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CHROM. 4105

Eine Routinemethode zur quantitativen Bestimmung von ATP und seinen
Abbauprodukten im Muskel post mortem*

Fiir das Studium postmortaler Vorginge im Muskel sind die Adenin- und
Inosin-Nucleotide sowie Inosin und Hypoxanthin von besonderer Bedeutung. Wih-
rend sich nur ATP, ADP und AMP enzymatisch bestimmen lassen, miissen die
Inosin-Nucleotide, Inosin und Hypoxanthin durch andere Methoden ermittelt werden.
Neben der Sdulenchromatographie werden vor allem papier- und diinnschichtchroma-
tographische Methoden angewendet.

Sidulenchromatographische Verfahren!-4 haben den Nachteil, dass sie sehr zeit-
raubend und daher fiir Routineuntersuchungen wenig geeignet sind. Die Elektro-
phorese von Nucleotiden5 ¢ setzt eine Entsalzung der Extrakte voraus, da héhere
Konzentrationen an Fremdionen die Trennung erheblich stéren. Eine Vorentsalzung
ohne Substanzverluste ist nur schwer durchfiihrbar. Aus diesem Grunde kommt die
Elektrophorese zur quantitativen Bestimmung von Nucleotiden, Inosin und Hypo-
xanthin kaum in TFrage. Ebenso wie die Siulenchromatographie erfordern auch
papierchromatographische Verfahren!:":8 einen erheblichen Zeitaufwand. Sie sind
diinnschichtchromatographischen Untersuchungsmethoden®-1! auch hinsichtlich der
Empfindlichkeit unterlegen. Diinnschichtchromatographischen Untersuchungsme-
thoden ist daher der Vorzug zu geben. Zur quantitativen Diinnschichtchromatographie
empfiehlt PaTaki?: 13 die direkte fluorimetrische und remissions-spektroskopische
Auswertung der Diinnschichtchromatogramme. Die bei diesem Ver{fahren angewandte
zweidimensionale Diinnschichtchromatographie ist jedoch fiir Serienuntersuchungen
wenig geeignet, da jeweils nur eine Probe analysiert werden kann.

Unser Bestreben war es, ein Verfahren zu entwickeln, das (1) die Bestimmung
simtlicher Abbauprodukte des ATP durch eindimensionale Diinnschichtchromato-
graphie und (2) die Mdéglichkeit zur direkten quantitativen Auswertung auf der Platte
gestattete. Beide Forderungen werden von keinem der bekannten Verfahren erfiillt.

Wir priiften daher verschiedene Trigersubstanzen und Fliessmittel auf ihre Eig-
nung fiir die Diinnschichtchromatographie von ATP und seinen Abbauprodukten.
Einem Hinweis von STAHL folgend, dass die Nachweisbarkeit von fluoreszierenden
Stoffen durch fluoreszenzverstirkende Stoffe erhdht wird, versuchten wir eine diinn-
schichtchromatographische Trennung auf Kieselgel HI***-Platten. Nach geeigneter
Variation alkoholisch-ammoniakalisch-wiéssriger Fliessmittel erhielten wir eine sau-
bere, quantitativ auswertbare Trennung von ITP/ATP/IDP/ADP/IMP/AMP/Inosin
und Hypoxanthin*** in der angegebenen Reihenfolge.

Methodik )
Substanzen. Als Trigermaterial wurde Kieselgel HI,;, nach StaHL der Fa.
Merck, Darmstadt, verwendet. Athylenglykol-mono-éithylither (GMAA), Athylen-

* Diese Arbeit wurde durch Mittel cdes Verbandes der Deutschen Fleischwaren und Feinkost-
industrie e.V. unterstiitzt,
** F = Fluoreszenzstoff.
*** ITP und IDP wurden mit einbezogen, obwohl sie im Skeletmuskel nicht in nennenswerten
Mengen vorkommen,
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glykol-mono-butylither (GMBA) und Dioxan wurden ebenfalls von der Fa. Merck
bezogen. Der Fa. Zellstoff-Fabrik Waldhof, Mannheim, danken wir fiir die freundliche
Uberlassung der Nucleotide, des Inosins und des Hypoxanthins.

Gerdite. Die Trennung wurde durch aufsteigende Diinnschichtchromatographie
durchgefiihrt. Fiir die quantitative Auswertung der Chromatogramme wurde ein mit
dem Aminco Bowman Spektrophotofluorimeter kombiniertes Auswertgerét fiir Diinn-
schichtplatten!s 1% verwendet. Das Spektrophotofluorimeter war mit einer Xenon-
Lampe und einer Photozelle IP-28 ausgestattet: Als Spaltprogramm wurde gewéhlt:
(a) auf der Seite des Anregungsmonochromators: 5 mm, 0.5 mm, 0.5 mm und (b) auf
der Seite des Emissionsmonochromators: 5 mm, 5 mm. Die Fluoreszenzintensitit
wurde i{iber einen ‘‘Meter Multiplier’’ (Einstellung 0.3) mit einem logarithmischen
Schreiber registriert. Die Feineinstellung erfolgte iiber einen Empfindlichkeitsregler.

Herstellung der Platten. 27 g Kieselgel HIF nach STaHL werden mit 6o ml H,O und
4 ml Methanol sorgfiltig in einem Mérser verrithrt. Der Zusatz von Methanol bewirkt
eine Herabsetzung der Oberflichenspannung des Wassers und damit eine bessere
Homogenisierbarkeit des Materials. Die Menge reicht aus fiir fiinf Diinnschichtplat-
ten von der Grésse 20 X 20 cm bei einer Schichtdicke von 0.25 mm. Die Platten
werden wihrend 1 Std. an der Luft vorgetrocknet und 2 Std. lang bei 105° im Trocken-
schrank aktiviert.

Fliessmittel. Als TFliessnrittel wird ein Gemisch aus GMAA-GMBA-Dioxan—
NH,-H,O (15:50:70:35:80) verwendet. Mit diesem Fliessmittel lassen sich ATP und
seine Abbauprodukte (ADP, AMP, IMP, Inosin und Hypoxanthin) trennen. Auch
NADP und NAD werden von den iibrigen Nucleotiden getrennt.

Bei der Untersuchung von Muskelextrakten treten bisweilen Stérungen auf, die
sich durch Zugabe von 20 Teilen Disthyldther zum FFliessmittel beseitigen lassen. Die
Empfindlichkeit des Nachweises fiir Inosin und Hypoxanthin ldsst sich verbessern,
wenn man den NH,/Wasser-Anteil um die Hilfte verringert. Unter diesen Be-
dingungen werden die Nucleotide jedoch kaum getrennt. Sehr gute Trennungen werden
auch mit einem Gemisch aus Isobutylalkohol-Oktylalkohol-GMAA-NH-H,O im
Verhiltnis 30:10:70:15:55 erzielt.

Durchfiihrung dev chromatographischen Trennung. Die Diinnschichtplatten wer-
den mit einer Schablonein gleich breite Streifen von 0.9 cm eingeteilt. Im Abstand von
etwa 2 cm vom unteren Plattenrand wird die Losung der Nucleotide méglichst gleich-
missig tiber die Streifen verteilt aufgetragen. Mit Hilfe eines I'éns werden die Auftrag-
stellen im warmen Luftstrom angetrocknet. Anschliessend wird die Platte in die mit
dem Fliessmittel-Dampf gesittigte Kammer gestellt. Die Laufzeit fiir eine Strecke
von 17 cm, bei der die Nucleotide ausreichend getrennt werden, betriigt 2,5 Std. Nach
Herausnahme aus dem TFliessmittel wird das Chromatogramm wihrend 20 Min. bei
105° getrocknet.

Qualitative und quantitative Auswertung des Chrvomatogramms. Zur Identifizierung
der Nucleotide wird aus Chromatogramm unter einer kurzwelligen U.V.-Lampe be-
trachtet. Mengen von etwa 0.3 pug Nucleotid kénnen mit dem Auge noch deutlich
erkannt werden. Aufgrund des optischen Eindrucks kénnen bei einiger Ubung bereits:
halbquantitative Aussagen gemacht werden.

Die quantltatwe Auswertung der Chromatograrnme erfolgt durch direkte Mess-
ung der Fluoreszenz in Transmission, wdhrend PATAKI'?: 13 die Remissionsanordnung
anwendet. Die Eigenfluoreszenz des in der Kieselgel HF-Schicht verarbeiteten Fluor-
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eszenzstoffes wird im kurzwelligen U.V.-Bereich bei einer Wellenldnge von 270 nm
angeregt. Das Emissionsmaximum liegt bei 520 nm. Dort, wo im Chromatogramm die
Nucleotide erscheinen, tritt eine Fluoreszenzldschung auf, die proportional der Kon-
zentration ist (s. Fig. 1).
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Fig. 1. Originaldiagramm der logarithmischen Aufzecichnung einer Trennung von ATP, IDP, ADP,
IMP, Inosin und Hypoxanthin. Die KKonzentration ist proportional der von den Kurven um-
schriebenen Flidchen.

Fig. 2. Eichkurven fitr ATP und AMP. Beide Kurven weisen zwei lineare Bereiche auf (siche Text).

Zur Ausfithrung der Messung wird die Diinnschichtplatte mit der beschichteten
Seite nach unten in Richtung des anregenden Lichtstrahles auf den Transporttisch des
Diinnschichtchromatographie-Priifgeridtes gelegt. Nachdem ein Blindwert mit einer
maximalen Fluoreszenzintensitit von 100 9% eingestellt ist, wird der Transporttisch
mittels eines Synchronmotors so iiber den feststehenden Lichtstrahl bewegt, dass das
Licht durch das Zentrum der auf der Diinnschichtplatte vorgezeichneten Streifen geht.

NADH und NADPH kénnen—unabhiingig von der Fluoreszenzléschung im
kurzwelligen U.V.-Bereich—im langwelligen U.V.-Licht aufgrund der starken Eigen-
fluoreszenz dieser Stoffe bestimmt werden. Bei einer Anregung mit Licht der Wellen-
linge 366 nm wird ein Emissionsmaximum bei 470 nm gemessen. Da die quantitativen
Veridnderungen durch Emissionszunahme bestimmt werden, wird der Nullwert am
Verstirker auf 10 % eingestellt. Auf diese Weise ist nur die Bestimming der reduzierten
Formen NADH und NADPH méglich.
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Ergebnisse und. Diskussion
Lincare Abhingigkeit der I‘luoreszen;'loschung von~ der aufgetragenen Sub-
stanzmenge ergab sich fiir die folgenden Stoffe in den Bereichen

ATP . o.1 ug-5 ug und 6.5 ug-14 ug
1DP O.1 ug—4 ug und s5ug-12ug
ADP o1 ug—2.5ug und 5ug-14 ug
IMP o.r ug-4 ug und 5ug-1z2ug |
AMP o.1 ug—4q ug uiid 6 ug-13 ug
Inosin O.1 ug—1.5 ng und 2.4 ug—~ 6 ug

I-Iypoxanthin 0.1 ug—: pg und 1.5 ug— 3 UE

Die Ergebnisse sind gut reproduzierbar. Bei routmemasmgen Untersuchungen von
Muskelextrakten kénnen daher fiir Konzentrationsberechnungen Eichkurven ver-
wendet werden (s. Fig. 2). Bei Aufstellung der Eichkurven wirde der Mittelwert von
vier IKonzentrationsbestimmungen verwendet. Die Schwankungen der Messergebnisse
beliefen sich fur Mengen von o.1 ug bis 1 ug auf I0 %, fiir Mengen um 5 ug auf weniger
als 5 /o

Tiir die Untersuchung von Muskelgewebe wurden- Perchlorsiureextrakte des
Gewebes nach Neutralisation mit KOH ‘und Abtrennung des 'KClO,-Niederschlages
durch Zentrifugation (2500 U/min) ohrie weitere Entsalzung aufgetragen. Der Extrakt

T

TABLE I

VERGLEICH ZWISCHEN DER FLUORIMETRISCHEN ATP-BESTIMMUNG AUS DEM DUNNSCHICHTCHRO-
MATOGRAMM UND DER ENZYMATISCHEN ATP-BESTIMMUNG AN EINEM RINDERMUSKEL-EXTRAKT

ATP bezogen auf Gramm Frischgewebe,

Probe (mglg)

I Ir III
Enzymatische ATP-Bestimmung . ‘1.72 4.77 2.39
Fluorimetrische ATP-Bestimmung 1.69 4.89 2.27

TABLE II '

QUANTITATIVE DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCHE BESTIMMUNG VON ATP UND SEINEN ABBAU-
PRODUKTEN ZU VERSCHIEDENEN ZEITEN post moriem (SKELETMUSKEL DES scnwmxs)

Amnalytisch evmittelter Gehalt Umgerechnet auf ATP
(nglg Frischgewebe) ) (ug/g Fmschgewebe) .
I h 3n 6 h 2d rh an 6 h - 7d
t . . ) .
ATP -+ 2340 761 356 —_ . 2340 761 . 356 o —_—
ADP 1082 435 290 152 1283 516 344 180
IMD 288 Sog1 1459 1275 332 1297 2122 1857
AMP 19 376 17 41 28 549 25 .
Inosin 89 336 403 763 168 "636 763 1440
Hypoxanthin — 39 103 124 — 145 383 461
o " y
Summe: 4151 3904 3993 3908
Bilanz (%): 100 93.9 95.9 96.1
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wurde durch Homogenisieren von 2 g Gewebe mit 6.5 ml Perchlorsiure im Biihler-
Homogenisator, anschliessende Filtration durch eine Glasfritte G, und Neutralisation
eines aliquoten Filtratanteiles bei elektrometrischer pH-Anzeige hergestellt. 0.0z ml
des Extraktes wurden fiir die Chromatographie eingesetzt.

Die Zuverldssigkeit der Methode wurde durch Vergleich fluorimetrisch ermit-
telter ATP-Gehalte mit enzymatischen ATP-Bestimmungen nach der Methode von
LAMPRECHT UND TRAUTSCHOLDT! in Muskelextrakten gepriift. Hierbei ergab sich
eine gute Ubereinstimmung; dies geht aus den in Tabelle I angefiihrten Ergebnissen
hervor. '

Ein weiterer Beweis fiir die Zuverlissigkeit der Methode folgt aus dem in Ta-
belle II angefiihrten Beispiel einer Untersuchung von Schweinemuskelgewebe. Wie
aus Tabelle II hervorgeht, lisst sich der zeitliche Verlauf des ATP-Abbaues mit diesem
Verfahren gut verfolgen. Dariiber hinaus kann aus der Bilanz gefolgert werden, dass’
ausser ATP auch die iibrigen Nucleotide, sowie Inosin und Hypoxanthin mit der
erforderlichen Genauigkeit erfasst werden.

Da nach der beschriebenen Methode auf einer Diinnschichtplatte bis zu fiinfzehn
Muskelextrakte gleichzeitig aufgetrennt und quantitativ bestimmt werden kénnen,
erscheint das Verfahren fiir Serienanalysen besonders geeignet. Zweckméssigerweise
sollte man jedoch statt einer Einzelbestimmung jeweils eine Doppel- oder Dreifach-
bestimmung durchfiihren, um auf diese Weise Fehler, die in der Qualitdc der Diinn-
schichtplatte liegen, zu vermeiden.
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