Hoch empfindliche Aminosdurenanalyse
durch Kapillar-HPLC
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J. Naidanow *, L. Minarikova **, G. Barka ***, P. Foldi Lok

Einfihrung: In den vergangenen Jahren haben
sich fur die Analyse von Aminosduren die
Methoden der Vordersaulenderivatisierung mit
anschlieender Auftrennungen derselben durch
Reversed-Phase-Chromatographie immer mehr
gegenuber der klassischen Methode durch-
gesetzt. Bei letzterer werden samtliche Amino-
sauren underivatisiert durch lonenaustausch-
chromatographie getrennt und anschlieend in
einer ,Mixing Coil' bei erhéhter Temperatur mit
Ninhydrin umgesetzt [1]. Der Vorteil dieser
Methode ist neben ihrer Robustheit ihre hohe
Auflésung. So kdnnen z.B. in klinischen Proben
neben allen 42, sogenannten physiologischen
Aminosauren auch Aminozucker analysiert wer-
den. Die Methode ist jedoch relativ unempfindlich,
ferner werden fiir eine einzige Analyse 1 bis 2
Stunden bendtigt.

Das deshalb zur Steigerung der Empfindlichkeit
statt Ninhydrin fur die Nachdersaulenderivati-
sierung verwendete Fluorescamin konnte dieses
jedoch nicht verdrangen [2].

Verglichen mit der Nachdersaulenderivatisierung
sind die Analysenverfahren der Vordersaulen-
derivatisierung mit anschlieBender Auftrennung
der Aminosauren durch Reversed-Phase-HPLC in
der Regel zwar die schnelleren und empfind-
licheren Techniken, jedoch konnten sich weder
die Derivatisierung mit 1-Dimethylamino-naph-
thalin-5-sulfonyl-chlorid, DANS-CI [3] oder
Dimethylamino-azobenzol-sulfon-yl-chlorid,
DABS-CI [4], noch mit Phenylisothiocyanat,
PITC [5] durchsetzen. Grunde hierfur sind das
Entstehen von Nebenprodukten und die relativ ge-
ringe Reaktivitdt von Dansyl- und Dabsyl-chlorid,
sowie die arbeitsintensive Derivatisierung bzw. die
Notwendigkeit mehrmals evakuieren zu missen,
um uberschissiges PITC zu entfernen [6].

Die Vordersaulenderivatisierung der Aminosauren
mit ortho-Phthaldialdehyd, OPA, und einem
Thiol, z.B. 3-Mercaptoethanol oder Ethanthiol, ist
eine der modernsten Techniken [7]. Sie zeichnet
sich vor allem durch hohe Empfindlichkeit, > 10
fMol, und kirzeste Analysenzeiten aus [8]. Von
groBRem Nachteil ist jedoch, dafl ortho-Phthal-
dialdehyd nicht mit sekundaren Aminen wie Prolin
oder Hydroxyprolin reagiert und seine Addukte
instabil sind [9]. Besonderes Interesse findet
jedoch die hochempfindliche Analyse der
enatiomeren D- und L-Aminosauren in Nahrungs-

mitteln  durch vollautomatische Vordersaulen-
derivatisierung mit OPA und N-Isobutyryl-cys-
tein mit anschlieender Trennung aller Diastereo-
meren durch Reversed-Phase-HPLC [10 / 11].

Um die erwahnten Nachteile bei der Analyse von
Proteinhydrolysat, zerebrospinaler Flissigkeit,
Serum, Seewasser etc. zu umgehen, beschrieben
1983 B. Josefsson et al. erstmalig die Derivati-
sierung der Aminosauren mit 9-Fluorenyl-
methoxycarbonyl-chlorid, FMOC [12 / 13]. Die
Derivate des fir die Peptidsynthese verwendeten
FMOC's zeichnen sich besonders durch ihre
niedere Nachweisgrenze, < 50 fMol, sowie ihre
hohe Stabilitat, > 24 Std., aus. Sowohl bei
manueller, als auch bei automatischer Derivati-
sierung kann das zur vdlligen Umsetzung der
Aminosauren notwendige, im UberschulB zuge-
setzte, jedoch die Auswertung der Chromato-
gramme storende FMOC einfach durch Zugabe
von 1-Amino-adamantan gebunden werden [14].
Ein weiterer, besonders hervorstechender Vorteil
dieser Methode ist, dal nach Ersetzen des
FMOC'’s durch sein chirales Analogon (+)-1-(9-
Fluorenyl)ethylchloroformat, unter ansonsten
identischen Reaktions- und nahezu gleichen
Trennbedingungen leicht Probengemische
enantiomerer Aminosauren und Amine analysiert
werden kdnnen [15].

Da jede der kurz erwdhnten Methoden im Ver-
gleich mit jeder anderen nicht nur mehr oder
weniger Vorteile, sondern auch Nachteile hat, ist
es bis dato unumgénglich fur die jeweilige
Problemstellung die jeweils optimale Methode
auszusuchen. Weil jedoch Erforschung und
Diagnose z.B. der Alzheimer’'schen- und anderer
schwerwiegender, vielfach genetisch bedingter
Krankheiten [16] ebenso wie die Analyse von
Proteomen immer hohere Empfindlichkeit bei
stets nur minimalen zur Verfigung stehenden
Probenmengen erfordern, war es das Ziel der im
Folgenden beschriebenen Experimente, die fir
Standard- bzw. analytische HPLC bereits
beschriebene  Vordersaulenderivatisierung der
Aminosduren mit 6-Aminoquinolyl-N-hydroxy-
succinimidyl-carbamat (AQC) weiter zu ent-
wickeln [17]. Die neue Methode sollte robust,
manuel und automatisch einfach zu handhaben
und zumindest so empfindlich wie die Derivati-
sierung mit OPA oder FMOC sein. Dies wiederum
bedeutet, sie muf3 ,Nano- und Kapillar-HPLC
tauglich* sein und dartber hinaus den Erforder-



nissen einer modernen Analytik von Prote-
omen gentgen [18].

Materialien und Methoden: Die Analysen der
human Plasma-, Biopsi- und Hefeextraktproben
wurden mit einem HPLC-System bestehend aus
folgenden Komponenten durchgefihrt: Delta-
Chrom SDS150 (master) + SDS15s (slave)
Pumpe (Hochdruckgradient / (Watrex Prague,
Czech Republic), Midas Autosampler (Spark
Holland), 1040 HP Fluoreszenz-Detector (Agilent
Technologies), and EZ-Chrom-Datastation (Scien-
tific Software, USA).

Fur die Mikrobore- und Narrowbore-Chromato-
graphie stand ein HPLC-System von Thermo
Finnigan, Darmstadt, zur Verfiigung. Dies bestand
aus einer HPLC-Pumpe Modell P 4000, einem
Autoinjektor / Saulenthermostaten Modell AS
3000, einem UV-Detektor Model Spektra Focus
(FluRzelle 1,3 pL / Schichtdicke 3 mm) und einem
Fluoreszenz-Detektor Modell FL 2000 (Flu3zelle 3
pL / 2 mm). Die Datenerfassung und Steuerung
der Anlage erfolgte mit einem mit AMD Athlon/
1000 MHz Mikroprozessor ausgestatteten PC und
Software ebenfalls von Thermo Finnigan.

Das fir die nano- und Kapillar-Séaulen verwendete
HPLC-System der Fa. Sunchrom, Friedrichsdorf,
bestand aus der Kapillar-HPLC-Pumpe Modell
MicroPro (Spritzenvolumen 2 mL), wahlweise
einem manuellen Mikroinjektionsventil Modell
,Upchurch Scientific' M-435 oder aber fiir die auto-
matische Derivatisierung aus einem Autosampler
Modell Endurance, einem UV-Detektor Modell
Spectraflow 501 ausgestattet mit einer 45 nL
FluRzelle (Schichtdicke 1 cm). Gesteuert wurde
das System bzw. die Daten erfal3t mit der Chrom-
star Software 6.0, ebenfalls von SunChrom. - Alle
Eluenten wurden stets kontinuierlich mit Helium
begast.
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Stationare Phase: WATREX Amino Acid-AQC 5 pm; Saule: 250 x 4 mm mit 20 x 4 mm Vorsaule; Eluent A: 100
mM Na-Acetat Puffer pH 6,4; Eluent B: 70 % ACN / Wasser = 60 / 40 30 %; Gradient: 5-18% B (0-4 min), 18-
19% B (4-10 min), 19-35% B (10-16 min), 35-40% B (16-24 min); 40-60% B (24-31 min); FluRrate: 1,5mL/min;
lin. FluB: 1,99; mm/sek; Druck: 20-24 MPa; Temperatur: 37°C; Detektion(Fl): 254 exc.- 395 em; FluRzelle:
16L.; Injektion: 20uL; Probe: Hefezellextrakt,

Abb. 1 Fermentationskontrolle - Analyse eines Hefeextraktes

Hefezellen: Zwei oder drei Hefekolonieen wurden
in 3 ml Wasser suspendiert. Anschieend wurden
die Aminosauren nach der durch D.P. Gent und

J.C. Slaughter modifizierten Methode von Y.
Ohsurni et al. extrahiert [19 / 20].
Kolonzellgewebe: 10-30 mg Kolongewebe wurde
10 minuten lang in 200 pl Wasser bei 50°C
inkubiert. Die Mischung wurde kurz zentrifugiert,
und 100 ul des Uberstandes mit 400 pl Acetonitril
versetzt. Dieser Extrat wurde intensiv geschittelt
(Vortex) und 10 Minuten lang bei 10 000 x g
zentrifugiert.

Die als Standards verwendeten Aminosauren
wurden von Serva, Heidelberg, bezogen, Elutions-
bzw. Loésungsmittel (HPLC grade), sowie
Puffersubstanzen (p.a.) hingegen von Merck,
Darmstadt. Narrowbore- (150 x 2 mm) und
Kapillarsdulen (150 mm x 300 pm) gepackt mit
GROM Saphir C18 bzw. C8 - 3 um waren groi3-
ziigiger Weise von GROM apatik + HpLc zZur Ver-
fugung gestellt worden, die analytischen HPLC-
Saulen (WATREX 250 x 4 mm Amino Acid-AQC 5
pm with 20 x 4mm Vorséaule) und das Derivati-
sierungsreagenz AQC jedoch von WATREX
Praha s.r.o. Alle Aminosaurenstandards und -
Proben wurden nach einer Vorschrift ebenfalls
von WATREX derivatisiert [21].

Diskussion und Ergebnisse: Da es das erklarte
Ziel der im Folgenden diskutierten Experimente
war, eine einfach Hand zu habende, zuverlassige
Methode zur Aminosaurenanalyse in der
Proteomforschung zu entwickeln, wurde beson-
ders nach fur diese Applikation speziell geeigne-
ten stationaren Phasen gesucht, die auch gepackt
als Kapillarsaulen leicht kommerziell erhaltlich
sind. Aus diesem Grunde waren zwar zunachst
fur Standardanalysen DeltaChrom™-AQC Saulen
-5 um (250 x 4mm) von WATREX verwendet
worden (Abb. 1/2), jedoch wurden um die
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Stationare Phase: WATREX Amino Acid-AQC 5 pm; Saule: 250 x 4 mm mit 20 x 4-mm-Vorsaule; Eluent A: 100 mM
Na-Acetat Puffer pH 6,4; Eluent B: 70 % ACN / Wasser = 60 / 40 30 %; Gradient: 5-18% B (0-4 min), 18-19% B (4-10
min), 19-35% B (10-16 min), 35-40% B (16-24 min); 40-60% B (24-31 min); FluRBrate: 1,5 mL; lin. Fluss: 1,99
mm/sek; Druck: 20-24 MPa; Temperatur: 37°C; Detektion (Fl): 254 exc.- 395 em; Flusszelle: 16uL.; Injektion: 20
HL; Probe: Extrakt von Kolonzellgewebe

Abb. 2 Aminosaurenanalyse in der Onkologie — Biopsie von Kolonzellgewebe

Empfindlichkeit der Analysen zu steigern nach
einem Screening mehrerer stationarer Phasen
ausschlieBlich Narrowbore- und Kapillarsaulen
gepackt mit GROM Saphir C18 - 3 um (150 x 2
mm bzw. x 300 pm) verwendet. Obgleich die
chromatographischen Bedingungen wie Saulen-
lange 15 cm, PartikelgrofRe 3 um, Elutionspuffer



50 mM Na-Acetat pH 5,75 bzw. 6,0 und
Temperatur 45°C optimiert worden waren, konn-
ten mit der GROM Saphir C18-Phase keine
zufriedenstellende Analysenzeiten (~ 60 min)
erzielt werden (Abb. 3). Deshalb wurde diese zu
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Stationare Phase: GROM Saphir 110 C18, 3 ym, 150 x2 mm; Eluent A: 50 mM Na-Acetat Puffer
pH 5,75; Eluent B: 70 % ACN, 30 % Na-Acetat pH 6; Gradient: 2,5 % B (0-2,5 min), 2,5-6 % B (2,5~
30 min), 6 -18 % B (30-50 min), 18-23 % B (50-55 min); 23-28 % B (55-60 min), 28-100 % B(60-65
min), 100 % B (65-70 min), 100-2,5 % B (70-72 min) ; Flussrate: 1,86 mm/sek; Druck: 23,5 MPa;
Temperatur: 45°C; Detektion(UV): 254 nm; Flusszelle: 1,2 pL/ 3 mm; Injektion: 1 pL Standard (
1uL = 5ng je Aminosaure)

Abb. 3 Optimierte Trennbedingungen auf ODS-Phase (GROM Saphir 110 C18 — 3 um )

guter Letzt durch GROM Saphir C8 ersetzt und so
die Analysenzeiten um > 20 Minuten verkirzt
(Abb. 4). Auf eine weitere Verkirzung der
Analysenzeit durch Ersetzen der 15 cm langen
HPLC-Saulen, durch solche der Lange von 12,5
cm war fur die Routine verzichtet worden, da die
neue Methode robust und sicher sein sollte.
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Stationare Phase: GROM Saphir 110 C8, 3 um; Saule: 150 x 2 mm; Eluent A: 50 mM Na-Acetat
Puffer pH 5,75; Eluent B: 70 % ACN, 30 % Na-Acetat pH 6; Gradient: 4-10% B (0-20 min), 10-29%
B (20-35 min), 29-100% B (35-40 min), 100% B (40-55 min); 4% B (55-57 min), 4% B (57-65 min);
FluB (lin. vel): 2,12 mm/sek; Druck: 23,5 MPa; Temperatur: 45°C; Detektion(UV): 254 nm;
Flusszelle: 1,2 pL/3 mm; Injektion: 1 pL; Probe: Aminoséurenstandard 5 ng/uL (1 puL ? 35 pmol) ,

Ab?. 4 Optimierte Trennbedingungen auf Octyl- Phase (GROM Saphir 110 C8 - 3
pum;

Um Labors, in denen fir die Analyse von
Aminosduren kein ,Vollautomat* zur Verfigung
steht, den Einstieg in diese, d.h. manuelles
Derivatisieren, zu ermdglichen, vor allem aber um
die Derivatisierung selbst bzw. vollstandige
Durchmischung kleinster Volumnia (> 2 uL) von
Probe, Reagenz und Puffern optimieren zu
kénnen, wurde die Stabilitdét der derivatisierten
Aminosauren nicht nur bei 4°C, sondern auch bei
Raumtemperatur untersucht. Es konnte daher

gezeigt werden, dal die Aminosauren nach ihrer
Derivatisierung mit AQC, aufbewahrt im Karusell
eines Autoinjektors tber 15 Std. bei Raumtempe-
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Abb. 5 Stabilitatstest bei 21°C (chromatographische Bedingungen s. Abb. 3)
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Abb. 6 Stabilitatstest bei 4°C (chromatographische Bedingungen s. Abb. 3)

ratur (Abb.5) und bei 4°C z.B. aufbewahrt in

einem Autosampler sogar Uber 14 Tage (Abb. 6)
stabil sind. Abbildungen 7 und 8 bestatigen wie
erwartet, daR Fluoreszens- etwa 50 bis 100mal
empfindlicher ist als UV-Detektion. Dies gilt nicht
nur fur die Aminosaurenanalyse und ist jeweils vor
allem abhangig von durchstrahltem Volumnen und
Schichtdicke der verwendeten Durchfluzellen,
nicht aber von den Dimensionen der fiir den
Vergleich eingesetzten HPLC-Séaule. Leider sind
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Stationare Phase: GROM Saphir 110 C18, 3 pm, 150 x 2 mm; Eluent A: 50 mM Na-Acetat Puffer pH 5,75; Eluent
B:70% ACN, 30 % Na-Acetat pH 6; Gradient: 2% B (0-2,5 min), 2 -30 % B (2-70 min), 30 -100 % B (70-75 min),
100 % B (75-80 min); 2% B (80-82 min), 2 % B (82-95 min);Flussrate: 1,06 mnvsek; Druck: 20 MPa; Temperatur:
RT; Detektion(UV): 254 nm; Flusszelle: 3 L/ 2 mm; Injektion: 1 pL; Probe: Aminoséurenstandard mit 5,6 ng/uL(1
uL = 50 pmol) und 600 pa/uL (1 L~ 5 pmol)

Abb. 7 Nachweisgrenze mit Narrowbore-HPLC-Saule (2 mm ID) und UV-Detektion
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Stationére Phase: GROM Saphir 110 C18, 3 um, 150 x 2 mm; Eluent A: 50 mM Na-Acetat Puffer pH 5,75; Eluent B: 70
9% ACN, 30 % Na-Acetat pH 6; Gradient: 2% B (0-2,5 min), 2 -30 % B (2-70 min), 30100 %B (70-75 min), 100 % B
(75-80 min); 2 % B (80-82 min), 2 % B (82-95 min);Flussrate: 1,06 mm/sek; Druck: 20 MPa; Temperatur: RT;
Detektion(FL): 250 nm exc, 395 nm em; Flusszelle: 3 L/ 2 mm, Injektion: 1 pL; Probe: Aminosaurenstandard 1,1
na/ul (1ut ™ 10 pmol) und 11 pa/uL(1 L~ 100 fmol)

Abb. 8 Nachweisgrenze mit Narrowbore-HPLC-Saule (2 mm ID) und Fluoreszens-
detektion

jedoch zur Zeit fur diese Applikation noch keine
konventionellen Fluoreszensdetektoren mit ent-
sprechend kleinen, d.h. fur die Kapillar- und Nano-
HPLC geeigneten, DurchfluBzellen kommerziell
erhéltlich. Laser-Induzierten-Fluoreszezdetektoren
mit der erforderlichen Anregungswellenlange 250
nm stehen derzeit ebenfalls noch nicht zur
Verfligung. Dennoch ermdéglicht die Verwendung
einer Kapillarsdule (300 pm ID) und eines
entsprechenden  UV-Detektors  statt  einer
Narrowbore-Saule (2 mm ID) und eines
Fluoreszenzdetektors gleich hohe Empfindlichkeit
fur die Analyse der Aminosauren, namlich ca. 100
fmol (Abb. 9). Wird jedoch diese Kapillarsaule
nochmals z.B. gegen eine Nano-HPLC-Séaule (50
pm ID) ausgetauscht, so ist eine weitere
Erniedrigung des Detektionslimits um das ca. 40-
fache zu erwarten.
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Stationary phase: GROM Sapphire 110 C18 - 3 um, Column size: 150 mm x 0.30 mm Eluent A:
50 mM Na-acetate pH 5.75, B: 70 % ACN - 50 mM Na-acetate pH 6.0 (v/v), Gradient: .2 — 10% (0 —
30 min), 10 — 60% (30 — 80 min), Flow (lin. vel.): 0.80 mm/s, Temperature: 45° C, Detector (UV):
254 nm, Flow cell: 10 mm / 45 nL, Injection: 150 nL, Sample: standard micture (~ 10 pMol of each
amino acid)

Abb. 9 Detektionslimit der mit AQC derivatisierten Aminosauren mit Kapillar-HPLC-
Saulen und anschlieBender UV-Detektion

Fir die Analyse von Proteomen ist neben der ho-
hen Empfindlichkeit die nur geringe Probenmen-
ge bzw. das sehr kleine -Volumen, das fur die
Injektion auf eine Kapillar-HPLC-sdule bendtigt
wird, ein weiterer auf3erordentlicher Vorteil. Mit

einem geeigneten Autosampler, der kleinste Pro-
benmengen vollautomatisch derivatisieren und in-
jizieren kann, kénnen diese Vorteile voll ausge-
schopft werden (Abb. 10). Die Genauigkeit dieser
modernen Methode, ndmlich der automatischen,
aber auch der manuellen Vordersaulenderivati-
sierung der Aminosduren mit AQC und
Anschlielender Trennung der Derivate durch
Nano- oder Kapillar-HPLC, steht den anderen
Methoden somit nicht nach, sondern scheint
sogar diesen nicht nur wegen ihrer wesentlich
einfacheren Handhabung tberlegen zu sein.
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Zusammenfassung: Die beschriebene Methode
der Vordersaulenderivatisierung mit AQC zur Ana-
lyse von Aminosauren zeichnet sich besonders
vor allen anderen, oben kurz erwdhnten
Techniken durch ihre einfache Handhabung aus.
Dies liegt darin begriindet, dal3 die gebildeten
Derivate wesentlich stabiler sind als die
vergleichbarer Methoden. Ferner kann bei UV-
Detektion der AQC-Derivate die Nachweisgrenze
durch Einsatz von Kapillarsaulen (300 pum ID) statt
analytischer Saulen (4,0 bzw. 4,6 mm ID) mehr
als 200-fach erniedrigt bzw. die Empfindlichkeit
der Methode erhtht werden. Dieses Ergebnis
kann jedoch mit Nano-HPLC-Sauen (< 100 pm
ID) noch wesentlich verbessert werden. Die nach
Vordersaulenderivatisierung von Aminosauren mit
AQC mit Kapillarsdulen und UV-Detektion erzielte
Empfindlichkeit entsprechender Analysen ist also
mindestens eben so hoch wie die mit analytischen
Saulen und Fluoreszensdetektion erzielte von
OPA- und FMOC-Derivaten. Die UV-Detektion
bietet gegeniiber der Fluoreszenzdetektion noch
einen weiteren beachtlichen Vorteil, ndmlich daf3
Tryptophan ebenfalls hochempfindlich bestimmt
werden kann. Dies ist wegen der intramolekularen
Fluoreszenzléschung ansonsten nicht méglich.

Die skizzierten Ergebnisse unterlegen wegen der
erzielten, hohen Empfindlichkeit und der ein-
fachen Handhabung somit den Schiuf3, daf3 im
direkten Vergleich mit anderen Methoden die
Derivatisierung der Aminosauren mit AQC mehr
Vorteile als jene hat.



Ausblick: Es wird nach einem kostengiinstigen
Laser-Induzierten-Fluoreszenzdetektor  gesucht.
Mit nano-HPLC-Saulen (< 100 pum) und diesem
kénnte dann, zumal entsprechende nano-
Durchfluzellen bereits zur Verfigung stehen, die
Empfindlichkeit fir die Analyse der Aminosailren
durch Vordersdulenderivatisierung bis in den.

unteren ato-Molbereich ausgedehnt bzw verbes-
sert werden. Diese sehr hohe Empfindlichkeit zu
erreichen scheint zwar technisch méglich zu sein,
ob dies jedoch auch sinnvoll ist, d.h. wegen
Kontamination, Arbeitsaufwand etc. praktisch
handhabbar  sein  wird, missen weitere
Experimente erst noch unter Beweis stellen.
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