migrationszeit

| relative Migrationszeit

v [cm min™'] Wanderungsgeschwindigkeit

Hap [cm” V's']  scheinbare Mobilitit
UEOF [cm2 V! s'l] elektroosmotische Mobilitét
Uefr [cm2 V! s'l] effektive oder Nettomobilitat
rs [A] Stokes-Radius

[mAU] Peakhohe

[MAU min]  Peakflidche

Acorr  [MAuU cm] korrigierte Peakflache

Wh [min] Basisbreite des Peaks
Wos  [min] Breite des Peaks in halber Hohe
o Trennfaktor

Auflosung

Trennleistungsparameter

E=U/lg

tm,rel = tm,2 / tm,l

V= leff/ lm

:uapp:V/Ezleff/(tmE)

Meff = Uapp = HEOF

Acorr =AVv=A l/ ty

Wp = 2 Wo s

wos~A/lh

a= Uesen | Pef1
R=2(tmo-tm1)/ Wp1t Wp2)

N =554 (tn/ wos)*
~ 5,54 [tn | (A/H)]
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2.1.2 Massenspektrometrische Kenngrofien

My Monoisotopische Masse

m/z Masse-Ladungs-Verhéltnis

2.1.3 Statistische Kenngrofien und Kenngrofien der Validierung

CI confidence intervall, Vertrauensbereich

IQA Interquartilsabstand, Abstand zwischen der ersten (unteren) und dritten
(oberen) Quartile

LOD limit of detection, Nachweisgrenze

LOQ limit of quantitation, Bestimmungsgrenze
MW Mittelwert

n Anzahl Messwerte

r Korrelationskoeffizient

relSDV%  relative standard deviation, relative Standardabweichung in Prozent
SDV standard deviation, Standardabweichung

SEM standard error of the mean, Standardfehler des Mittelwertes

2.2 Verwendete Abkiirzungen

AU absorption unit, Einheit der Absorption
CD Zirkulardichroismus
CE capillary electrophoresis, Kapillarelektrophorese

CE/MS capillary electrophoresis / mass spectrometry, Kopplung der Kapillar-

elektrophorese mit der Massenspektrometrie

CZE capillary zone electrophoresis, Kapillarzonenelektrophorese
EOF electroosmotic flow, elektroosmotischer Fluss

eq. equal, gleich

ESI electrospray ionization, Elektrospray-lonisierung

FDA Food and Drug Administration, Amerikanische Gesundheitsbehorde
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ICH

LIF
LOD
LOQ
MALDI

MS
n. b.
n. eq.
NMR
OD
ORD
PAA

psi

pm
S/N
TEA
TEAA
TIC
TOF

International Conference on Harmonisation, Internationale Konferenz zur

Harmonisierung von Zulassungsanforderungen
Innendurchmesser

interner Standard

Emissionswellenldnge

Anregungswellenlédnge

liquid chromatography / mass spectrometry, Kopplung der Fliissig-
chromatographie mit der Massenspektrometrie

laser-induced fluorescence, Laser-induzierte Fluoreszenz
limit of detection, Nachweisgrenze
limit of quantification, Bestimmungsgrenze

matrix-assisted laser-desorption ionization, Matrix-gestiitzte Laser-

Desorptions-lonisierung

Massenspektrometrie

nicht bestimmt

not equal, ungleich

nuclear magnetic resonance, Kernresonanz
AuBendurchmesser

Optische Rotationsdispersion

Polyacrylamid

pounds per square inch, Druckeinheit
reversed-phase, Umkehr-Phase

rotations per minute, Umdrehungen pro Minute
signal-to-noise ratio, Signal-Rausch-Verhiltnis
Triethylamin

Triethylammoniumacetat

total ion current, Totalionenstrom

time of flight, Flugzeit
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3 Methodenentwicklung zur kapillarelektrophoretischen
Trennung der Dinukleosidpolyphosphate

3.1 Allgemeines

Die Methodenentwicklung wurde mit wéssrigen Losungen von Referenzsubstanzen
durchgefiihrt. Die Konzentration betrug ca. 100 pmol/L fiir jedes Dinukleotid und ca.
200 umol/L fiir jedes Mononukleotid.

Zu den allgemeinen Bedingungen fiir die kapillarelektrophoretischen Untersuchungen
vgl. Kap. 1.4.4. des experimentellen Teils. Im folgenden sind jeweils nur Ergédnzungen
oder Abweichungen der dort beschriebenen Parameter angegeben.

3.2 Schwach saure und neutrale Puffersysteme

3.2.1 Citratpuffer

Die Herstellung der Pufferlosungen erfolgte ausgehend von Citronensdure-Losungen
der jeweiligen Konzentration. Soweit nachfolgend oder in den Abbildungen des theo-

retischen Teils nicht anders angegeben wurde der pH-Wert mit 5 M-NaOH eingestellt.

3.2.1.1 Diadenosindiphosphat bis Diadenosinhexaphosphat

Tab. E-3.1  Scheinbare Mobilitiiten (in cm® kV™' s™) von Ap,A bis Ap¢A sowie ADP
und ATP in Abhéangigkeit des Puffer-pH-Wertes

pH ApsA  ApsA  Ap:A  ApsA Ap, A ATP ADP
280  -0,206  -0,206  -0,206 0,206  -0,106
325  -0,196  -0,195  -0,185  -0,104 0,197  -0,113
375  -0,209  -0,208  -0,185  -0,142 0,210  -0,136
425 0211  -0207  -0,194  -0173  -0,114  -0222  -0,159
475 0219  -0215  -0,207  -0,185  -0,128  -0,230  -0,172
525  -0,206 -0,203 -0,196  -0,176  -0,116  -0,218  -0,163
575  -0,181  -0,178  -0,471  -0,150 0,194  -0,143

(Fortsetzung auf der nachsten Seite)
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pH ApéA  ApsA  Ap,A ApsA Ap,A ATP ADP

6,25 -0,150 -0,147 -0,139 -0,118 -0,167 -0,126
6,75 -0,111 -0,108 -0,100 -0,134 -0,102

Bedingungen: Citronensdure 50 mmol/L, Kapillare 30/37 cm, Spannung -20 kV, Injektion 5 s,
Spiilen zwischen den Laufen 5 min 0,1 M-H3;POy4 / 5 min Wasser / 5 min Puffer

Tab. E-3.2  Auflosung und Trennleistungsparameter von ApsA bzw. Ap¢A in
Abhiingigkeit des pH-Wertes

ApcA ApsA
pH t. A h N £ A h N R
mn ™Y AU mn ™Y AU
min min

4,25 439 0,126 2,51 42370 4,48 0,187 1,87 11120 0,60
4,75 422 0129 537 172110 4,30 0,176 6,21 127820 1,53
5,25 448 0,128 6,64 299210 4,55 0,177 8,45 261400 1,74
5,75 510 0,148 6,47 275380 519 0,204 7,72 213710 1,83
6,25 6,177 0,188 548 179190 6,31 0,255 6,70 152280 1,94
6,75 835 0,263 462 119360 859 0,360 560 98670 1,98

Bedingungen: s. Tab. E-3.1

Tab. E-3.3  Auflosung und Trennleistungsparameter von ApsA bzw. ApsA in
Abhéingigkeit der Pufferkonzentration

ApeA ApsA
c tm A h N tm A h N R
mmol/L min mAU mAU min mAU mAU
min min
25 6,27 0,179 3,01 61340 6,43 0,225 4,22 80 340 1,42
50 6,58 0,154 3,92 155410 6,69 0,198 4,26 117780 1,28
100 7,33 0,136 3,90 245140 7,41 0,167 4,97 269580 1,17

Bedingungen: Puffer Citronensdure pH 4,75, Kapillare 40/47 cm, Spannung -20 kV, Injektion
5 s, Spiilen zwischen den Léufen 2 min 0,1 M-NaOH / 3 min Puffer
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Tab. E-3.4  Auflosung und Trennleistungsparameter von ApsA bzw. ApsA in
Abhiingigkeit des Methanolgehaltes des Trennpuffers

ApeA ApsA
MeOH t. A h N t, A h N R
vol-%  min ™Y AU mn ™Y AU

min min

529 0141 2,77 59960 543 0,190 3,88 67820 1,40
553 0,099 1,91 63370 562 0,135 2,63 66550 0,87
59 0,101 1,79 60840 6,00 0,137 250 66650 0,90
6,18 0,105 2,01 76290 6,24 0,152 2,55 60800 0,54
703 0250 230 23180 7,03 0,250 230 23170 0

o A N -~ O

Bedingungen: Puffer Citronensdure 50 mmol/L pH 4,75, Methanolzusatz nach pH-Einstellung
des Pufters, Kapillare 40/47 cm, Spannung -20 kV, Injektion 5 s, Spiilen
zwischen den Laufen 2 min 0,1 M-NaOH / 3 min Puffer

3.2.1.2 Guanosin-Derivate

Tab. E-3.5  Scheinbare Mobilitiiten (in cm” kV™' s™) der Ap,A, Ap,G und Gp,G in
Abhiingigkeit des Puffer-pH-Wertes

pH4,75 pH525 pH575 pH6,25 pHB6,75
Ap, A -0,131  -0,133  -0,124  -0,110  -0,102
Ap:A  -0,191  -0,192  -0,182  -0,170  -0,165
ApA  -0211  -0214  -0205  -0,188  -0,180
ApsA  -0,220  -0222  -0213  -0,195  -0,187
ApA  -0,224  -0224  -0216  -0,198  -0,191
Ap.,G  -0,139  -0,131  -0,117  -0,105  -0,099
ApsG  -0,202  -0,186  -0,173  -0,161  -0,155
Ap,G  -0208  -0214  -0,193  -0,181  -0,175
ApsG  -0215  -0220  -0,202  -0,191  -0,186
ApsG  -0215  -0,223  -0,209  -0,194  -0,188
Gp,G  -0,143  -0,129  -0,116  -0,105  -0,099
GpsG  -0,215  -0,222  -0,200  -0,187  -0,181

Bedingungen: Puffer Citronensdure 50 mmol/L, Kapillare 40/47 cm, Spannung -20 kV,
Injektion 5 s, Spiilen zwischen den Laufen 5 min Puffer
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3.2.1.3 Diadenosinhepta- und octaphosphat

Bedingungen bei der Aufnahme der Elektropherogramme in Abb. 3.10 des
theoretischen Teils:
Puffer Citronensdure 50 mmol/L, pH 5,25 eingestellt mit 5 M-NaOH / 5 M-KOH
/ 25 % NH4OH, Kapillare 40/47 cm, Spannung -20 kV, Injektion 5 s, Spiilen

zwischen den Liufen 5 min Puffer

Tab. E-3.6  Auflosung und Trennleistungsparameter von ApsA bzw. ApsA in
Abhiingigkeit des Puffer-Gegenions

ApeA ApsA
tm A h N tm A h N R
min mAU mAU min mAU mAU
min min
Na* 7,20 0,301 8,14 210300 7,31 0,332 9,19 226830 1,51
K* 6,29 0,206 6,64 227730 6,75 0,244 7,60 244890 7,29

NH," 6,59 0286 8,52 213510 7,14 0,347 10,21 244510 8,14

Bedingungen: Puffer Citronensdure 50 mmol/L, pH 5,25 eingestellt mit 5 M-NaOH / 5 M-
KOH /25 % NH4OH, Kapillare 40/47 cm, Spannung -20 kV, Injektion 5 s,

Spiilen zwischen den Laufen 5 min Puffer

Tab. E-3.7  Scheinbare Mobilitiiten von ApsA bzw. ApcA in Abhéangigkeit des Puffer-
Gegenions sowie resultierender Elektrophoresestrom

Mapp ApsA  Happ ApsA I

cm’kV's"!  cm?kV's” HA
Na* -0,214 -0,218 70
K* -0,242 -0,249 90
NH, -0,230 -0,238 93

Bedingungen: s. Tab. E-3.6
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3.2.2 Phosphat-Puffer

3.2.2.1 Diadenosinverbindungen

Tab. E-3.8  Trennleistung fiir Ap;A bis ApsA und Auflosung des Peakpaares ApsA /
ApsA in Abhiingigkeit des pH-Wertes; pH-Einstellung mit diquimolarer

Losung
pH N ApzA N ApsA N ApsA N ApgA R ApsA | ApsA
4,75 177 800 84 700 85100 11 200 0,72
5,00 165 000 90 000 74 900 13 600 0,75
5,25 140 500 66 200 91 000 17 700 0,68
5,50 108200 71700 62 000 35200 0,91

Bedingungen: Puffer NaH,PO, 100 mmol/L, pH-Wert eingestellt mit H;PO4 100 mmol/L
bzw. Na,HPO4 100 mmol/L, Kapillare 40/47 cm, Spannung -23,5 kV
(E =-500 V/cm), Injektion 5 s, Spiilen zwischen den Laufen 2 min 0,1 M-
NaOH / 5 min Puffer

Tab. E-3.9  Trennleistung fiir Ap3;A bis ApgA und Auflosung des Peakpaares ApsA /
ApsA in Abhiingigkeit des pH-Wertes; pH-Einstellung mit 5 M-NaOH

pH N Ap;A N ApiA N ApsA NApsA R ApsA/ ApcA
6,0 192 900 219100 52 600 52 500 0

6,5 100 500 129 800 124 000 33900 1,22

7.0 47700 53100 22800 1,35

Bedingungen: Puffer Phosphorsédure 100 mmol/L, pH-Wert eingestellt mit 5 M-NaOH,
Kapillare 30/37 cm, Spannung -20 kV (£ = -540 V/cm), Injektion 5 s, Spiilen
zwischen den Laufen 5 min 0,1 M-H3;PO4 / 5 min Wasser / 5 min Puffer
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3.2.2.2 Guanosin-Derivate

Bedingungen bei der Aufnahme der Elektropherogramme in Abb. 3.17 des
theoretischen Teils:

A: Puffer Phosphorsidure 100 mmol/L, pH 6,7 eingestellt mit 5 M-NaOH,
Kapillare 30/37 cm, Spannung -20 kV, Injektion 5 s, Spiilen zwischen den
Laufen 2 min 0,1 M-H3;PO,/ 5 min Puffer

B: Puffer Na,HPO, 100 mmol/L, pH 6,7 eingestellt mit 50 mM Citronensdure,
Kapillare 30/37 cm, Spannung -20 kV, Injektion 5 s, Spiilen zwischen den
Léaufen 2 min 0,1 M-NaOH / 5 min Puffer

3.2.3 Acetat- bzw. Formiat-Puffer

Fiir die Versuche mit Acetat- und Formiatpuffern wurden Losungen von Ammonium-
acetat und Ammoniumformiat mit den Konzentrationen 25, 50 und 100 mmol/L ver-
wendet. Die Einstellung auf pH 5,0 erfolgte mit Eisessig bzw. konzentrierter Ameisen-

saure.

Elektrophoretische Bedingungen: Kapillare 40/47 cm, Spannung -20 kV, Injektion Ss,
Spiilen zwischen den Léufen 3 min Puffer

3.2.4 Einsatz von mit linearem Polyacrylamid belegten Kapillaren
3.2.4.1 Herstellung der Kapillaren

Die Herstellung der mit linearem PAA belegten Kapillaren erfolgte nach folgender
Vorschrift:

Aktivierung der Kapillare
Spiilen (CE-System, 20 psi) mit NaOH, ¢ = 1 mol/L, fiir 60 min
Spiilen (CE-System, 20 psi) mit Aqua bidest. fiir 60 min
Spiilen (CE-System, 20 psi) mit Stickstoff fiir 5 min
Trockenschrank, 7= 100 °C, fiir 120 min
Entfernung des Polyimid-Coatings am Detektionsfenster

Silanisierung
Spitilen (Spritze) mit MAPS-Ldsung
12 h stehen lassen
Spiilen (Spritze) mit Aqua bidest.
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MAPS-Losung:
Mischung aus gleichen Volumenteilen MAPS (Methacrylsdure-3-trimethoxysilyl-
propylester, Methacryloyloxypropyltrimethoxysilan) und Methanol, frisch her-
gestellt

Polymerisation
Spiilen (Spritze) mit Acrylamid-Losung
12 h stehen lassen bei Raumtemperatur / Tageslicht
Spiilen (Spritze) mit Aqua bidest.

Acrylamid-Losung:
Acrylamid, ¢ = 40 mg/mL, in TBE-Puffer 0,1 M, frisch hergestellt; Zusatz von
5 pL Natriumperoxodisulfat-Losung und 5 pL. N,N,N’,N’-Tetramethylethylen-
diamin (TEMED) je mL Losung unmittelbar vor Verwendung

TBE-Puffer 0,1 M:
121 mg Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 62 mg Borsdure, 200 uL. EDTA-
Losung 0,1 M, Aqua bidest. ad 10,0 mL

EDTA-Lo6sung 0,1 M:
Na,Mg-EDTA in H,0, ¢ = 35,9 mg/mL

Natriumperoxodisulfat-Losung:
Nazszog in H20, c=100 mg/mL

Lagerung
in H3POy4, ¢ = 50 mmol/L, pH 2,5 (Einstellung mit NaOH, ¢ = 1 mol/L)

Das manuelle Spiilen der Kapillare erfolgte dabei mit einer durch ein passendes Ver-
bindungsstiick mit der Kapillare verbundenen Mikroliterspritze. Wéahrend Silani-
sierung, Polymerisation und Lagerung wurden die Kapillarenden grundsitzlich mit

Parafilm verschlossen.

Vor der Verwendung jeder neuen Kapillare wurde iiberpriift, ob Mesityloxid als EOF-
Marker in einem Citratpuffer, ¢ = 50 mmol/L, bei pH 6,0 in Normalpolung innerhalb
von 60 min detektiert werden konnte. War dies nicht der Fall, wurde die Kapillare fiir

die Untersuchungen verwendet.
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3.2.4.2 Ergebnisse
Unter der Annahme upor = 0 wurden aus den Migrationszeiten direkt die effektiven

Mobilititen berechnet.

Tab. E-3.10 Effektive Mobilitiiten (in cm? kV™' s) von Ap,A bis ApsA und AMP /
ADP / ATP in einer PAA-belegten Kapillare bei verschiedenen pH-Werten

pH ApcA ApsA Ap:A ApsA ApA ATP ADP AMP

450 -0,253 -0245 -0,235 -0,213 -0,161 -0,260 -0,202 -0,113
475 -0,256 -0,253 -0,244 -0225 -0,171 -0,268 -0,212  -0,123
500 -0262 -0,259 -0,252 -0,234 -0,178 -0,271 -0,221  -0,133
525 -0,267 -0,265 -0,256 -0,237 -0,181 -0,276 -0,225  -0,140
550 -0,267 -0,264 -0,258 -0,238 -0,182 -0,278 -0,228 -0,146
575 -0,267 -0,264 -0,258 -0,238 -0,182 -0,279 -0,232 -0,155
6,00 .0268 -0,265 -0,258 -0,238 -0,183 -0,282  -0,241  -0,171

Bedingungen: Puffer Citronensdure 50 mmol/L, pH-Einstellung mit 5 M-NaOH, Kapillare
40/47 cm, Spannung -18,8 kV (E =-400 V/cm), Injektion 5 s, Spiilen zwischen
den Léaufen 3 min Puffer

Tab. E-3.11 Trennleistung und Auflosung fiir Ap;A bis ApsA in einer PAA-belegten
Kapillare bei verschiedenen pH-Werten

ApeA ApsA Ap.A Ap:A Ap2A

pH
N R N R N R N R N

4,50 66000 1,70 53000 2,53 114000 4,72 32000 16,58 241000
4,75 261000 0,99 95000 2,60 148000 7,63 305000 28,45 200000
500 448000 1,78 452000 3,61 402000 8,82 271000 24,17 128000
525 570000 0,95 197000 298 170000 7,32 205000 28,67 303000
550 444000 1,56 380000 295 266000 9,26 329000 31,47 297000
575 395000 1,40 314000 2,40 143000 7,62 290000 29,46 263000
6,00 392000 1,43 338000 2,44 143000 7,69 298000 30,20 282000

Bedingungen: s. Tab. E-3.10
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Tab. E-3.12 Trennleistung und Auflosung fiir Ap,A bis ApsA in einer PAA-belegten
Kapillare bei Variation von Pufferkonzentration und elektrischer Feld-
starke

Cc E ApcA ApsA ApsA ApsA Ap.A

mmol/L  V/cm N R N R N R N R N

50 -400 300000 1,24 221000 2,57 139000 5,42 71000 20,44 227000

25 -400 201000 1,13 148000 2,85 135000 8,09 155000 25,01 182000
100 -400 397000 1,06 281000 2,10 291000 6,89 230000 25,42 247000
100 -400 440000 0,95 347000 2,37 342000 7,38 241000 26,18 260000
100 -350 431000 0,95 332000 2,23 306000 7,57 275000 26,64 236000
100 -300 367000 0,97 291000 2,12 275000 7,19 249000 25,25 199000
100 -250 334000 0,93 259000 2,04 245000 6,78 220000 21,07 116000

Bedingungen: Puffer Citronensdure pH 6,0 eingestellt mit 5 M-NaOH, Kapillare 40/47 cm,

Injektion 5 s, Spiilen zwischen den Laufen 3 min Puffer
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3.3 Alkalische Puffersysteme

Fiir den alkalischen Pufferbereich wurde die effektive Mobilitét u.; der Analyten zur
Charakterisierung des Migrationsverhaltens herangezogen. Diese wurde nach der
Gleichung pegr = papp - Mror aus der scheinbaren Mobilitit u,,, der Analyten und der
elektrophoretischen Mobilitit upor bestimmt. Als Marker fiir den EOF wurde das beim
Durchwandern des Probenldsungsmittels durch das Detektionsfenster entstehende UV-
Signal herangezogen. Versuche mit Benzylalkohol oder Mesityloxid als Neutralmarker

hatten das Zusammenfallen dieses UV-Signals mit dem EOF bestitigt.

3.3.1 Borat-Puffer

Tab. E-3.13 Effektive Mobilititen (in cm”* kV"' s) von Ap,A bis ApsA und AMP /
ADP / ATP in Abhiingigkeit des Puffer-pH-Wertes

pH peor Ap:A ApsA Ap:A ApsA ApsA AMP  ADP  ATP

825 0,531 -0314 -0,319 -0,298 -0,311 -0,346 -0,304 -0,336 -0,336
8,50 0497 -0315 -0,320 -0,301 -0,306 -0,325 -0,306 -0,333 -0,333
8,75 0470 -0,304 -0,308 -0,295 -0,298 -0,314 -0,301 -0,327 -0,324
9,00 0441 -0,297 -0,303 -0,291 -0,291 -0,299 -0,297 -0,321 -0,319
925 0418 -0,293 -0,298 -0,288 -0,286 -0,288 -0,295 -0,316 -0,314
950 0,399 -0,290 -0,296 -0,288 -0,283 -0,283 -0,294 -0,314 -0,311
975 0382 -0,287 -0,293 -0,286 -0,279 -0,279 -0,293 -0,311 -0,308
10,00 0,369 -0,288 -0,294 -0,287 -0,280 -0,280 -0,295

Bedingungen: Borsdure-Puffer 200 mmol/L, pH-Einstellung mit 5 M-NaOH, Kapillare
40/47 cm, Spannung +20 kV, Injektion 5 s, Spiilen zwischen den Laufen 2 min
0,1 M-NaOH / 3 min Puffer

Tab. E-3.14 Trennleistungsparameter fiir Ap,A bis ApgA fiir die Trennungen in
Tab. E-3.13

N Ap,A NAp:A  NApA N ApsA N ApgA

170 000 135000 152 000 147 000 205 000

Bedingungen: s. Tab. E-3.13
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3.3.2 Carbonat-Puffer

Die Herstellung der Pufferlosungen erfolgte ausgehend von Natrium-, Kalium- oder
Ammoniumcarbonat-Losungen der jeweiligen Konzentration. Die zur Einstellung des

pH-Wertes verwendete Base ist in den Tabellenlegenden angegeben.

3.3.2.1 Diadenosindiphosphat bis Diadenosinhexaphosphat

Tab. E-3.15 Effektive Mobilitiiten (in cm? kV™' s) von Ap,A bis ApsA und AMP /
ADP / ATP in Abhingigkeit des pH-Wertes im Natriumcarbonat-Puffer

PH  peor Ap:A ApsA ApsA ApsA ApsA AMP  ADP  ATP

90 048 -0,199 -0,261 -0,283 -0,285 -0,285 -0,246 -0,301 -0,305
95 0484 -0,199 -0,261 -0,284 -0,290 -0,290 -0,246 -0,302 -0,314
10,0 0468 -0,197 -0,258 -0,280 -0,287 -0,288 -0,243 -0,299 -0,315
10,5 0,444 -0,194 -0,252 -0,274 -0,282 -0,284 -0,239 -0,293 -0,311
11,0 0425 -0,199 -0,253 -0,275 -0,282 -0,285 -0,242 -0,294 -0,313

Bedingungen: Puffer Na,CO3; 50 mmol/L, pH-Einstellung mit NaHCO3 50 mmol/L, Kapillare
60/67 cm, Spannung +18 kV, Injektion 5 s, Spiilen zwischen den Laufen 3 min
0,1 M-NaOH / 5 min Puffer

Tab. E-3.16 Auflosung und Trennleistungsparameter von ApsA bzw. Ap¢A in
Abhiingigkeit des pH-Wertes im Natriumcarbonat-Puffer

ApsA ApsA
pH t. A h N £ A h N R
mn ™Y AU mn ™Y AU
min min

9,0 18,67 0,522 4,55 145200 18,57 0,522 4,55 145100 0

9,5 19,177 0,573 3,96 97200 19,17 0,573 3,96 97200 0
10,0 20,65 0,535 4,37 157700 20,78 0,150 1,81 348300 0,63
10,5 22,94 0505 3,70 156400 23,27 0,156 1,47 266700 1,36
11,0 26,05 0,559 3,22 123000 26,51 0,183 1,36 215700 1,49

Bedingungen: s. Tab. E-3.15
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Tab. E-3.17 Migrationszeiten, Trennleistungen und Auflosung fiir ApsA und ApgA bei
Variation der Trennspannung im Natriumcarbonatpuffer

U ApsA ApcA R
kV t, in min N t, in min N
+18 23,35 104 500 23,66 215400 1,07
+23 17,38 116 200 17,60 232000 1,07
+28 13,54 117 400 13,71 212500 1,04

Bedingungen: Puffer Na,CO3; 50 mmol/L, pH 10,5 eingestellt mit NaHCO; 50 mmol/L,
Kapillare 60/67 cm, Injektion 5 s, Spiilen zwischen den Laufen 3 min 0,1 M-
NaOH / 5 min Puffer

Bedingungen bei der Aufnahme der Elektropherogramme in Abb. 3.29 des
theoretischen Teils:

Puffer 50 mmol/L-Natrium-, Kalium- und Ammoniumcarbonat, pH 10,5 einge-
stellt mit 5 M-NaOH, 5 M-KOH bzw. 25 % NH,OH, Kapillare 60/67 cm,
Spannung +18 kV, Injektion 10 s, Spiilen zwischen den Laufen 3 min 0,1 M-
NaOH / 5 min Puffer

Tab. E-3.18 Effektive Mobilititen (in cm”* kV' s) von Ap,A bis ApsA und AMP /
ADP / ATP in Abhiingigkeit des pH-Wertes im Ammoniumcarbonat-
Puffer

pH peor Ap:A  ApsA Ap:A ApsA ApsA AMP  ADP  ATP

90 0446 -0210 -0,267 -0,289 -0,296 -0,301 -0,245 -0,294 -0,311
95 0461 -0205 -0,264 -0,286 -0,296 -0,302 -0,243 -0,291 -0,311
10,0 0,459 -0,201 -0,259 -0,280 -0,290 -0,296 -0,238 -0,285 -0,304
10,56 0451 -0,196 -0,252 -0,273 -0,282 -0,288 -0,232 -0,277 -0,296

Bedingungen: Puffer (NH4),CO3 50 mmol/L, pH-Einstellung mit 25 % NH4OH, Kapillare
60/67 cm, Spannung +20 kV, Injektion 10 s, Spiilen zwischen den Laufen
3 min 0,1 M-NaOH / 5 min Puffer
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Tab. E-3.19 Trennleistungsparameter V fiir Ap,A bis ApA in Abhéangigkeit des pH-
Wertes im Ammoniumcarbonat-Puffer

pH Ap:A ApsA ApsA ApsA ApsA
9,0 271900 230400 162 900 132100 74100
9,5 272600 245000 185 200 205100 126 300
10,0 253 800 252 200 191 500 207 600 143700
10,5 225900 198 000 191 300 200 200 155 800

Bedingungen: s. Tab. E-3.18

3.3.2.2 Guanosin-Derivate

Tab. E-3.20 Effektive Mobilitiiten (in cm® kV™' s) der Adenosin-Guanosin- bzw.
Diguanosinpolyphosphate in Abhiingigkeit des pH-Wertes

PH  peor Ap2G  ApsG  ApsG  ApsG  ApeG  GpG  GpeG

9,0 0,444 -0,2056 -0,259 -0,279 -0,285 -0,293 -0,209 -0,290
9,5 0,456 -0,212  -0,264 -0,283 -0,293 -0,299 -0,227 -0,301
10,0 0,461 -0,228  -0,274  -0,291 -0,298 -0,304 -0,259  -0,315
10,5 0,451 -0,242  -0,282  -0,295 -0,301 -0,304 -0,282  -0,323

Bedingungen: Puffer (NH4)>CO3 50 mmol/L, pH-Einstellung mit 25 % NH4OH, Kapillare
60/67 cm, Spannung +20 kV, Injektion 10 s, Spiilen zwischen den Laufen
3 min 0,1 M-NaOH / 5 min Puffer

3.3.2.3 Diadenosinhepta- und -octaphosphat

Bedingungen bei der Aufnahme der Elektropherogramme in Abb. 3.33 des
theoretischen Teils:

Puffer 50 bzw. 75 mmol/L-Ammoniumcarbonat, pH 9,5 eingestellt mit 25 %
NH,OH, Kapillare 60/67 cm, Spannung +20 kV, Injektion 10 s, Spiilen zwischen
den Laufen 3 min 0,1 M-NaOH / 5 min Puffer
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3.3.3 Validierte Bestimmung der Dinukleosidpolyphosphate aus wéssrigen

Losungen
3.3.3.1 Bedingungen

Die validierte Bestimmung der Dinukleosidpolyphosphate wurde unter folgenden

Bedingungen durchgefiihrt:

e P/ACE System 2050 mit P/ACE UV-Detektor, Filterwellenlinge 254 nm,
Datenrate 5 Hz, rise time des Detektors 0,5 s, detector range 0,030

e Kapillare fused-silica 50 um ID, 60 cm effektive Lange, 67 cm Gesamtlénge,
Apertur der Kapillarkartusche 100*800 um, Kapillartemperatur 20 °C

e Laufpuffer Ammoniumcarbonat 50 mmol/L, pH 9,90 eingestellt mit 25 %
NH4OH; frischer Puffer nach jeweils 6 Laufen

e Trennspannung +20 kV

e Probeninjektion hydrodynamisch 10 s, danach Wasserinjektion 2 s, jeweils mit
0,5 psi Uberdruck

e Probenvolumen 10 pL in Kunststoff-Mikrovials, zur Vermeidung von Ver-

dunstung mit ca. 10—15 pL diinnfliissigem Paraffin {iberschichtet
e Spiilen hydrodynamisch mit 20 psi Uberdruck

e Konditionierung der Kapillare nach Einbau bzw. zu Beginn des Tages: 10 min

1 M-NaOH, danach 1 Lauf unter Trennbedingungen
e Spiilen zwischen den einzelnen Laufen: 3 min 0,1 M-NaOH, 5 min Puffer

e Spiilen der Kapillare am Ende des Tages: 5 min Wasser, 5 min Stickstoff

3.3.3.2 Interner Standard

Als interner Standard wurde kristallines B-Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid in seiner
oxidierten Form, kurz NAD", verwendet (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Katalog-Nr.
N-1511, Lot 129H7034).

Die Einwaage des internen Standards wurde um den angegebenen Wassergehalt und
die Restlosemittel korrigiert.

Als Stammlésung wurde eine wissrige Losung der Konzentration ¢ = 752 pg/mL ver-
wendet. Die Proben fiir die Kapillarelektrophorese wurden durch Mischen der ent-
sprechenden Ap;A-Losungen mit der NAD'-Stammldsung im Verhiltnis 1+1 (V+V)
hergestellt, d. h. die NAD"-Konzentration in den CE-Proben betrug 376 pg/mL.
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3.3.3.3 Bestimmte Dinukleotide

Als Dinukleotid wurde Ap;A (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Katalog-Nr. D-1387)
bestimmt. Alle anderen Ap,A konnten zum Zeitpunkt der Validierung nicht in einer fiir
exakte Wéagungen ausreichenden Menge kommerziell erworben werden.

Die Einwaage des Dinukleotides wurde um den angegebenen Wassergehalt und die
Restlosemittel korrigiert und auf den Gehalt an freier Sdure (Mg 756,4) zuriickge-
rechnet.

Als Stammlosung wurde eine wéssrige Losung der Konzentration ¢ = 10,0 mg/mL
verwendet. Alle bestimmten Konzentrationsstufen wurden durch Verdiinnung aus
dieser Stammldsung hergestellt. Die Proben fiir die Kapillarelektrophorese wurden
durch Mischen der Ap;A-Losungen mit der NAD -Stammldsung im Verhiltnis 1+1
(V+V) gewonnen. Alle nachfolgend angegebenen Ap;A-Konzentrationen bezeichnen
die finale Konzentration in der CE-Probe.

3.3.3.4 Kalibration

Die Kalibration erfolgte iiber einen Konzentrationsbereich von 2 bis 200 pg/mL (ent-
sprechend 2,6 bis 264,4 umol/L) Aps;A. Dabei wurden folgende Konzentrationsstufen
verwendet:

20 40 80 20,0 40,0 80,0 120,0 200,0 pg/mL (freie Saure)
26 53 106 264 529 1058 158,6 264,4 pmol/L

Jede Konzentrationsstufe wurde dabei dreimal vermessen. Die Auswertung erfolgte
durch ungewichtete lineare Regression des Mittelwertes der Quotienten Q mit

Ay (A3 A)-c(IS) [ng/mL]
ACOF}” (IS)

0=

fiir jede Konzentrationsstufe als y-Wert und der Ap;A-Konzentration in umol/L als x-
Wert. Dabei ergab sich folgende Regressionsgerade:

y=0,9348 x - 0,2432; r=0,99974

Die experimentellen Daten der Kalibrationsldufe sind in Tab. E-3.21 bis Tab. E-3.24

zusammengefasst.
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Tab. E-3.21 Experimentelle Daten der Kalibrationsliufe

c Ap:A c tn tn Mess Acorr tn Mess Acor Quotient
(x) IS EOF IS IS IS  ApsA ApA  ApA Q
umol Hg . . cm’ mAU . cm’ mAU v)
L met MM e cm mn v s cm
2,6 376,0 7,09 923 -0,1092 8,98895 15,78 -0,2599 0,04782 2,00019
2,6 376,0 7,15 9,33 -0,1098 8,85476 16,05 -0,2601 0,05548 2,35568
2,6 376,0 7,20 9,37 -0,1079 8,30594 16,16  -0,2582 0,04791 2,16865
5,3 376,0 7,16 9,34 -0,1089 9,42247 16,15 -0,2601 0,12824 5,11729
5,3 376,0 709 924 -0,1098 8,40774 15,81 -0,2604 0,11546 5,16323
5,3 376,0 7,18 9,36 -0,1086 8,51452 16,09 -0,2585 0,11750 5,18874
10,6 376,0 714 929 -0,1084 8,80699 1596 -0,2590 0,21895 9,34780
10,6 376,0 7,08 9,22 -0,1097 9,26496 15,75 -0,2605 0,23923 9,70855
10,6 376,0 712 9,27 -0,1089 8,80813 15,87 -0,2594 0,23048 9,83848
26,4 376,0 7,12 9,24 -0,1077 8,97566 15,81 -0,2584 0,52866 22,1462
26,4 376,0 713 9,24 -0,1076 8,78417 15,85 -0,2586 0,53615 22,9493
26,4 376,0 7,13 9,28 -0,1085 8,98928 15,95 -0,2596 0,57576 24,0825
52,9 376,0 710 9,23 -0,1090 8,57557 15,80 -0,2599 1,02033 44,7368
52,9 376,0 keine Injektion
52,9 376,0 713 9,28 -0,1090 8,25092 15,96 -0,2601 1,08736 49,5518
105,8 376,0 721 942 -0,1089 8,68874 16,40 -0,2603 2,20294 95,3307
105,8 376,0 712 9,26 -0,1090 9,13792 1596 -0,2610 2,45458 100,999
105,8 376,0 7,16 9,34 -0,1088 7,53889 16,18 -0,2606 2,26820 113,126
158,6 376,0 712 9,29 -0,1100 8,72337 16,07 -0,2623 3,24281 139,773
158,6 376,0 7,15 9,30 -0,1085 8,98675 16,13 -0,2609 3,63203 151,962
158,6 376,0 712 9,29 -0,1100 7,72818 16,04 -0,2620 3,10431 151,034
264.,4 376,0 7,10 9,22 -0,1081 9,15986 15,92 -0,2611 5,92881 243,370
2644 376,0 712 9,31 -0,1103 8,64216 16,18 -0,2631 5,60149 243,708
264.,4 376,0 7,11 9,27 -0,1094 8,64630 16,03 -0,2619 5,76605 250,747
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Tab. E-3.22 Residuen der Kalibration

c ApsAin MW Quotient Q Quotient Q

Residue in %

-1

umol L gefunden berechnet (Ymwly™ - 1)
X Ymw yh *100 %
2,64 2,175 2,229 -2,42
5,29 5,156 4,700 9,70
10,58 9,632 9,644 -0,12
26,44 23,06 24,47 -5,76
52,88 47,14 49,19 -4,11
105,76 103,2 98,63 4,63
158,65 147,6 148,1 -0,34
264,41 245,9 246,9 -0,41

Tab. E-3.23 Response Factors

Response Factor

D¢ yww

yMw/X

2,64 2,175 0,824
5,29 5,156 0,975
10,58 9,632 0,910
26,44 23,06 0,872
52,88 47,14 0,891
105,76 103,2 0,976
158,65 147,6 0,930
264,41 245,9 0,930

Tab. E-3.24 Konstanz der Migrationszeiten und effektiven Mobilititen

min min cm?kVv's? min cm? kv’ s’
MW 713 9,29 -0,1090 16,00 -0,2603
sSDV 0,03 0,05 7,53*10™ 0,162 1,29*10°
relSDV 0,46 % 0,57 % 0,69 % 1,02 % 0,49 %
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3.3.3.5 Prazision und Richtigkeit

Zur Bestimmung von Prézision und Richtigkeit wurden fiinf Konzentrationsstufen an

drei aufeinander folgenden Tagen jeweils sechsmal analysiert. Die Probenldsungen

wurden dabei an jedem Tag neu aus der bereits fiir die Kalibration verwendeten

Stockldsung der Konzentration ¢ = 10,0 mg/mL hergestellt.

Die experimentellen Daten sind in Tab. E-3.25 und Tab. E-3.26 zusammengefasst.

Tab. E-3.25 Experimentelle Daten zur Bestimmung von Prizision und Richtigkeit

Sollwert Ap;A-Konzentration

in pg/mL 2,00 4,00 20,00 100,0 160,0

in pmol/L 2,64 5,29 26,44 132,2 211,5
Tag 1 n==6 n==6 n==6 n==6 n==6
Minimum Quotient Q 1,9961 4,2444 22,687 115,26 187,00
Maximum Quotient Q 2,6467 4,8812 25,485 139,08 217,21
MW Quotient Q 2,2988 4,5814 23,869 125,26 203,71
SDV Quotient Q 0,2121  0,2710 1,145 8,24 12,88
relSDV Quotient Q 922% 592% 4,80% 6,58 % 6,32%
c(ApsA) berechnet (in umol/L) 2,72 5,16 25,79 134,25 218,17
Abweichung ist - soll +284% -240% -245% +1,55% +3,14 %
Tag 2 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
Minimum Quotient Q 1,8969 4,3388 23,288 120,92 187,09
Maximum Quotient Q 2,3987 4,9523 25,596 145,15 194,05
MW Quotient Q 2,1657 4,5792 24,189 130,90 190,54
SDV Quotient Q 0,2103 0,2262 1,0173 10,062 2,32
relSDV Quotient Q 9711% 494 % 421% 769% 1,22%
c(ApsA) berechnet (in umol/L) 2,58 5,16 26,14 140,29 204,09
Abweichung ist - soll 254% 245% -1,15% +6,12% -3,52%

(Fortsetzung auf der nachsten Seite)
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Sollwert Ap;A-Konzentration
in pg/mL 2,00 4,00 20,00 100,0 160,0
in umol/L 2,64 5,29 26,44 132,2 211,5
Tag 3 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
Minimum Quotient Q 2,0402 13,9833 22,376 113,34 190,33
Maximum Quotient Q 2,3446 5,1930 26,037 120,07 196,27
MW Quotient Q 2,1622 4,6108 24,122 116,36 192,87
SDV Quotient Q 0,1218 0,4183 1,333 3,59 2,1118
relSDV Quotient Q 563% 9,07% 553% 3,09% 1,09 %
c(ApsA) berechnet (in umol/L) 2,57 5,19 26,06 124,74 206,58
Abweichung ist - soll 268% -181% -143% -565% -2,34%
Tage 1-3 n=18 n=18 n=18 n=18 n=18
MW Quotient Q 2,2545 45807 23,975 127,14 199,32
SDV Quotient Q 0,2089 0,2414 1,048 8,97 11,83
relSDV Quotient Q 927% 527% 437% 6,91% 594 %
c(ApsA) berechnet (in umol/L) 2,67 5,16 25,91 136,27 213,48
Abweichung ist - soll +1,056% -242% -2,02% +3,07% +0,92%
Tab. E-3.26 Konstanz der Migrationszeiten und effektiven Mobilititen
t., EOF t, IS Mess IS tn ApsA Mest ApsA
min min cm’kV's™ min cm’kV's™
Tag 1 n=30 n=230 n=30 n=30 n=230
Minimum 6,96 9,07 -0,1125 15,30 -0,2631
Maximum 7,22 9,46 -0,1068 16,49 -0,2587
MW 7,12 9,29 -0,1099 15,99 -0,2610
SDV 0,06 0,09 1,107*10°° 0,28 1,078*10°°
relSDV 0,91 % 1,01 % 1,01 % 1,74 % 0,41 %

(Fortsetzung auf der nachsten Seite)
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t. EOF tn IS Mes 1S tm Ap;A Metr Ap;A
min min cm?kv's” min cm?kv's”
Tag 2 n=230 n=230 n=30 n=30 n=30
Minimum 6,77 8,73 -0,1121 14,30 -0,2628
Maximum 7,41 9,86 -0,1063 17,67 -0,2558
MW 7,20 9,42 -0,1095 16,32 -0,2598
SDV 0,14 0,23 1,425*10° 0,66 2,334*10°
relSDV 1,94 % 2,47 % 1,30 % 4,06 % 0,90 %
Tag 3 n=230 n=230 n=30 n=30 n=30
Minimum 6,86 8,85 -0,1121 14,60 -0,2620
Maximum 7,31 9,64 -0,1077 16,93 -0,2572
MW 7,14 9,32 -0,1099 16,02 -0,2610
SDV 0,13 0,23 1,121*10° 0,70 1,078*10°
relSDV 1,87 % 2,42 % 1,02 % 4,35 % 0,45 %
Tage 1-3 n=90 n=90 n=90 n=90 n=90
MW 7,15 9,34 -0,1098 16,11 -0,2603
SDV 0,12 0,19 1,229*10° 0,57 1,703*10°

relSDV 1,65 % 2,07 % 1,12 % 3,51 % 0,65 %
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3.4 Einsatz von Magnesium-Ionen als Komplexbildner

3.4.1 Carbonatpuffer

Tab. E-3.27 Einfluss der Mg2+-K0nzentration auf die effektive Mobilitit im
Ammoniumcarbonat-Puffer pH 9,5

c Mg**

MeoF Mefs in cm’ kV' s™
pmol L Ap2A ApsA ApsA ApsA ApcA Ap/A ApsA
0 0,464 -0,201 -0,259 -0,280 -0,286 -0,291 -0,291 -0,297
effektive Mobilititen ohne Mg®*-Zusatz = 100 %

1 102,6 % 999% 99.9% 100,1% 100,4% 100,8% 100,6% 100,4 %
2,5 101,0% 100,2% 100,2% 100,4% 100,6% 100,9% 100,9% 100,6 %
5 100,2% 99,9% 100,0% 100,0% 100,1% 99,9% 100,3% 100,3 %
10 100,3% 100,5% 100,4% 100,2% 999% 995% 100,1% 100,3 %
15 100,2% 100,3% 100,3% 998% 992% 986% 99,6% 100,0%
20 994% 998% 997% 91% 982% 976% 988% 994 %
25 99,8% 1005% 1004% 993% 97,7% 97,0% 988% 99,6 %

Bedingungen: Puffer (NH,),CO3; 50 mmol/L, pH 9,5 eingestellt mit 25 % NH4OH, Kapillare
60/67 cm, Spannung +20 kV, Injektion 10 s, Spiilen zwischen den Laufen

3 min 0,1 M-NaOH / 5 min Puffer; Eintauchen der Kapillare in separates

Wasservial vor jedem Injektionsvorgang

Tab. E-3.28 Einfluss der Mg2+-Konzentration auf die Auflosung

c Mg* R
pmol L Ap,Al ApsA  ApsAl ApsA ApsAl Ap:A  Ap;Al ApsA
0 3,32 1,90 0 1,91
1,0 3,97 2,30 0 1,62
2,5 3,93 2,34 0,23 2,52
5,0 3,59 1,91 0,66 2,72
10 2,80 1,50 1,00 3,12
15 2,29 1,48 1,58 3,49
20 1,87 1,34 2,00 3,81
25 0,82 1,23 2,81 4,06

Bedingungen: s. Tab. E-3.27
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3.4.2 Citratpuffer

Tab. E-3.29 Einfluss der Mg2+-K0nzentration auf die scheinbare Mobilit:it

c Mg** Mapp in cm’ kV' s™
mmol L™ Ap2A ApsA ApsA ApsA ApcA Ap/A ApsA

0 n. b. n. b. n. b. -0,282 -0,288 -0,288 -0,290
0,01 n. b. n. b. n. b. -0,277 -0,283 -0,283 -0,286
0,02 n. b. n. b. n. b. -0,278 -0,284 -0,284 -0,287
0,05 n. b. n. b. n. b. -0,277 -0,283 -0,283 -0,287
0,10 n. b. n. b. n. b. -0,281 -0,283 -0,285 -0,290

0,25 -0,199 -0,257 -0,269 -0,278 -0,280 -0,283 -0,289
0,50 -0,200 -0,258 -0,276 -0,273 -0,275 -0,282 -0,289

1,0 0,199  -0256  -0,267  -0264  -0,269  -0,281  -0,289
1,5 0,196  -0254  -0264  -0259  -0,266  -0,279  -0,287
2,0 0,199  -0257  -0,263  -0258  -0,268  -0,283  -0,291
3,0 0,200  -0256  -0,256  -0,248  -0,263  -0,279  -0,286
4,0 0,200  -0253  -0,248  -0243  -0,261  -0,277  -0,283
5,0 0,197  -0248  -0234  -0234  -0253  -0,268  -0274
6,0 0,197  -0245  -0229  -0229  -0250  -0,267  -0,269
7,0 0,192 0237  -0217  -0226  -0,248  -0,263  -0,265
8,0 0,197 0239  -0216  -0223  -0,246  -0,259  -0,261
9,0 0,196  -0235  -0209  -0219  -0242  -0,252  -0,255

10,0 0,196  -0232  -0205 -0216  -0,239  -0,248  -0,252

10,5 0,195  -0230  -0,202  -0214  -0236  -0,246  -0,248

Bedingungen: Puffer Citronensdure 50 mmol/L, pH 5,25 eingestellt mit 5 M-NaOH, Kapillare
20/27 cm, Spannung -11,5 kV, Injektion 2 s, Spiilen zwischen den Laufen
2 min Puffer; Eintauchen der Kapillare in separates Wasservial vor jedem
Injektionsvorgang
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3.5

Versuche zur Empfindlichkeitserhohung

Die Versuche zum large volume sample stacking wurden unter anderen Bedingungen

durchgefiihrt als in Kapitel 1.4.4 des experimentellen Teils beschrieben:

P/ACE System MDQ mit DAD-Detektor, Wellenldnge 254 nm, Einstellung high
sensitivity, peak width 16-25

Kapillare fused-silica 50 um ID, 50 cm effektive Linge, 60 cm Gesamtlinge,
Apertur der Kapillarkartusche 100*800 um, Kapillartemperatur 20 °C

Laufpuffer Ammoniumcarbonat 50 mmol/L, pH 9,50 eingestellt mit 25 %
NH,OH

Trennspannung +17,9 kV

Probeninjektion hydrodynamisch

Probenvolumen 50 pL in Kunststoff-Mikrovials mit 100 uL Fassungsvermogen
Spiilen hydrodynamisch mit 20 psi Uberdruck

Konditionierung der Kapillare nach Einbau bzw. zu Beginn des Tages: 10 min
1 M-NaOH

Spiilen zwischen den einzelnen Laufen: 3 min 0,1 M-NaOH, 5 min Puffer

Spiilen der Kapillare am Ende des Tages: 5 min Wasser, 5 min Stickstoff

Zusitzliche Bedingungen bei des Aufnahme der Elektropherogramms in Abb.
3.41 A des theoretischen Teils:

Probeninjektion 10 s * 0,5 psi

Trennleistungen:

N Ap,A NAp:A  NApA N ApsA N ApgA
197 800 202 900 139 300 182 300 104 000
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Zusitzliche Bedingungen bei der Aufnahme des Elektropherogramms in Abb.
3.41 B des theoretischen Teils:

e Probeninjektion 3,25 min mit 4 psi (entspricht mehr als einem vollen Kapillar-
volumen)

e Stacking 3,35 min mit -17,9 kV (erreichter Strom ca. 97-99 % des Wertes der
anschlieBenden Elektrolyse), Inlet = Waste, Outlet = Trennpuffer

e anschliefend normale Elektrophorese mit +17,9 kV

Trennleistungen:

NAp, A NApsA NApsAA  NApsA  NApeA
136 100 99 900 49700 84 000 54 400
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4 Bestimmung der Dinukleosidpolyphosphate in humanen
Thrombozyten

4.1 Isolierung der Dinukleotide aus der Probenmatrix

4.1.1 Gewinnung der Blutplittchen

Um eine Aktivierung der Blutplédttchen weitestgehend zu vermeiden, wurden zur
Isolierung der Thrombozyten aus den verschiedenen Ausgangsmaterialien ausschliel3-
lich Plastikgefdf3e und weitlumige Plastik-Pasteurpipetten verwendet. Aullerdem wurde
versucht, den Scherstress beim Dekantieren und Pipettieren durch langsames Arbeiten
so gering wie moglich zu halten. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durch-
gefiihrt.

4.1.1.1 Thrombozytenkonzentrate

Verwendet wurden Thrombozytenkonzentrate aus der Transfusionsmedizin der
Universititsklinik Miinster, die fiir eine Transfusion wegen Ablauf der Haltbarkeits-
dauer nicht mehr verwendet werden konnten. Diese Konzentrate enthielten 2-4*10"!
Thrombozyten in etwa 225 mL stabilisiertem Plasma.

Die Isolierung der Thrombozyten erfolgte dabei in folgenden Schritten:

e Thrombozytenkonzentrat auf Zentrifugengefale verteilen

e Zentrifugieren bei 2500 g fiir 10 min / 20 °C, Uberstand abdekantieren und

verwerfen

e (vorsichtiges) Resuspendieren der Thrombozyten in physiologischer Kochsalz-
16sung (0,9 % (m/V)), Zentrifugieren bei 2500 g fiir 5 min / 20 °C, Uberstand
abdekantieren und verwerfen;

Vorgang wiederholen

e Poolen der einzelnen Thrombozytenpellets und Einfrieren bei -30 °C fiir mind.
12h
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4.1.1.2 Buffy-Coats

Verwendet wurden ca. 24 h alte Buffy-Coats aus der Blutspendezentrale des Deutschen

Roten Kreuzes in Miinster nach Abschluss der Untersuchungen auf Krankheitserreger.

Die Isolierung der Thrombozyten erfolgte dabei in folgenden Schritten:

e Buffy-Coat (ca. 40 mL) auf zwei 25-mL-Falcon®-Vials verteilen
e Zentrifugieren bei 2000 g fiir 2 min / 20 °C, Uberstand mit Pipette abnehmen

e zum Bodensatz je Falcon®-Vial 10 mL PBS-Puffer (PBS = phosphate buffered
saline, Standardrezeptur) geben, Zentrifugieren bei 2000 g fiir 2 min / 20 °C,
Uberstand mit Pipette abnehmen

e Uberstinde vereinigen und zentrifugieren bei 2500 g fiir 5 min / 20 °C,

Uberstand abdekantieren und verwerfen

e (vorsichtiges) Resuspendieren der Thrombozyten in EDTA-PBS-Puffer (112
mg Na,EDTA - 2 H,O + 3 mL Wasser, PBS-Puffer ad 100 mL), Zentrifugieren
bei 2500 g fiir 5 min / 20 °C, Uberstand abdekantieren und verwerfen;
Vorgang wiederholen

e Einfrieren des Thrombozytenpellets bei -30 °C fiir mind. 12 h

4.1.1.3 Humanes Vollblut

Fiir die Durchfiihrung dieser Untersuchungen standen Vollblutproben von freiwilligen
Probanden aus Miinster und Berlin zur Verfiigung. Soweit nicht anders angegeben
betrug das Volumen einer Vollblutprobe 20 mL.

Die Isolierung der Thrombozyten erfolgte dabei in folgenden Schritten:

e Abnahme des Blutes in EDTA- oder Heparin-Monovetten®

e Zentrifugieren der Monovetten bei 200 g fiir 10 min / 20 °C, Uberstand mit

Pipette abnehmen; Vorgang wiederholen

e Uberstiinde vereinigen und zentrifugieren bei 2500 g fiir 5 min / 20 °C,

Uberstand abdekantieren und verwerfen

e (vorsichtiges) Resuspendieren der Thrombozyten in physiologischer Kochsalz-
16sung (0,9 % (m/V)), Zentrifugieren bei 2500 g fiir 5 min / 20 °C, Uberstand

abdekantieren und verwerfen; Vorgang wiederholen

e FEinfrieren des Thrombozytenpellets bei -30 °C fiir mind. 12 h
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4.1.2 Freisetzung der Zellbestandteile und Proteinfallung

Alle hier beschriebenen Vorginge wurden zur Vermeidung eines enzymatischen

Abbaus oder einer Zersetzung der Dinukleotide auf Eis durchgefiihrt.

Thrombozytenpellet mit 1 mL Wasser (bei Aufarbeitung von Buffy-Coats oder
Thrombozytenkonzentraten evtl. mehr) versetzen, auftauen lassen und mit

Eppendorf-Pipette griindlich (!) resuspendieren
Zugabe von 100 pL eisgekiihlter Perchlorsdaure 70 % je mL Thrombozyten-

Suspension (Endkonzentration ca. 1 mol/L), vortexen
Zentrifugieren bei 2500 g fiir S min / 4 °C
Uberstand abnehmen, mit ca. 250 pL eisgekiihlter 5 M-KOH je 100 uL Perchlor-

sdurezusatz versetzen, vortexen, pH-Wert iiberpriifen (> 8), sonst noch 5 M-KOH

zugeben

3040 min bei 4 °C im Kiihlschrank stehen lassen
Zentrifugieren bei 4000 g fiir 5 min / 4°C
Uberstand abnehmen, Volumen bestimmen

220 uL 5,5-molarer Ammoniumacetat-Lésung je mL Probenvolumen + weitere 45
uL fiir spateren Zusatz von ca. 200 uLL Sdue / Base bei pH-Einstellung zugeben
(finale Ammoniumacetat-Konzentration 1,0 mol/L)

pH-Wert mit 25 % NH4OH bzw. verd. Essigsdure auf 9,4 - 9,6 einstellen

(sollten deutlich mehr als 200 pL Sadure bzw. Base zur pH-Einstellung verbraucht
worden sein, nochmals 0,2 pL 5,5-molare Ammoniumacetat-Losung je uL
Mehrverbrauch zugeben, um die finale Ammoniumacetat-Konzentration bei 1,0
mol/L zu halten)

bis zur Chromatographie einfrieren
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4.1.3 Selektive Aufkonzentrierung der Dinukleotide

Séule: Kationenaustauscher BioRex 70, derivatisiert mit m-Aminophenyl-
boronséure nach Literatur®!
Dimension des Saulenbetts 5 * 40 mm

Eluenten: A) Ammoniumacetat, ¢ = 1,0 mol/L, pH 9,5
B) HCI, ¢ =1 mmol/L

Fluss: 0,5 mL/min
Probenschleife: 2,5 mL Edelstahl
Detektion: UV 254 nm; Leitfdhigkeit

Durchfithrung

e Séaule mit Eluent A dquilibrieren

e Probe injizieren (max. Injektionsvolumen 1,5-2 mL, sonst auf mehrere Léaufe

verteilen)
e Warten bis UV-Absorption wieder +/- Null (ca. 20-25 min)
e FElution der Analyten mit Eluent B
e UV-aktive Fraktion auffangen

e Siule nach Gebrauch griindlich mit Wasser sowie einer 0,05%igen Na-Azid-

Losung spiilen und bei 4 °C lagern

Herstellung der 1 mol/L-Ammoniumacetat-Losung pH 9.5

77,1 g Ammoniumacetat werden in 800 mL Wasser gelost. Nach dem Einstellen des
pH-Wertes auf 9,5 mit konz. Ammoniak wird mit Wasser auf 1 L aufgefiillt.

4.1.4 Entsalzung und Trocknung

Saule: LiChrospher® 100 RP-18 4 * 250 mm

Eluenten: A) TEAA, ¢ =40 mmol/L, pH 6,5
B) Acetonitril

Fluss: 0,75 mL/min
Probenschleife: 5 mL PEEK
Detektion: UV 254 nm; Leitfahigkeit
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Durchfiithrung

Séule 20-30 min mit Eluent A dquilibrieren

Eluat der Affinitdtschromatographie (Kap. 4.1.3) mit 1 mol/L-TEAA pH 6,5 auf
eine finale TEAA-Konzentration von mindestens 40 mmol/L bringen und pH-
Wert auf 6,5 einstellen

Probe injizieren (max. Injektionsvolumen 3—4 mL, sonst auf mehrere

Injektionen verteilen)

nach Injektion der gesamten Probe warten bis die Leitfdhigkeit wieder auf den

Normalwert von etwa 2200 uS gesunken ist

Elution der Analyten mit 30 % Eluent B

UV-aktive Fraktion auffangen in Eppendorf-Gefiflien (max. 1 mL/Gefal3)
Saule nach jeder Injektion 5 min mit 100 % Eluent B spiilen

Eluat {iber Nacht in der Vakuum-Zentrifuge zur Trockne einengen;
falls weiBler Salzriickstand sichtbar, nochmals mit ca. 500 uL. Wasser aufnehmen

und erneut zur Trockne einengen

Herstellung der 1 mol/L-Triethylammoniumacetat (TEAA)-LGsung pH 6.5

Unter starkem Riithren werden 70 mL TEA und 30 mL Eisessig zu 200 mL Wasser
gegeben. Nach Erkalten der Losung wird der pH-Wert mit Eisessig bzw. TEA auf 6,5
eingestellt und mit Wasser auf 500 mL aufgefiillt.

Herstellung der 40 mmol/L-Triethylammoniumacetat (TEAA)-LGsung pH 6.5

40 mL 1 mol/L-TEAA pH 6,5 werden mit bidestilliertem Wasser zu einem Liter

verdinnt.
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4.2 Untersuchung von Thrombozytenkonzentraten und

Buffy-Coats

4.2.1 Kapillarelektrophoretische Bedingungen

P/ACE System 2050 mit P/ACE UV-Detektor, Filterwellenldnge 254 nm, Datenrate
5 Hz, rise time des Detektors 0,5 s, detector range 0,030;

bei Aufnahme der Online-DAD-Spektren P/ACE System 5510 mit P/ACE DAD-
Detektor

Kapillare fused-silica 50 um ID, 60 cm effektive Lange, 67 cm Gesamtldnge,
Apertur der Kapillarkartusche 100*800 um, Kapillartemperatur 20 °C

Laufpuffer Ammoniumcarbonat 50 mmol/L, pH eingestellt mit 25 % NH,OH
Trennspannung +20 kV

Probeninjektion hydrodynamisch 10 s, danach Wasserinjektion 2 s, jeweils mit
0,5 psi Uberdruck

Probenvolumen 8—10 pL in Kunststoff-Mikrovials, zur Vermeidung von Ver-

dunstung mit ca. 10—-15 pL diinnfliissigem Paraffin {iberschichtet
Spiilen hydrodynamisch mit 20 psi Uberdruck

Konditionierung der Kapillare nach Einbau bzw. zu Beginn des Tages: 10 min 1 M-

NaOH, danach 1 Lauf unter Trennbedingungen
Spiilen zwischen den einzelnen Laufen: 3 min 0,1 M-NaOH, 5 min Puffer

Spiilen der Kapillare am Ende des Tages: 5 min Wasser, 5 min Stickstoff
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4.2.2 Bedingungen fiir MALDI-TOF-Massenspektrometrie

e Matrix: 5 % 3-Hydroxypicolinsdure in Wasser bzw. Acetonitril/Wasser 1+1 (V+V)

e Probenvorbereitung: 0,5 pL Probenlosung + 0,5 pLL. Matrix auf die Probenplatte
pipettieren und mischen, einige wenige Kérnchen Kationenaustauscher in der H'-
Form dazugeben und im Kaltluftstrom trocknen, anschlieBend Kationenaustauscher
im Kaltluftstrom entfernen

e Anregung der Analyten durch einen Stickstoff-Laser (Anregungswellenlénge
337 nm, Pulsdauer 3 ns)

e Aufnahme der Spektren im Positiv-lonen-Modus unter Einsatz des Reflektors; zur

Verbesserung des Signal-Rausch-Verhéltnisses wurden mehrere Spektren akku-
muliert

e Kalibration des Massenspektrometers durch ein Gemisch der Diadenosin-
polyphosphate Ap,A bis Ap¢A als externer Standard

4.3 Bestimmung aus humanem Vollblut

4.3.1 Interner Standard
4.3.1.1 NAD"

Tab. E-4.1 Korrigierte Peakflichen fiir die Wiederfindung von Ap,A bis ApsA aus
wissriger Losung bei Verwendung von NAD" als internem Standard

NAD® Abbau1 Abbau2 Ap,A Ap;A Ap:A ApsA ApsA

Ref. 8,184 <LOD <LOD 1,783 2,844 3,386 2,264 2,033
WF 1 11,868 0,371 0,661 3,892 5,224 5,877 3,743 2,984
WEF 2 9,966 0,406 0,670 3,388 5,169 5,842 3,804 3,231

WF 3 11,110 0,397 0,791 3,764 5,848 6,636 4,352 3,568

CE-Bedingungen: pH 9,90, sonst wie in Kap. 4.2.1 beschrieben

Proben: Ap,A bis ApgA jeweils ca. 6 nmol, NAD" 20 ng, wissrige Losung
Probenvolumen 20 pL bei Wiederfindung (WF) 1-3, 50 uL bei Referenz

Ablauf: Perchlorsdurefillung, KC1O4-Fallung, Affinitidtschromatographie, Ent-
salzung wie in den Kapiteln 4.1.2 bis 4.1.4 beschrieben

Zugabe von NAD" unmittelbar vor der Affinititschromatographie
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4.3.1.2 e-ApA

Synthese
Eine Mischung aus 400 pL Chloracetaldehyd-Losung 50 % (entsprechend etwa

8 mmol Chloracetaldehyd) und 20 mL Wasser wurde mit Natronlauge auf pH 4,5 ein-
gestellt. Nach Zugabe von 2 mg (entsprechend 3 pmol) Ap,A wurde das Reaktions-
gemisch in einem Dreihalskolben 16 Stunden im Wasserbad bei 50 °C geriihrt.

In regelmiBigen Abstinden wurden mit einer Eppendorfpipette ca. 20 pL des
Reaktionsgemisches entnommen und direkt kapillarelektrophoretisch untersucht
(Bedingungen wie in Kap. 4.2.1, pH 9,90).

Aufreinigung
Nach Abschluss der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit 1,25 mL 1 M-Triethyl-

ammoniumacetat-Losung pH 6,5 versetzt und wie in Kap. 4.1.4 beschrieben mittels
RP-HPLC entsalzt. Abweichend von den dort angegebenen Bedingungen wurde eine
HPLC-Sdule mit den Abmessungen 250*7 mm bei einem Fluss von 1,5 mL/min ver-
wendet. Die Injektionsvolumina betrugen ca. 3 mL (5-mL-Probenschleife). Die UV-
aktiven Fraktionen wurden in Eppendorf-Gefdfen in Aliquots zu 1 mL aufgefangen
(insgesamt 55 Stiick) und in der Vakuum-Zentrifuge zur Trocke eingeengt. Der Riick-

stand war von braun-roter, leicht liger Konsistenz.

Identitéts- und Reinheitsprifung

Zur Identitits- und Reinheitspriifung wurde ein Synthese-Aliquot in 20 uL Wasser
gelost und mittels MALDI-TOF-MS und Kapillarelektrophorese untersucht.

Das MALDI-TOF-Massenspektrum zeigte nur auf e-Ap,A zuriickzufiihrende Signale,
namlich m/z 725 ((M+H]"), m/z 1449 ([2M+H]") sowie die entsprechenden Natrium-

addukte im Abstand von 22 Masseneinheiten.

Das Elektropherogramm ist in Abb. 4.14 des theoretischen Teils dargestellt (pH 9,9,
sonstige Bedingungen wie in Kap. 4.2.1). Im Migrationszeitbereich der Mono- und
Dinukleotide konnten keine Neben- oder Abbauprodukte detektiert werden; auch war
keine Verunreinigung mit dem Edukt Ap,A nachweisbar. Die einzige detektierbare
Verunreininung migrierte kurz vor e-Ap,A, war von diesem gut abgetrennt und betrug

nur wenige Flachen-%.
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Wiederfindung

Tab. E-4.2  Korrigierte Peakflichen fiir die Wiederfindung von Ap,A bis ApsA aus
wissriger Losung bei Verwendung von g-Ap;A als internem Standard

e-Ap,A Abbau1 Ap.,A ApsA Ap,A ApsA ApsA

Ref. 1,860 0,096 0,997 2,340 2,521 1,313 1,659
WF 1 3,612 0,639 2,039 4,764 5,067 2,556 3,019
WEF 2 3,799 0,508 2,177 5,090 5,345 2,683 3,121
WF 3 3,833 0,462 2,129 4,965 5,261 2,689 3,223

CE-Bedingungen: pH 9,90, sonst wie in Kap. 4.2.1 beschrieben

Proben: Ap,A—ApsA jeweils ca. 6 nmol, e-Ap,A, wissrige Losung
Probenvolumen 20 pL bei Wiederfindung (WF) 1-3, 50 puL bei Referenz

Ablauf: Perchlorsédurefallung, KClO4-Féllung, Affinitdtschromatographie, Ent-
salzung wie in den Kapiteln 4.1.2 bis 4.1.4 beschrieben

Zugabe von e-Ap,A vor der Perchlorsdurefallung

Gehaltseinstellung
30 Synthese-Aliquots wurden in insgesamt 1300 uL Wasser aufgenommen. Nach Ab-

zentrifugieren des unldslichen Niederschlags wurde eine klare, rotlich-braune Losung

erhalten.

Zur Gehaltsbestimmung wurde wie folgt verfahren:
o 20 uL e-Ap,A-Losung im Eppendorf-Gefall mit Stickstoff zur Trockne abblasen
e Riickstand in 20 pL NAD -Losung, ¢ = 500 pg/mL, aufnehmen
e Kapillarelektrophorese bei pH 9,90 (restliche Bedingungen wie in Kap. 4.2.1

beschrieben)

e Berechnung des Gehaltes als Ap,A (in pmol/L) nach der Formel in Kap. 3.3.3

des theoretischen Teils

Die e-Ap,A-Losung wurde durch Verdiinnen mit Wasser auf einen Gehalt von
227 umol/L (berechnet als Ap,A) eingestellt und in dieser Form fiir die Bestimmung

der Dinukleosidpolyphosphate in Humanthrombozyten verwendet.
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4.3.2 Validierung
4.3.2.1 Selektivitat

Affinititschromatographie

Zur Bestimmung der Selektivitit der Affinitdtschromatographie wurden die in

Abb. 4.11 des theoretischen Teils angegebenen Substanzen bzw. Substanzgemische,
geldst in 1 mol/L-Ammoniumacetat pH 9,5, nach dem in Kap. 4.1.3 beschriebenen
Verfahren chromatographiert.

Kapillarelektrophorese

Bedingungen s. Kap. 4.2.1

4.3.2.2 Arbeitsbereich, Linearitit, Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Als Ausgangsmaterial dienten aus insgesamt 300 mL Vollblut gewonnene Thrombo-
zyten. Unmittelbar nach dem Auftauen des Pellets und der Resuspendierung in Wasser
wurden Aliquots entsprechend der Thrombozytenmenge aus 20 mL Vollblut ent-
nommen und mit 30 pL Dinukleosidpolyphosphat-Lésung (s.u.) bzw. 30 uL. Wasser
fiir den Leerwert versetzt. Fiir jede Konzentrationsstufe wurden drei Aliquots separat
aufgearbeitet und analysiert. Zur Vermeidung enzymatischer Hydrolyse wurden die
Resuspendierung und die Aliquotierung unter Eiskiihlung vorgenommen. Unmittelbar
im Anschlu} erfolgten die Perchlorsdurefillung und die weitere Probenaufarbeitung
wie in den Kapiteln 4.1.2 bis 4.1.4 beschrieben.

Die zur Aufstockung der Plittchenproben eingesetzten Dinukleosidpolyphosphat-
Losungen enthielten Ap,A bis ApgA in drei verschiedenen Konzentrationsstufen;
zusitzlich wurde ein Leerwert ohne weitere Zugabe von Standardsubstanzen bestimmit.
Die jeweils zugesetzten Mengen an Dinukleotiden wurden mit der in Kap. 3.3.3
beschriebenen Methode quantifiziert. Dazu wurden 30 pL Standardlosung im Stick-
stoffstrom trockengeblasen, mit 20 pL einer NAD'-Lésung der Konzentration 500
ng/mL aufgenommen und analysiert. Die Ergebnisse sind in Tab. 4.3 des theoretischen

Teils zusammengefasst.

Der interne Standard wurde erst unmittelbar vor der Affinitdtschromatographie der
Probenlosung hinzugefiigt. Dazu wurden zu jeder Probe 20 pL einer e-Ap,A-Ldosung
der Konzentration 227 pmol/L, also 4,54 nmol e-Ap,A (jeweils berechnet als Ap,A,
vgl. Kap. 4.3.1.2) pipettiert.
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Nach vollstidndiger Probenaufarbeitung wurde jede Probe mittels Kapillarelektro-
phorese unter den in Kap. 4.2.1 beschriebenen Bedingungen bei pH 9,80 und pH 10,35
vermessen und das Verhéltnis der korrigierten Peakflichen von Ap,A bis ApsA zur
korrigierten Peakfldche des internen Standards bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tab.
E-4.4 und Tab. E-4.5 zusammengestellt. Fiir die weiteren Berechnungen wurden bei
pH 9,80 die Daten fiir Ap;A, ApsA und ApsA und bei pH 10,35 die Daten fiir Ap,A
und ApsA verwendet. Aus den Mittelwerten jeder Konzentrationsstufe wurde mittels
ungewichteter linearer Regression eine Kalibrationsgerade fiir jedes Dinukleotid
berechnet. Die Steigung der Regressionsgeraden diente zur Bestimmung der Menge an
Dinukleotiden in den spéteren Blutproben; der y-Achsenabschnitt bleibt bei dem hier
angewendeten Standardadditionsverfahren unberiicksichtigt. Der Quotient aus
y-Achsenabschnitt und Steigung lieferte die Menge an Dinukleotid in der Leerprobe.
Die resultierenden Kalibrationsgeraden, die prozentualen Residuen und die Prézision
der Messwerte fiir jede Konzentrationsstufe sind in Tab. 4.4 des theoretischen Teils

zusammengefasst.

Aps;A, ApsA und ApsA konnen bei pH 10,35 ebenfalls selektiv bestimmt werden. Ein
Vergleich der bei diesem pH-Wert in der Leerprobe bestimmten Dinukleotidmengen
mit dem Ergebnis bei pH 9,80 ist in Tab. E-4.3 dargestellt.

Tab. E-4.3  Vergleich der in der Leerprobe bei pH 9,80 und 10,35 bestimmten
Dinukleotidmengen

ApsA ApsA ApsA
nmol nmol nmol

pH 9,80 1,99 2,04 0,78
pH 10,35 1,94 1,94 0,76
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Tab. E-4.4  Experimentelle Daten der Kalibrationsliufe bei pH 9,80
(Werte zur Berechnung der Kalibrationsgeraden grau hintelegt)

Acorr ApZA / Acorr Ap3A / Acorr Ap4A I Acorr ApsA I Acorr ApGA /

Stufe Acorr IS Acorr IS Acorr IS Acorr IS Acorr IS

0,04750 0,29576 0,26701 0,07781 0,03246

0 0,03817 0,26853 0,24286 0,07079 0,02940

nicht auswertbar

MW 0,04284 0,28214 0,25493 0,07430 0,03093

SDhV 0,00660 0,01926 0,01708 0,00496 0,00216
relSDV 15,4 % 6,8 % 6,7 % 6,7 % 7.0 %

0,15728 0,33530 0,32117 0,12394 0,07058

1 0,15333 0,33967 0,32124 0,12204 0,07240

0,13001 0,29275 0,27970 0,11693 0,06565

MW 0,14688 0,32257 0,30737 0,12097 0,06954

SD 0,01474 0,02592 0,02396 0,00363 0,00349
relSDV 10,0 % 8,0 % 7.8 % 3,0 % 5,0 %

0,29772 0,46720 0,46266 0,24694 0,12949
2 0,31442 0,49133 0,49739 0,28340 0,15498

nicht auswertbar

MW 0,30607 0,47926 0,48002 0,26517 0,14223

SDbv 0,01181 0,01706 0,02456  0,02579 0,01802
relSDV 3,9% 3,6 % 5.1 % 9,7 % 12,7 %

1,14325 1,25564 1,29981 0,83681 0,42388

3 1,13277 1,21936 127398  0,88918 0,47600

1,10281 1,19974 1,20611 0,76340 0,36066

MW 1,12628 1,22491 1,25997  0,82980 0,42018

Sbv 0,02099 0,02836 0,04840  0,06318 0,05776

relSDV 1,9 % 23 % 3,8 % 7,6 % 13,7 %
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Tab. E-4.5  Experimentelle Daten der Kalibrationslidufe bei pH 10,35
(Werte zur Berechnung der Kalibrationsgeraden grau hinterlegt)

Acorr Ap2A I Acorr Ap3A / Acorr Ap4A / Acorr ApsA / Acorr ApGA /

Stufe Acorr IS Acorr IS Acorr IS Acorr IS Acorr IS
0,03374  0,27514 0,23495  0,07633  0,01435
0 0,03369  0,27242 0,22867  0,07244 0,01294
nicht auswertbar
MW 0,03372 0,27378 0,23181 0,07439  0,01364
Y 0,00003  0,00192 0,00444  0,00275  0,00099
relSDV 0,1 % 0,7 % 1,9 % 3,7 % 7.3 %

0,10555 0,32425 0,30332 0,12438 0,04809
1 0,10231 0,32768 0,31808 0,11550 0,04829
0,09117 0,28004 0,26698 0,12006 0,04127

MW 0,09968 0,31066 0,29613 0,11998 0,04589
SD 0,00755 0,02657 0,02630 0,00444 0,00400
relSDV 7,6 % 8,6 % 8,9 % 3,7 % 8,7 %
0,24996 0,44131 0,43418 0,23014 0,10839
2 nicht auswertbar
0,27436 0,46581 0,47353 0,27911 0,13336
MW 0,26216 0,45356 0,45385 0,25462 0,12088
ShV 0,01725 0,01733 0,02782 0,03463 0,01766
relSDV 6,6 % 3,8 % 6,1 % 13,6 % 14,6 %
1,12379 1,23815 1,30363 0,85043 0,40510
3 1,06738 1,17435 1,24485 0,85888 0,44696
1,06161 1,16160 1,19698 0,74076 0,33366
MW 1,08426 1,19136 1,24849 0,81669 0,39524
SDV 0,03435 0,04101 0,05342 0,06589 0,05729

relSDV 3,2 % 3.4 % 4,3 % 8,1 % 14,5 %
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4.3.2.3 Prizision

Die Prézision wurde untersucht durch die getrennte Aufarbeitung und Bestimmung des
Dinukleotidgehaltes von fiinf Aliquots einer aus Vollblut erhaltenen Plédttchenprobe;
jedes Aliquot entsprach dabei den Thrombozyten aus 20 mL Blut. Die Ergebnisse sind
in Tab. E-4.6 dargestellt.

Tab. E-4.6  Préazision der Bestimmung der Ap,A in Thrombozyten

Ap2A ApsA ApsA ApsA ApsA

Aliquot

pmol pmol pmol pmol pmol

1 251 1715 1827 704 336

2 226 1754 1753 560 245

3 237 1848 1831 701 271

4 245 1971 1957 669 271

5 210 1999 2154 749 296

MW 234 1857 1904 677 284
SDV 16,2 126,6 157.,8 71,3 341
relSDV 6,9 % 6,8 % 8,3 % 10,5 % 12,0 %

4.3.2.4 Wiederfindung

Die Wiederfindung wurde ermittelt durch Vergleich der korrigierten Peakfldchen vor
und nach der Probenaufarbeitung. Um mogliche Fehler durch geringfiigig verschie-
dene Injektionsvolumina auszuschlieen, wurden die entsprechenden Proben (30 pL
der in der Kalibration zum Aufstocken verwendeten Diadenosinpolyphosphat-
Losungen bzw. die fertig aufgearbeiteten Kalibrationsproben) nach der Vakuum-
trocknung in einer NAD'-Losung aufgenommen. Das enthaltene NAD" diente als
zweiter interner Standard, auf den die korrigierten Peakflichen der Substanzen
bezogen wurden. Die Ergebnisse sind in Tab. 4.6 des theoretischen Teils zusammen-

gefasst.
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4.3.2.5 Robustheit

Abbau der Dinukleosidpolyphosphate in der Plittchensuspension

Zwei Aliquots der zur Kalibrierung verwendeten aufgetauten und resuspendierten
Pléattchenprobe wurden erst nach 60-miniitigem Stehen im Eisbad mit Perchlorséure
versetzt und weiter aufgearbeitet. AnschlieBend wurde der Dinukleotidgehalt mit den
sofort nach Resuspendierung und Aliquotierung mit Perchlorsédure behandelten Proben
verglichen.

Tab. E-4.7  Dinukleotidgehalt bei sofortiger Perchlorsaurefillung bzw. bei Perchlor-
saurefillung nach 60-miniitigem Stehen im Eisbad

Perchlorsiurefallung P2A  APA - ApA - ApsA - ApA

pmol pmol pmol pmol pmol
sofort 176 1990 2040 776 310
60 min 0 °C (MW, n = 2) 161 1430 1760 599 231

Stabilitit der Migrationszeiten

Die Migrationszeiten der Analyten sind in Abb. 4.15 sowie Tab. 4.7 des theoretischen

Teils zusammengefasst.

Systemeignungstest

Die Zusammensetzung der Testmischung fiir den Systemeignungstest ist in Tab. E-4.8
wiedergegeben. Die Testmischung wurde bei pH 9,80 und pH 10,35 hydrodynamisch
jeweils 10 s, gefolgt von 2 s Wasser, injiziert (p = 0,5 psi). Als Indikator fiir die
korrekte Einstellung des pH-Wertes diente bei pH 9,80 die Trennung von ADP, Ap,G
und ApsA, bei pH 10,35 die Trennung von ADP, Ap;G und ApsA. Entsprechende
Elektropherogramme sind in Abb. 4.16 des theoretischen Teils gezeigt.

Tab. E-4.8 Zusammensetzung der Probenlosung fiir den Systemeignungstest

Ap, A ApsA ApsG ApsA ApsG ApsA ApsA AMP  ADP  ATP

pmol L’ pmol L" pmol L" pmol L’ pmol L’ pmol L’ pmol L’ pmol L’ pmol L’ pmol L’

50 50 15 50 15 50 50 30 30 30
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4.3.3 Untersuchung von Probandenblutproben

Tab. E-4.9  Dinukleotidgehalt der untersuchten Probandenproben

Ap2A ApsA Ap3G ApsA ApsG ApsA ApsA
Proband pmol pmol pmol pmol pmol pmol pmol
pH 10,35 pH980 pH980 pH980 pH10,35 pH980 pH10,35

1 389 3444 902 3401 1081 1484 493
2 208 1146 418 1194 337 635 233
3 278 1713 464 1938 600 985 345
4 194 1870 522 2273 626 1138 416
5 123 965 280 1035 330 527 223
6 174 1574 439 1819 484 855 315
7 201 1845 576 1957 677 951 356
8 265 1470 353 1721 573 884 532
9 244 2933 949 3632 1186 1849 748
10 194 1394 423 2028 658 1068 537
11 416 1423 483 1830 1337 1036 1018
12 73 584 178 949 448 472 285
13 277 812 267 1239 366 677 452
14 144 1803 558 2373 632 1218 742
15 184 1056 418 1604 406 858 400
16 335 1029 428 1723 473 648 453
17 463 1201 470 1433 419 737 283
18 258 1880 669 2627 591 1242 557
19 150 1089 349 1520 366 783 378
20 145 1841 489 2020 611 969 560
21 176 1990 482 2040 610 658 310

Angegeben ist jeweils der Absolutgehalt einer aus 20 mL Vollblut gewonnenen
Thrombozytenprobe.

Mittelwert, Standardabweichung, Standardfehler des Mittelwertes, Vertrauensintervall
des Mittelwertes sowie Median sind in Tab. 4.8 des theoretischen Teils angegeben.

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Add-Ins Analyse-it General V. 1.62
fiir Microsoft Excel 2000 durchgefiihrt.



BESTIMMUNG AUS HUMANEM VOLLBLUT 199

4.3.4 Vergleich von Normo- und Hypertonikerproben

Tab. E-4.10 Dinukleotidgehalt der untersuchten Probandenproben
(H = Hypertoniker, N = Normotoniker; ApsA bei Normotoniker unter LOQ)

Ap2A ApsA Ap3G ApsA ApsG ApsA ApsA

Proband /
Aliquot pmol pmol pmol pmol pmol pmol pmol
pH 10,35 pH980 pH980 pH980 pH10,35 pH980 pH10,35
N/1 251 1715 480 1827 400 704 163
N/2 226 1754 441 1753 458 560 145
N/3 237 1848 460 1831 537 701 222
N/4 244 1971 501 1957 511 669 155
N/5 210 1999 513 2154 549 749 205
MW 234 1857 479 1904 491 676 (178)
SD 16,2 126,6 29,5 157,8 62,0 71,3 33,5
SEM 7,3 56,6 13,2 70,6 27,2 31,9 15,0
H/1 331 1359 353 1431 319 593 246
H/2 200 1592 428 1842 424 784 263
H/3 236 1653 439 1887 488 766 292
H/4 181 1298 344 1323 350 456 157
H/5 148 1200 306 1396 368 532 210
MW 219 1420 374 1576 390 626 234
SD 70,2 194,0 57,0 266,6 66,9 144,3 52,0
SEM 31,4 86,8 25,5 119,2 29,9 64,6 23,3

Angegeben ist jeweils der Absolutgehalt eines den Thrombozyten aus aus 20 mL Voll-
blut entsprechenden Aliquots.

Mittelwerte und Varianzen wurde mit Hilfe eines /- bzw. ¢-Testes auf einem Signi-
fikanzniveau von P = 99 % (zweiseitiger Test) untersucht. Dabei konnte fiir kein
Dinukleotid ein signifikanter Unterschied der Varianzen, fiir Ap;A und Ap;G jedoch
ein signifikant unterschiedlicher Gehalt in den Proben aus Normo- bzw. Hypertoniker-
Blut festgestellt werden.

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Add-Ins Analyse-it General V. 1.62
fiir Microsoft Excel 2000 durchgefiihrt.
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S Versuche zur CE/MS-Kopplung

5.1 Kapillarelektrophoretische Bedingungen

e Kapillarelektrophorese-System HP*® mit DAD-Detektor, Wellenlinge 254 nm,
Betrieb des Systems im CE/MS-Modus

e Kapillare fused-silica 50 um ID, ca. 25 cm zum UV-Detektionsfenster, ca. 78 cm

Gesamtliange bis zum Kapillarende im ESI-Interface, Kapillartemperatur 20 °C
e Laufpuffer Ammoniumcarbonat 50 mmol/L, pH 9,50 eingestellt mit 25 % NH,OH
e Trennspannung +20 kV, Stomstérke auf 50 nA begrenzt

e Probeninjektion hydrodynamisch 15 s, danach Wasserinjektion 5s, jeweils mit
50 mbar Uberdruck

e Spiilen zwischen den einzelnen Laufen: 2 min Puffer

Als Proben dienten wissrige Losungen jeweils eines Dinukleotides aus der Reihe
Ap,A bis ApgA mit einer Konzentration von etwa 2 mmol/L sowie eine Mischung von
Ap,A, ApsA, ApsA, ApsA und Ap;A, Konzentration ebenfalls etwa 2 mmol/L je
Dinukleotid (Ap;A ca. 400 umol/L).

5.2 Massenspektrometrische Bedingungen

e Tontrap-Quadrupol-Massenspektrometer LCQ® mit Elektrospray-Interface

e Detektion im Negativ-Ionen-Modus, Full-scan, m/z = 200-1200

e Sheath liquid: Methanol / Wasser / konz. Ammoniak 50+49+1 (V+V+V)

o Sheath flow: 3,90 uL/min

o Sheath gas (N,): 17,4 arbitrary units

e ESI-Spannung: 3,8 kV

e Temperatur der Einlasskapillare: 60 °C

Kapillarelektrophoresegeridt und Massenspektrometer waren fiir die CE/MS-Kopplung

mit einem Erdungskabel verbunden, um den Stromkreis fiir die Kapillarelektrophorese

zu schliefen und Potenzialdifferenzen zwischen den beiden Geriten zu vermeiden.
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6 Versuche zur Fluoreszenzderivatisierung

6.1 Laser-induzierte Fluoreszenzdetektion

e P/ACE System 2100 mit P/ACE LIF-Detektor, PMT Gain 1000
e Anregungswellenlidnge 4. 325 nm (HeCd-Laser, 20 mW Ausgangsleistung),

Emissionswellenldnge 4., 405 nm (Filter, Halbwertsbreite 10 nm)

e Kapillare fused-silica 50 um ID, 60 cm effektive Lange, 67 cm Gesamtldnge, LIF-
Kartusche, Kapillartemperatur 20 °C

e Laufpuffer Ammoniumcarbonat 50 mmol/L, pH 9,90 eingestellt mit 25 % NH,OH
e Trennspannung +20 kV

e Probeninjektion hydrodynamisch 10 s, danach Wasserinjektion 2 s, jeweils mit
0,5 psi Uberdruck

e Spiilen zwischen den einzelnen Laufen: 3 min 0,1 M-NaOH, 5 min Puffer

Als Probenlosung wurde eine wissrige Losung von g-Ap,A, ¢ ~ 230 pmol/L

(berechnet als Ap,A) verwendet.

6.2 ARGOS 250B-Fluoreszenzdetektor

e Kapillarelektrophorese-System HP*® mit DAD-Detektor (Wellenlinge 254 nm) und
iiber A/D-Wandler angeschlossenem ARGOS 250B-Fluoreszenzdetektor

e Anregungswellenldnge 4., 265 nm (Xenon-Lampe / Monochromator),
Emissionswellenldnge A, > 320 nm (cut-off-Filter)
Gain-Spannung des Photomultipliers 700 V

e Kapillare fused-silica 50 um ID, 38 cm Gesamtldnge (ca. 18 cm zur Fluoreszenz-

detektionseinheit und 30 cm zum UV-Detektionsfenster), Kapillartemperatur 20 °C
e Laufpuffer Ammoniumcarbonat 50 mmol/L, pH 9,90 eingestellt mit 25 % NH,OH
e Trennspannung +10 kV
e Probeninjektion hydrodynamisch 7 s mit 50 mbar Uberdruck

e Spiilen zwischen den einzelnen Laufen: 2 min 0,1 M-NaOH / 5 min Puffer

Als Probenldsung wurde eine wiéssrige Losung von e-Ap,A, ¢ = 80 pmol/L (berechnet
als Ap,A), die auBerdem noch 170 png/mL NAD" enthielt, verwendet.
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