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Erhohte Methylierung von tRNA’, und als Folge davon erhiihte Ausscheidung 
von methylierten Nucleinsgurebasen im Harnle9, scheint ein charakteristisches Zei- 
then fiir maIi,one Tumore zu sein lo. Deshalb ist eine schnelle und empfindliche Me- 
thode zur Analyse methylierter Basen von klinischem Interesse. Auch in zesunden 
Zellen werden die Funktionen der Nucleins&.xen durch Basennfethylierung und an- 

dere Modifizieruqen der Nucleotide beeinflusst”.“. Die Analyse modifizierter Basen 
in den Nucleins%uren .hat daher vie1 zum Verstsndnis der vielfgltigen Rolle dieser 
Ssuren beigetragen*3-‘5. 

Analysen methylierter Basen wurden sowohl in Nucleins~urehydrolysaten15-1i 
als such Harnextrakten2-9 durchgefiihrt. Dabei wurden Papierchro_matograpliie2*6, 
Diinnschichtchromatographie , I5 Fliissigkeitschromatographie’5, Hochdruck-Fliissi_g- 
keitschromatographie’*5-19 und Gaschromatographie (GC)7-9*20 angevvendet. Bei der 
zuietzt genannten Methode ist zwar die Herstellung fliichtiger Derivate notwendig, 
die GC bietet aber neben kurzer Analysendauer und gutem Trennvermogen die 
Moglichkeit, mit Hilfe eines Massenspektrometers als Detektor zu einer zuverlassigen 
Identifizierung der interessierenden Verbindungen zu gelanger?“‘. 

Die bisher zur paschromatographischen Analyse dieser Verbindungsklasse 
vewendeten gepackten !%ulen erreichen bei vveitem nicht das Trennvermiigen von 
Glaskapillaren, die sich insbesondere such bei der GC-Massenspektrometrie (MS)- 
Kopplung i.iberIegen zeigten”. Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher Glaskapil- 
laren zur Bestimmung methylierter Purine und Pyrimidine in Harn verwendet werden, 
wo diese Verbindungen in geringen Konzentrationen neben relativ grossen Mengen 
einer Vielzahl chemisch sehr ahnlicher Verbindungen auftreten. 

Einige verfiigbare kommerzielle Kapillaren [SE-30, 25 m x 0.35 mm; OV-17, 
25 m x 0.35 mm (LKB]; OV-101. 40 m i: 0.3 mm (Jaezgi, Labor fiir Gaschroma- 
tographie) entsprachen zvvar bezi.i@ich Trennvermosen den Erwartungen, nicht 
jedoch in Bezug auf Inertheit: Silylderivate methyiierter Basen neigen dazu, nicht 
oder nur unvo!lst%ndig aus dem gaschromatographischen Trennsystem eluiert zu 

vverden. Auch nach der ‘-Bariumcarbonat-Methode”23.2’ hergestellte Kapillaren 
erwiesen sich, trotz sehr guter allgemeiner Qualitgt, fiir diese Anwendung als 

nicht geeignet. Von den untersuchten Verbindungen reagiert silyliertes 7-Methyl- 
guanin am empfindlichsten: bei keiner der genannten Kapillaren wurde bei einer 
dosierten Menge von weni_per als 100 ng 7-Methylguanin ein Peak registriert. Es stellte 
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sich daher die Aufgabe, zuniichst eine fiir dieses spezifische Analysenproblem wirk- 
samere Methode zur Desaktivierung des Glases zu finden; Erfahrungen mit ge- 
packten SWen legten nahe, dass eine gegeniiber Silylderivaten inerte Ober@che am 
ehesten durch Silanisieren zu erhalten sein wiirde. 

EXPEEUMENTELLES 

Kapillaren von 30 m LHnge und 0.25 mm Innendurchmesser wurden aus Bor- 
silicatglas (Duran 30) mit Hilfe einer Glasziehapparatur (Hewlett-Packard) gezogen. 
Die GC Analysen erfolgten an den Gerzten Fractovap 2 101 AC und Fractovap 2400 
T (Carlo Erba). Letzteres war iiber eine “offene Kopplung” mit einem Massenspek- 
trometer CH 5 DF (Varian MAT) verbunden. Die Kopplungsmethode entsprach 
funktionsmlssig der von Henneberg ef aLz5 angegebenen, jedoch wurde die Verbin- 
dungsleitung anstelle von Pt-Ir aus Glas gefertigt, sodass die Probe im gesamten 
System nur mit Oberflgchen gleicher Qualitgt in Kontakt kamz6. 

Desaktivierung der Kapillaren 
Methode I (Silanisiermg unter milden Bedingungen) _ Die Kapillare wurde 

nach Fiillen mit einer LGsung von 5% Dimethyldichlorsilan (DMCS) in Toluol 
30 min stehen gelassen. Anschiiessend wurde unter Stickstoffdurchfluss zunachst 
bei 100” 30 min, dann bei 250” 1 h getrocknet. 

Met/rode 2 (Silanisierung, kombiniert wit PEG-Desaktivjerung) . Die Kapillare 
wurde mit einer niederschlagsfreien Mischung von Trimethylchlorsilan (TMCS) und 
Hexamethyldisilazan (HMDS) (15) zu 90 “/A gefiillt, beidseitig zugeschmolzen und 
etwa 20 h einer Temperatur von 150’ ausgesetzt. Dabei entsteht eine Oberflzche, die 
eine homogene Belegung such mit polaren Trennfliissigkeiten, z.B. Poly2thylenglycol 
(PEG), zuliisst. Die beschriebene Behandlung fiihrt ngmlich zur Biidung von Kris- 
tallen, die unter dem Stereomikroskop (SO-fache VergrSsserung) als Reflexe sichtbar 
sind. Die Kristalle sublimieren bei etwa 300” und sind wasserliislich; es handelt sich 
also hijchstwahrscheinlich urn NH,Cl, ein Nebenprodukt der Silylierungsreaktion. 
Zur weiteren Desaktivierung wurde die Kapillare nun mit Polysthylenglycol (Carbo- 
wax 20 M) nach der statischen Methode aT aus einer LSsung von 0.2% in Dichlor- 
methan belegt. (Wie entsprechende Tests zeigten, erhslt man auf diese Weise durch- 
aus brauchbare PEG-Kapillaren; fiber Langzeitstabilitgt im praktischen Betrieb lie- 
gen jedoch keine Erfahrungen vor.) 

Nach der Belegung wurde die Kapillare unter geringem Stickstoffdurchfluss 
30 min einer Temperatur von 280; ausgesetzC3. Dabei entsteht nach Aue et al.‘* ein 
nicht extrahierbarer, desaktivierender Film. Zur Verbesserung der Filmbildung der 
unpolaren stationsiren Phase (OV-1) wurde anschliessend durch Spiilen mit einer 
0.1 %igen L6sung von Triton X-100 in Dichlormethan und anschliessendes kurzes 
Erhitzen auf 240” (30 min) bei geringem Stickstoffdurchfluss eine vermittelnde 
Zwischenschicht erzeugt23. 

Metitode 3 (SiIanisierung nach Welsch et al.“). Die Kapillare wurde zu etaa 
10% mit HMDS gefiillt und dieser Pfropfen mit 4-5 cm/s mittels Stickstoff durch 
die Kapillare gedriickt. Anschliessend wurden die beiden Enden zugeschmolzen und 
die Kapillare 20 h einer Temperatur von 300” ausgesetzt. Nach Abkiihlung wurde 
mit Stickstoff trockengeblasen. Wie sich zeigte, lassen sich jedoch desaktivierende 
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Wirkung und Reproduzierbarkeit der Silanisierung betrgchtlich erhiihen, wenn durch 
eine vorausgehende Behandlung des Glases mit wassriger HCI die sIiureliislichen 
GIaskomponenten aus der Oberfl%henschicht entfernt werden30: Dazu wurde die 
Kapillare mit 20 %iger HCI gefiillt und dann zu 8 % wieder geleert. Nach Zuschmel- 
zen der Enden unter Vakuum wurde die HCl-geftillte Kapillare iiber Nacht bei 150” 
belassen. Dann wurde die Kapillare geoffnet, entleert, mit Wasser gespiilt und unter 
Stickstoffdurchfluss,etwa 1 h bei 120” getrocknet; es folgte eine griindliche Dehydra- 
tisierung bei 300’ iiber Nacht, ebenfalls unter Gasdurchfluss. Unmittelbar anschlies- 
send wurde silanisiert wie beschrieben. 

Beiegrmg wit statiomirer Phase 

Samtliche nach einer der angefiihrten Methoden desaktivierten Kapillaren 
wurden in gleicher Weise nach der statischen Methodez7 mit OV-1 in einer Filmdicke 
von etwa 0.2pm belegt. Nach Fiillen mit einer 0.2%igen LGsung der stationgren 
Phase in Dichlormethan wurde ein Kapillarenende durch Einsaugen eines wenige Mil- 
Iimeter Iangen Pfropfens Wasserglas verschlossen. Nach einer Wartezeit von mehreren 
Stunden wurden die Kapillaren in ein Wasserbad von etwa 35” gebracht und das 
offene Ende an eine Vakuumleitung angeschlossen. Die Wartezeit dient neben dem 
Aushgrten des Wasserglaspfropfens vor allem dazu, eingeschlossenes Gas durch 
Diffusion gleichmassig in der LSsung zu verteilen und damit die Gefahr eines “Durch- 
brechens” zu beseitigen. Schliesslich wurden die Kapillaren nach Montage im Gas- 
chromatographen mit einer Heizrate von I”/min auf 260” gebracht und mehrere 
Stunden bei dieser Temperatur konditioniert. 

Deriratisierung der Proben 

Die getrockneten Proben wurden mit Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid in 
DichIorgthan (I : 1) (ref. 31) bei 150” silyliert; die Reaktionszeit betrug 35 min. 

Gaschromatographische Trennbedingrmgen 

Injektortemperatur, 280’; Detektor, Flammenionisationsdetektor; Anfangs- 
isotherme, 90’; Heizrate, S”/min; Endisotherme, 250”: Trligergas, Helium, 2 ml/min 
bei 90’; Dosierung, spiitlos nach Grob und Grob3’. 

Elektronenstossiouenquelle, 250”; Kathodenstrom, S.5 ,uA; Elektronenenergie, 
I8 eV; AuflSsung, m/Am = 1000 (10% Tal); Scangeschwindigkeit, 2.5 sec/Massen- 
dekader Offene Kopplung: Chromatogrammaufnahme durch Registrieren des Total- 
ionenstromes. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

In Tabelle I sind die wichtigsten Resultate der verschiedenen Desaktivierungs- 
verfahren zusammengefasst. Wie bereits erwahnt, reagierte das Silylderivat von 7- 
Methylguanin am empfindlichsten auf die Restaktivitgt der Kapillaren. Daher wurde 
aIs Kriterium fiir die Desaktivierung jene Menge dieser Verbindung betrachtet, bei 
der, ohne vorherige Sattigung der aktiven Zentren durch griissere Probenmengen, 
ein sich deutlich vom Untergrund abhebender Peak registriert wurde (dreifache 
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TABELLE I 

NACHWEISGRENZE VON 7-METHYLGUANIN AN KAPILLAREN VERSCHIEDENER 

DESAKTIVIERUNG 

Alle Kapillaren 30 m x 0.35 mm, belegt mit OV-I, 0.2 [lrn Filmdicke. 

Meniode der Desakriviermg 

.___ 

I Siianisierung unter milden 
Bedingungen 

2 Silanisienmg, kcmbiniert mit PEG- 
Desaktivierung 

3 Silanisierung nach Welsch 
_~____ 

Nachweisgrenze Trennzahl, TZ 

(ng) (Undecan, Dodecan; 80’) 

50-200 35 

l-2 40 
3-5 40 

Rauschbandbreite). Dieser Wert ist unter “Nachweisgrenze” in Tabelle I angegeben. 
ES wurde nicht n&her untersucht, ob die aktiven Zentren fiir silyliertes 7-Methyl- 
guanin nur adsorptiv oder such katalytisch zersetzend wirken. Zwischen der “Nach- 
weisgrenze” und jenem Bereich, in dem Uberladung der Kapillaren eintrat, verlief 
die Eichkurve in der Regel annshernd linear. 

Nach Methode 1 (Silaniserung unter milden Bedingungen) desaktivierte Ka- 
pillaren zeigten schlecht reproduzierbare Eigenschaften, da sich hier einige wichtige 
Bedingungen kaum kontrollieren lassen (Glaszusammensetzungg, Art der Alterung, 
Feuchtigkeit usw.). 

Da durch die Silanisierung nach Methode 1 offenbar such im giinstigsten Fall 
nur ein Teil der aktiven Zentren erfasst wird, wurde in Methode 2 versucht, die 
Silanisierung durch eine andere Art der Desaktivierung zu erggnzen. Da wir mit 
der PEG-Desaktivierung bei Kapillaren vom BaC0,-Typ”3*‘” sehr gute Ergebnisse 
fiir die verschiedensten Anwendungsgebiete erzielten, wurde ein Weg gesucht, bei 
silanisierten Kapillaren dieses Desaktivierungsverfahren zu$Itzlich anzuwenden. 
Tatsgchlich erwies sich die kombinierte Behandlung zunHchst als deutlich iiberlegen, 
doch zeigte sich bereits nach relativ wenigen Analysen eine rasch zunehmende Ak- 
tivit5t. Vermutlich wird der, zwar nicht extrahierbare, also relativ stabile, desakti- 
vierende PEG-Film durch Silylierungsmittelreste in den Proben chemisch angegriffen. 
Fiir Serienanalysen hatten diese Kapillaren daher eine zu geringe Lebensdauer. 

Die nach Methode 3 (Silanisierung nach Welsch) desaktivierten Kapillaren 
ergaben schliesslich fur den ins Auge gefassten Verwendungszweck ausreichende 
Nachweisgrenzen und zeigten vor allem wahrend der gesamten Analysenserie (mehrere 
hundert Dosierungen) weder Aktivitatszunahme noch Riickgang der Trennzahl. Die 
Methode erwies sich ausserdem als gut reproduzierbar und wenig arbeitsaufwendig. 

Da die Silanisierung nur OH-Gruppen erfasst, wahrend such andere Grup- 
pierungen (Metalloxide) als aktive Zentren wirken, ist eine vorausgehende HCI- 
Behandlung von wesentlicher Bedeutung. In einer erst kiirzlich erschienenen Verijf- 
fentlichung3° wird iiber eingehendere Untersuchungen und Weiterentwicklungen 
dieser Silanisierungsmethode berichtet. 

Als Beispiel fiir die Anwendung einer nach Methode 3 desaktivierten Kapillare 
zeigt Fig. 1 die Analyse einer Standardmischung, Fig. 2 die Analyse von 7-Methyl- 
guanin in Rattenharn. Die lsolierung der methylierten Purine aus dem Harn erfolgte 
durch Fliissigkeitschromatographie an Dowex 50 (ref. 33). Die Probe, von der Fig. 
2 stammt, wurde such mittels GC-MS-Kopplung untersucht. Ein Massenspektrum 
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Fig. 1. Gaschromatogramm der SilyIderivate methylierter Basen (100 ng je Komponente). 
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Fig. 3. Gaschromatogramm von Rattenham nach Vorfraktionierung an Dowex 50 und Silylierung. 
Die Identifizierung des als 7-MethyIguanin bezeichneten Peaks erfolgte mittels GC-MS-Kopplung, 
siehe Fig. 3. 
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des markierten Peaks ist in Fi g. 3a zu sehen, w5hrend Fig. 3b das Massenspektrum 
eines siIylierten 7-Methylguanin-Standards zeigt, ebenfalls mittels GC-MS-Kopplung 
erhalten. 

Nach Methode 3 hergestellte Kapillaren werden derzeit such bei der AnaIyse 
anderer Basen und Nucleoside mittels gekoppelter GC-MS eingesetzt.Trennvermijgen 
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Fig. 3. (a) Mittels GC-MS-Kopplung erhaltenes Massenspektrum des bezeichneten Peaks aus Fig. 2. 
(b) Referenz-Spektrum von sibliertem 7-Methylguanin. 
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und Nachweisgrenze gestatten 
saten, in denen das Verhgltnis 
in Harn ist. 

NO-i-ES 

such die Untersuchung von NucleirMurehydroly- 
von modifizierten zu Standardbasen ungiinstiger als 
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