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Fiir das Studi m postmortaler Vorginge im Muskel sind die Adenin- un’
Inosin-Nucleotide sowie Inosin und Hypoxanthin von besonderer Bedet
Wihrend sich nur ATP, ADP und AMP enzymatisch bestimmen 1;1\-\1‘
miissen die Inosin-Nucleotide, Inosin und Hypoxanthin durch andere Meth
den ermittelt werden. Neben der Sdulenchromatographie werden vor alle
papier- und dinnschichtchromatographische Methoden angewendet.
Siulenchromatographische Verfahren (1,2,3,4) haben den Nachteil, €
sie sehr zeitraubend und daher fir Routineuntersuchungen wenig geels

Jtuné’
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sind.
Die Elektrophorese von Nucleotiden (5,6) setzt eine Entsalzung p
Extrakte voraus, da hohere Konzentrationen an Fremdionen die ° 1tlmlﬂ
erheblich storen. Eine Vorentsalzung ohne Substanzverluste ist nur sch?
durchfithrbar. Aus diesern Grunde kommt die Elektrophorese zur qus anti®
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tiven Bestimmung von Nucleotiden, Inosin und Hypoxanthin kaum in F1 1

Ebenso wie die Sdulenchromatographie erfordern auch pu])iu*('hl'('”]‘fﬂ;/
graphische Verfahren (1,7,8) einen erheblichen Zeitaufwand. Sie sind dl‘l‘ﬂl,
schichtchromatographischen Untersuchungsmethoden (9,10,11) auch hins* b
lich der Empfindlichkeit unterlegen. I)iil'm.\‘(‘hicht(‘hr(nn;ltugrzlphiﬁf g
Untersuchungsmethoden ist daher der Vorzug zu geben. Uf.

Zur quantitativen Diinnschichtchromatographie empfiehlt Patakl
13) die direkte fluorimetrische Auswertung der Diinnscl lltlll(hl()ﬂ]ltt)“l‘lmﬂ]
Die bei diesem Verfahren angewandte zweidimensionale Diinnsch BT
chromatographie ist jedoch fiir Serienuntersuchungen wenig geeigneb
jeweils nur eine Probe analysiert werden kann.

Unser Bestreben war es, ein Verfahren zu entwickeln, das

*) F = Fluoreszenzstoff

**) ATP = Adenosintriphosphat; ADP = Adenosindiphosphat; AMP = \<I(HH\”lI 4P
phosphat; ITP Inosintriphosphat; IMP = Inosinmonophosphat; NAD = Nig

amiddinucleotid



die Bestimmung simtlicher Abbauprodukte des ATP durch ein-
dimensionale Diinnschichtchromatographie und
die Méglichkeit zur direkten quantitativen Auswertung auf der Platte
_Bestattete.

B?‘lde Forderungen werden von keinem der bekannten Verfahren erfiillt.
ihrex Iir Prﬁftc’,‘n dflhm: \*01‘5chiedene Tréigersubjstanzen’ }md l’li(%§5111ittel auf
prOdngtnung ;f.ur die D_unns'clnchtchromatograplne von A P.un(vl seinen Abbm?-
Von ﬂuen-. l.Lmem Hm‘we1s~. von Stahl ‘(1_4) folgend, daﬂss die ‘;\achwmsbarlimt
Wirg OTCSZI(*r(:ndGn' Stgflcn "durch ‘ﬂuorosz0117,\‘0rstarl.\'cndo étoffe erhoht
Kies:gl thirsuc;htun wir eine dunnsﬁhmhtdmroxr.lat.ographlscht? lronnung auf
hSCh‘\g?\HL *)-Pl‘attcn.. Nach geeigneter \lfarlatlon alkohohss:h-a.mmomaka-
. Trdhsrlger icssmltu"l‘ erhielten wir eine saubere,. quantitativ ausw'ert—
. €nnung von ITP/ATP/IDP/ADP/IMP/AMP/Inosin und Hypoxanthin*)

T angegebenen Reihenfolge.

DO

METHODIK

1. Substanzen

arAls Trigermaterial wurde Kieselgel HF,;, nach Stahl der Fa. Merck,
gIV]\mstadt, verwendet. Athylenglykol-monoithylither (GMAA), Athylen-
8lyky

Mey 1m()no-burylij.ther (GMBA) und Dioxan wurden ebenfalls von der Fa.
_Tek bezogen. Der Fa. Zellstoff-Fabrik Waldhof, Mannheim, danken wir

ur g; =
Xant?? freundliche Uberlassung der Nucleotide, des Inosis und des Hypo-
ins,

D; 2. Gerdte
urcﬁze;rcnnur‘lg w:urde dl,.ll’Ch. aufsteigende Diinnschichtchromatographie
eip octihrt. Fiir die quantitative Auswertung der Chromatogramme wurde
ertgl}t._ den} Aminco Bowman Spektraphotofluorimeter kombiniertes Aus-
5€Tdt fir Diinnschichtplatten (15, 16) verwendet.
Ot(?:dlspekr‘:n>!)110t0f1L101‘imet01' war n:\it einer Xenon-Lampe mid einer
a) a e II T%S ausgestattet. Als bplatprogram’m wurde gmvamyt:
uf der Seite des Anregungsmonochromators: 5 mm, 0,5 mm, 0,5 mm
. auf der Seite des Emissionsmonochromators: 5 mm, 5 mm.
0,3 = .FlllOreszenzintensitiit wurde tber einen »Meter Multiplier» (Einstellung
Srfy grtI:t uelnemA logarl‘thmllschejn 5(1'111‘C1bCF registriert. Die Feineinstellung
Uber einen Empfindlichkeitsregler.

by . Herstellung der Platten
g % I\‘lt‘sq‘a;'cl HF nach Stahl werden mit 60 ml H,0 und 4 ml I\Ietha{lol
; 18 In einem Morser verriithrt. Der Zusatz von Methanol bewirkt eine
Setzung der Oberflichenspannung des Wassers und damit eine bessere

— 365




Homogenisierbarkeit des Materials. Die Menge reicht aus fiir 5 Diinnschicht”
platten von der Grésse 20 X 20 cm bei einer Schichtdicke von 0,25 mm
Die Platten werden wihrend 1 Stunde an der Luft vorgetrocknet und
Stunden lang bei 105° C im Trockenschrank aktiviert.

Fliessmattel

Als Fliessmittel wird ein Gemisch aus GMAA: GMBA: Dioxan:N NH;: H,0
im Verhaltnis 15: 15: 70: 35: 80 verwendet. Mit diesem Fliessmittel lﬁbbel
sich ATP und seine Abbauprodukte (ADP, AMP, IMP, Inosin und HyP?
xanthin) trennen. Auch NADP und NAD werden von den tibrigen Nucleotide”
getrent.

Bei der Untersuchung von Muskelextrakten treten bisweilen Storunge®
auf, die sich durch Zugabe von 20 Teilen Diathylither zum Fliessmitt®
beseitigen lassen.

Die Empfindlichkeit des Nachweises fiir Inosin und Hypoxanthin Jasst
sich verbessern, wenn man den NH,/Wasser-Anteil um die Hailfte \'crrinl*@ft'
Unter diesen Bedingungen \\mden die Nucleotide jedoch kaum getren®”

Sehr gute Trennungen werden auch mit einem Gemisch aus Isobuty”
alkohol: Oktylalkohol: GMAA: NH,: H,0 im Verhiltnis 30: 10: 70 :15: 5
erzielt.

Durchfiihrung der chromatographischen Trennung

Die Dinnschichtplatten werden mit einer Schablone in gleich preit?
Streifen von 0,9 cm eingeteilt. Im Abstand von etwa 2 cm vom untt“1
Plattenrand wird die Losung der Nucleotide méglichst gleichmissig iiber die
Streifen verteilt aufgetragen. Mit Hilfe eines Fons werden die Austr VMLI
im warmen Luftstrom angetrocknet. Anschliessend wird die Platte in ‘1
mit dem Fliessmittel-Dampf gesittigte Kammer gestellt. Die Laufzeit I
eine Strecke von 17 cm, bei der die Nucleotide ausreichend getrennt \V@fdcw
betrdgt 2 1/2 Stunden. Nach Herausnahme aus dem Fliessmittel wird
Chromatogramm wihrend 20 Minuten bei 105° C getrocknet.

Qualitative und quantitative Auswertung des Chromatogramms P,
Zur Identifizierung der Nucleotide wird das Chromatogramm unter ein®
kurzwelligen UV-Lampe betrachtet. Mengen von etwa 0,3ug Nucleotid } konne
mit dem Auge noch deutlich erkannt werden. Aufgrund des optischen B
drucks konnen bei einiger Ubung bereits halbquantitative Auss: \gen gema’
werden. "
Die quantitative Auswertung der Chromatogramme erfolgt durch direk
Messung der Fluoreszenz. Die Eigenfluoreszenz des in der Kie sel"el’H,
Schicht verarbeiteten Fluoreszenzstoffes wird im kurzwelligen UV bc"ch
bei einer Wellenlinge von 270 nm angeregt. Das Emissionsmaximum lies

— 366 —




<V nm. Dort, wo im Chromatogramm die Nucleotide erscheinen, tritt
Abb 11;101(\/( nzloschung auf, die porportional der Konzentration ist (s.
Schil‘i;{\mlﬂl11‘1mﬂ‘ der Messung .\\'ird die Dﬁnnschichtplat.tc mit der be-
€n Seite nach unten in Richtung des anregenden Lichtstrahles auf
;;h(?ﬁll‘““lmljt1.Jsch d@s- ],)‘i'lnnschichtchrom.atogmphiejPr[ifg.ex."iitcs gelegt.
.t em Blindwert mit einer maximalen Fluoreszenzintensitit von 100 %,

Oln ag ; ' X 3
er;g f tellt ist, wird der Transporttisch mittels eines Synchronmotors so iiber
€stste

er Dy hmuh n Lichtstrahl bewegt, dass das Licht das Zentrum der auf

“n\dnchmlmu vorgezeichneten Streifen geht.

H und NADPH kénnen — unabl 1angig von der Fluoreszenzléschung
Starkey, ]l"dh”on U\'—Borujich ii;n Izmg\.\'elligcn UV-Licht aufgrund der
it 1cht1”( nfluoreszenz dieser Stoffe bestimmt werden. Bei einer Anregung
emeb%n der Wellenlinge 366 nm wird ein Emissionsmaximum bei 470 nm
85t Da die quantitativen Verinderungen durch ILmlcq/lonfzunalnne
Ayg dies werden, wird der Nullwert am Verstirker auf 10 o igmgcgtent_
N4 € Weise ist nur die Bestimmung der reduzierten Formen NADH und

moglich.

Kurz

ERGEBNISSE UND DISKUSSION
Line

he are Abhingigkeit der Fluoreszenzléschung von der aufgetragenen
ISTg 3 - Ay c . :
Nzmenge ergab sich fiir die folgenden Stoffe in den Bereichen:

ATP 01 ug —5 g und 6,5 ug — 14 ug
IDP 01 ug—4 pugund 5 pg— 12 ug
ADP 0,1 pg —25 ug und 5 g — 14 ug
IMP 04 uyg—4 pgund 5 ug— 12 ug
AMP 01 nug—4 wugund 6 pug— 13 ug
Inosin 01 ug — 1,5 ug und 2,4 ug — 6 ug
Hypoxanthin 01 ug —1 g und 1,5 ug — 3 ug

Ungen, e Ergebnisse sind gut reproduzierbar. Bei routineméssigen Untersuch-
EChk\ Von Muskelextrakten kénnen daher fiir Konzentrationsberechnungen
\TVen verwendet werden.
Tag hlf\iellunrf der Eichkurven wurde der Mittelwert von 4 Konzent-
bl . egtlmmunm n verwendet. Die Schwankungen der Messergebnisse
N sich fiyr Mengen von 0,1 ug bis 1 ug auf 10 9, fiir Mengen um 5 ug
Wemg(r als 5 9,
deg T die Lntcrsuchun” von Muskelgewebe wurden Perchlorsaureextrakte
Nig eres“(b(\ nach Neutralisation mit KOH und Abtrennung des KCIO0,-
Qfgq r:hla”(‘s durch Zentrifugation (2500 U/mln? phnc weitere ]:nis&lzullg
8en. Der Extrakt wurde durch Homogenisieren von 2 g Gewebe mit
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6,5 ml Perchlorsiure im Biihler-Homogenisator, anschliessende Filtratio?
durch eine Glasfritte G; und Neutralisation eines aliquoten Filtratanteil®®
bei elektrometrischer pH-Anzeige hergstellt. 0,02 ml des Extraktes w rurde?
fir die Chromatographie eingesetzt.

Die Zuverlassigkeit der Methode wurde durch Vergleich ’fluorim«—ztriSCh
ermittelter ATP-Gehalte mit enzymatischen ATP-Bestimmungen nach def
Methode von Lamprecht und Trautscholdt (16) in Muskelextrakten JBPI“ft
Hierbei ergab sich eine gute Ubereinstimmung; dies geht aus den in Tab®
1 angefiithrten Ergebnissen hervor.

. ; y . ; o ol
Tabelle 1. Vergleich zwischen der fluovimetrischen ATP-Bestimmung aus dem Diinnschtt
3 ¢ ar
chromatogramm wund der enzymatischen ATP-Bestimmung an einem Rindermuskel- Extl
ATP bezogen auf g Frischgewebe

Probe i I1 i

gl8

Enzymatische ATP-Bestimmung: ...............vu.s 1,72 mglg 4,77 mg(g 2,39 m:/J
Fluorimetr. AT P-Bestimimung: et i ik st s 1,69 mg/g 4,89 mg/g 0 i

1em I
Ein weiterer Beweis fiir die Zuverldssigkeit der Methode folgt aus dem

Tabelle 2 angefiithrten Beispiel einer Untersuchug von 5(,]1\\(‘[11(’[11]1\]\L1
webe.
Lintt
Tabelle 2. Quantitative diinnschichichromatographische Bestimmung von ATP wund 5%
Abbauprodukten zu verschiedenen Zeiten post mortem (Skeletmuskel des Schweins)
analytisch evmittelter Gehalt umgerechnet auf ATP (1%
(uglg Frischgewebe ug lg Frischgewebe 28
Zeit post mortem Thal3h 6h 7d Th 3h 6h ¢
ATP 2340 761 356  — 2340 761 356 L
ADP 1082 435 290 152 1283 516 344 1?7
IMP 288 891 1459 1275 332 1297 2122 1b20
AMP 19 376 17 41 28 549 25 ZO
Inosin 89 336 403 763 168 636 763 WER
Hypoxanthin - 39, 203 A2 = 145 383 #
LD
Summe: 4151 3904 3993 %‘))
Bilanz: 1009, 93,9°% 95,9 % 96}
ef’

. ; . ‘ 4 SIEA
*) ITP und IDP wurden mit einbezogen, obwohl sie im Skeletmuskel nicht in nenne?®

ten Mengen vorkommen.
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“)I \» ()“U””MH(,Ilmm der logarithmischen Aufzeichnung einer [rennung von ATP,
K Dp, IMP, Inosin und Hypoxanthin. Die Konzentration ist proportional der von den
L
L Umschriebenen Flichen.
€ aus Tabelle 2 hervorgeht, lisst sich der zeitliche Verlauf des ATP-
ay : 4 i
Bily S mit diesem Verfahren gut verfolgen. Dartiber hinaus kann aus der
dllz el ‘ ¥ < :
In log; 8efolgert werden, dass ausser ATP auch die tibrigen Nucleotide, sowie
In ; . .
und Hypoxanthin mit der erforderlichen Ge nauigkeit erfasst werden
a ]
i‘) ® Nach der beschriebenen Methode auf einer I)ll]lll\(lll(ht} atte bis zu
us
\”Hl kﬁhxilztku gleichzeitig aufgetrennt und quantitativ bestimmt werden
€1 ey ert -
“Week L, erscheint das Verfahren fiir Serienanalysen besonders geeignet.
KT
Weq “dx\lgu\\uw sollte man jedoch statt einer Einzel-Bestimmung je-
el
R ehl e Doppel-oder Dreifacht bestimmung durchfithren, um auf diese Weise
op .
» die in der Qualitdt der Dunnschichtplatte liegen, zu vermeiden
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