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1 EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Das offentliche Interesse in Bezug auf das Thema Feinstaub liegt vor allem in den mit den
feinen Partikeln assoziierten Gesundheitsgefahren begriindet. Im letzten Jahr wurde in den
Medien in einer Flut von Zeitungsartikeln, Magazin- und Fernsehbeitragen das Thema der
tédlichen Gefahr durch Feinstaub und MaBnahmen wie der Einfihrung von DieselruBfiltern,
Fahrverboten und Maut in GroBstadten zur Einhaltung des verscharften Feinstaub-
Immissionsgrenzwertes diskutiert. Der Grenzwert gilt in der Bundesrepublik Deutschland seit
Beginn des Jahres 2005. Demnach darf eine atmospharische Feinstaubkonzentration von
50 pg/m?® (Tages-Mittelwert) nicht mehr als 35-mal pro Jahr {berschritten werden. Stuttgart
hatte bereits 32 Monate nach Einflhrung - also Mitte Marz 2005 - als erste deutsche Stadt
diesen Grenzwert Oberschritten. Die Hauptverursacher von anthropogenem Feinstaub sind
die Industrie und der StraBenverkehr mit Prim&remissionen von 56.7 und 34.8 kt pro Jahr.
Der verkehrsbedingte Emissionswert liegt allerdings deutlich héher, denn der angegebene
Wert bezieht sich ausschlieBlich auf Partikel, die aus Verbrennungsprozessen stammen. Die
Feinstaubemissionen durch Abrieb von Reifen- und Bremsbeldgen betragen weitere 7 bzw.
5.5-8.5 kt pro Jahr." Die Landwirtschaft und Privathaushalte gelten als weitere wichtige
Emittenten. Die gesundheitlichen Wirkungen von Feinstaub sind in zahlreichen Studien
dokumentiert worden. In einer epidemiologischen Studie von KUNZL zum Beispiel wurden
rund 40 000 Todesfalle, 2 500 neue Falle chronischer Bronchitis, 290 000 Episoden von
kindlicher Bronchitis und Uber 500 000 Asthmaanfalle pro Jahr in Frankreich, der Schweiz
und Osterreich auf die vorherrschende Luftverschmutzung zuriickgefiihrt. Rund 20 000
Todesfélle werden verkehrsbedingten Emissionen - also auch Feinstaub - zugeschrieben.
Weitere epidemiologische Studien zeigen eindeutige Assoziationen zwischen Belastungen
durch thorakalen (PM10) und alveolengangigen Feinstaub (PM2.5) und verschiedenen
Gesundheitsfaktoren wie der Gesamtmortalitat, Mortalitdt durch Herz-Kreislauferkrankungen,
Atemwegserkrankungen und Lungenkrebs."** Die Haufigkeit allergischer Atemwegs-
erkrankungen wie die allergische Rhinitis und das Asthma bronchiale steigt seit Jahren vor
allem in den Industrielandern weltweit an.””! Diese Beobachtung wird mit dem westlichen

Lebensstil und Lebensumsténden in Verbindung gebracht.



2 EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Die Hygiene-Hypothese zum Beispiel geht davon aus, dass aufgrund verbesserter
hygienischer Bedingungen das Immunsystem nicht mehr ausreichend trainiert wird und
daher bei Kontakt mit Allergenen zunehmend zu Uberreaktionen neigt. Diese Theorie wiirde
die Beobachtung, dass unter der landlichen Bevélkerung im Gegensatz zu Menschen, die in
GroBstadten wohnen, Allergien weniger verbreitet sind, erklaren. Offenbar kdnnen eine
Reihe von weiteren Faktoren wie z. B. eine erhéhte Wahrnehmung, psychosoziale Faktoren,
eine genetische Pradisposition als auch eine hohere Allergenexposition und Luftverun-
reinigungen fiir die Zunahme von Allergien verantwortlich gemacht werden.®®! Zu den
diskutierten Luftverunreinigungen z&hlen neben DieselruB- und Feinstaubpartikel auch Stick-
stoffdioxid und Ozon. Die letztgenannten Schadstoffe sind Spurengase, die wahrend des
Sommersmogs in der Atmosphéare in atemwegreizenden Konzentrationen vorkommen. Das
Wort ,Smog“ symbolisiert urspringlich den winterlichen ,London-Smog“, also die
Beobachtung einer Dunstglocke im Winter Uber grdéBeren Stadten und industriellen
Ballungsgebieten, die sich bildet, wenn sich die in der Luft enthaltenden Schadstoffe wie
Schwefel- und Stickstoffoxide und Staub aus Hausbrand, Verkehrs- und Industrieabgasen
bei einer Inversionswetterlage nicht verteilen kénnen. Der sommerliche ,Los-Angeles-Smog*
bildet sich hingegen aus Stickstoffoxiden und flichtigen Kohlenwasserstoffen unter
Einwirkung von Sonnenlicht wéahrend sommerlicher Schénwetterperioden.
Wechselwirkungen von Feinstaubpartikeln, Stickstoffoxiden und Ozon mit biologischem
Material (z.B. Blltenpollen), das sich in Kontakt mit der Atmosphére befindet, kbnnen zu
einer erhdhten Freisetzung von Proteinen und Allergenen fihren bzw. ihr allergenes
Potential aufgrund von chemisch-strukturellen Modifizierungen erhéhen. Die grundlegenden
physikalischen und chemischen Mechanismen der beobachteten Gesundheitseffekte von
Feinstaub und anderen Luftverunreinigungen sind allerdings nur unzureichend geklart.
Neben proteinhaltigem biologischem Material werden zahlreiche weitere toxische und krebs-
erregende Substanzen in Feinstaubpartikeln fir die beobachteten Gesundheitseffekte
verantwortlich gemacht. Atmosphérischer Feinstaub besteht jedoch aus einer hohen Anzahl
von anorganischen, organischen und makromolekularen bioorganischen Verbindungen wie
Proteinen. Die chemische Analyse von Feinstaub ist daher sehr komplex, zumal die
chemische Zusammensetzung sehr variabel ist und sich je nach Probenahmeort,
Probenahmezeit und den vorherrschenden meteorologischen Bedingungen stark unter-
scheiden kann.

Eine Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Bestimmung des Proteingehaltes von
atmospharischen Feinstaubpartikeln mit Hilfe von flissigchromatographischen Methoden der
Aminosaureanalytik. Es sollten sowohl Methoden der Vorsdulenderivatisierung und RP-
Chromatographie als auch eine mikrowelleninduzierte Proteinhydrolyse entwickelt und hin-
sichtlich der Zielsetzung verifiziert werden. Die Anwendbarkeit der Methoden der Amino-
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saureanalytik und Proteinhydrolyse fir die allgemeine Proteinquantifizierung und
-identifizierung sollte zundchst anhand von Standardproteinanalysen demonstriert werden.
Im Anschluss sollten Standardadditionsexperimente in atmospharischer Feinstaubmatrix
durchgefuhrt werden, um die optimalen Bedingungen der Proteinhydrolyse zu finden. Es
sollten Aussagen Uber die Aminosdurezusammensetzung und die mdgliche Herkunft atmo-
spharischer Proteine getroffen werden. Die Tauglichkeit von Proteinbestimmungstests wie
der BCA- und NanoOrange-Assay fir eine schnelle und effiziente Proteinquantifizierung in
atmospharischen Aerosolpartikeln sollte anhand eines Vergleichs mit Ergebnissen der
Aminosdureanalytik untersucht werden.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit war die Entwicklung von Methoden zur Anreicherung
von 3-Nitrotyrosin aus Proteinhydrolysaten von StraBenstaub- und atmospharischen Aerosol-
proben mittels Anionenaustausch- und Immunaffinitdtschromatographie und dessen gas-
und flussigchromatographische Bestimmung nach Vorsaulenderivatisierung. Die Methode
sollte zur Validierung von immunanalytischen Verfahren, die bereits von FRANZE'®"® zur
Bestimmung von Nitroproteinen in Umweltproben angewendet wurden, herangezogen
werden. Es sollten auBerdem Aussagen Uber die vorhandenen Mengen des Analyten
getroffen werden.






2 (GRUNDLAGEN

2.1 ATMOSPHARISCHES AEROSOL

2.1.1 Allgemeines

Atmospharische Aerosole sind kolloide Systeme luftgetragener fester und flissiger Partikel
(Schwebstoffe) mit GroBen im Nanometer- und Mikrometerbereich. Sie entstehen aus einer
breiten Vielfalt nattrlicher und anthropogener Quellen. Primare Aerosolpartikel werden direkt
von ihrer Quelle in kondensierter Form emittiert. Sie entstehen durch unvollstandige
Verbrennung von Biomasse und fossilen Brennstoffen z.B. bei Waldbranden, in
Kraftfahrzeugen und Kraft- und Fernheizwerken und bei Vulkanausbriichen. Abriebprozesse
von Reifen- und Bremsbeldgen, die Degradation und biogene Freisetzung von biologischem
Material (Pflanzenbruchstliicke, Mikroorganismen, Pollen etc.) und die windgetriebene oder
verkehrsbedingte Aufwirbelung von StraBen-, Boden- oder Mineralstaub tragen ebenfalls zu
einem Eintrag von Partikeln in die Atmosphare bei.' Sekundare Aerosolpartikel hingegen
werden durch chemische Reaktion und Gas-Partikel-Konversion aus gasférmigen (volatilen)
Vorlaufersubstanzen in der Atmosphare gebildet.">'® Luftgetragene Partikel unterliegen in
der Atmosphare der Alterung und andern ihre Eigenschaften hinsichtlich GréBe, Struktur und
Zusammensetzung durch chemische und physikalische Wechselwirkungen (z. B. chemische
Reaktionen mit reaktiven Spurengasen und Koagulation). Partikel werden durch
Niederschlage aus der Atmosphare ausgetragen oder sedimentieren ab einer kritischen
GréBe (feuchte und trockene Deposition).! Systeme von Staubpartikeln mit einem
aerodynamischen Durchmesser <10 um werden als Feinstaub (PM10) bezeichnet. Feinstaub
ist fir den Menschen von besonderer Bedeutung, denn dessen Partikel besitzen eine hohe
atmospharische Verweildauer und kénnen bis in die Lunge vordringen.!'”!
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2.1.2 Kohlenstoffhaltige Aerosolkomponenten

Die chemischen Hauptkomponenten atmospharischer Partikel mit einem aerodynamischen
Durchmesser <2.5um (PM2.5) in stadtischer und landlicher kontinentaler Luft sind
anorganische Salze (Ammonium, Nitrat und Sulfat) und kohlenstoffhaltige Komponenten
(TC), die sich aus organischen Verbindungen (OC) und elementarem Kohlenstoff (EC) zu-
sammensetzen (TC = OC + EC). Eine typische urbane Aerosolprobe enthalt z.B. 8 %
Ammonium, 6 % Nitrat, 28 % Sulfat, 9 % EC, 31 % OC und 18 % nicht ndher charakterisierte
Komponenten.!'®!

Organische kohlenstoffhaltige Verbindungen tragen je nach Probenahmeort, -zeit und
meterologischen Bedingungen rund 20-50 % zu der gesamten Partikelmasse (PM2.5) bei
und bilden meist nach Sulfat oder Nitrat die zweitgréBte Fraktion im atmospharischen
Aerosol."™™ Eine Unterteilung des OC wird nach operationellen Gesichtspunkten anhand der
Léslichkeit in organischem und wéssrigem Extraktionsmittel getroffen - z. B. wasserléslicher
(WSOC) und wasserunléslicher Kohlenstoff (WINSOC). Die Probenahme und Analytik der
Verbindungen des OC ist jedoch aufgrund der Heterogenitat (Struktur, physikochemische
Parameter) und Variabilitat (zeitlich, 6rtlich) seiner Zusammensetzung sehr komplex. Bis
dato wurde nur ein geringer Anteil organischer Verbindungen identifiziert. ROGGE et al.”®
konnten nach organischer Extraktion stadtischer atmosphéarischer Partikel (PM <2.1 um) nur
rund 12-18 % des OC mit gaschromatographischen Methoden auflésen und entsprechenden
Einzelverbindungen zuordnen. ZAPPOLI et al.”" untersuchten den WSOC eines stadtischen,
landlichen und Hintergrund-Aerosols (PM <1.5 um) und fanden bezogen auf die OC-Fraktion
einen WSOC-Anteil von 52-84 %. Nach Schatzungen der Autoren tragen wasserlésliche
Biopolymere einen Anteil von rund 21-55 % zur WSOC- und 10-29 % zur OC-Fraktion bei
(2-11 % bezogen auf die Gesamtpartikelmasse). Ein betrachtlicher Anteil der organischen
Fraktion ist weder in organischem noch in wassrigem L&sungsmittel extrahierbar. Diese
Eigenschaft ist offensichtlich auf schwerlésliche bioorganische Komponenten wie Cellulose
und Lignin zuriickzufiihren.['92122]

Als weitere makromolekulare Verbindungen sind aufgrund ihres biogenen Ursprungs und
ihrer natlrlichen Haufigkeit neben Cellulose und Lignin auch Huminmaterial (humic-like
substances (HULIS) sowie terrestrische und aquatische Huminstoffe) und Proteine in

atmospharischen Partikeln prinzipiell zu erwarten.

2.1.3 Cellulose und Lignin

Cellulose ist die haufigste organische Substanz in der Natur, die in einer Menge von bis zu
10"t pro Jahr biosynthetisiert wird.”®! Pflanzliche Zellwinde bestehen bezogen auf ihr
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Trockengewicht bis zu 50 % aus Cellulose. Es ist ein lineares Polysaccharid, das aus f1—4-
verknipften Glucose-Monomeren aufgebaut ist. In unfraktioniertem urbanem Aerosol wurde
von PUXBAUM et al.?#?4 gin Cellulosegehalt von rund 8 % bezogen auf OC und 2 % bezogen
auf die Gesamtpartikelmasse ermittelt. Es ist zu 16 % Bestandteil der unldslichen
organischen Fraktion. Das Monomere der Cellulose, die Glucose, wird ebenfalls im
atmospharischen Aerosol gefunden und gilt als Indikator biogenen organischen
Kohlenstoffs.?*!

Lignin ist ein weiteres sehr haufig auftretendes Biopolymer. Sein Anteil in Holz betragt rund
30 %. Seine Struktur besteht aus einem polymeren phenylpropanoiden System, das je nach
Herkunft des Holzes aus den Phenolen p-Coumaryl-, Coniferyl- und Sinapylalkohol
aufgebaut ist.”® Bei der Biomasseverbrennung entstehen zahlreiche niedermolekulare
Oxidations- und Pyrolyseprodukte von Lignin mit aromatischen Guajacyl- und
Syringylstrukturen, die in atmospharischen Partikeln gefunden werden.”® Ein partikularer
Eintrag von Cellulose und Lignin in die Atmosphéare ist als unverbranntes organisches
Material bei der Biomasseverbrennung méglich.*!

2.1.4 Huminstoffartige Substanzen (HULIS)

Huminstoffartige Substanzen (HULIS) sind offensichtlich primarer und sekundarer
Herkunft."® Bei der Biomasseverbrennung entstehen sie lber direkte Kondensation von
hochmolekularen Verbrennungsprodukten von Lignin und durch Polymerisation von
niedermolekularen Verbrennungsprodukten in Reaktionen mit atmosphérischen OH-
Radikalen.!"#2"?"28 Ein weiterer Mechanismus von LIMBECK et al.” beschreibt die sekundare
Bildung von HULIS durch heterogene Reaktionen von Isopren und Terpenen, die von der
Vegetation emittiert werden, auf der Oberflache von sauren Partikeln.

HULIS sind den terrestrischen und aquatischen Huminstoffen (Humin- und Fulvinséduren) in
ihren chemischen und physikalischen Eigenschaften sehr &hnlich.®**" Strukturell sind HULIS
ungesattigter, polyacider Natur (Polycarbonsauren). Sie weisen phenolische und partiell
oxidierte, Chinon-ahnliche Strukturen auf, die Uber aliphatische Briicken verbunden sind.
AuBerdem enthalten sie isolierte Hydroxy-, Methyloxy-, Aldeyhd- und Ketogruppen.!'8230:3234
Das mittlere Molekulargewicht von atmosphéarischen HULIS wurde von Kiss et al. ** auf 215-
345 Da mit Hilfe von LC-MS- und osmometrischen Methoden geschéatzt, wahrend ZAPPOLI et
al.?" von 3 000 Da als oberem Grenzwert ausgehen. Das Molekulargewicht der HULIS ist
offensichtlich eine Eigenschaft, in der sich HULIS von aquatischen und terrestrischen
Huminstoffen, die eine sehr heterogene Molekulargewichtsverteilung (0.5-20 kDa) zeigen,

unterscheiden.
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Der atmosphérische Eintrag von terrestrischen und aquatischen Huminstoffen ist durch
Aufwirbelung von Bodenstaub und Erdpartikeln und durch das Zerplatzen von feinen
Trépfchen auf Wasseroberflachen (bubble bursting) denkbar.

2.1.5 Proteine

Proteine sind Biopolymere, die aus Aminosauren aufgebaut sind und organischen Stickstoff
enthalten. Sie kommen als wasserlésliche Proteine oder Glycoproteine und hydrophobe
Membranproteine im Cytosol, den Zellmembranen und der extrazellularen Matrix von
lebender Materie vor. In der Atmosphéare sind sie freie oder gebundene Bestandteile des
Bioaerosols. Sie beeinflussen die Hygroskopizitat organischer Partikel und verandern ihre
Eigenschaften, die fir Klima- und Gesundheitseffekte relevant sind. Nach trockener oder
feuchter Deposition sind Proteine eine wertvolle Stickstoffquelle fur terrestrische und

aquatische Okosysteme (Stickstoffzyklus).***

2.1.5.1 Quellen

Vegetation und Gewassersysteme stellen bedeutende natiirliche Quellen fir Proteine im
atmospharischen Aerosol dar. Die Freisetzung von proteinhaltigem organischem Material ist
eng mit der tages- und jahreszeitlich variierenden biologischen Aktivitat und meteoro-
logischen Bedingungen dieser Umweltkompartimente verknupft. Im Fruhjahr zur BlUtezeit
wird eine hohe Anzahl von Blutenpollen von der Vegetation emittiert, wahrend im Herbst

pflanzliche Abbauprodukte in der Natur dominieren.*"!

(Regen-)Walder setzen eine hohe
Anzahl von Pilzsporen - vor allem in der Nacht - frei.***® Bubble bursting-Prozesse auf
Wasseroberflachen von Ozeanen und Binnengewdssern sind fir den Eintrag von Bakterien
und Phytoplankton verantwortlich.***¢! Zu den zahlreichen anthropogenen Quellen gehéren
landwirtschaftliche, industrielle und kommunale Prozesse wie z.B. die Tierhaltung
(Futterung, Trockenkot und Einstreu), der Ackerbau, die Textilherstellung, die Lagerung von

Abfallen auf Deponien und Kompostieranlagen, Klaranlagen und der StraBenverkehr.!'*474]

2.1.5.2 Primare biologische Aerosolpartikel

Bioaerosole, die auch priméare biologische Aerosolpartikel (PBAP) genannt werden, sind
luftgetragene Partikel, die lebensfahige biogene Organismen oder von lebender Materie
abgeleitete nicht-lebensfahige Bestandteile und zellulare Fragmente enthalten. Zu den PBAP
gehoren Viren (d =0.01-0.5 um), Bakterien (d = 0.4-2 um), Protozoen (d >4 um), Algen,
Pilzsporen (d >1 um), Pollen (d >5-100 um), zellulare Fragmente von Pflanzen (Laub) und

Insekten, menschliche und tierische Epithelzellen und Hautschuppen (d = 1 um).!"47
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PuUxBAUM et al.” ermittelten anhand des Cellulosegehaltes von Aerosolpartikeln die Konzen-
tration von Pflanzenbruchstiicken auf 0.75 pg/m® in der Atmosphare. BAUER et al.*® fanden
durchschnittlich 12 000 Bakterien/m*® und 730 Pilzsporen/m®, dies entspricht den Autoren
zufolge knapp 6 % des OC des atmosphérischen Aerosols (PM = 2.1-10 um). Der Beitrag
von Pollen- und Pilzfragmenten zum OC und zur Gesamtpartikelmasse (PM2.5) wurde von
WowmiLoJu et al.®"! mit Hilfe der Analyse von biochemischen Markersubstanzen auf 12-22 %
bzw. 4-11 % geschatzt.

Die atmosphéarischen Konzentrationen von Graser- und Birkenpollen kénnen jeweils Werte
bis zu 4 000-5 000 Pollen/m® erreichen.® Pollen von Kieferngewéchsen erreichen sogar
eine Anzahl von bis zu 8 000 pro m°. Der Proteingehalt von Pollen ist hochvariabel und
betragt 2.5-61 %.° In Graserpollen sind nach ScHAPPI et al.® durchschnittlich 0.32 ng
wasserldsliches Protein pro Pollen enthalten. Dies entspricht 1.6 pg/m® (0.32 ng x 5 000/m°)
luftgetragenem in Gréaserpollen gebundenem Protein. Der Beitrag von Bakterien zu der
gesamten Proteinfracht ist nach der folgenden Abschatzung um vier GréBenordnungen
geringer als der von Pollen. Planktonische Bakterien enthalten nach Zuskov et al.®™™ rund 24
fg Protein pro Zelle. Die entsprechende Proteinkonzentration, die auf Bakterien
zurickzufilhren ware, liegt dann bei nur 0.3 ng/m® (24fg x 12000 Zellen/m®). Der
Proteingehalt von marinen Makro- und Mikroalgen wurde von BARBARINO®® auf 4-16 %
Protein ermittelt.

2.1.5.3 Allergene

PBAPs unterliegen zahlreichen physikalischen und chemischen Wechselwirkungen mit
atmosphérischen Luftschadstoffen, die sie morphologisch und chemisch verdndern.””*®
Wechselwirkungen von Pollenkérnern und atmosphérischen organischen Partikeln fihren zu
einer Praaktivierung des Pollenkorns. Allergene Proteine werden durch eine Keimung oder
einem Aufplatzen von Kérnern bei hoher Luftfeuchte oder elektrischen Entladungen
(Gewitter) freigesetzt. Proteine liegen daher auch in freier, auf feinen Starke- oder
RuBpartikeln (PM <1 pum) in adsorbierter Form im atmosphérischen Aerosol vor.!*!5960

Die Hauptquellen fir luftgetragene Allergene sind Pollen, Schimmelpilzsporen und
Myzelien.""®?l |n StraBenstaub und atmosphéarischen Partikeln werden allerdings auch
zahlreiche Allergene anderen Ursprungs wie Zedernholz, Katzenhaare, Hausstaubmilben
und Latex gefunden.!®4]

In der lungengéngigen Aerosolfraktion (PM <7.2 um) sind von ScHAPPI et al.®" mittlere Kon-
zentrationen des Hauptallergens der Birke Betv 1 von 0.2 ng/m® bestimmt worden. An
Tagen nach leichtem Regenfall betrug die Konzentration sogar 1.2 ng/m®. Ein &quivalentes
Bild ergab sich fir Graserpollenallergene mit einer maximalen Konzentration von

14 ng/m?3 15462
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Der Allergengehalt in atmosphérischen Partikeln scheint im Vergleich zum Gesamtprotein-
gehalt gering zu sein. Das Hauptallergen der Birke Betv 1 und des Lischgrases Phlp 5
reprasentieren nach ScHAPPI et al.®® nur 70 bzw. 50 ppm der gesamten Proteinfraktion.
Nach MIGUEL et all' besitzen nur 0.5-1 % der Proteine von Allergen-enthaltenden
Organismen allergenes Potential (siehe auch Abschnitt 2.1.5.2).

2.1.5.4 Proteinbestimmung und -gehalt

Der Proteingehalt atmosphéarischer Aerosolpartikel unterschiedlicher Herkunft und
GréBenfraktionen wurde in verschiedenen Studien verdéffentlicht. Die ermittelten Protein-
konzentrationen liegen im Bereich von 0.1-0.7 ug/m® (Tabelle 2.1). Von ANKILOV®,
MIGUEL" und BORESON et al.®™ wurden auch deutlich hdhere Werte bis zu 5.8 pg/m®
gemessen. Dies entspricht einem Proteinanteil von 1-14 % der atmosphéarischen Gesamt-
partikelmasse. In einer Studie von BORESON et al.® konnte der Gesamtproteingehalt mit
dem OC-Gehalt und der Gesamtmasse grober Partikel (d = 2.5-10 um) korreliert werden.
Eine signifikante Korrelation in feinen Partikeln (PM2.5) wurde nicht beobachtet. ZHANG et
al.®® bestimmten die Beitrage von freien (FAC) und proteingebundenen Aminosauren und
anderen organischen Aminoverbindungen (CAC) zum wasserléslichen organischen Gesamt-
stickstoffgehalt (WSON) von Feinstaub (PM2.5) in Nordkalifornien. Der Anteil betrug 8.5-
71 % des WSON. Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte in den Studien auf
unterschiedlichste Weise. Die Partikel wurden auf Teflon-6%884  AfA-KhA-®° Glasfaser-
(104962 ynd Quarzfaserfilter'®*! gesammelt. Proteine wurden in Wasser, einer Ldsung aus
Borsdure und Kaliumhydroxid oder neutralem Phosphat- bzw. PBS-Puffer bei 0-4°C bzw.
RT fur 1-12 h mittels Rdhren, Schitteln oder Ultraschall extrahiert. Als Additive wurden
EDTA, Azid und Proteaseinhibitoren eingesetzt.*! Das Protein wurde direkt im Extrakt oder
nach GrdBenfraktionierung (SEC, Dialyse) mit kommerziell erhéltlichen Proteinquantifi-
zierungstests wie dem BCA-, Bradford- oder NanoOrange-Assay meist als BSA-Aquivalent-
konzentration bestimmt. Der nach diesen Methoden ermittelte Proteingehalt wird als
Suggoratwert fiir die gesamte biologische Materie angesehen.®
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Tabelle 2.1: Proteinkonzentrationen in atmosphéarischen Partikeln.

Protein-

Probe Ort konzentration Protein/PM Methode Referenz
[ug/m?] [%]
) 0.25+0.09"® ©)
PM2.5 Davis, CA, USA (0.12.0.30) AAA [36]
38
PM2.5 Davis, CA, USA  0.294® 3.3 AAA 138}
(1.6-4)
(5) 65
TSP® Sibirien, RUS ?63%—062619) : Bradford 169}
1109 63
TSP Sibirien, RUS <3 LX) : Bradford 163]
@ Bay of Bengal, i @) i i (44]
PM Ddien 0.06-0.14
TSP Ziirich, CH 0.54% ~2 Bradford [62]
TSP Los A”gg'/fs’ CA. 1558® 2.2-5.0 BCA [49]
TSP Long Eijesa/‘ih’ CA. 06589 1.1-4.9 BCA [49]
TSP/ Rubidoux, CA, 1.7-4.3) 1.7-4.0/
PM10 USA 2.1-3.99 2282 BCA [49]
PM2.5 Manchen, D 0.45+0.32" 1.9+1.3 BCA [10]
PM2.5 Manchen, D 0.37+0.117" 3.1+1.0 BCA [10]
PM2.5 Hoher +0.257 " BCA 10
. PeiBenberg, D 0-44025 4.0+1.4 [10]
PM2.5 Zugspitze, D 0.15+0.25"" 3.7+2.9 BCA [10]
PM2.5 Pho‘a’gﬁ AZ, 0.4-3.2 i NanoOrange [64]

(1) - in 500-7 000 m Hbhe; (2) - keine Information Uber PM-Fraktion (Sekundarliteratur); (3) - unter Annahme
eines durchschnittlichen MW von 120 g/mol; (4) - FAC+CAC; (5) - keine ProteingréBenfraktionierung; (6) - nach
Dialyse (Cut-Off = 3500 Da); (7) - nach SEC (Cut-Off =5 000 Da); (8) - nichtgrdBenfraktionierte Aerosolpartikel -
total suspended particulates; (9) - Aminosaureanalytik.

ZHANG et al.®®  wendeten auBerdem die Aminosdureanalytik an. Standardadditions-
experimente mit Proteinen wurden zur Bestimmung von Proteinverlusten wahrend der Pro-
benvorbereitung mit Ausnahme von FRANZE'? nicht verdffentlicht. Der Autor untersuchte die
Proteinadsorption auf Glasfaser- und Quarzfaserfilter unter Bedingungen der Extraktion mit
PBS-Azid-Puffer (pH =7.4). Die BSA-Wiederfindung auf beiden Filtermaterialien war
vergleichbar und betrug lediglich 8-63 % in Abhangigkeit der eingesetzten BSA-Menge.
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Desweiteren wurde von ZHANG et al.®® die Effizienz der angewendeten Ultraschall-
Extraktionsmethode durch wiederholte Extraktion eines mit Feinstaub belegten Teflonfilters
untersucht. Die Proteinquantifizierungstests wurden hinsichtlich Kreuzreaktivitaten zu Fein-
staubmatrixkomponenten nur wenig charakterisiert. FRANZE hat den BRADFORD-Assay und
den BCA-Assay fir eine Proteinbestimmung in Feinstaub naher untersucht. Die Kalibrier-
geraden des erstgenannten Tests zeigten jedoch eine deutliche Abhangigkeit von der Salz-
konzentration. Eine Anwendbarkeit fir Feinstaubproben wurde daher aufgrund des vari-
ierenden Salzgehaltes ausgeschlossen. AuBerdem wurden Kreuzreaktivitdten des BCA-
Assays hinsichtlich Huminsuren, die den atmosphérischen HULIS strukturell sehr &hnlich
sind, von 23-43% ermittelt."” Aminosduren und Proteine wurden auBerdem in
StraBenstaub!'®*849! Nebel®3"! Taul®® und Niederschlag®®”®® gefunden und bestimmt.

2.1.6 Wechselwirkungen mit verkehrsbedingten Emissio-
nen

Primare verkehrsbedingte Schadstoffe wie leichtflichtige Kohlenwasserstoffe (VOC),
Stickoxide (NO, = NO + NO,) und Kohlenstoffmonoxid (CO) flhren bei intensiver Sonnen-
einstrahlung zu erhéhten Konzentrationen von NO,, O; und anderen Photooxidantien. Im
erweiterten Sinne zéhlen zu den Photooxidantien reaktive Sauerstoff(ROS)- und Stick-
stoff(RNS)-Verbindungen wie O.H, Os;, NO,, organische Nitrate (z.B. Peroxyacetylnitrat
(PAN)) sowie N,Os, NO3;, HNO3; und HNO,, die aus NO,, Oz, H,O und OH-Radikalen
entstehen. Diese sekundaren Schadstoffe sind Komponenten des photochemischen Smogs
(Sommersmog).['"" Photooxidantien besitzen ausgepragte oxidierende Eigenschaften und
sind in der Lage, luftgetragene, (bio-)organische Verbindungen wie z.B. Phenole, poly-
zyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAHs) und Proteine zu nitrieren.!'"'37173l
Phenole reagieren mit hoher Regioselektivitat in Gasphasenreaktionen mit NO,- und OH-
Radikalen zu o-Nitrophenol und mit NO5; und NO, zu o- und p-Nitrophenol.”""? OH-Radikale
und NO; oxidieren in diesem Fall Phenolmolekile unter Abstraktion eines Wasserstoffatoms
zu einem Phenoxyradikal, das anschlieBend NO, addiert. Atmosphérische NOs-Radikale
entstehen unter Sommer-Smog-Bedingungen aus NO, und O;. OH-Radikale Gbernehmen
wichtige Reinigungsfunktionen in der Atmosphére und sind allgegenwartig. Nitrierungen von
Phenolen durch HNO, und HNQO;, die sich in der Atmosphéare aus NO bzw. NO, mit OH-
Radikalen oder aus NO, bzw. N,Os durch Addition von H,O bei hoher Luftfeuchtigkeit bilden,
sind in der Flssigphase hinreichend bekannt. FRANZE et al.'®"""3 untersuchten den Einfluss
von O; und H,O-Dampf auf die NOo-Nitrierungseffizienz von BSA und Proteinen aus
Birkenpollenextrakt. Die Proteinnitrierung wurde durch Prasenz von O; und H,O deutlich
beschleunigt (Bildung von NO; und HNO3). Nitrierungsgrade bis zu 10 % wurden nach 2-
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wochiger Begasung dieser Proteine mit schadstoffbelasteter AuBenluft (Sommersmog-
Bedingungen) beobachtet. Peroxyacetylnitrat (PAN) fihrt in der Flissigphase zu einer
Hydroxylierung und Nitrierung aromatischer Aminosauren in freier und in BSA-gebundener
Form. LiN et al.” haben Peroxynitrit, das als reaktive Stickstoffverbindung in biologischen
Systemen bekannt ist, als reaktives Intermediat von PAN vorgeschlagen. PAN besitzt
ahnliche oxidierende Eigenschaften wie Peroxynitrit. Als weitere reaktive atmosphéarische
Nitrierungsspezies kann Nitrylchlorid (NO.CI), das durch heterogene Reaktion von N,Os mit
NaCl in Aerosolpartikeln enthalten ist, fungieren.”>"® NO,CI photolysiert unter Einwirkung
von Sonnenlicht zu NO, und Cl-Radikalen oder zerféllt heterolytisch zu Chloridanion und
Nitrylkation. Diese Spezies addieren NO, nach Mechanismen der radikalischen bzw.
elektrophilen Substitution an Phenole.”*”! Die Mechanismen der in vivo-Proteinnitrierung
werden in Abschnitt 2.4.1 genauer erlautert.

2.1.7 Gesundheitseffekte

Es st bekannt, dass postiranslationale Modifikationen wie Glykosylierungen,
Hydroxylierungen und Phosphorylierungen im Allgemeinen die IgE-Reaktivitdt und das
allergene Potential von Allergenen verandern und die Entwicklung von Autoimmunantworten
- bei Veranderungen kérpereigener Proteine - férdern./”” "

Komponenten des photochemischen Smogs (NO,, Os;), feine Aerosolpartikel und pflanzliche
Allergene kénnen Entziindungsreaktionen in den Atemwegen induzieren, allergische
Reaktionen sowohl der Friih- als auch der Spatphase verstarken und die Widerstands-
fahigkeit gegeniiber Infektionen minimieren.®78%%2 Als Ursache werden synergetische
Effekte von Luftschadstoffen und luftgetragenen Allergenen diskutiert. GRUIJTHUIJSEN et al.®®!
konnten in Tiermodellstudien mit dem Lebensmittelallergen Ovalbumin und dem Birken-
pollenallergen Betv 1, die im Rahmen dieser Arbeit am Institut fir Wasserchemie der
TU Minchen nitriert wurden, zeigen, dass die in vitro-Proteinnitrierung das allergene
Potential der Proteine verstarkt. Es wird angenommen, dass luftgetragene, durch
Photooxidantien nitrierte Proteine nach Deposition in der Lunge zu einer Allergen-
sensibilisierung bzw. allergischen Reaktion filhren.'*% AuBerdem kénnen kérpereigene
Proteine des Epitheliums der unteren Atemwege durch eingeatmete exogene RNS modi-
fiziert werden. Dies fuhrt zu einer Beeintrachtigung der Entwicklung von Lungengewebe z.B.
bei Kindern, verhindert die Regeneration des Gewebes bei einer bestehenden Lungen-
erkrankung und fiihrt unter Umstanden sogar zum Zelltod.®* Im Verlauf von entziindlichen
Atemwegserkrankungen werden auBerdem ROS und RNS in vivo generiert, die zu einem
Fortbestand bzw. zu einer Verstarkung bereits bestehender allergischer Entziindungen
fihrt [
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2.2 AMINOSAUREANALYTIK

2.2.1 Historische Bedeutung

Die ersten chromatographischen Trennungen von Aminosauregemischen gehen auf Arbeiten
von MARTIN und SYNGE in den Jahren 1941 und 1944 zuriick.®®®"! Zur damaligen Zeit wurden
die neuen Techniken der Papier- und Verteilungschromatographie erstmalig angewendet.
Die saulenchromatographische Analyse von N-Acetyl-Aminosauren erfolgte mit Kieselgel als
stationdre Phase. Die Trennung war jedoch aufgrund eines ausgepragten peak tailings unzu-
reichend. In darauffolgenden Experimenten zur Aufklarung der von SYNGE 1945 verdffent-
lichten Aminosaurezusammensetzung von Gramicidin S, einem cyclischen Decapeptid,
wurde Kartoffelstarke als Trager verwendet und nichtderivatisierte Aminosduren ge-
trennt.®®% |m Jahre 1952 erhielten MARTIN und SYNGE den Nobelpreis fiir ihre Entwicklung
der Verteilungschromatographie. In den Jahren 1944-1953 arbeitete SANGER an der Auf-
klarung der Primarstruktur von Insulin, das aus 51 Aminosauren aufgebaut ist. AuBerdem
fihrte er die Umsetzung von Peptiden mit 2,4-Dinitro-fluorbenzol (DNP-Methode) zur Bestim-
mung N-terminaler Aminoséuren ein.®*®11958 erhielt er schlieBlich den Chemie-Nobelpreis
fir seine Arbeiten, die von signifikanter Bedeutung fir die biochemische Wissenschaft
waren.

Zur gleichen Zeit nahmen sich STEIN und MOORE die Arbeiten von SYNGE als Grundlage fur
die Entwicklung des ersten Aminosdureanalysators. Sie entwickelten einen automatischen
Fraktionensammler und optimierten die Quantifizierung von Aminosduren mit Mitteln der
Ninhydrin-Reaktion.™*®! 1951 berichteten sie von der Anwendung des sulfonierten Poly-
styrolharzes Dowex-50 als stationdrer Phase, so dass zahlreiche Nachteile der Starke als
Trager behoben werden konnten.®® Im Verlauf ihrer Arbeiten zur Aufklirung der Primar-
sequenz der Ribonuklease (124 Aminosauren) wurden weitere technische Optimierungen
vorgenommen.'*”*¥ Die Analyse einer komplexen physiologischen Probe dauerte zu dieser
Zeit rund 2 Tage. SchlieBlich wurden die ersten Aminosdureanalysatoren 1958 durch
Beckman Instruments (Division Spinco) vertrieben.® Die Analysezeit wurde durch weitere
Verbesserungen auf 11 h reduziert. Heutzutage benétigt die ionenchromatographische Tren-
nung mit kommerziell erhaltlichen Aminosaureanalysatoren weniger als 2.5 h. 1972 erhielten
STEIN und MOORE den Chemie-Nobelpreis ,fir ihren Beitrag zum Verstédndnis der
Verbindung von chemischer Struktur und katalytischer Aktivitdt des aktiven Zentrums des
Enzyms Ribonuklease“."™ Die Entwicklung der Hochleistungsfliissigchromatographie
(HPLC) und reversed phase(RP)-Chromatographie schlieBlich flhrte zu einer signifikanten
Beschleunigung der Proteinsequenzierung in den 70er Jahren und zur Etablierung der Vor-

saulenderivatisierung in der Aminosaureanalytik.*"%
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2.2.2 Eigenschaften von Aminosauren

Aminosauren erflllen im lebenden Organismus unterschiedlichste Funktionen. Sie dienen als
Bausteine von Proteinen, Peptiden und anderen Naturstoffen wie z.B. Coenzymen und
Antibiotika und sind als Signalstoffe und Zwischenprodukte im Metabolismus von groBer
Bedeutung. Unter den proteinogenen Aminosduren versteht man ausschlieBlich die 20
Aminosauren, die im genetischen Code enthalten sind und daher wéahrend der ribosomalen
Proteinbiosynthese als Bausteine fur Proteine berlcksichtigt werden (Abbildung 2.1). Nach
der RNA-Translation unterliegen sie zahlreichen Prozessen, den sogenannten post-
translationalen Modifikationen, die sie hinsichtlich ihrer chemischen Struktur und
Eigenschaften verandern. Die proteinogenen Aminosauren besitzen mit Ausnahme von
Glycin mindestens ein chirales Zentrum, das a-C-Atom, so dass zwei enantiomere Formen
existieren. In der Natur kommt Uberwiegend die L-Form vor. Die Seitenketten von Isoleucin
und Threonin enthalten ein weiteres Chiralitdtszentrum. Aminosauren sind polare Molekile
und besitzen mindestens zwei ionisierbare Gruppen. Am isoelektrischen Punkt liegen sie mit
einer Nettoladung von null in zwitterionischer Form vor. Die Amino- und Carboxylgruppen
sind also in geladenem Zustand. Aufgrund ihres ionischen Charakters werden Aminosauren
mittels lonenchromatographie (IC) leicht getrennt. Die hohe Polaritat jedoch erschwert die
Trennung freier Aminosauren mit Mitteln der RP-Chromatographie. Die Vorsaulen-
derivatisierung ermdglicht aufgrund der Umsetzung mit hydrophoben Fluorophoren eine RP-
Trennung und gleichzeitig eine empfindliche Fluoreszenz- oder UV-Detektion. Eine
empfindliche UV/VIS-Detektion unmodifizierter Aminosauren ist aufgrund der Abwesenheit
von chromophoren Struktureinheiten mit hohen Extinktionskoeffizienten nicht gegeben. Das
Molekulargewicht proteinogener Aminosauren betragt 75-204 g/mol (Tabelle 2.2).
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Tabelle 2.2: Ubersicht der 20 proteinogenen Aminosduren mit Drei- und Ein-
Buchstabensymbolen, Summenformeln und ihrem Molekulargewicht in freiem und
gebundenem Zustand.

AA BLgcyhrﬁLaoblgn- ng:,nmn;?’(:}' Molekulargewicht™”
frei gebunden
[Da]
unpolar, aliphatisch
Glycin Gly G CoHsNO, 75.07 57.05
Alanin Ala A C3H;NO, 89.09 71.08
Valin Val Vv CsH{1NO, 117.15 99.13
Leucin Leu L CeH13NO, 131.17 113.16
Isoleucin lle I CeH13NO, 131.17 113.16
unpolar, schwefelhaltig
Cystein Cys C CsH;NO.S 121.15 103.14
Methionin Met M CsH11NO,S 149.21 131.19
unpolar, aromatisch
Phenylalanin Phe F CgH11NO> 165.19 147.18
polar, aromatisch
Tyrosin Tyr Y CoH11NO3 181.19 163.18
Tryptophan Trp W C11H12N50, 204.23 186.21
polar, cyclisch
Prolin Pro P CsHgNO, 115.13 97.12
polar, neutral
Serin Ser S C3H/NO; 105.09 87.08
Threonin Thr T C4HgNO3 119.12 101.10
Asparagin Asn N C4HgN2-O3 132.12 114.10
Glutamin Gin Q CsH1oN2O3 146.15 128.13
polar, sauer
Aspartat Asp D C4H;NO, 133.10 115.09
Glutamat Glu E CsHgNO, 147.13 129.12
polar, basisch
Histidin His H CeHgN30, 155.16  137.14
Lysin Lys K CeH14N20, 146.19 128.17
Arginin Arg R CeH14N4O2 174.20 156.19

(1) - in neutralem Ladungszustand
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden die nichtproteinogenen Aminosauren Ornithin, 3-Nitrotyro-
sin, Norvalin, Norleucin und o-Methyltyrosin in die Methoden der Aminosaureanalytik
integriert (Abbildung 2.2 und Tabelle 2.3).

0
+ +
L o HaN o i 0 L 0 HaN
3 - _ _
+
NHsg
OH

Ornithin 3-Nitrotyrosin Norvalin Norleucin a-Methyltyrosin

Abbildung 2.2: Strukturformeln analysierter bzw. als Hydrolyse- oder Derivatisierungsstandard
eingesetzter nichtproteinogener Aminoséuren.

Norvalin, Norleucin und a-Methyltyrosin sind als Hydrolyse- bzw. Derivatisierungsstandards

verwendet worden.

Tabelle 2.3: Ubersicht analysierter bzw. als Hydrolyse- oder Derivatisierungsstandard
eingesetzter nichtproteinogener Aminosduren mit Abkdrzungen, Summenformeln und
ihrem Molekulargewicht in freiem und gebundenem Zustand.

AA Abkiirzung s;ngn;%- Molekulargewicht”
frei gebunden
[Da]
Ornithin Orn CsH1oN20O5 132.16 114.14
3-Nitrotyrosin Ntyr CoH19N2Os 226.19 208.17
Norvalin Nval CsH11NO, 117.15 -
Norleucin Nleu CeH13NO, 131.17 -
o-Methyltyrosin Mtyr CioH13NO5 195.22 -

(1) - in neutralem Ladungszustand

2.2.3 lonenaustausch(IC)- und Reversed Phase(RP)-
Chromatographie

Die klassische Methode zur Trennung von Aminosauregemischen ist die lonenaus-
tausch(lC)-Chromatographie unter Anwendung von Kationenaustauschersaulen mit nachfol-
gender Ninhydrinderivatisierung. Sie erfolgt meist mit einem Natriumcitrat-Puffer, ist sehr
robust und weniger stéranféllig als RP-HPLC-Trennungen. IC-Saulen besitzen eine hohe
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Lebensdauer und ermdglichen die Trennung von ca. 40 Aminosauren. Ein Vorteil der
Methode ist die Eliminierung von Matrixeffekten wéahrend der Derivatisierungsreaktion, da
Matrixkomponenten von den Analyten zuvor abgetrennt werden. Zur Durchfiihrung der
Nachsaulenderivatisierung wird jedoch ein online-Reaktor benétigt, der aufgrund seines
Totvolumens die Auflésung verschlechtert und ein héheres Basislinienrauschen verursacht.
Die RP-Chromatographie unter Anwendung der Vorsaulenderivatisierung ermdéglicht die
Trennung von ca. 20 Aminosauren. Die Analysezeiten sind deutlich kirrzer als die der lonen-
chromatographie. Ein Nachteil der Vorsaulenderivatisierung jedoch ist, dass die Matrix vor
der Reaktion nicht abgetrennt wird und daher stets mit Matrixinterferenzen zu rechnen ist.
Die Entscheidung fir eine bestimmte Trennungsmethode ist lUberwiegend von der Anzahl
der zu trennenden Aminosauren und der zu analysierenden Proben abhéngig. Die Wahl des
Derivatisierungsreagenzes wird hingegen von zahlreichen Faktoren beeinflusst. Zum einen
sind die Empfindlichkeit und die Mdglichkeit der Umsetzung von priméren und sekundaren
Aminen mit dem Reagenz wichtige Auswahlkriterien. Sowohl| die Stabilitdt des Reagenzes
und der Derivate als auch der Einfluss der Matrix unter den Bedingungen der Trennung und
Derivatisierung mussen bedacht werden. Im Falle der Proteinquantifizierung und
-identifizierung muss die Kompatibilitat der Derivatisierung mit den Reagenzien der Protein-
hydrolyse in Erwagung gezogen und experimentell verifiziert werden. AuBerdem kann das
Reagenz und Nebenprodukte, die bei der Derivatisierungsreaktion entstehen, bei den
entsprechenden Anregungs- und Detektionswellenlangen ebenfalls absorptive oder
fluoreszierende Eigenschaften besitzen, die zu einer Stérung der Analyse flhren. Zur
Kontrolle einer quantitativen Derivatisierung der Aminosauren ist die Untersuchung der
Reaktionskinetik und der pH-Abh&ngigkeitkeit sinnvoll. Einen guten Uberblick (iber die
Methoden der allgemeinen Aminoséureanalytik geben die Ubersichtsartikel von OHKURA!'®,
FountouLAkis"® WALKER" und HUSEK!®!,

2.2.3.1 Vorsaulenderivatisierung

Filr die Vorsaulenderivatisierung von Aminosduren werden als Reagenzien u.a. Phenyliso-
thiocyanat (PITC), o-Phthaldialdehyd (OPA), 4-Dimethylaminoazobenzol-4’-sulfonyl-chlorid
(DABS-CI), 4-Fluoro-7-nitro-benzoxadiazol (NBD-F) und 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-chlorid
(FMOC-CI) eingesetzt (Tabelle 2.4).

Die Analytik von primaren und sekundaren Aminosauren als Phenylthiocarbamyl(PTC)-
Derivate und deren Trennung mit der RP-HPLC gehen auf Arbeiten von HEINRIKSON et al.l'"]
zuriick. Die Uberfiihrung in die stabilen Derivate erfolgt mit PITC in einem Gemisch aus
Alkohol, Wasser und Triethylamin bei RT fiir ca. 20 min.l"%"%") Die Detektion erfolgt im UV-

Bereich bei 254 nm und ist relativ unempfindlich im Vergleich zu den Fluoreszenz-
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methoden."™ PITC wird auch fiir die EDMAN-Sequenzierung von Peptiden verwendet
(Abschnitt 2.2.6.1).

Tabelle 2.4: Reagenzien fir die Vorsdulenderivatisierung.

Empfind-
Reagenz Struktur Struktur Aan/Ape lichkeit
(Reagenz) (Derivat) [nm] [pmol]
e H
PITC Q N=C=S QN—Q—H R /254 10-401"%71
S
o)
H s [ )
- 0'05108,109
OPA i @N_(coo 330460 > g
= R
o)
o o coo
\ I \ I
NO,
o “o
NBD-F N . N 470/530  0.01-0.1111211%
<\ OOCYNH
F R
FMOC- H B 0.03"*,
Cl Cl NYCOO 266/305 0.1-0.20115l
o) O R

OPA bildet mit primdren Aminen und Thiolen wie 2-Mercaptoethanol, 3-Mercaptopropion-
saure (MPA) und N-Acetyl-L-Cystein (NAC) fluoreszierende thiol-substituierte Isoindolde-
rivate. Die Derivatisierung wird in Borat-Puffer (pH = 9.5) bei RT in 1-2 min durchgefiihrt.['®
101161 Mit Mitteln der RP-Chromatographie kénnen 25 OPA-Aminosdurederivate innerhalb
von 35 min getrennt werden. Die Fluoreszenz wird bei 330-340 nm angeregt, die Detektion
erfolgt je nach verwendetem Thiol und HPLC-Eluenten bei 420-460 nm. Die Deriva-
tisierungen von Aminosduren mit OPA/MPA und OPA/NAC wurden von MOLNAR-PERL
hinsichtlich Fluoreszenz-Response und Retentionseigenschaften auf sechs verschiedenen
HPLC-Séaulen charakterisiert.!""""® AuBerdem wurden in zwei weiteren Publikationen dieser
Arbeitsgruppe Optimierungen der Derivatisierung und Stabilitdtsstudien der Derivate
verdffentlicht.l''*'2l Demnach sind ein Verhéltnis der in der Reaktionslésung vorhandenen
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Stoffmengen von OPA zu Aminosauren von grdBer als 20 und der Stoffmengen von Thiol zu
OPA von 3 sowie eine Reaktionszeit von mind. 7 min flr eine quantitative Umsetzung zu
empfehlen. Die Instabilitdt von Aminosauren wie Glycin, y-Aminobuttersaure, B-Alanin,
Histidin, Lysin und Ornithin, die CH,-Wasserstoffatome in der a-Position zu einer Amino-
gruppe besitzen, ist auf die Anlagerung von weiteren OPA-Molekillen zurlickzufiihren. Zur
Stabilisierung von Lysin wahrend der Umsetzung wird von JONES et al.l'® Natrium-
dodecylsulfat (SDS) eingesetzt.

Sekundare Amine kénnen mit OPA nicht bestimmt werden. UMAGAT''% und NEMATI et al.l'"®
beschreiben die kombinierte Derivatisierung mit OPA und NBD-CI zur simultanen Detektion
primarer und sekundarer Amine. In einer Studie von SCHWARZ et al."®"! wird eine kombinierte
OPA/FMOC-CI-Vorsaulenderivatisierung und RP-HPLC-Trennung als Alternative zu der
klassischen ionenchromatographischen Ninhydrin-Methode vorgeschlagen.

Eine empfindliche UV-Detektion von primaren und sekundédren Aminen wird durch das
DABS-Chromophor erméglicht.''"'?? Die Derivatisierung von Aminosduren gelingt mit
DABS-CI in Natriumcarbonat-Puffer (pH = 8.0) bei 70° C innerhalb von 10 min. DABS-CI wird
fir eine quantitative Umsetzung in Acetonitril in einem 4fachen Uberschuss zu den Amino-
sauren vorgelegt. Das Hydrolyseprodukt von DABS-CI besitzt ebenfalls eine Absorption bei
436 nm und stort die Trennung. Ein im Vergleich zu der OPA-Derivatisierung groBer Vortell
der Methode ist die wochenlange Stabilitdt der DBS-Derivate.

Substituierte 2,1,3-Benzoxadiazole (Benzofurazane) besitzen ausgezeichnete Fluoreszenz-
eigenschaften und reagieren je nach Substituent mit einer Reihe von Nukleophilen wie
Aminen, Thiolen und Carbonsauren.['?®*'?! 4-Fluoro-7-nitro-benzoxadiazol (NBD-F) wurde
von IMAI und WATANABE eingefuhrt und wird fir die Fluoreszenzmarkierung von primaren
und sekundaren Aminosduren verwendet.I''>'"3271% Dje Derivatisierung erfolgt in Borat-
Puffer bei pH = 8.0-9.5 mit einem Anteil an organischem L&sungsmittel wie Ethanol,
Methanol oder Acetonitril bei 60°C in 1-3 min. Sekundare Amine zeigen eine ausgepragte
Abhéangigkeit von der Derivatisierungszeit und -temperatur. NBD-F ist selbst nicht
fluoreszent, sein Hydrolyseprodukt NBD-OH jedoch interferiert bei der Anregungs- und
Detektionswellenlange der NBD-Aminosduren und stort die Trennung.!''%'®® Vorteile sind die
unter LichtausschluB3 hohe Stabilitat der Derivate und die hohe Empfindlichkeit.

Die Derivatisierung von Aminosauren mit 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(FMOC)-chlorid erlaubt
einen empfindlichen Nachweis von priméren und sekundaren Aminosauren im mittleren fmol-
Bereich.!'" Die Reaktion wird ebenfalls in Borat-Puffer (pH = 8.0) bei RT durchgefiihrt, die
Derivatisierungszeit betragt rund 1 min.!"'¥ Die Anregung erfolgt in der Regel bei 266 nm, die
Detektion bei 305 nm.!"*" FMOC-CI und sein Hydrolyseprodukt FMOC-OH sind jedoch selbst
fluoreszent und stéren die Trennung. Das Derivatisierungsreagenz kann durch organische

Extraktion oder durch Reaktion mit 1-Adamantylamin oder Hydroxylamin eliminiert werden.
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Ein weiteres Problem ist die Quantifizierung von Histidin und Tyrosin aufgrund ihrer Mono-
und Disubstitution. BANK et al.l'"® beschreiben eine Derivatisierungsmethode in Borat-Puffer
(pH = 11.4) und einer Reaktionszeit von 40 min, die diese Probleme teilweise behebt.
Zuséatzlich kann das Basislinienrauschen durch eine Detektion bei 630 nm deutlich reduziert
werden. Die Aminosaurederivate sind bis zu 48 h stabil.

Mivano et al.'®! untersuchten den Einfluss von Metallionen auf die Derivatisierung von
Aminosauren mit NBD-F, OPA, 1-Dimethylaminonaphthalin-5-sulfonylchlorid (DNS-CI) und
Fluorescamin. NBD-F erwies sich als das gegeniiber Cu®*- und Ni**-lonen empfindlichste
Reagenz. Die Reaktion mit Histidin und Aspartat wird erheblich unterdriickt. OPA ist mit
Ausnahme der Umsetzung von Histidin das zuverlassigste der untersuchten Reagenzien.
Die Addition eines 10fachen Uberschusses an EDTA relativ zu in der Probe anwesenden
Metallionen zu der Derivatisierungslésung eliminiert die Matrixeffekte.

2.2.3.2 Nachsaulenderivatisierung

Das aus historischer Sicht bedeutendste Reagenz flr die quantitative Detektion von Amino-
sauren nach ionenchromatographischer Trennung ist Ninhydrin (Tabelle 2.5).1% '3

Tabelle 2.5: Reagenzien flir die Nachséulenderivatisierung

Reagenz Struktur Struktur Aan/Ape NWG
(Reagenz) (Derivat) [nm] [pmol]
O o} (0]
. . OH ‘ -/570
N [131]
Ninhydrin ®<§<OH 7¢© /440 50
o o O
coo’
O
Fluorescamin O 390/475 20!
OH 0O
COOH
OPA siehe Tabelle 2.4 330/460 1-10'%%1%4

Zuvor hat es sich bereits zur qualitativen Detektion von Aminosauren in der
Papierchromatophie bewéhrt. Alle primdren Amine bilden das gleiche blauviolette Derivat,
das sogenannte Ruhemans Violett, das lediglich das Stickstoffatom der Aminosaure enthalt.
Es besitzt ein Absorptionsmaximum bei 440 nm. Sekunddre Amine reagieren zu einem

anderen Ninhydrinderivat, das bei 570 nm am empfindlichsten detektiert wird. Ninhydrin
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absorbiert bei diesen Wellenlangen nicht, kann daher ohne Probleme fiir die Nachsaulen-
derivatisierung verwendet werden. Die Methode zeichnet sich durch eine hohe Robustheit
und Reproduzierbarkeit aus. Nachteil der Methode ist seine geringe Empfindlichkeit.
Fluorescamin wurde als Reagenz fir die Nachsaulenderivatisierung entwickelt, um einen
gegeniiber Ninhydrin empfindlicheren Nachweis von Aminosduren zu erreichen.® Es
reagiert nur mit primaren Aminen und ist nicht fluoreszent. Die Derivatisierung erfolgt in
Borat-Puffer (pH = 9-10) bei RT und ist unmittelbar vollstdndig. Ein Problem ist, dass
Fluorescamin in Wasser schnell hydrolysiert und daher der Derivatisierungspuffer und
Fluorescamin in organischem Ldsungsmittel nach der Saule separat zu dem IC-Eluenten
dosiert werden miissen.'® Dies schrénkt seinen Einsatz in der Aminosaureanalytik
entscheidend ein, zudem ist seine Empfindlichkeit nicht signifikant besser als der von
Ninhydrin.

Ein weiteres Reagenz fir die Nachsaulenderivatisierung ist OPA, dessen Eigenschaften
bereits in Abschnitt 2.2.3.1 naher beschrieben wurde. Sekundare Amine wie Prolin und
Hydroxyprolin werden durch Oxidation mit Natriumhypochlorit oder Chloramin-T in die
Aminoséurebestimmung einbezogen.!'* BENsON et al.l'*® haben OPA, Fluorescamin und
Ninhydrin in einer experimentellen Studie miteinander verglichen. Der entscheidende Vorteil
von OPA ist seine hohe Stabilitédt in Wasser und eine rund 10fache héhere Empfindlichkeit
gegeniber Fluorescamin und Ninhydrin.

2.2.4 Andere Analysemethoden

Die Anionenaustauschchromatographie mit gepulster elektrochemischer Detektion (HPAEC-
PAD) ermdglicht eine direkte Detektion von Aminosduren ohne Vor- oder Nachsaulen-
derivatisierung. Diese Technik wurde erstmals 1983 von POLTA und JOHNSON
beschrieben.™® Janpik et all'®®'¥ entwickelten die Methode unter Verwendung der
integrierenden gepulsten Amperometrie (IPAD) weiter. Die erreichbaren Nachweisgrenzen
liegen im Bereich von 7-145 nM fiir proteinogene Aminoséuren.!"”

Aminosdureanalytik wird ebenfalls mit gaschromatographischen Techniken betrieben.
Vorteile sind die deutlich héhere Auflésung und kirzere Analysezeiten im Vergleich zu den
IC- und RP-Methoden. Aminos&uren sind schwerfliichtige, bei hohen Temperaturen instabile
Verbindungen und missen daher in leichtflichtige Verbindungen - meist in ihre N-Acyl-
Aminosaurealkylester - tberfiihrt werden.!"®"*" Derivatisierungsmethoden fiir die GC-MS-
Analyse werden in Abschnitt 2.4.3.4 am Beispiel der Nitrotyrosinanalytik erlautert. Eine hohe
Selektivitat wird in Abhangigkeit der Derivatisierungsreagenzien durch die Verwendung
unterschiedlicher Detektoren wie des Flammenionisations- (FID), des Elektroneneinfang-
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(ECD), des Stickstoff-Phosphor- (NPD) und des massenselektiven (MS) Detektors gewahr-
leistet.

Aminosauren koénnen auBerdem in nichtderivatisierter Form flissigchromatographisch
getrennt werden. Langkettige perfluorierte Alkylcarbonséauren wie z. B. Nonafluorpentan- und
Tridecafluorheptansaure werden als fllichtige lonenpaarreagenzien eingesetzt, um eine
Retention nichtderivatisierter Aminosauren mit einer akzeptablen Auflésung auf hydrophoben
stationaren Phasen zu erreichen. Als Trennphasen wurden in Studien der Arbeitsgruppe von
DReuX'' kommerzielle C8- und C18-RP-Séulen und porése Graphitsdulen (PGC)
getestet. PGCs besitzen eine héhere Hydrophobizitat als die klassischen RP-Materialien und
aufgrund des graphitischen m-Elektronensystems eine verbesserte Selektivitdt gegenlber
Analyten mit konjugierten Struktureinheiten. Die LC-Systeme der genannten Studien wurden
mit einem evaporativen Lichtstreuungs(ELSD)-Detektor und einem API-MS-Gerat gekoppelt.
Die MS-Detektion der Aminosauren erfolgt im positiven lonisierungsmodus mit héherer
Empfindlichkeit als im negativen lonisierungsmodus. Die Nachweisgrenzen liegen bei der
LC-ELSD- und LC-API-MS-Methode bei 0.03 bzw. 0.06-0.26 nmol. In einer Studie von
PETRITIS et al.'"* wurden sieben Detektoren zum Nachweis von nichtderivatisierten Amino-
sauren getestet.

Die Vorsaulenderivatisierung von Aminosauren wurde auch in Kombination mit der LC-ESI-
MS-Analyse angewendet. OPA/MPA-Aminosaurederivate besitzen im negativen ESI-Modus
eine zur Fluoreszenz-Response vergleichbaren lonisierungsausbeute. Nach VAN Eluk et
al."*! wird eine Empfindlichkeit im unteren pmol-Bereich erzielt. Die RP-LC-Analyse erfolgt
mit einem flichtigen Ammoniumacetat-Puffer mit einem Anteil an organischem
Lésungsmittel. Nicht-flichtige Komponenten der Derivatisierungslésung werden vor Eintritt in
die lonisierungsquelle mit einer entsprechenden Fluidikschaltung entfernt. GARTENMANN et
al.'"*® modifizierten Aminosduren mit FMOC-CI vor ihrer RP-chromatographischen Trennung
und Analyse im ESI-MS. Die Empfindlichkeit konnte auf diese Weise um einen Faktor 100
auf 100-500 pmol gegeniber den nichtderivatisierten Aminosduren gesteigert werden.
FMOC-Aminosauren besitzen auBerdem gute Retentionseigenschaften, so dass eine
empfindliche Analyse der proteinogenen Aminosauren mit guter Trennleistung mdglich ist.

2.2.5 Proteinhydrolyse

Proteine werden unter sauren, alkalischen oder enzymatischen Bedingungen in Amino-

sauren gespalten.['*
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2.2.5.1 Saure Proteinhydrolyse

Die konventionelle Proteinhydrolyse verwendet 6 M Salzsdure als Hydrolysemedium und
wird bei 110° C im Vakuum flr 20 bis 24 h meist in Flissigphase durchgefihrt (Tabelle 2.6
und Tabelle 2.7).1'%"471

Tabelle 2.6: Bedingungen der sauren Proteinhydrolyse..

Hydrolysemedium Hydrolyse- 7 Aminoséuren® Referenz
v bedingungen®”

Konventionelle Proteinhydrolyse

6 M HCI 201;)20?0 h Asx", Cys(z), Lys(”, Ser”, Thr [148]
105°C Asx", Cys®?, GIx'", Lys™", ser'",
6 M HCI 20, 70, 140 h Thr® [149]
110°C Arg“), Asx", Cys(s), GIx", Pro®,

6 M HCI 22,70 h Ser!, Thr®, Tyr® [1o0]
6 M HCI o O7OCh (4) [51]
6 M HCI oo Cys®™, Ser, Thr" [152)
6 M HCI o C Cys™®, Met ", ser®, Thr'® [153]

Proteinhydrolyse in Salzsdure mit Additiven
6 M HCI, 145°C

1 % 2-Mercaptoethanol, 2 h Trp™"™, Met™, Tyr™, Cys® [154]

3 % Phenol
6 M HCI, o
0.4 % 2- By hC Trp™, Met™, Tyr!", Cys!10 [155]
Mercaptoethanol
6 M HCI, 166°C 1) (1 (1) (10)
3 %(w/v) Phenol 25 min Tre™ ", Ty, Met™ 7, Cys [156]

(1) - Extrapolation gegen t = 0; (2) - Schwefelbestimmung; (3) - nach Oxidation mit Perameisensaure als
Methioninsulfon bzw. Cysteinsaure; (4) - alle proteinogenen Aminosauren (Met(a), Cys(a)) mittels
Hydrolysekinetik mit Ausnahme von Trp; (5) - als S-Carboxymethylcystein; (6) - siehe Tabelle 2.7,
(7) - Flussigphasenhydrolyse meist unter Vakuum bzw. Schutzgas; (8) - siehe Tabelle 2.7; (9) -i.d.R.
wurden in der zitierten Literatur alle proteinogenen Aminosduren mit Ausnahme von Trp bestimmt,
Besonderheiten in der Bestimmung individueller Aminosauren sind vermerkt; (10) - keine Bestimmung
maoglich; (11) - héhere Stabilitat.

Der Vorteil der Gasphasenhydrolyse besteht in einer héheren Empfindlichkeit aufgrund der
Reduzierung von Kontaminationen.""! Ein Einfluss auf die individuelle Stabilitdt oder
Hydrolyseeigenschaften der Aminosauren ist nicht gegeben.'®” Die Saureamidfunktionen
von Asparagin und Glutamin werden unter den Bedingungen der konventionellen Proteinhy-

drolyse vollstandig in die entsprechenden Carbonsauren tberfihrt.
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Tabelle 2.7: Bedingungen der sauren Proteinhydrolyse.

Hydrolyse-

bedingungen® Bemerkungen® Referenz

Hydrolysemedium

Proteinhydrolyse in Salzsaure/organischer Saure

12 M HCI 166°C

(10) (10)
TFA (2:1) 25. 50 min lle, Leu, Val, Met'™, Cys [157]
7 M HCI o
10 % TFA o5 o m(i3n<8> lle, Leu, Val, Met™, Cys1® [158]
0.1 % Phenol ’
Prop:ozngﬂérrglﬁ 1) 1320h C Harz-gebundene Peptide [159]
4 M HCI 110°C . .
9 M Propionsaure 24 h Dityrosin [160]
12 M HCI 166°C
TFA (2:1) 95 50,75 min T Met"™ ser®, Thr"), Cys® [161]
5 %(v/v) Thioglycolsaure S
24 % HCI 150°C
60 puM Thioglycolsaure 10, 30 min Trp"", Met"™, Ser”), Cys® [162]
(5:1) (Mikrowelle)
Proteinhydrolyse in Sulfonsauren
. 160°C (1 Aan (1) (1
4 M Methansulfonsaure 45 min Trpt 7, Tyr 7, Met" 7, Cys [163]
4 M Methansulfonsaure o
o . 110°C (11)
0.2 % 3-(2-Aminoethyl)- 24 h Trp [164]
indol
4 M Methansulfonsaure 155°C
0.2 % 3-(2-Aminoethyl)- 4 min Trp", Ser, Thr [164]
indol (Mikrowelle)
4 M Methansulfonsaure 115°C
0.2 % 3-(2-Aminoethyl)- 25 h Trp™, Tyr™, Met™, Cystin®, Cys®  [165]
indol
3Mp-
Toluolsulfonsdure 110°C 1) (1) (1)
0.2 % 3-(2-Aminoethyl)- 22, 48,72 h Trp™", Ser™ ™, Thr [166]
indol

(1) - Extrapolation gegen t=0; (2) - Schwefelbestimmung; (3) - nach Oxidation mit Perameisenséure als
Methioninsulfon bzw. Cysteinsiure; (4) - alle proteinogenen Aminosauren (Met®, Cys(3)) mittels
Hydrolysekinetik mit Ausnahme von Trp; (5) - als S-Carboxymethylcystein; (6) - als Cysteinsulfat nach DTT-
Reduktion und Oxidation mit Tetrathionat; (7) - Flissigphasenhydrolyse meist unter Vakuum bzw.
Schutzgas; (8) - Gasphasenhydrolyse; (9) - i.d.R. wurden in der zitierten Literatur alle proteinogenen
Aminosauren mit Ausnahme von Trp bestimmt, Besonderheiten in der Bestimmung individueller Amino-
sduren sind vermerkt; (10) - keine Bestimmung mdglich; (11) - héhere Stabilitat.

Ihre Detektion erfolgt daher gemeinsam mit Aspartat und Glutamat (Asp + Asn = Asx,
Glu + GIn = GiIx). Tryptophan wird aufgrund seiner saureempfindlichen Indoleinheit
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vollstandig zerstért, fur seine Bestimmung missen Additive in das Hydrolysemedium zuge-
geben oder andere Methoden angewendet werden (Abschnitt 2.2.5.3).Serin, Threonin und
Tyrosin zahlen zu den saurelabilen Aminosauren. Durch Extrapolation von Hydrolysekinetik-
daten kann ihr Gehalt in der untersuchten Probe ermittelt werden (Abschnitt 2.2.5.4). Die
Saurelabilitat von Tyrosin ist z. T. auf Kontaminationen in der Salzsaure zurtickzufiihren, die
zur Bildung von 3-Chlor- und 3-Brom-tyrosin flihren, daher empfiehlt sich stets eine
Destillation der Salzséaure vor der Hydrolyse. Die Freisetzung der hydrophoben Aminoséuren
Valin, Isoleucin und Leucin aus dem Protein erfolgt in der Regel sehr langsam, vor allem
wenn diese in hydrophoben Proteinbereichen als lle-lle, Val-Val und lle-Val gebunden
vorliegen. Diese werden bei einer Hydrolysedauer von 24 h systematisch unterbestimmt. Die
vollstédndige Freisetzung ist vom Protein abh&ngig und erfordert verlangerte Hydrolysezeiten
von Uber 72 h. Methionin und Cystein sind sehr oxidationsanfallig und muissen vor der
Hydrolyse quantitativ in stabilere Verbindungen durch Oxidation bzw. Alkylierung Uberflhrt
werden (Abschnitt 2.2.5.2).

Als Hydrolysemedium werden neben reiner halbkonzentrierter Salzsdure sowohl ein Ge-
misch aus Salz- und organischer S&ure als auch reine Sulfonsduren verwendet. Der Anteil
an organischer Saure bewirkt, dass hydrophobe Proteinbereiche leichter zuganglich sind und
eine Spaltung hydrophober Peptidbindungen schneller erfolgt. Dies verkirzt in Verbindung
mit einer héheren Hydrolysetemperatur die Hydrolysezeit. TSUGITA et al.l'®" testeten den
Einfluss von Ameisen-, Essig-, Trifluoressig- und Propionsaure auf die Freisetzung von
hydrophoben Dipeptiden und (Lipo-)proteinen. Die Aminosaurewiederfindungen inkl. der
hydrophoben Aminosauren bei Hydrolyse in einer 2:1-Lésung aus HCI und TFA (166°C,
25 min) sind vergleichbar mit denen der konventionellen Methode (110°C, >24 h). Eine
signifikante Verbesserung der Wiederfindungen der sédurelabilen Aminosauren wurde jedoch
nicht beobachtet.!'*

Methansulfon- und p-Toluolsulfonsdure sind starke, nicht-oxidierende S&uren und werden
ebenfalls als Hydrolysemedium in der Proteinhydrolyse angewendet. Der wesentliche Vorteil
besteht in der erhéhten Stabilitét der sdurelabilen Aminosauren Tryptophan, Methionin und
Cystein.'3'% Sipson et al.l'®® beschreibt eine Methode in Methansulfonsaure, die
3-(2-Aminoethyl)indol enthalt, und die Bestimmung der kompletten Aminosdurezusammen-
setzung aus einem einzigen Hydrolysat ermdglicht. Ein Nachteil der Sulfonsduren jedoch ist
ihre Schwerflichtigkeit. Vor der chromatographischen Analyse muss stets der pH-Wert
eingestellt und das Hydrolysat verdinnt werden. Daher ist die Empfindlichkeit bei
Verwendung von Sulfonsauren niedriger, da groBe Mengen an Protein bendtigt werden.

In der Proteinhydrolyse werden zahlreiche Additive eingesetzt. Phenol, das in Salzsdure bis
zu einem Anteil von 4 % lslich ist, wird zur Stabilisierung von Tyrosin verwendet.!*®"% |n

einer Studie von MURAMOTO et al.l"*® wurden bei Zusatz von 3 % Phenol sogar Tryptophan
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und Methionin in hohen Ausbeuten wiedergewonnen. 2-Mercaptoethanol stabilisiert diese
Aminosauren in salzsaurer Lésung ebenso wie Thioglycolsaure.['>*%%1611¢2 Djese Methoden
stellen daher eine Alternative zu der Hydrolyse in Methansulfonsaure dar. Der Einsatz von
Indolderivaten wird zudem auch zur Bestimmung von Tryptophan herangezogen.

Eine Verklrzung der Hydrolysezeit der konventionellen Proteinhydrolyse kann neben einer
héheren Hydrolysetemperatur oder eines anderen Hydrolysemediums durch die Verwendung
einer Mikrowelle erreicht werden. KROLL et al.l'"®¥ filhrten die mikrowelleninduzierte Hydrolyse
von Myoglobin (15 mg) in 6 M HCI in der Flissigphase bei 130°C (2.5-3 bar) durch und
reduzierte die Hydrolysezeit auf 120 min. JOERGENSEN et al.l'®® hydrolysierten
Standardproteine (20-50 mg) in 6 M HCI bei 150°C (3-4.5 bar) fir 30 min. Die erzielten
Ergebnisse sind mit denen der konventionellen Methode vergleichbar.['62'641691701 pjg
Verwendung von Sulfonsauren als Hydrolysemedium ist ebenfalls mdglich, so konnten
PECAVAR et al.""! eine Reduzierung der Hydrolysezeit auf 15 min mit p-Toluolsulfonsdure
erreichen. Die Wiederfindungen inkl. der saurelabilen Aminosauren Tryptophan, Serin,
Threonin und der hydrophoben Aminosauren des hydrolysierten Pentapeptids beliefen sich
auf Werte >90 %.

Die Proteinhydrolyse ist in der Regel der arbeitsaufwendigste Probenvorbereitungsschritt der
Analytik proteingebundener Aminosduren. Sie ist sehr anféllig flr systematische Fehler. Zur
Korrektur von Probenverlusten wird daher ein interner Standard (z.B. Norleucin) zu der

t[172 In einer Studie von GARDNER et all'™ erhoéht ein

Hydrolyselésung addier
Hydrolysestandard sowohl die Préazision als auch die Genauigkeit der Aminosaureanalyse
deutlich. Fehler, die wahrend der Vor- bzw. Nachsaulenderivatisierung auftreten, kénnen so
ebenfalls korrigiert werden. Die Stabilitdten proteinogener Aminosauren sind abh&ngig von
der Matrixbeschaffenheit der Realprobe und den Hydrolysebedingungen. Potentielle
chemische Interaktionen sind die Maillard-Reaktion, Protein-Phenol-Wechselwirkungen,
Metall-katalysierte Nebenreaktionen und radikalische Reaktionen.!'®'%21741771 Dje Amino-
saurewiederfindung in der Realprobe kann daher von der eines reinen Standardproteins in

Wasser variieren.

2.2.5.2 Bestimmung von Cystein und Methionin

Cystein und Methionin unterliegen in Salzsdure einer Zersetzung aufgrund von Neben-
reaktionen. Methionin reagiert unter partieller Oxidation zu Methioninsulfoxid, das wiederum
in salzsaurer Lésung nicht stabil ist.'”®'"® Sie werden daher in stabilere Derivate (iberfiihrt.
Beide Aminosduren kénnen durch Oxidation mit Perameisensdure zu Cysteinsaure bzw.
Methioninsulfon umgesetzt werden. Diese Verbindungen sind in salzsaurer L&sung
stabil ['47:150.151.162.179.180] Eina Stabilisierung von Tyrosin, Phenylalanin und Histidin, die unter

diesen Bedingungen ebenfalls oxidiert werden, wird durch eine Phenol-Zugabe erreicht.!'®
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Als weiteres Mittel der quantitativen Oxidation von Cystein zu Cysteinséaure steht der Einsatz
von 0.2 % Natriumazid als Hydrolyseadditiv in Salzsaure zur Verfligung.!'®! Cystein kann
auBerdem in das stabile S-Carboxymethylderivat mit lodessigsaure umgesetzt werden
(Abbildung 2.3).'"2'®! Eine Methode der parallelen Bestimmung von Cystein und Cystin
beschreibt SiMPSON et al.l'®. Nach Alkylierung der freien Thiolgruppen von Cysteinen mit
lodessigsaure zu S-Carboxymethylcystein und Hydrolyse erfolgt die Spaltung der Disulfid-
bricken durch Reduktion mit DTT. AnschlieBend werden die freigewordenen Cysteine mit
Natriumtetrathionat zu Cysteinsulfat oxidiert und bestimmt.

] HaN i v 9
HSN\EJ\O 3 ﬁo Haka -
@] o © —
7 S -SO
>0 /\g 57
Cysteinsaure S-Carboxymethyl-Cystein Cysteinsulfat

Abbildung 2.3: Nachweis von Cystein nach Oxidation mit Perameisenséure als Cysteinsdure und nach
Alkylierung mit lodessigsdure als S-Carboxymethyl-Cystein und Cystin nach Reduktion mit DTT und
Oxidation mit Tetrathionat als Cysteinsulfat nach Simpson"®.

2.2.5.3 Bestimmung von Tryptophan

Die Tryptophanbestimmung kann im Rahmen einer Aminosdureanalytik, die die Proteiniden-
tifizierung als Ziel hat, von entscheidendem Vorteil sein. Eine Quantifizierung sogenannter
low abundance-Aminosauren, zu denen Tryptophan gehért, fihrt bei einem Datenbank-
abgleich in der Regel zu einer eindeutigen Identifizierung des Proteins.'®” Bei der
konventionellen Proteinhydrolyse wird Tryptophan allerdings aufgrund der Anwesenheit von
Restsauerstoff und Spuren oxidierter Chlorspezies im Hydrolysemedium vollstandig zerstort.
Durch Zusatz von pB-Mercaptoethanol*'**  Phenol™®, Thioglycolsaure!'®''®?  3-(2-
Aminoethyl)-indol™® und anderer Additive als Radikalfanger wird Tryptophan signifikant
stabilisiert und Wiederfindungen von 80-100 % sind méglich. Quantitative Wiederfindungen
von 90-100 % von Tryptophan werden in Sulfonsauren als Hydrolysemedium in Kombination
mit Additiven erreicht.'®3'65166.182 |n Anwesenheit von Sacchariden entzieht sich Tryptophan
selbst unter Anwesenheit von Radikalfangern der Analyse.l'*>'® |n diesem Fall eignet sich
die alkalische Hydrolyse in 4.2 M NaOH bei 110°C fir 22 h bzw. 16 h.'884  Starke,
Lactose und Ascorbinsdure werden haufig als Antioxidantien eingesetzt. Die
Wiederfindungen von Tryptophan sind nahezu quantitativ. Als Hydrolysemedien kdénnen
auch wassrige Lésungen von Ba(OH),, LiOH und KOH verwendet werden. Nachteil der
alkalischen Hydrolyse ist die Zerstérung von Serin, Threonin, Arginin und Cystein.!'%!

Eine alternative Methode stellt die spektirophotometrische Bestimmung von
proteingebundenem Tryptophan nach EDELHOCH'®® dar. Sie beruht auf experimentellen
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molaren Extinktionskoeffizienten von Modellsubstanzen fir Tryptophan, Tyrosin und Cystin
in Proteinen bei 288 nm unter denaturierenden Bedingungen (Gleichung 2.1).

€1 (288) = 4815-#Trp +385-#Tyr +72.5# Cystin

Gleichung 2.1: Molarer Extinktionskoeffizient &, eines denaturierten Proteins bei 288 nm in einer
Lésung von 6 M Guanidin-HCI und 20 mM Phosphat-Puffer (pH = 6.5) nach EDELHOCH."®. # =
Aminosdureanzahl.

Die Anzahl von Tryptophan je Proteinmolekul kann durch eine Absorptionsmessung bei
288 nm prazise ermittelt werden, sofern der Tyrosin- und Cystingehalt als auch dessen Kon-
zentration in Lésung bekannt ist. Andere spektrophotometrische Methoden der Tryptophan-
bestimmung mit und ohne chemischer Derivatisierung wurden von MOLNAR-PERL!®

zusammengefasst.

2.2.5.4 Hydrolysekinetik

Aminosauren sind wahrend der Proteinhydrolyse zwei zeitgleichen chemischen Prozessen
unterworfen. Sie werden aus dem Protein freigesetzt und unterliegen einer Zersetzung durch
das Hydrolysemedium. Der Nettoeffekt beider Prozesse spiegelt sich in der Aminosdure-
wiederfindung zum Zeitpunkt der Detektion wider. Die Entscheidung fir den Endzeitpunkt
einer Hydrolyse ist daher stets ein Kompromif3. Die Vorgange der Hydrolyse lassen sich mit
Hilfe des ,Kompartimentmodells“ von RoBEL!"®! anschaulich beschreiben (Abbildung 2.4).

Aminoséure im Protein Hydrolyse Freie Aminoséure Zersetzung Nebenprodukt
(Zustand A) h (Zustand B) / (Zustand C)

Abbildung 2.4: Kompartimentansatz zur Veranschaulichung des Hydrolyseprozesses."® Hydrolyse
und Abbaureaktion sind irreversibel, h und | stellen die Geschwindigkeitskonstante der Proteinhydro-
lyse bzw. der Aminosédurezersetzung dar.

In Zustand A liegen die individuellen Aminos&uren im Protein kovalent gebunden, in Zustand
B in freier Form in der Hydrolyselésung vor. Hydrolysierte in Zustand B befindliche Amino-
sauren werden durch unerwinschte Nebenreaktionen in Nebenprodukte zersetzt (Zustand
C). Lediglich die freien Aminosauren des Zustands B sind der Detektion und Quantifizierung
zuganglich. Der Ansatz beruht auf der Annahme, dass die im proteingebundenen Amino-
sauren nicht zerstért werden. Der zeitabhdngige Konzentrationsverlauf der freien Amino-

sauren ergibt sich demnach aus Gleichung 2.2.
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Gleichung 2.2: Zeitabhdngiger Konzentrationsverlauf B(t) einer freien Aminosdure (Zustand B). A(0)
beschreibt die urspriinglich proteingebundene Menge, h und | die Geschwindigkeitskonstanten der
Aminoséurefrei- und der Aminoséurezersetzung."®®

Mit Hilfe der Bestimmung von B(t) zu verschiedenen Hydrolysezeitpunkten ty (Hydrolyse-
kinetik) und einer Regression der experimentellen Daten nach dem Prinzip der kleinsten Ab-
weichungsquadrate kann der urspriingliche Gehalt A(0) und die Geschwindigkeitskonstanten
h und [ einer Aminosdure abgeschatzt werden. DARRAGH et all™" nannten eine
Doppelbestimmung von Aminosaurewiederfindungen zu zehn Hydrolysezeitpunkten ty
ausreichend fur eine genaue Berechnung. Histidin, Tyrosin, Alanin und Phenylalanin lassen
sich nach dieser Studie in 6 M HCI sehr schnell aus Lysozym freisetzen, Isoleucin, Valin und
Cysteinsadure hingegen nur sehr langsam. Cysteinsaure, Serin, Threonin, Phenylalanin und
Glutamat zahlen zu den saureinstabilsten Aminosauren, wahrend Histidin, Lysin und Alanin
zu den sdurestabilsten gehéren. Es lassen sich zwei Grenzfalle aus Gleichung 2.2
formulieren. Der erste Grenzfall gilt fur hydrolyseresistente Aminosduren (Tabelle 2.8).

Tabelle 2.8: Extrapolation (t — «) der Wiederfindungen B(t) hydrolyseresistenter Aminoséuren.
Hydrolysekinetikprofil: ~ Exponentiell gegen den asymptotischen Grenzwert B(e)=A(0)
ansteigende Wiederfindungen.

Kinetik Aminosauren Referenz

1. Exponentielle Freisetzung
A(t)= A0)e ™"

2. Keine Zersetzung

1=0, C(t)=0 lle, Leu, Val [187], [153], [186]

3. B(t)-t-Geschwindigkeitsgesetz
Blr)= A©O) - A®) = AQO)1-e )

Es gilt die Annahme, dass keine Zersetzung freier Aminosauren stattfindet. Durch Extrapola-
tion der Hydrolysekinetikdaten mit t — oo lassen sich Hydrolysekonstante h und A(O) im Pro-
tein ermitteln. Der zweite Grenzfall kann durch Extrapolation mit t — 0 der experimentellen
Daten zur Abschatzung der Zersetzungskonstante / und A(0) von saurelabilen Aminosduren
herangezogen werden (Tabelle 2.9). Es gilt die Annahme, dass die Freisetzung relativ zur
Zersetzung sehr schnell erfolgt. Das Geschwindigkeitsgesetz der Gleichung 2.2 geht in eine
Kinetik 1. Ordnung ber. In Verdffentlichungen von SMITH'*"9 Sipson'®® und TsuGITA'™®
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werden als Alternative zur Kinetik 1.0rdnung das Modell einer linearen B(t)-t-Korrelation
beschrieben. Die Wiederfindungen der saurelabilen Aminosduren werden durch diesen

Ansatz jedoch nur unzureichend korrigiert.'®!

Tabelle 2.9: Extrapolation (t — 0) der Wiederfindungen B(t) sdurelabiler Aminosduren. Hydrolyse-
kinetikprofil: Linear oder exponentiell abnehmende Wiederfindungen B(t).

Kinetik Aminosauren Referenz

1. Schnelle Freisetzung: h>>1

2. B(0)=A(0)
Ser, Thr, Tyr, Asp, Glu, Arg,
3. B(t)-t-Geschwindigkeitsgesetze Pro, Lys
B(t)=B(0)-¢™"" (Kinetik 1.0rdnung)
B(t)=—1-1+B(0) (Linear)

[150], [186], [149], [148]

Die Voraussetzung fur die Anwendung der Grenzfalle zur Korrektur von Aminoséurewieder-
findungen ist, dass sich B(e) bzw. B(0) dem tatsachlichen Gehalt A(0) annahert. Es kénnen
jedoch bereits deutliche Verluste an freien Aminosauren vor einer vollstdndigen quantitativen
Freisetzung auftreten. Die Werte von B(t) weichen in diesem Fall von A(0) deutlich ab und
eine Unterbestimmung durch die Naherungsverfahren ist das Resultat. In diesem Fall sollte
auf die Methode von ROBEL"®® und DARRAGH'™'" gemaB Gleichung 2.2 zuriickgegriffen
werden.

Mit Hilfe des Kompartimentmodells der Proteinhydrolyse lassen sich zu einem definierten
Hydrolysezeitpunkt t, Korrekturfaktoren berechnen. Die Hydrolyse- und Zersetzungsraten
der individuellen Aminosauren sind allerdings von den Strukturmerkmalen des Proteins
abhangig und daher von Protein zu Protein verschieden.!®”! Geschwindigkeitskonstanten, die
auf alle Proteine anwendbar waren und nur von den Hydrolysebedingungen abhéngig sind,
gibt es nicht. Eine Alternative zu dem Verfahren der Hydrolysekinetik und Extrapolation von
Aminosauredaten stellt eine Methode nach SiMPSON et al.l"®® dar. In diesem Fall werden die
Wiederfindungen von freien Aminosauren unter Hydrolysebedingungen als Korrekturfaktoren
fur proteingebundene Aminosauren herangezogen.

2.2.6 Anwendungen

Die Hauptanwendungen der Aminosaureanalytik sind die Identifizierung und Quantifizierung
von Proteinen als auch die Analyse von freien Aminosauren. Sie wird zu diesem Zweck in
der Proteomforschung, in der Entwicklung und Produktion von Biopharmazeutika in der phar-

mazeutischen Industrie, in der Uberwachung von Fermentationsprozessen in der Lebens-
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mittelanalytik und in der diagnostischen Medizin eingesetzt.!'%%'94101%] gGjg eignet sich
auBerdem fir die Bestimmung von zahlreichen posttranslationalen Modifikationen wie z.B.
Phosphorylierungen, Hydroxylierungen, Methylierungen und Glycosylierungen.!'¥19192 |m

Folgenden wird lediglich auf die Proteinidentifizierung und -quantifizierung eingegangen.

2.2.6.1 Proteinidentifizierung

In der Proteomforschung, die sich in zwei Teilgebiete aufteilt, stehen Proteine in Zellen,
Geweben und biologischen Flissigkeiten im Fokus des Interesses. In der Expressions-
proteomforschung (expression proteomics) werden die biochemischen Bedingungen und
Abhéngigkeiten der Proteinexpression untersucht, wahrend in der funktionalen Proteom-
forschung (functional proteomics) die biologischen Funktionen und Interaktionen von Pro-

Tabelle 2.10: Methoden der Proteinidentifizierung

Methode Beschreibung

2D-Polyacrylamid-Gelelektro-  Trennung von Proteinen nach ihrem isoelektrischen

phorese (2D-PAGE) Punkt (pl) und Molekulargewicht mittels isoelektrischer
Fokussierung in der 1. und SDS-PAGE in der 2.
Dimension, Vergleich mit in Datenbanken abgelegten
Referenzgelen

Molekularmassenbestimmung Bestimmung der Masse des isolierten, reinen Proteins mit
MALDI- bzw. ESI-TOF-MS

Peptidmassenmapping Enzymatischer Verdau des isolierten, reinen Proteins mit
Trypsin, Generierung eines Massenspektrums der
tryptischen Peptide mit MALDI- bzw. ESI-TOF-MS

MS/MS-Peptidsequenzierung  Enzymatischer Proteinverdau mit Trypsin, Generierung
einer Aminosauresequenz (6-8 AA) nach Selektion eines
tryptischen Peptids und seiner kollisioninduzierten Frag-
mentierung mittels MS/MS oder PSD-MALDI-MS; Analyse
von Proteinmischungen generell méglich

EDmMAN-Mikrosequenzierung Isolierung des Proteins, Generierung einer N-terminalen
bzw. nach enzymatischer oder chemischer Spaltung
internen Aminosauresequenz (12-15 bzw. 3-4 AA) eines
Peptids mit der Methode nach EDMAN.

Aminosaureanalytik Quantitative Bestimmung der Aminosaurezusammen-
setzung eines isolierten, reinen Proteins nach Hydrolyse
und Vor- bzw. Nachsaulenderivatisierung kombiniert mit
RP- bzw. lonenchromatographie

Western Blotting Identifizierung von Proteinen mittels Reaktion mit protein-
spezifischen Antikdrpern auf Nitrocellulose- bzw. PVDF-
Membranen
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teinen im Vordergrund stehen.'®*'% Grundlage fiir diese Forschungstatigkeiten ist die
Kenntnis der Identitdt der an den entsprechenden biochemischen Prozessen beteiligten
Proteine. Die Methoden der Proteinidentifizierung umfassen die Bestimmung von protein-
spezifischen Merkmalen wie der Primarstruktur, der Aminosaurezusammensetzung, des iso-
elektrischen Punktes und des Molekulargewichtes eines Proteins (Tabelle 2.10). Proteine
werden auBerdem mittels spezifischen Antikérpern nachgewiesen. Die Auftrennung einer
Proteinmischung erfolgt mit der 2D-Gelelektrophorese. 2 000 bis 3 000 Proteine werden so
nach ihrem isoelektrischen Punkt (pl) und ihrem Molekulargewicht getrennt und liegen an-
schlieBend in einer Menge von 100 ng bis einigen pg vor. Ein Vergleich mit Referenzgelen
liefert bereits in diesem Stadium der Expressionsanalyse zusatzliche Anhaltspunkte fir eine
erfolgreiche Identitatsbestimmung.!'%'%%! MS-basierte Verfahren unter Anwendung von Time-
of-flight(TOF), Triple-Quadrupol(TQ)-, Quadrupol-TOF(Q-TOF)- und lon Trap(IT)-Massen-
spektrometern gehéren zu den modernen Methoden der Proteinidentifizierung.!'*®! Die Masse
des intakten Proteins lasst sich mittels MALDI- bzw. ESI-MS-Analyse bis zu einer Mindest-
menge von ca. 100 ng bestimmen. Das Peptidmassenmapping von Proteinen, die zuvor mit
Endopeptidasen (Trypsin) sequenzspezifisch verdaut werden, wird ebenfalls mittels MALDI-
bzw. ESI-TOF-MS durchgefiihrt. Hierbei werden proteinspezifische Peptidmassenprofile mit
hoher Auflésung erzeugt und mit Gber das Internet zuganglicher Software und Suchmaschi-
nen mit Sequenzdatenbanken verglichen '9%1941%]

Enzymatisch verdaute Peptide lassen sich zudem mit MS/MS-Systemen leicht sequenzieren.
Peptide werden im ersten Massenspekirometer selektiert und in einer Kollisionskammer
durch Kollision mit einem Inertgas fragmentiert. Man erhélt somit ein sequenzspezifisches
Massenspekirum aus Peptidfragmenten, das mithilfe von Computeralgorithmen interpretiert
und mit Sequenzdatenbanken abgeglichen wird. Fir eine eindeutige Proteinidentifizierung ist
meist eine Sequenz aus 6-8 Aminosduren eines Peptids ausreichend. Die gangigste
Methode zur Bestimmung einer Aminosauresequenz ist die Methode nach EDMAN (Abbildung
2.5).1197]
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Abbildung 2.5: N-terminale EDMAN-Sequenzierung von Peptiden
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Phenylisothiocyanat (PITC) addiert unter alkalischen Bedingungen an die N-terminale
Aminosaure von Peptiden bzw. Proteinen unter Bildung des entsprechenden Phenylthioharn-
stoffderivates, das unter Einwirkung von TFA zu dem Thiazolinonderivat cyclisiert und von
dem Peptid selektiv abspaltet. Das Phenylthiohydantoinderivat wird nach Extraktion des
Thiazolinonderivates mit organischem L&sungsmittel aus diesem mit wassriger Saure
gewonnen und chromatographisch identifiziert und quantifiziert. Der EDMAN-Abbau kann flr
die Endgruppenbestimmung von Proteinen und fir die vollstindige Sequenzierung von
Peptiden mit bis zu 40-60 Aminosduren herangezogen werden.'"”! Proteine mit
posttranslational modifizierter N-terminaler Aminoséure entziehen sich jedoch der Sequenz-
analyse und mussen zuvor chemisch bzw. enzymatisch zu Peptiden gespalten werden. Die
Bestimmung einer N-terminalen Mikrosequenz von 12-15 Aminosauren ist im Allgemeinen
fir eine eindeutige Zuordnung mithilfe von Sequenzdatenbanken ausreichend. Fir die
Identifizierung von Proteinen aus Mikroorganismen mit relativ kleinem Proteom genlgt sogar
eine Anzahl von 4-6 Aminosauren.!'** %1%l Die Epyan-Sequenzierung ist im Vergleich zu
den MS/MS-Methoden relativ zeitaufwendig, kann aber unter Umstanden auf die Endgruppen-
bestimmung von Proteinen beschrankt werden, so dass der enzymatische Verdau als Pro-
benvorbereitung entfallt.

Ein Analyseschema fir die Proteinidentifizierung mittels Aminosdureanalytik ist in
Abbildung 2.6 dargestellt. Es wird eine Proteinmenge von rund 0.25-1 pg benétigt.!'%%'*! Die
Probenvorbereitung umfasst im Gegensatz zu den MS-basierten Analysen den Transfer der
mit 2D-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran. Aus dem Polyacrylamid
wirden wahrend der Proteinhydrolyse ansonsten groBe Mengen Ammoniak freigesetzt
werden und das Gelmaterial die Chromatographie nachteilig beeinflussen. Die Hydrolyse der
Proteine wird auf der PVDF-Membran in der Gasphase durchgefiihrt. Die Extraktion der
freien Aminosauren von der Membran erfolgt mit einem relativ hohen Anteil an organischem
Lésungsmittel, da die Aminosdurezusammensetzung aufgrund einer ungleichen Extraktion
verfalscht werden kdnnte. Der Abgleich der experimentell ermittelten Zusammensetzung mit
der SWISS-PROT-Protein- oder EMBL-Nukleotiddatenbank erfolgt mit dem Softwaretool
AACompldent, die auf dem ExPASy-Server des Schweizerischen Instituts flr Bioinformatik

(http://us.expasy.org/tools/aacomp/) zugénglich ist.!'**2%

Die Voraussetzung flr eine
eindeutige Proteinidentifizierung mithilfe der Aminosaureanalytik ist die Isolierung des
Proteins in reiner Form. Eine Verunreinigung durch im 2D-Gel komigrierende Proteine
verfélscht das Ergebnis. Eine eindeutige ldentifizierung des reinen Proteins wird bereits mit
der Quantifizierung von 12 Aminosduren erreicht, sofern die haufigsten Aminosauren des
Proteins enthalten sind.®®"! Als weitere Suchkriterien werden der isoelektrische Punkt und
das Molekulargewicht des Proteins eingegeben, um die Sicherheit des Ergebnisses zu

erhdhen.
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2D-Gelelektrophorese

Trennung einer Proteinmischung nach plund M
1. Dimension: Isoelektische Fokusierung
2. Dimension: SDS-PAGE

Elektroblotting

Proteintransfer auf eine PVDF-Membran
Farbung mit Amidoblack

Gasphasenhydrolyse

6 M HCI, 155°C fiir 1h bzw. 110°C fiir 20-24 h
v

Extraktion
z. B.mit 0.1% HCI in 60% ACN

v

Vorséaulenderivatisierung / HPLC-Analyse

v

Proteinidentifizierung

Datenbanksuche: AACompldent Software
Eingabe: Aminosaurezusammensetzung, pl, M

Abbildung 2.6: Bestimmung der Aminosdurezusammensetzung fiir die Proteinidentifizierung.!"*”

FOUNTOULAKIS et al.°l wiesen mit dieser Methode insgesamt 110 von 150 Proteinen aus
Haemophilus influenzae nach. Die Identitdt von 95 Proteinen wurde mittels MALDI-MS
bestatigt. Weitere Veroffentlichungen demonstrieren die Anwendbarkeit der Aminosédureana-
lytik fiir die Proteinidentifizierung.!'%9°2022%5] Bej zweifelhaften Zuordnungen ist allerdings
eine Verifizierung durch eine weitere Methode erforderlich. Eine nach WILKINS et al..?%!
optimierte Methode der EDMAN-Sequenzierung, der Generierung einer N-terminalen
Mikrosequenz mit einer Lange von 3-4 Aminosauren, fihrt in Kombination mit der Amino-
saureanalytik bzw. MS-basierten Methoden zu einem stichhaltigeren Ergebnis.!'%22%2%7] Dje
Aminosaureanalytik ist im Vergleich zu den MS-basierten Techniken sehr zeitaufwendig und
wird wie die EDMAN-Sequenzierung routinemaBig selten eingesetzt. Die Stérke der Amino-
saureanalytik ist vor allem in der Unabhangigkeit von posttranslationalen Modifikationen zu
sehen.

Die zuvor beschriebenen Methoden der Proteinidentifizierung beruhen auf der Annahme,
dass die Primarstruktur von Proteinen des untersuchten Organismus bereits bekannt ist. Das
Genom des Organismus sollte folglich bereits charakterisiert und in den Datenbanken
verfligbar sein. Die de novo-Peptidsequenzierung erweist sich bei Anwendung von MS/MS-
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Methoden hinsichtlich der Interpretation von Peptidfragmentspektren als problematisch.!'?®!
Die Zuordnung der beobachteten lonen zu der y- bzw. b-lonenserie des betreffenden
Peptids, mit deren Hilfe die Aminosauresequenz bestimmt wird, erfordert MS/MS-Spektren
mit sehr hoher Auflésung. Eine erfolgreiche Zuordnung bedarf der Kombination mehrerer
Methoden z.B. der EDMAN-Sequenzierung und der MS-basierten Techniken oder der che-
mischen Modifizierung der tryptischen Peptide.

Eine andere Mdoglichkeit der Identifizierung von Proteinen von genetisch unzureichend
charakterisierten Organismen stellt das Kreuzspezies-Proteinmatching unter Anwendung der
Aminosaureanalytik dar.l'**?%! Die Basis hierfiir bildet die vorhandene Konservierung der
Aminosdurezusammensetzung und des Molekulargewichtes von Proteinen mit identischen
biochemischen Funktionen verschiedener Spezies. Die experimentell bestimmte Amino-
saurezusammensetzung und das Molekulargewicht des unbekannten Proteins wird mit
Datenbankeintrdgen von Proteinen gut charakterisierter Spezies verglichen. In diesem Fall
beweist die Aminosdureanalytik eine ausgepragtere Nachweisstarke als das
Peptidmassenmapping. Die beobachteten Massen tryptischer Peptide eines Proteins zeigen
im Gegensatz zu der Aminosdurezusammensetzung eine hdhere Abhangigkeit von der

Aminosauresequenz.?®

2.2.6.2 Proteinquantifizierung

Die Quantifizierung von Peptiden und Proteinen erfolgt mittels Aminosaureanalytik mit zwei
Methoden.l'®2182%1  Bej  Kenntnis der Aminosdurezusammensetzung und des
Molekulargewichts eines Proteins, die z.B. aus Nukleotidsequenz-Datenbanken bekannt
sind, kann es Uber die im Proteinhydrolysat gefundene Aminosaurestoffmenge quantifiziert
werden. Theoretisch genigt die Analyse einer sdurestabilen Aminosaure. Fir eine héhere
Sicherheit und Prézision ist jedoch die Analyse von mehreren Aminosduren erforderlich.
Nach SITTAMPALAM et al.?%®! kommen hierfiir Aspartat, Glutamat, Glycin, Alanin und Leucin in
Frage. Arginin, Isoleucin, Valin, Phenylalanin und Lysin kénnen bei Durchfihrung der sauren
Proteinhydrolyse in Erwagung gezogen werden, sofern diese durch Bestandteile der Lésung
oder aufgrund ihrer Lage in hydrophoben Proteindomanen nicht signifikant beeinflusst
werden. Threonin, Serin, Tyrosin, Methionin, Cystein und Tryptophan werden fiir eine
Quantifizierung nicht empfohlen.

Wenn der Gehalt eines unbekannten Proteins in reiner Ldésung oder der Gesamtprotein-
gehalt eines Proteingemisches ermittelt werden soll, ergibt sich die Proteinmenge aus der
Summe der gefundenen Aminosaurestoffmengen. Diese Berechnungsmethode fiihrt jedoch
aufgrund der Unterbestimmung saurelabiler Aminosauren zu einem artefaktbehafteten
Ergebnis. Die Hydrolysekinetik und alternative Methoden zur Bestimmung saurelabiler
Aminosauren reduzieren dieses Problem, sind jedoch sehr zeit- und arbeitsaufwendig. Als
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weitere Moglichkeit bietet sich die Bestimmung einer Reihe von stabilen Aminosauren und
der Bezug auf ein Referenzprotein mit bekannter Aminosaurezusammensetzung an
(Abschnitt 3.2.2).

Die Aminosaureanalytik wird haufig zur Kalibrierung der in Abschnitt 0 beschriebenen
kolorimetrischen und UV/VIS-spektrometrischen Methoden herangezogen.!'%%1892102111 gy
Extinktionskoeffizient eines Proteins wird Uber das Lambert-Beer'sche Gesetz aus der
Steigung einer Geraden eines Absorption-Konzentration-Diagramms ermittelt, wahrend die

Proteinkonzentration der Lésung mit Hilfe der Aminosdureanalytik bestimmt wird.

2.3 PROTEINQUANTIFIZIERUNG

Proteine werden mit kolorimetrischen Tests, Fluoreszenz- und UV/VIS-basierten Methoden
quantitativ bestimmt. Die Detektion beruht idealerweise auf einem fir alle Proteine charak-
teristischen Strukturmerkmal wie der Peptidbindung. Proteine, die aus einer identischen
Anzahl von Aminosauren aufgebaut sind, kénnten dann trotz unterschiedlicher Aminoséure-
zusammensetzungen durch einen entsprechenden Test mit der gleichen Response
einheitlich erfasst werden. Proteine sind jedoch hinschtlich ihrer Gr6Be (Molekulargewicht),
strukturellen und chemischen Eigenschaften hochdiverse Makromolekule. Aus diesem Grund
wirde selbst der ideale Proteinquantifizierungstest eine mehr oder weniger hohe Protein-zu-
Protein-Variabilitdt aufweisen. Die Signalgebung realer Quantifizierungsmethoden ist bereits
auf molekularer Ebene von der Aminosaurezusammensetzung abhangig. Dieser Sachverhalt
ist eng mit der Frage verknipft, inwieweit ein Kalibrierprotein unbekannte Proteine in
isolierter Form bzw. in Proteingemischen reprasentiert. Die Angabe von Proteingehalten
erfolgt daher meist mit Bezug auf das Kalibrierprotein als Aquivalentkonzentration ohne
wirkliche Kenntnis des tatsachlichen Proteingehaltes. In diesem Zusammenhang mussen die
Konsequenzen der methodischen Limitierungen von Referenzmethoden, auf denen eine
Kalibrierung eines Proteinquantifizierungstests beruht, fur die Ermittlung des wahren
Proteingehaltes ebenfalls bedacht werden. Die Proteinkonzentrationen von Kalibrierldésungen
basieren in der Regel auf gravimetrische Methoden, der Stickstoffbestimmung nach
KUELDAHL oder der Aminosaureanalytik.

2.3.1 Trockengewichtsbestimmung

Eine quantitative Proteinanalytik basierend auf einer gravimetrischen Messung erfordert eine
ausreichende Trocknung der Proteine, da diese stets einen undefinierten Gehalt an Wasser
enthalten. Die géngigste Methode ist das Erhitzen des Proteins im Vakuum bzw. an der Luft
bis eine Gewichtskonstanz erreicht ist. Die ideale Trocknungstemperatur liegt bei 110° C.?'*
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2181 Das Hauptproblem der Trockengewichtsbestimmung ist die Frage nach dem Endzeit-
punkt der Trocknung. Die Trocknungsdauer ist abh&ngig von der Proteinmenge und den
enthaltenden Puffersalzen, sofern keine Dialyse gegen Wasser erfolgte. Fur eine korrekte
Analyse sollte idealerweise ein Puffersalz verwendet werden, das nicht hygroskopisch ist
oder unter den Bedingungen der Trocknung vollstandig fliichtig ist. Nozak?'*! erwégt daher
die Verwendung von Natriumphosphat als nichthygroskopisches und Tris-Chlorid als
flichtiges Puffersystem. Messungen von Blindlésungen erhdéhen in diesem Fall den
experimentellen Aufwand. Eine Gewichtskonstanz kann bereits nach 24 h (BSA bei 102°C,
in vacuo) erreicht sein, unter Umstanden allerdings auch bis zu mehreren Tagen
dauern.?'>?'"l Es wird vermutet, dass stets ein individueller Restwassergehalt unabhangig
von der angewandten Methode im Inneren des Proteins gebunden bleibt. AuBerdem kann
die Bestandigkeit des Proteins gegenuber thermischer Zersetzung und Oxidation bei
Trocknung an Luft ein Problem darstellen. So wurde von HUNTER?'? eine Zersetzung von
verschiedenen Albuminen bei Trocknung an Luft bei 125°C und von BULL et al.?'! bereits
bei 110°C im Vakuum beobachtet. Die Auswaage von besonders hygroskopischen
Proteinen sollte unter trockener Atmosphéare erfolgen. Die Methode der Trockenbestimmung
ist relativ unempfindlich, da Proteinmengen von mindestens 0.2-1.0 mg bendtigt

werden. 2152181

2.3.2 Stickstoffbestimmung nach KUELDAHL

Eine haufig angewendete Methode zur Bestimmung des Gesamtproteingehaltes z.B. von
Milchprodukten, Fleischwaren, Getreide und Bier in der Lebensmittelanalytik oder von
Gewebeextrakten und Plasmaproteinen in der Biomedizin ist die Stickstoffbestimmung nach
KJELDAHL.?'*?% Die Umrechnung des Stickstoff- auf den Proteingehalt einer Probe erfolgt
anhand der Beobachtung, dass zahlreiche Proteine Stickstoff zu 16 % enthalten. Fir die
Umrechnung wird in diesem Fall ein Faktor von 6.25 angewendet. Das Prinzip der
Stickstoffbestimmung nach KUELDAHL ist in Abbildung 2.7 dargestellt.

A

Katalysator
Additive

[CHNO] + H,SO,

COQ + HQO + (NH4)QSO4 + 802

(NH4),SO4 + NaOH NH; + Na,SO, + H,0

Abbildung 2.7: Aufschilu3 und Neutralisation bei der Stickstoffbestimmung nach KJELDAHL.

Organische Verbindungen werden in konz. Schwefelsdure in Anwesenheit von Katalysatoren
und Additiven durch Erhitzen aufgeschlossen und der Kohlenstoff und Wasserstoff zu CO,
und H,O umgesetzt. Der in der Probe enthaltende Stickstoff liegt anschlieBend in Form von
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Ammoniumsulfat in Lésung vor. Traditionell wird Quecksilberoxid als Katalysator verwendet.
Dieses ist jedoch toxisch und bindet im nachfolgenden Neutralisationsschritt ohne Zusatz
von Thiosulfaten, Sulfiden oder Zink Ammoniak, so dass eine Unterbestimmung resultiert.???
Als Alternative haben sich Kupfersulfat und die Mischkatalysatoren TiO,/CuSO, und
CuSO./Se bewihrt.?* Als Additive werden meist Natrium- und Kaliumsulfat zur Erhéhung
der Siedetemperatur und Wasserstoffperoxid als weiteres Oxidationsmittel verwendet. Nach
AufschluB der Probe wird die saure Mischung neutralisiert, das entstandene Ammoniak Uber
eine Wasserdampfdestillation quantitativ gewonnen und anschlieBend titrimetrisch bestimmt.
Eine verklrzte Variante der KJUELDAHL-Bestimmung verwendet das sog. Nessler-Reagenz
(Quecksilber und Kaliumiodid in 10 % Natriumhydroxid-Lésung) als farbgebende Kompo-
nente, so dass eine Wasserdampfdestillation und Titration von Ammoniak entfallen. Das
Nessler-Reagenz wird nach dem AufschluB zugegeben.??#??%?%l Dje Quantifizierung des
Ammoniaks erfolgt mit Hilfe einer Ammoniumsulfat-Standardlésung bei 400-500 nm in einem
Photometer.

Das Analyseresultat ist von der Effizienz des Aufschlusses, der je nach Applikation und
Probenbeschaffenheit der individuellen Optimierung bedarf, und von der Genauigkeit des
Umrechnungsfaktors abhéngig. Der Stickstoffgehalt von Proteinen kann je nach biologischer
Quelle deutlich variieren und muss unter Umstanden aus der Aminosaurezusammensetzung
berechnet werden. Der Vorteil der KJELDAHL-Methode liegt in der experimentellen
Unabhangigkeit von der Aminosdurezusammensetzung von Proteinen. Allerdings ist er
deutlich unempfindlicher als andere Methoden, da stets eine Probenmenge im mg-Bereich

bendtigt wird.20221l

Da andere nieder- und makromolekulare N-haltige organische
Verbindungen ebenfalls umgesetzt werden, sollten diese durch eine entsprechende Proben-
vorbereitung entfernt werden. Eine weitere Methode der Stickstoffbestimmung stellt die

Dumas-Methode dar.?'®
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2.3.3 Kolorimetrische Quantifizierungstests

In Tabelle 2.11 sind haufig angewendete kolorimetrische Quantifizierungsmethoden aufge-
listet.l"3"!

Tabelle 2.11: Ubersicht kolorimetrischer Proteinquantifizierungstests.

Absorptions-

- NWG
Assay Prinzip messung
[nm] [ng/ml]
: Ausbildung eines blauen Cu®-Protein- i
Biuret Komplexes in alkalischer Losung 540-550 1-10
Kombination aus Biuret-Reaktion und Re-
duktion von Polymolybdato-und Polywolf- i i
Lowry ramatophosphaten (Folin-Ciocalteu-Rea- 650-750 0.1-1
genz) zu “Heteropolyblau-Verbindungen”
Kombinatior; aus Biuret-Reaktion, Reduk-
tion des Cu“*-Proteinkomplexes in alka- i
BCA lischer L6sung und Bildung eines Cu*- 562 0.1-1
(BCA),-Komplexes
BRADFORD Assoziation von Coomassie Blue G-250 595 0.05-0.5

und Protein in phosphorsaurer Lésung

Der Biuret-, LOwWRY- und BCA-Assay basieren auf Wechselwirkungen von Protein oder
Farbstoff mit Kupfer, der BRADFORD-Assay auf Wechselwirkungen zwischen Protein und
Farbstoff (Abbildung 2.8).

Die Komplexierung von Kupfer(ll)-lonen im Biuret-Assay erfolgt durch mindestens drei
Peptidbindungen in alkalischer L&ésung.”®® Aminosduren und Dipeptide komplexieren
Kupfer(ll)-lonen nicht und ergeben daher kein Signal. Als Stabilisator der verwendeten
Kupfer(ll)-sulfat-Lésung wird Natrium/Kaliumtartrat eingesetzt. Der Komplex besitzt eine
blauviolette Farbe mit einem Absorptionsmaximum bei 540-550 nm je nach Protein bzw.
Proteingemisch. Die volle Farbentwicklung ist nach 30-minutiger Inkubation bei RT erreicht.
Der Biuret-Assay zeigt relativ geringe Protein-zu-Protein-Variabilitdt, da nur die
Peptidbindung und Tyrosin an der Komplexbildung beteiligt sind. Er ist daher relativ
unempfindlich gegendber Unterschieden in der Aminosdurezusammensetzung von
Proteinen.”®) Ein groBer Nachteil ist jedoch seine geringe Nachweisstirke und
Kreuzreaktivitat gegendber reduzierenden Verbindungen wie primdren Aminen (z.B. Tris-
Puffer), Thiolen und Glucose und gegenlber Glycerol und Ammoniumsulfat. Detergenzien
wie SDS hingegen sind weitestgehend kompatibel.!'3'2%¢]
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Abbildung 2.8: Farbgebende Kupfer-Komplexe der Biuret-Reaktion (1) und des BCA-Assays (2) bzw.
der im BRADFORD-Assay eingesetzte Farbstoff Coomassie Blue G-250 (3).

Der LOWRY-Assay ist eine Kombination aus der Biuret-Reaktion und der Reduktion von
Polymolybdato- und Polywolframatophosphorsduren des FOLIN-CIOCALTEU-Reagenzes zu

n?%2%0  Diese  Verbindungen besitzen ein  breites

Heteropolyblau-Verbindunge
Absorptionsmaximum im Bereich von 650-750 nm. Offenbar wirken vor allem Tyrosin,
Tryptophan und die Peptidbindung aber auch Cystein, Cystin, Histidin und Aspartat
reduzierend."®"! Das Cu?*-Atom im Kupfer-Protein-Komplex wird ebenfalls zu Cu* reduziert,
das dann wiederum reduzierend auf das FOLIN-CIOCALTEU-Reagenz wirkt.”*"! Die
Farbentwicklung ist aufgrund einer Strukturumlagerung der Heteropolyblau-Verbindungen
erst nach 30-minitiger Inkubation bei RT vollstandig.??® Bei der Anwendung des LOWRY-
Assays ist mit einer erhdhten Protein-zu-Protein-Variabilitat zu rechnen. In der Durchfihrung
ist er aufwendiger als die anderen kolorimetrischen Tests, seine Starke liegt jedoch in einer
niedrigeren Nachweisgrenze. Reduzierende und kupferchelatisierende Verbindungen wie
Phenole, Thiolverbindungen, Harnsaure, Guanin und EDTA stéren den Test. Der LOWRY-
Assay wurde hinsichtlich der Bestimmung von Proteinen in Anwesenheit von kovalent-

gebundenen Pflanzenphenolen modifiziert.”*? Die Anwesenheit von Kaliumionen und nicht-
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ionischen Detergenzien fuhrt zur Fallung des FOLIN-CIOCALTEU-Reagenzes. Denaturierende
Reagenzien wie Guanidin-HClI stéren ebenfalls die Proteinbestimmung.?®"!

Eine wertvolle Alternative zum LOWRY-Assay stellt der BCA-Assay dar. Zu Beginn steht
ebenfalls die Biuret-Reaktion in alkalischer Kupfer(ll)-tatrat-L6sung. Die Reduktion von
Kupfer(ll) zu Kupfer(l) in Anwesenheit von Bicinchoninsaure (BCA) fihrt zur Ausbildung des
in Abbildung 2.8 gezeigten violetten Cu*-(BCA).-Komplexes. Er besitzt ein Absorptions-
maximum bei 562 nm. Reduzierend wirken die Peptidbindung, Cystein, Cystin, Tyrosin und
Tryptophan. Die Reaktion wird in der Regel bei 37°C fir 60 min durchgefiihrt. Der BCA-
Assay zeigt eine Protein-zu-Protein-Variabilitdt &hnlich dem LowRyY-Assay, ist aber gegen-
{iber niedermolekularen Substanzen wie Detergenzien generell weniger stéranfallig.”*" Er ist
jedoch aufgrund von erheblichen Interferenzen von  Pflanzenphenolen  zur
Proteinbestimmung in Pflanzenextrakten nicht geeignet.”® Der BCA-Assay quantifiziert
nichtglycosylierte Proteine nach FOUNTOULAKIS et al.?®* zuverlassiger als der BRADFORD-
und LOWRY-Assay. Glycoproteine werden mit allen drei Methoden mit BSA als
Kalibrierprotein und der Aminosaureanalytik als Referenzmethode deutlich unpréaziser
bestimmt.

Der BRADFORD-Assay beruht auf ionischen und hydrophoben Wechselwirkungen zwischen
Protein und dem Farbstoff Coomassie Blue G-250 (Abbildung 2.8).%* In phosphorsaurer,
ethanolischer Lésung liegt der Farbstoff in protonierter Form vor und besitzt ein
Absorptionsmaximum bei 465 nm, bei Zugabe des Proteins verschiebt sich das Maximum zu
595 nm. Die Farbentwicklung ist nach 2 min vollstandig. Die Verschiebung ist vermutlich auf
eine Stabilisierung des Farbstoffes in seiner deprotonierten, anionischen Sulfonat-Form
zurtckzufihren. Die protonierten Aminogruppen von Arginin, Lysin und Histidin stabilisieren
die Protein-Farbstoff-Interaktion Uber lonenpaare mit den Sulfonatgruppen, wéahrend
Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin fir die hydrophoben Wechselwirkungen verantwortlich
sind.l"®"22"] Der BRADFORD-Assay besitzt gegeniiber den kupferbasierten Assays eine héhere
Sensitivitat, ist in seiner Durchflihrung einfacher und schneller und toleriert vor allem
reduzierende Verbindungen. Als Nachteile sind seine hdhere Protein-zu-Protein-Variabilitat
und seine Stéranfélligkeit gegentber Detergenzien zu nennen.

2.3.4 Fluoreszenzmethoden

Es gibt zwei Arten von fluoreszenzbasierten Proteinbestimmungstests. Der erste Typ basiert
auf einer kovalenten Bindung des Farbstoffes Uber die Aminogruppen von Proteinen. Das
nicht umgesetzte Reagenz sollte selbst nicht fluoreszent sein. Aus diesem Grund kommen o-
Phthaldialdehyd und Fluorescamin, deren Eigenschaften bereits in Abschnitt 2.2.3
besprochen wurden, in Frage.['®*"3¥ Sje zeichnen sich durch eine bessere Nachweisstarke
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und hdéheren dynamischen Bereich gegentber den kolorimetrischen Assays aus. Der
fluoreszenzbasierte Farbstoff 3-(4-Carboxybenzoyl)chinolin-2-carboxaldehyd (CBQCA)
ermoglicht ebenfalls einen empfindlichen Proteinnachweis mit hohem dynamischem Bereich
von 0.1-150 ug/ml.”*® Seine Umsetzung mit dem Protein erfolgt in Natriumborat-Puffer (pH =
9.3) in Anwesenheit von Cyaniden oder Thiolverbindungen fiir 90 min bei RT (Abbildung
2.9).

0O

O ~ O + BR-NH, + CN~
N” >CHON “COOH

CBQCA

Abbildung 2.9: Fluorophor-Markierung von Proteinen mit 3-(4-Carboxybenzoyl)chinolin-2-
carboxaldehyd (CBQCA).

Die Fluoreszenz der Proteinderivate, die sich bei Zugabe von Triton X-100 erhéht, wird bei
480 nm angeregt und bei 530 nm detektiert. CBQCA ist selbst nicht fluoreszent. Der Test ist
mit SDS und wie der OPA- und Fluorescamin-Assay mit Glycin-Puffer nicht kompatibel. Die
Anwesenheit von Tween 20, Azid (0.1 %), Glycerol, 10 mM Tris- oder Ammonium-Puffer
sowie DTT und 2-Mercaptoethanol bis zu einer Konzentration von 100 uM interferiert jedoch
nicht. Der CBQCA-Assay ist der empfindlichere Test im Vergleich zur OPA- und
Fluorescamin-Methode.”®® Ein groBer Nachteil dieser Methoden ist ihre hohe Protein-zu-
Protein-Variabilitdt, da das Signal entsprechend der Stéchiometrie der Reaktion von der
Aminosaurezusammensetzung eines Proteins abhangig ist.

Der zweite Typ fluoreszenzbasierter Proteinquantifizierungstests beruht auf einer Fluores-
zenzverstarkung durch eine nichtkovalente Bindung Uber hydrophobe Wechselwirkungen
von Farbstoff mit Detergenzien beschichteten Proteinen. Die verwendeten molekularen Fluo-
reszenzsonden besitzen eine Merocyanin-, Aminostyryl-/Cyanopyranyl- oder Hydroxystyryl-
/Cyanopyranyl-Struktureinheit. Der Vorteil dieser Farbstoffe ist, dass sie mit Aminen oder
Ammonium-Salzen kompatibel sind. HAUGLAND, JONES und SINGER?*"?*® haben 1997 eine
Reihe von Merocyanin-Farbstoffe patentieren lassen, die die Markierung von Peptiden und
Proteinen in Lésung, in Gelen oder immobilisiert auf Oberflachen ermdéglichen. Merocyanine
besitzen einen N-substituierten Stickstoffheterocyclus und eine elektronenschiebende
Gruppe, die Uber eine (Poly-)-alkylengruppe verbunden sind (Abbildung 2.10).
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Abbildung 2.10: Strukturbeispiel eines Merocyanin-Fluoreszenzfarbstoffes flir die Proteindetektion aus
U.S.Patent 5616502 nach HAUGLAND et al.”*”.

Der NanoOrange-Assay verwendet einen dieser Farbstoffe und hat eine Nachweisgrenze im
Bereich von 0.01-0.1 pg/ml. Die Umsetzung erfolgt unter denaturierenden Bedingungen in
Anwesenheit von Detergenzien bei 90°C fir 10 min. Die Fluoreszenzanregung und
-detektion wird bei 485 nm und 590 nm im Mikrotiterplattenformat durchgefiihrt. Die Protein-
zu-Protein-Variabilitat ist vergleichbar mit der des LOWRY-, BCA- und BRADFORD-Assays.??*®!
Der Test ist empfindlicher gegenlber anorganischen Salzen als reduzierenden Substanzen,
DNA und freien Aminosauren. Er besitzt ein groBes Potential fir Anwendungen in der
diagnostischen Medizin.”*¥! Ein Nachteil des NanoOrange-Assays ist die Aggregation des
Farbstoffes selbst in hochverdinnten Lésungen, die nichtlineare, sigmoidale Kalibrierkurven
zur Folge hat. Fluoreszenzfarbstoffe mit einer Aminostyryl-/Cyanopyranyl- oder
Hydroxystyryl-/Cyanopyranyl-Struktureinheit hingegen besitzen diese Eigenschaft nicht. Die
Empfindlichkeiten dieser Tests sind vergleichbar mit dem NanoOrange-Assay mit dem

Vorteil linearer Kalibrierkurven. 2402411

2.3.5 UV-Methode

Proteinbestimmung bei 205 nm

Proteine zeigen im UV-Bereich ein breites Absorptionsmaximum bei 190 nm, das auf die
Peptidbindung zuriickzufiihren ist.?*>2%3! Die Absorptionsmessung bei dieser Wellenldnge
sollte eine einheitliche Quantifizierung von Proteinen unabhangig von ihrer Aminoséurezu-
sammensetzung mit hoher Empfindlichkeit ermdglichen. Die Messung im kurzwelligen UV-
Bereich erfolgt jedoch meist nicht bei 190 nm sondern bei 205 oder 210 nm in der
abfallenden Flanke des Absorptionsmaximums. Die hohe Endabsorption von Wasser und
Puffersubstanzen fihrt zu einer erhéhten Messunsicherheit aufgrund des mit der
Probenabsorption ansteigenden Einflusses von Streulichteffekten.”****l Fiir eine reprodu-
zierbare Analytik muss auf eine korrekte Wellenlangenkalibrierung und saubere Arbeitsweise
geachtet werden. Die Absorptionsbestimmung von Blindlésungen, die alle in der Probe
enthaltenden Puffersalze und Detergenzien enthalten, ist notwendig, da zu hohe Probenab-
sorptionen die dem Lambert-Beer'schen Gesetz zugrunde gelegte Linearitat zwischen
Absorption und Analytkonzentration aufheben.
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Der Hauptbeitrag zur UV-Absorption bei 205 nm wird nach Studien von ScorPes?*! und
GOLDFARB et al.?*¥ von der Peptidbindung mit einem molaren Extinktionskoeffizienten gng
von 2400 bzw. 2 500-2 800 I/(mol-cm) geleistet. Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan und
Histidin besitzen molare Extinktionskoeffizienten €, von 5200-20400 I/(mol-cm) (Tabelle
2.19).

Tabelle 2.12: Absorptionscharakteristika von Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin und Histidin.

Tryptophan
Amax [nm] 196 - 218" - 278" 288"
Amin [nm] - 205 - 242" - -

€mot  [/(mol-cm)] 20000 20400 33500 1930 5500 4550

Tyrosin
Amax [nm] 194 - 223" - 275"
Arin [nm] - 205" - 2450

o [/(molcm)] 47500 6080 8200 170 1340

Phenylalanin

Amax [nm] 206% - 242 2470 252 258M 260" 263" 267"
Amin [nm] - 236" - - - - - - -
€mo  [V(mol-cm)] 8500 63 81 115 154 195 144 152 92
Histidin

Amax [nm] - - 2120

Amin [nm] 198® 205 -

emo [/(molcm)] 4500 5200° 5700

(1) - in 0.1 N HCI nach BEAVEN et al. ®*, (2) - bei pH = 6 bzw. 8 nach SaIDEL et al.?*” und GoLDFARB et al?*?, (3) - in 0.01 M

HCI nach SAIDEL et al?*"), (4) - kein Minimum®*4, (5) - pH =~ 8 nach GoLDFARB et al®*?, (6) - bei pH =~ 5 nach WETLAUFER et
a/.[244]

Es ist daher je nach Stoffmengenanteil dieser Aminosauren mit einer signifikanten Protein-
zu-Protein-Variabilitdt zu rechnen. Tryptophan und Tyrosin besitzen allerdings bei dieser
Wellenldnge ein Absorptionsminimum, so dass der Einfluss der Aminosaurezusammen-
setzung auf das Ergebnis experimentell mdglichst gering gehalten wird. Cystein, Arginin,
Methionin und Cystin besitzen molare Extinktionskoeffizienten €., von 690-2200 I/(mol-cm)
und tragen daher wie die verbleibenden proteinogenen Aminosauren (€m0 = 54-

151 I/(mol-cm)) nur geringfligig zur Absorption bei.?*2247]

0.1%(W/v)

Die Extinktionskoeffizienten ¢ von einer Reihe von ScorPes?* und GOLDFARB et al.?*?!

untersuchten reinen Proteinlésungen (1 mg/ml) liegen im Bereich von 29-36 I/(g-cm)
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(Mittelwert: 31 I/(g-cm), pH = 7.0-8.0). Demnach kann aus dem Lambert-Beer'schen Gesetz
die Proteinkonzentration mit Gleichung 2.3 abgeschétzt werden.

C= Azos

31 ! -d
g-cm

Gleichung 2.3: Bestimmung der Konzentration C einer Proteinlésung nach Messung der Absorption
Aops bei 205 nm in einer Klivette mit der Schichtdicke d.

Die Formel beriicksichtigt nicht die mdglichen Abweichungen im Extinktionskoeffizienten
aufgrund eines stark variierenden Gehaltes an Tryptophan und Tyrosin gegeniber den
gemessenen Proteinen. Eine Methode, die auch auf SCOPES zurlickgeht, berticksichtigt

0.1%(W/v) einer

hingegen den Gehalt von Tryptophan und Tyrosin. Der Extinktionskoeffizient €
Lésung eines reinen Proteins bzw. einer Proteinmischung mit unbekanntem Gehalt kann

nach Gleichung 2.4 mit einer Prazision <2 % abgeschatzt werden.

0.1%(w/v A
gl >=27.o+120-( 2%2“)

Gleichung 2.4: Berechnung des Extinktionskoeffizienten 1% [V(g-cm)] nach experimenteller

Ermittlung der Absorption Azse und Azgs bei 280 und 205 nm (pH = 7.0).2%!

Die Absorptionen von Tryptophan und Tyrosin werden durch die Absorptionsmessung bei
280 nm und der Annahme eines durchschnittlichen Tryptophan/Tyrosin-Verhaltnisses
berlicksichtigt. Die Gleichung liefert kein genaues Ergebnis bei Proteinen mit hohen
Stoffmengenanteilen an Histidin und Phenylalanin. Die beschriebenen Methoden stellen fir
reine Proteinlésungen in Abwesenheit von interferierenden niedermolekularen Substanzen
und fir Proben mit einem relativ hohen Proteingehalt wie in Serum und Zerebrospinal-

p [248,249]

flissigkeit gute Naherungsverfahren da Interferiende Substanzen sind u.a.

Carbonsauren, Pufferionen, Alkohole, aromatische Verbindungen und Hydrogencarbonat.

Proteinbestimmung bei 280 nm

Die UV-Absorption von Proteinen tber 275 nm ist ausschlieBlich auf die chromophoren Sei-
tenketten von Tryptophan, Tyrosin und Cystin zuriickzufiihren (Tabelle 2.12).2*?% Cystin
zeigt im Absorptionsspektrum in 0.1 N HCI bei 240 nm einen Wendepunkt mit einem molaren
Extinktionskoeffzienten g, von 300 I/(mol-cm) bzw. in 0.1 N NaOH bei 249 nm ein Maximum
(€mol = 340 I/(mol-cm)). Sein Extinktionskoeffizient bei 280 nm (gmo =110 I/(mol-cm)) betragt
10 % und 2 % des Extinktionskoeffizienten von Tyrosin und Tryptophan.*! Die Absorption
bei 280 nm von Proteinen mit einem geringen Cystingehalt wird daher ausschlieBlich von

den aromatischen Aminosauren dominiert. Bei Kenntnis der Anzahl dieser Aminosiuren
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kann der molare Extinktionskoeffizient eines Proteins nach PACE et al.®®® nach Gleichung 2.5
abgeschatzt werden.

E,01 = 3500-#Trp +1490-#Tyr +125# Cystin

Gleichung 2.5: Abschétzung des molaren Extinktionskoeffizienten emol von Proteinen bei 280 nm
nach Pace et al?®” # = Aminos&ureanzahl.

Unter der Voraussetzung, dass das Protein mindestens ein Molekll Tryptophan enthalt und
Interferenzen von Matrix und Cofaktoren ausgeschlossen werden kénnen, ist die Be-
rechnung mit einer Abweichung von 3.2 % (N = 93) gegenlber experimentell bestimmten Ex-
tinktionskoeffizienten sehr zuverlassig. In biologischen Proben ist jedoch mit Interferenzen
von Nukleinsduren und Nukleotiden zu rechnen. Diese absorbieren bei einem pH-Wert von
7.0 in einem Wellenldngenbereich von 230-300 nm mit einem Maximum bei 260 nm. GROVES
et al.”®"! entwickelten eine experimentelle Methode der Proteinbestimmung, die den Einfluss
von Nukleinsauren eliminiert. Die Absorption eines hinsichtlich pH-Wert und lonenstérke
definierten Puffers, der Proteine und Nukleinsauren in einer unbekannten Menge enthalt,
wird bei zwei Wellenlangen gemessen und ihre Differenz berechnet (A-Absorption). Die
gewdhlten Wellenlangen entsprechen dabei einem Paar gleicher Absorption der reinen
Nukleinsduren auf beiden Seiten ihres Absorptionsminimums (224 und 233 nm, pH = 7.0,
Hefenukleinsduren) in dem gleichen Puffersystem. Fir die Kalibrierung wird die A-Absorption
eines geeigneten Referenzproteins herangezogen. Der dynamische Bereich der Methode
umfasst 5-180 pug/ml und ist splrbar abhangig von der Aminosaurezusammensetzung. Ein
anderer Ansatz zur Eliminierung der Interferenz von Nukleinsduren wurde von WARBURG et
al.”®@ peschrieben. Das Verhéltnis exs0/e260 der L&sung mit unbekanntem Gehalt an Protein
und Nukleinsduren wird aus dem experimentell bestimmten Verhaltnis Axgo/Azgso ermittelt. Die
Quantifizierung der Menge an Nukleinsauren erfolgt anhand zuvor berechneter Werte von
€280/€260 €iNEr LOsung mit bekanntem unterschiedlichem Gehalt an Nukleinsauren relativ zu
einer definierten Menge an Referenzprotein. Die Anwendung dieser Methode setzt die
Kenntnis von &30 Und €269 des reinen Referenzproteins und der Nukleinsauren voraus. Der
Vorteil der UV-spektrometrischen Bestimmung bei 280 nm liegt vor allem in der geringeren
Stéranfélligkeit gegentiber interferierenden Substanzen. Als Nachteile sind ihre geringere
Empfindlichkeit und eine héhere Protein-zu-Protein-Variabilitit zu nennen.?*!

2.3.6 Massenspekirometrische Methoden

Massenspektrometrische Methoden der Proteinquantifizierung werden in der Proteomik im
Rahmen der Proteinexpressionsanalyse biologischer Systeme angewendet.”® Sie er-
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maoglichen Aussagen Uber den Proteingehalt einer Probe relativ zu einer Referenzprobe und
beruhen auf dem Prinzip der Stabilisotopenmarkierung. Sie unterscheiden sich in der Pro-
benvorbereitung nur geringfligig. Proteine und tryptische Peptide einer Proteinmischung
werden isotopenmarkiert und mit nichtisotopenmarkierten Proteinen und Peptiden der
Referenzprobe in einem bekannten Verhaltnis gemischt. AnschlieBend werden diese flissig-
chromatographisch getrennt und im ESI-MS/MS selektiert, fragmentiert und detektiert.
Entscheidend fiir die Quantifizierung ist, dass sowohl isotopenmarkiertes als auch nicht-
isotopenmarkiertes Peptid des zu bestimmenden Proteins zur gleichen Zeit in der ESI-lonen-
quelle ionisiert werden, so dass unterschiedliche lonensuppressionseffekte auf die
lonensignale beider Peptide ausgeschlossen werden kénnen. Eine mogliche Konzentrations-
abhangigkeit der lonensuppression sollte im Vorfeld der Analyse abgeklart werden.?

Die Anwendung von in vivo-Methoden der Stabilisotopenmarkierung von Proteinen
beschrankt sich auf die Analyse von biologischen Systemen, die in isotopenangereicherten
Kulturmedien Gber ihren Metabolismus Isotope aufnehmen kénnen. Bei diesem Verfahren
wird u.a. N in Proteine einer Zellkultur eingefiihrt, mit den Proteinen einer Referenzzell-
kultur vereinigt und die Analyse durchgefihrt. Der Vorteil der in vivo-Methode ist, dass alle
Peptide eines Proteins unabhangig von ihrer Aminosdurezusammensetzung markiert
werden. Geringe Unterschiede im Masse-zu-Ladungsverhéaltnis von markiertem und
unmarkiertem Peptid erforden allerdings hohe Massenauflésungen.

Bei den invitro-Verfahren der Stabilisotopenmarkierung werden Thiol-, Amino- und
Carboxylgruppen von Proteinen selektiv mit einem leichten oder schweren Isotopenlabel
versehen (Tabelle 2.13).

Tabelle 2.13: Auswahl von in vitro-Protein- und Peptidmarkierungsmethoden fir die massen-
spektrometrische Proteinquantifizierung.

M (Label) AM
Methode AA leicht/schwer (Label, leicht/schwer)

[Da] [Da]

ICAT Cys 614/622 8
Methylester- :

peptide Asp, Glu, C-Terminus 43/46 3
GIST Lys, N-Terminus 43/46 3
MCAT Lys -/- 42

Bei Anwendung der isotope-coded affinity tag(ICAT)-Methode werden Proteine aus zwei
Proben nach Reduktion der Disulfidbriicken mit dem d°- bzw. d®-ICAT-Reagenz an der
Thiolgruppe von Cystein selektiv alkyliert.”®® Das ICAT-Reagenz besitzt die in Abbildung
2.11 gezeigte Struktur.



50 GRUNDLAGEN

X
HN NH
H X X X X H
N
S \)S<O\/\O/\/O>8</N\n/\|
o X" X X" X o
Biotin Polyether lodacetamid

Abbildung 2.11: Struktur des ICAT-Reagenzes in seiner (X = H)- bzw. o®(X = D)-Form.

Die Struktureinheit des lodacetamids fungiert in der Alkylierungsreaktion als Elektrophil,
wahrend die Differenzierung des Proteins in beiden Proben iiber das d°- bzw. d®-Isotopen-
label des Polyetherlinkers erreicht wird. Nach Vereinigung der Proben werden die in der
Mischung enthaltenden Proteine tryptisch verdaut und die resultierenden Peptide nach
Anreicherung Uber eine Avidin-Biotin-Affinitatschromatographie massenspektrometrisch
analysiert. Die relative Quantifizierung des Proteins wird anhand der Peakflachen- oder
Peakhdhenverhaltnisse des dem Protein entsprechenden d°- und d®-ICAT-Peptidpaares im
lonenchromatogramm durchgefthrt.

Eine weitere Methode beschreibt die selektive Umsetzung der Carboxylgruppen von
Aspartat, Glutamat und des C-Terminus tryptischer Peptide mit d°- und d*-Methanol zu den
d’ bzw. d*-Methylesterderivaten.”*® Neben der relativen Quantifizierung erméglicht diese
Methode eine Diskriminierung der y- von den b-lonen von MS/MS-Spektren und erleichtert
die de novo-Peptidsequenzierung. Im Gegensatz zu der ICAT-Methode sind auch Proteine,
die kein Cystein enthalten, der Analyse zuganglich. Eine selektive Markierung von Peptiden
ist auch an der freien primaren Aminogruppe des N-Terminus durch Anwendung der global
internal standard strategy(GIST)-Methode mdglich. Peptide einer Proteinmischung werden
mit N-Acetoxy-[Hs]succinimid bzw. die der Referenzprobe mit N-Acetoxy-[Ds]succinimid in
einer Acylierungsreaktion umgesetzt. Jedes tryptische Peptid der Referenzprobe mit Arginin-
seitenketten am C-Terminus besitzt daher eine um 42 Da hdéhere Masse. Eine 2fache
Acylierung und eine Massenzunahme von 84 Da findet bei Anwesenheit von C-terminalen
Lysinseitenketten statt.

Das mass-coded abundance tag(MCAT)-Verfahren stellt einen zur ICAT-Methode analogen
Ansatz dar und wird auch fiir die de novo-Peptidsequenzierung angewendet.”®” Tryptische
Peptide einer Probe werden unter alkalischen Bedingungen einer Guanidierungsreaktion mit
O-Methylharnstoff unterzogen (Abbildung 2.12).
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Abbildung 2.12: Guanidierung von Lysin zu Homoarginin (MCAT-Methode).

Lysin reagiert unter einer Massenzunahme von 42 Da zu Homoarginin. Im Fall der MS-
Analyse ist jedoch mit einer héheren lonenausbeute des Homoargininpeptids aufgrund einer
im Vergleich zu Lysin héheren Gasphasenbasizitdt von Homoarginin auszugehen, die zu
einem systematischen Fehler in der relativen Quantifizierung fuhrt.

Die Proteinanalytik der vorgestellten Methoden wird in ESI-MS/MS-Systemen durchgefinhrt.
Eine relative Quantifizierung ist aber auch mit Hilfe von MALDI-TOF-MS-Systemen an
intakten Proteinen mdéglich. Hierfir werden vor der 2D-gelelektrophoretischen Trennung die
in zwei Proben enthaltenden Proteine mit d°- bzw. d*-Acrylamid alkyliert.?**?*® Die
Proteinmischungen werden anschlieBend vereinigt, gelelektrophoretisch getrennt und der
resultierende Spot eines Proteins im MALDI-MS gemessen.

2.4 PROTEINNITRIERUNG

2.4.1 in vivo-Proteinnitrierung

Reaktive Sauerstoff(ROS)- und Stickstoff(RNS)-Radikale spielen in biologischen Systemen
eine wichtige Rolle in der Redoxregulation physiologischer Prozesse und in der
Immunabwehr.?#€ |n hgheren Konzentrationen wirken diese jedoch cytotoxisch und
verschieben die physiologischen Redoxsysteme der Zelle. Diesen Zustand nennt man
oxidativen Stress. 3-Nitrotyrosin qilt als spezifische in vivo-Markersubstanz von RNS-
Aktivitdten in zellularen Systemen und wird mit zahlreichen pathologischen Prozessen
neurodegenerativer und inflammatorischer Krankheiten wie Asthma %' die rheumatoide
Arthritis®®? und die Alzheimerkrankheit®®?®* in Verbindung gebracht. Einen Einstieg zu den
Nitrotyrosin-assoziierten Krankheiten bieten die Ubersichtsartikel von ISCHIROPOULOS?®®),
GREENACRE®®® und AULAK et al.”®"),
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3-Nitrotyrosin bildet sich indirekt aus Peroxynitrit (ONOQ™), das aus Stickstoffmonooxid (NO)
und Superoxid (O,) entsteht, durch Reaktion von Tyrosin mit aus Peroxynitrit abgeleiteten
reaktiven sekundaren Radikalen (NO, OH und COj). Der Bildung sekundarer Radikale
liegen drei unterschiedliche katalytische Zersetzungsmechanismen von Peroxynitrit
zugrunde,[260261:26526826%1 Niach protonenkatalysierter Homolyse von Peroxynitrit entstehen
aus Peroxysalpetriger Saure NO,- und OH-Radikale. In diesem Fall wird bevorzugt
3-Hydroxytyrosin gebildet, Tyrosin wird nur zu 10 % zu 3-Nitrotyrosin modifiziert. Bei
Anwesenheit von CO, zerféllt Peroxynitrit Uber das instabile Intermediat 1-Carboxylato-2-
nitrosodioxidan (ONOOCO,") homolytisch in NO, und das sehr reaktive Carbonat-Radikal
COj". Carbonat-Radikale besitzen ein hdheres H-Abstraktionsvermégen relativ zu OH-
Radikalen. Dies hat eine hdhere Nitrierungsgeschwindigkeit und eine geringere Ausbeute
von 3-Hydroxytyrosin zur Folge.”’® Als dritte Variante wird die ibergangsmetallkatalysierte
Zersetzung von Peroxynitrit beschrieben. Als Katalysatoren kommen Ubergangsmetall-
komplexe (Fe(lll)/Mn(lll)-Porphyrine), Hamproteine (Myeloperoxidase (MPO) und Hamo-
globin) und Mangan- und Cu,Zn-Superoxid-Dismutasen in Frage.?®® Im katalytischen Zyklus
bilden sich aus Peroxynitrit offenbar NO, und Oxo-Metall-Komplexe, die durch H-Abstraktion
Tyrosin zu Tyrosyl-Radikalen oxidieren. Tyrosylradikale vereinigen sich anschlieBend mit
NO, zu 3-Nitrotyrosin. Die Hydroxylierung und Nitrierung von Tyrosin ist insbesondere in
raumlicher Nahe von Cystein eine gegenuber der Thiol-Oxidation benachteiligte Reaktion.
Cystein wird direkt aus Peroxynitrit mit hoher Geschwindigkeit zu den entsprechenden
Disulfid-, Nitroso- und Nitrothiolderivaten umgewandelt. Die Tyrosinnitrierung ist nur in
Anwesenheit von Ubergangsmetallen und CO, und in exponierter Lage von Tyrosin im
Protein begiinstigt.””"! Myelo- und Meerrettich-Peroxidase und Cu,Zn-Superoxid-Dismutase
katalysieren auBerdem die Nitrierung von Proteinen und aromatischen Verbindungen durch
die Umsetzung von H,O, und NO,.?#?*l Eine MPO-katalytische Bildung von hypochloriger
Saure aus H,O, und CI” in Makrophagen und Neutrophilen ist ebenfalls bekannt.?">27¢!
Hypochlorige Saure (HOCI) reagiert mit Nitrat zu Nitrylchlorid (NO.CI), das in der Lage ist,
Tyrosin zu 3-Chlor- und 3-Nitrotyrosin zu bilden. An dieser Stelle sei auf die hohe Ahnlichkeit
der in vivo-Nitrierung mit den Nitrierungsprozessen in der Atmosphare hinsichtlich der
involvierten Radikalspezies und Mechanismen hingewiesen (Abschnitt 2.1.6).

Die in vivo-Proteinnitrierung fUhrt zur Inaktivierung von Enzymfunktionen und interferiert mit
der Signaltransduktion (Tyrosinphosphorylierung) der Zelle.?*>2%¢ Die Nitrogruppe verhindert
den Zugang von Substraten durch sterische Hinderung in das aktive Zentrum. Durch
Einfihrung der Nitrogruppe in der o-Position des Phenolringes von Tyrosin verandert sich
zudem der pKs-Wert von 10 auf 7.5. Nitrierte Tyrosylseitenketten kénnen daher nicht mehr
phosphoryliert werden. Nitrierte Proteine werden durch das Proteasom schneller abgebaut
als nichtnitrierte Proteine.”’”! Die Nitrierung von kérpereigenen Proteinen kénnte daher den
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StartschuBB fur ihren proteolytischen Abbau als zelluldarer Abwehrmechanismus gegen
oxidativen Stress darstellen.

2.4.2 Nitroproteinanalytik

Die Charakterisierung von nitrierten  Proteinen und Peptiden erfolgt mittels
immunanalytischer, massenspektrometrischer und spektrophotometrischer Methoden.

2.4.2.1 Immunanalytische Methoden

Zur Detektion von nitrierten Proteinen in biologischen Flissigkeiten, Gewebehomogenaten
und Umweltproben werden zahlreiche immunchemische Analysetechniken wie immunhisto-
chemische Verfahren, die Western-Blotting-Analyse und Immunoassays ange-
wendet 842632782801 Eg sind zahlreiche monoklonale und polyklonale Antikérper, die durch
unterschiedliche Immunogene in zahlreichen Spezies hergestellt wurden, kommerziell
erhéltlich. Die Immunogene werden meist durch Nitrierung von Hamocyanin aus der Napf-
schnecke (KLH) oder BSA mit diversen Nitrierungsreagenzien wie Peroxynitrit oder
Tetranitromethan erzeugt oder entsprechende Hapten-BSA/KLH-Konjugate synthetisiert.
FrANZE'"'? charakterisierte sechs Antikdrper hinsichtlich ihrer Affinitat zu TNM-nitriertem
BSA, 3-Nitrotyrosin und weiteren niedermolekularen Nitroverbindungen fir eine
entsprechende Bestimmung in StraBen- und atmosphérischen Feinstaubproben. Die Nitro-
(14)-BSA-Nachweisgrenzen der entwickelten einseitigen und der Sandwich-Immunoassays
liegen im Bereich von 0.04-0.96 bzw. 0.3-5.9 nmol/l.

2.4.2.2 Massenspektrometrische Methoden

Massenspektrometrische Methoden in der Nitroproteinanalytik werden zur Identifizierung der
Zielproteine der in vivo-Nitrierung und der nitrierten Aminosdure angewendet. Es werden die
in Abschnitt 2.3.6 dargelegten Methoden der Proteomik angewendet.?632642802811 Dyjg
Selektivitat der Proteinnitrierung wurde in zahlreichen in vitro-Modellstudien mit z.B. BSA,
HSA oder Angiotensin untersucht und parallel die Leistungsfahigkeit der
massenspektrometrischen Methoden n&her unter die Lupe genommen.?®2?%° Die Reaktion
von Proteinen mit TNM und Peroxynitrit in vitro setzt nahezu ausschlieBlich Tyrosin um.
Phenylalanin und Tryptophan unterliegen nicht der Proteinnitrierung. GREIS?®! beobachtete
allerdings die Bildung von 3,5-Dinitrotyrosin, wahrend SOKOLOVSKY?® eine partielle
Oxidation von Cystein nachweisen konnte. In einer Studie von WILLARD et al.”®¥ wurde die
Zeitabhangigkeit der Myeloperoxidase-vermittelten in vitro-Nitrierung eines spezifischen
Peptids in HSA demonstriert. Die Quantifizierung der Reaktion erfolgte relativ zu einem
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ausgewahlten nativen Referenzpeptid (NRP) aus HSA, das kein Tyrosin enthielt. Es wurde
eine gute Korrelation der NRP-Methode mit der parallel durchgefihrten Western-Blotting-
Analyse beobachtet. WALCHER et al.?®! untersuchten BSA nach Nitrierung mit TNM in
flissiger Phase und mit NO, und O; in der Gasphase relativ zu nichtnitriertem BSA mittels
RP-LC-ESI-MS. Es wurden unter Annahme identischer lonisierungsausbeuten des nitrierten
und nichtnitrierten Peptids durch Vergleich der Peptidmassenspekiren Nitrierungsgrade
verschiedener Tyrosine bestimmt. Die Gasphasennitrierung erwies sich analog der Flissig-
phasennitrierung als ein hochselektiver Prozess. Die Interpretation von Massenspekiren
nitrierter Peptide gestaltet sich gemaB einer Studie von PETERSON et al.®* aufgrund einer
Reihe von Artefakten als schwierig. Die Nitrogruppen kdnnen bei dem laserinduzierten loni-
sierungs- und Desorptionsprozess im MALDI-MS ein oder zwei Sauerstoffatome verlieren
oder zum Amin reduziert werden. Das Fragmentierungsmuster zeigt auBerdem eine
Abhéangigkeit von dem pH-Wert der Matrix. Diese Beobachtung ist auf eine Verschiebung
des Absorptionsmaximums der Nitrophenol-Einheit zurlickzufihren. Auch im Falle der ESI-
MS-Analyse von tryptischen Nitropeptiden tritt eine geringere Signalintensitat gegentber der
unnitrierten Spezies auf. Das Peptidmassenmapping ist daher nach PETERSSON et al. nur
eingeschrankt geeignet, um in vivo-Nitroproteine zu identifizieren. Als alternative Methode
eignet sich die Peptidsequenzierung und die Detektion des entsprechenden Immoniumions
von 3-Nitrotyrosin im Precursorionen-Scanmodus. Eine Leistungssteigerung erfahren die
ESI-MS und ESI-MS/MS-Methoden durch eine vorgeschaltete fllissigchromatographische
Trennung der tryptischen Peptide.”®"?®1 Nikov et al.”®"! etablierten eine kombinierte Methode
der spezifischen Isolation von Nitroproteinen mit einer massenspekirometrischen
Bestimmung der Aminosauresequenz und der Nitrierungsstelle. Nach Reduktion von 3-Nitro-
tyrosin zu 3-Aminotyrosin im Protein wird dieses biotinyliert und tryptisch verdaut. Die
biotinylierten Peptide werden Uber eine Streptavidin-Affinitdtssdule angereichert und im
MS/MS-System analysiert.

2.4.2.3 UV/VIS-spektrophotometrische Bestimmung

Durch die EinfUhrung der Nitrogruppe in Tyrosin erhéht sich der molare Extinktionskoeffizient
bei 275 nm von 1 360 auf 4 000 I/(mol-cm) und ein zweites Absorptionsmaximum entsteht
bei 428 nm (gm0 = 4 000, pH = 8).2°2%¢] Das Absorptionsspektrum ist pH-abhéngig, so dass
das Absorptionsmaximum bei 428 nm sich im Sauren zu 360 nm (pH = 3) verschiebt. Diese
Eigenschaft ist auch bei Nitroproteinen zu beobachten und kann neben der Durchfihrung
einer Proteinhydrolyse mit anschlieBender Aminos&ureanalytik fur die Bestimmung des
Nitrotyrosingehaltes in Nitroproteinen eingesetzt werden.['”
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2.4.3 3-Nitrotyrosinanalytik

2.4.3.1 Atrtifizielle Bildung von 3-Nitrotyrosin

Die Analyse von freiem und proteingebundenem 3-Nitrotyrosin im Spurenbereich ist durch
eine potentielle artifizielle Bildung des Analyten wahrend der Probenahme, der Extraktion,
der chemischen oder enzymatischen Proteinhydrolyse, der Vorsaulenderivatisierung und der
Gefriertrocknung von Proteinen gefahrdet.?’®®®l Eg ist bekannt, dass endogenes Tyrosin
saurekatalytisch mit Nitrit und Nitrat unter Bildung von 3-Nitrotyrosin reagiert. FROST et al.?®!
fanden nach Inkubation von 10 pg Tyrosin mit 10 uM Nitrit in 6 M HCI (pH = 3, 4 und 5) fir
2h bei RT einen Nitrierungsgrad von rund 1 %. Bei einem 8fachen Nitrat-zu-Tyrosin-
Uberschuss in einer Lésung von Trifluoressigsaureanhydrid und Trifluorethanol wurden
sogar Nitrierungsgrade von 3 % beobachtet.”* Die artifizielle Bildung wird nach SHIGENAGA
et al.”®" durch Zusatz von 1 % Phenol verringert, sie wird aber nicht vollstandig verhindert.
Das Artefakt wird unter Umsténden auch unter neutralen Bedingungen beobachtet.”®? |n
zahlreichen MS-basierten Studien werden daher interne Isotopenstandards wie z.B.
[2,3,5,6-°H]-, ['°Cg]- oder ["°N;, *Cg]-Tyrosin eingesetzt, um die exogene Bildung von 3-Nitro-
tyrosin zu berwachen.?%2%°2%] Eine andere Méglichkeit besteht in einer Abtrennung von
3-Nitrotyrosin von Matrixkomponenten vor kritischen Probenvorbereitungsschritten mittels
Festphasenextraktion mit Aminopropyl-, C18-SPE- oder Polymerharz-Kartuschen, Anionen-

austausch- oder RP-Chromatographie.!'%?%42%!

2.4.3.2 Proteinhydrolyse

MORTON et al.?* untersuchte die Stabilitat von 10 ug 3-Nitrotyrosin unter den Bedingungen
der konventionellen Proteinhydrolyse in 6 M HCI bei 110°C fur 20 h in Borosilikatglas-,
Pyrex- und Eppendorf-GefdBen unter Zusatz von Phenol.”® In den aus Polypropylen
gefertigten Eppendorf-GefaBen wurden hohe Wiederfindungen von 3-Nitrotyrosin
unabhéngig eines Phenolzusatzes erzielt. Bei Verwendung von Borosilikatglas wird der
Analyt nur in Anwesenheit von Phenol mit guten Ausbeuten wiedergewonnen. Um eine
artifizielle Bildung von 3-Nitrotyrosin wahrend der sauren Proteinhydrolyse zu verhindern,
empfiehlt sich stets die Abtrennung von niedermolekularen Substanzen mittels GréBen-
ausschlusschromatographie oder Dialyse und der Zusatz von Phenol in das Hydrolyse-
medium. Bei Anwendung der enzymatischen Proteinhydrolyse ist mit einer Kontamination
der Probe mit 3-Nitrotyrosin aufgrund einer Autohydrolyse der Proteasen zu rechnen. Die
basische Proteinhydrolyse generiert nach FROST et al.”®! kein Artefakt.
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2.4.3.3 HPLC-Analytik

In der Literatur sind flissigchromatographische Analysen von 3-Nitrotyrosin  mit
verschiedensten Detektoren dokumentiert. Der Nachweis des Analyten mittels seiner nativen
UV-Absorption ist wie fir andere Aminosduren eine sehr unempfindliche Methode.
FRANZE®"! ermittelte eine Nachweisgrenze von 0.1 uM (on column: 2 pmol) bei einer
Absorptionswellenldange von 220 nm. Die Trennung erfolgte auf einer C18-RP-Saule mit
einem MeOH/Wasser-Eluenten mit TFA als lonenpaarreagenz. Die Detektion bei 274 nm
nach Chromatographie mit Phosphat-Puffer (pH =3) ist mit einer Nachweisgrenze von
0.2 uM unempfindlicher.®®22% Der Vorteil der HPLC-UV-Methode ist in der einfachen
Handhabung und schnellen Durchfihrung zu sehen. Sie ist daher fiir eine Bestimmung des
Nitrotyrosingehaltes von in vitro-nitrierten Proteinen geeignet. Eine hohe Selektivitat wird
durch die Analyse des charakteristischen UV/VIS-Spektrums von 3-Nitrotyrosin im Sauren
mit einem Photodiodenarray-Detektor erzielt. Eine 10fache Empfindlichkeitssteigerung
erfahrt die HPLC-UV-Methode nach Vorsdulenderivatisierung mit 6-Aminochinolyl-N-
hydroxy-succinimidyl-carbomat (AccQ).”®®. Die Nachweisgrenze von 15nM (300 fmol)
nahert sich denen der Fluoreszenzmethoden (Abschnitt 2.2.3.1). KAMISAKI?®®! ermittelte eine
Empfindlichkeit von 2 nM (100 fmol) fir 3-Nitrotyrosin nach NBD-F-Vorsaulenderivatisierung
und Fluoreszenzdetektion. Eine sehr wertvolle Methode stellt die elektrochemische Detektion
von 3-Nitrotyrosin dar.?”® [sHiDAR® und Maruyama®" entwickelten HPLC-Methoden zum
Nachweis von 3-Nitrotyrosin in Plasma bzw. Zerebralgewebe mit Nachweisgrenzen von 0.2
(10 fmol) und 0.9 nM (60 fmol). SHIGENAGA et al. ®*'! wendeten eine indirekte Prozedur an,
mit deren Hilfe der Analyt zu N-Acetyl-3-Aminotyrosin konvertiert und bis zu 20 fmol mittels
elektrochemischer Detektion nachgewiesen werden kann. OHSHIMA et al.”®® haben eine
neuartige HPLC-basierte Analyse entwickelt, in der 3-Nitrotyrosin zu 3-Aminotyrosin auf
einer Platinsdule reduziert wird. Die gefundene Nachweisgrenze liegt bei 5 nM (100 fmol). In
der Literatur sind auBerdem LC-MS/MS-Methoden zur Analyse von 3-Nitrotyrosin
beschrieben %2893 Die Quantifizierung des Analyten erfolgt mit dem Massenfragment
[M+H-HCOOH]* mit einem Masse-zu-Ladungsverhaltnis von m/z= 181 im single reaction
monitoring-Modus. GAUT®® und Y erzielten Nachweisgrenzen von 1.6 nM (3.2 fmol)
bzw. 2.2 nM (10 fmol). Messungen im full scan-Modus (m/z([M+H]") = 227) sind um das
10fache weniger empfindlich. DELATOUR?® (iberfiihrte 3-Nitrotyrosin vor der LC-MS/MS-
Analyse in das Butylesterderivat, um Interferenzen der Plasmamatrix zu umgehen. Die Nach-
weisgrenze (m/z([M+H-C4HsO,]") = 181) belauft sich auf 0.43 nM (70 fmol). Der Autor
untersuchte auBerdem die Anwendbarkeit verschiedener Standardisierungsmethoden. Ein
groBer Vorteil der LC- gegenliber den GC-MS(/MS)-Methoden ist, dass keine Derivatisierung
des Analyten fir eine Analyse notwendig ist. Eine artifizielle Bildung wird zu diesem
Zeitpunkt der Probenvorbereitung ausgeschlossen.
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2.4.3.4 GC-Analytik

Die negative chemische lonisation (NCI) wird haufig zur lonisierung von organischen
Verbindungen mittels GC-MS eingesetzt.*® Sie ist deutlich empfindlicher als die
ElektronenstoBionisation (El) und erméglicht auch die Analyse von weniger flichtigen
organischen Verbindungen. In der Literatur sind zahlreiche GC-NCI-MS-Methoden
beschrieben, mit der 3-Nitrotyrosin bis in den unteren amol- bzw. pM-Bereich nachgewiesen
wird.?®27] Die freie Aminogruppe des Analyten wird in das Trifluoracet(TFA)-, Pentafluor-
propion(PFP)- bzw. Heptafluorbutyr(HFB)amid und die Carboxylgruppe in einen n-Propyl-,
Trifluorethyl(TFE)-, Trimethylsily(TMS)- oder t-Butyldimethylsilyl(TBDMS)-Ester Uberfiihrt
(Abbildung 2.1 3)_[289,290,302,305,3061

H O H O
-N _N
HFB OTBDMS PFP OC3H;
OTBDMS OTMS
NO, NO.
FROST**  GauT®™ TSIKAS®®!
(5 fmol) (70 amol) (4 amol)
O
H H
TFA/N OTFE PFB/ OPFB
OH OPFB
NO, NO,
Y22l JIANGZ®!
(1 fmol) (40 fmol)
FsG
HFB~ OC3H- Ny
@)
L OHFB OHFB
HFB HFB/NH
CROWLEY®" MoRTON**!
(400 amol) (100 amol)

Abbildung 2.13: Derivatisierung von 3-Nitrotyrosin fiir die GC-NCI-MS(/MS)-Analyse. Die NWG ist in
Klammern angegeben. HFB- = Heptafluorbutyr-, PFP- = Pentafluorpropion-, TBDMS- = t-Butyldi-
methylsilyl-, TFA- = Trifluoracet-, TFE- = Trifluorethyl-, TMS- = Trimethylsilyl-.
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Die phenolische Hydroxylgruppe von 3-Nitrotyrosin liegt in den Derivaten in seiner freien
oder in alkylsilylierter Form vor. Die Nitrogruppe ist nhach Reduktion zum Amin mit Natrium-
dithionit ebenfalls der Derivatisierung zuganglich. 3-Nitrotyrosin wird so vor der chromato-
graphischen Analyse in eine leichtfllichtige Verbindung mit hohem Elektroneneinfangsquer-
schnitt umgewandelt und massenspektrometrisch im single ion monitoring(SIM)- oder single
reaction monitoring(SRM)-Modus detektiert. Die niedrigste Nachweisgrenze von 4 amol
(4 pM) wird mittels einer MS/MS-Detektion erzielt.*°!

MoRTON et al.?*® beschreiben die Uberfiihrung von 3-Nitrotyrosin in ein TFA-Oxazolinon-
Derivat, die ebenfalls eine empfindliche Detektion (NWG = 0.15 nM, 100 amol) erméglicht.
Eine relativ unempfindliche Methode mit einer Nachweisgrenze von 40 fmol (40 nM) stellt die
von JIANG et al.”® veroffentlichte Derivatisierung mit Pentafluorbenzyl(PFB)-bromid dar.

2.5 IMMUNAFFINITATSCHROMATOGRAPHIE (IAC)

Die Immunaffinitdtschromatographie (IAC) beruht auf der reversiblen Bindung eines Analyten
(z.B. ein niedermolekularer organischer Umweltkontaminant oder ein Protein) mit an einem
Tragermaterial immobilisierten Fangerantikérpern. Die Antikdrper (Immunglobuline) werden
durch Immunisierung eines Saugetiers mit einem Antigen hergestellt. Als Antigene werden
Fremdproteine, die eine Vielzahl von antigenen Determinanten (Epitope) besitzen,
eingesetzt. Epitope sind bestimmte native strukiurelle Komponenten des Fremdproteins
und/oder kleine organische Molekile (Haptene), die als solche vom Organismus nicht als
fremd erkannt werden und daher in einer chemischen Reaktion an das Fremdprotein
gebunden werden mussen (Protein-Hapten-Konjugat). Das Immunsystem wird durch die
Immunisierung zur Produktion von einer Vielzahl von Antikdrpern angeregt. Polyklonale
Antikdrper sind ein Gemisch aus Immunglobulinen mit unterschiedlichen Affinitdten zu
verschiedenen Epitopen des Antigens, wahrend monoklonale Antikérper ein Gemisch aus
Immunglobulinen mit einer identischen Affinitdt zu einem einzigen Epitop besitzen. Fir
allgemeine Erlauterungen zur Struktur, Typen und Herstellung von Antikdrpern siehe
ALBERTS et al.®"],
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2.5.1 Anreicherung und Elution

Die traditionelle Immunaffinititschromatographie nutzt hohe Affinitdten von >10°-10"" I/mol
zwischen Antikérper und Antigen.®®® Die Probe wird auf eine IAC-S&ule in einem definierten
Puffer aufgegeben und die Matrixkomponenten eluiert, wahrend der Analyt Uber den
Antikdrper an die Saule gebunden bleibt. Aufgrund der hohen Affinitat werden flr die Elution
drastische  Bedingungen bendétigt, um die  Antikdrper-Analyt-Wechselwirkungen
zu minimieren. Die in biologischen Molekilen angetroffenen nichtkovalenten Protein-Protein-
Wechselwirkungen werden in ionische (Coulomb-Anziehung) und Wasserstoffbriicken-
Bindungen, van-der-Waals-Krafte und hydrophobe Wechselwirkungen eingeteilt.*®”! Protein-
Protein-Wechselwirkungen werden durch eine pH-Wertanderung, chaotrope Salze, eine
Anderung der lonenstirke, denaturierende Verbindungen und organische Solventien
beeinflusst. Nicht-chemische Elutionstechniken wie eine Temperatur- oder Druckénderung
kdnnen ebenfalls zum Ziel der Elution des Analyten fiihren.®® Diese Art der IAC wird oft
auch als Affinitatsextraktion bezeichnet, da diese eher einem Extraktionsverfahren bzw. einer
Festphasenextraktion im off-line-Modus &hnelt.?'**'" Die Immunaffinitatschromatographie im
Sinne einer chromatographischen Technik, die durch eine kontinuierliche Elution der
Analyten charakterisiert ist, ist hingegen als weak affinity chromatography bekannt (Abschnitt
2.5.4).

2.5.2 Immobilisierung von AntikGrpern

Die Immobilisierung von Antikdrpern am Tragermaterial, das zuvor mit einem Kopplungs-
reagenz aktiviert wird, erfolgt Uber verschiedene funktionelle Gruppen der Antikdrper-
fragmente. Der Antikérper wird entweder durch Ausbildung einer kovalenten Bindung oder
aufgrund von physikalisch adsorptiven Wechselwirkungen an der Saulenmatrix fixiert.[*'23'l

Kopplung tiber Aminogruppen

Die Kopplung des Antikérpers erfolgt Uber die e-Aminogruppe von Lysin in verschiedenen
Antikérperdoméanen und der Aminogruppe der N-terminalen Aminoséauren, in deren Bereich
die Antigenbindungsstellen lokalisiert sind. Es handelt sich hierbei um eine ungerichtete,
unselektive Kopplung, so dass der Antikérper einer heterogenen Orientierung relativ zur
Trageroberflache unterliegt. Das Resultat ist ein Aktivitats- und Kapazitatsverlust aufgrund
einer induzierten Konformationsdnderung und einer erschwerten Zuganglichkeit des
Analyten an das Epitop aufgrund sterischer Effekte. Zur Aktivierung des Tragermaterials fur
einen nukleophilen Angriff der Aminogruppe finden zahlreiche Kopplungsreagenzien wie
N,N’ - Carbonyldiimidazol, Cyanogenbromid, N-Hydroxysuccinimid, Tresyl- bzw. Tosylchlorid
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Anwendung. Die Immobilisierung kann auch an Epoxid-aktivierte Trager erfolgen. Die
Bindung Uber die y- und §-Carboxylgruppe von Aspartat und Glutamat ist ebenfalls eine
Methode der ungerichteten, unselektiven Kopplung. In diesem Fall ist die Trageroberflache
mit Cyanurchlorid- bzw. Phenylendiisocyanat aktiviert worden.

Kopplung uber freie Thiolgruppen

Eine weitaus selektivere Methode der Antikdrperimmobilisierung ist die Kopplung Uber freie
Thiolgruppen der Antikérper. F(ab),-Fragmente eines Antikérpers werden so z.B. nach
enzymatischem Verdau mit Pepsin und anschlieBender Reduktion der Disulfidbriicken mit
Dithiothreitol generiert und selektiv an Divinylsulfon-, Epoxid-, Acetylbromid bzw. -iodid,
Maleinimid-, TNB-thiol-, Tresyl- und Tosylchlorid-aktivierte Matrices gebunden.

Kopplung tber die Polysacchariddoméane

Eine elegante Losung zur gerichteten, kovalenten Immobilisierung von Antikérpern stellt die
Kopplung Uber ihre Kohlenhydratdoméane dar. Sie ist in Antikdrpern ausschlieBlich am Fc-
Fragment lokalisiert. Nach einer enzymatischen oder chemischen mit Periodat
durchgefihrten oxidativen Spaltung eines Oligosaccharids werden diese Uber den
entstandenen Aldehyd an den Hydrazid-aktivierten Trager immobilisiert. Die Kopplung des
Antikdrpers kann auch mittels einer nichtkovalenten Wechselwirkung von Streptavidin
(Streptomyces avidinii) mit Biotin erfolgen. Die Affinitdtskonstante dieses Systems liegt bei
10" I/mol.B'*3'l Der Antikdrper wird hierfiir an seiner oxidierten Kohlenhydratdoméane mit
Biotinhydrazid umgesetzt und an immobilisiertes Streptavidin gekoppelt.

Kopplung uber das Fc-Fragment

Die bakteriellen Zellwandproteine Protein A und G aus Staphylococcus aureus bzw.
Streptococcus binden IgG Uber das Fc-Fragment unter physiologischen Bedingungen mit
hohen Affinitaten. Bindet man Protein A bzw. G an ein Tragermaterial kann man diese
Wechselwirkung fir eine gerichtete, selektive Immobilisierung von Antikérpern nutzen.
Allerdings muss mit einem Verlust von Antikérpern gerechnet werden, wenn

nicht-physiologische Bedingungen z. B. zur Elution des Analyten angewendet werden.

2.5.3 Tragermaterialien

Die in der Immunaffinitdtschromatographie als Trager eingesetzten Materialien lassen sich in
Polysaccharid- und Silica-basierte und organisch-synthetische Polymere einteilen (Tabelle
2 14).[318—321]
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Tabelle 2.14: Auswahl der In der Immunaffinitdtschromatographie verwendeten Trdgerma-

terialien.
" . Oberflachen-
Trager Bausteine funktion
Polysaccharide
Agarose (Sepharose) D-Galactose und 3,6-Anhydro-
L-galactose, Verknupfung: p1—4,
Verzweigung: f1—3, quervernetzt
mit Epichlorhydrin bzw. Diepoxid OH
—CH
Cellulose D-Glucose, Verknipfung: p1—4; |
quervernetzt mit Epichlorhydrin OH
Dextran (Sephadex) D-Glucose, Verknipfung: a1 —86, —(|)H2
Verzweigung: a1 —3, quervernetzt
mit Epichlorhydrin bzw. 2,3-Di-
brompropanol
Silica-basierte Trdager
Silica, porés SiO,
Controlled Pore Glass  SiO,, aus Borosilicatglas nach _Scl,)i
(CPG) Abtrennung der Boratphase mit |'
Sauren und hoher Temperatur
Org.-synth. Polymere
Polyacrylamide Copolymere aus Acrylamiden und o) o)
N,N"-Methylendiacryiamid IR AR
H R
Polyhydroxyethyl- Copolymer aus 2-Hydroxyethyl-
methacrylat (PHEMA)  methacrylat und Ethylenglycol- OH
dimethacrylat —CH,
Polyglycidyl- 2,3-Epoxypropylmethacrylat /<<|J
methacrylat
Azlacton- Copolymer aus Diacrylamiden und N CHg
funktionalisierte Azlacton-funktionialisierten _</ CHj
Polyacrylamide Monomeren 0

Perfusionsmatrix auf Copolymer aus Polystyrol und
Polystyrolbasis Divinylbenzol

An ihrer Oberflache besitzen sie funktionelle Gruppen, z.B. Hydroxyl-, Amid- und Epoxid-
funktionen. Sie kénnen funktionalisiert und fir eine Immobilisierung von Antikérpern aktiviert
werden. Die Trager werden haufig mit homo- bzw. heterobifunktionellen Verbindungen als
Nukleophile bzw. Elektrophile umgesetzt. Um eine bessere Zuganglichkeit der reaktiven
Gruppe des Antikdrpers zu dem Reaktionszentrum am Trager zu erreichen, werden auf
diese Weise Spacer in einer Lange von 4-10 Bindungen an die Matrix gebunden. Der Spacer
kann dabei die Aktivierungsgruppe bereits enthalten. Bei der Auswahl des Tragermaterials
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und des Spacers orientiert man sich an der gewtiinschten Aktivierungsmethode und dem
Reaktionspartner am Antikérper. Die neu eingeflihrte Funktionalitdt kann dabei eine zur
Oberflachengruppe entgegengesetzte Reaktivitat aufweisen.Eine wichtige Anforderung an
das Tragermaterial ist seine mechanische und chemische Stabilitdt hinsichtlich der
gewlnschten Anwendung. Die Materialen auf Silica- und die Perfusionsmatrices auf
Polystyrolbasis zeichnen sich durch eine hohe Druckstabilitdt aus und sind daher fir die
Hochleistungsimmunaffinitdtschromatographie (HPIAC) gut geeignet.?'**?% Polysaccharide,
Polyacrylamide und Polymethacrylate hingegen sind weniger druckbestédndig und kommen
daher Uberwiegend in der Niederdruckflissigkeitschromatographie oder bei off-line-
Extraktionen zur Anwendung. Ein FluB der mobilen Phase wird in diesen Fallen u.a. Gber die
Gravitation, ein angelegtes Vakuum, mit Spritzen oder mit peristaltischen Pumpen erzeugt.
Bei der IAC missen auBerdem die adsorptiven Eigenschaften des Tragermaterials
berlcksichtigt werden, um unspezifische Bindungen des Analyten zu vermeiden. In der
Regel werden die hydrophilen bioorganischen und Acrylamid- und Methacrylat-basierten
Matrices bevorzugt.

2.5.4 Weak Affinity Chromatography

Waéhrend in der traditionellen Immunaffinitdtschromatographie Wechselwirkungen zwischen
Antikdrper und Antigen mit hohen Affinititskonstanten von >10°10"" I/mol fiir eine
Anreicherung genutzt werden, kommen in der weak affinity chromatography monoklonale
Antikdrper mit niedrigen Affinititskonstanten zum Antigen von <10°I/mol zur Anwendung. Da
eine Elution des Analyten in diesem Fall meist unter isokratischen Bedingungen erfolgt und
keine drastischen Anderungen des Eluenten nétig sind, wird diese Technik im Gegensatz zur
traditionellen Affinitatsextraktion als die ,echte Affinititschromatographie* angesehen.®'"! Der
Vorteil der weak affinity chromatography ist in der Erhaltung der Aktivitdt der immobilisierten
Antikdrper wahrend der milden Elution zu sehen. Das Konzept der weak affinity
chromatography wurde erstmals von OHLSON et al.P%®3%2232% ontwickelt. Die Autoren
demonstrierten die Anwendbarkeit der Methode anhand von Trennungen von
Oligosacchariden im HPIAC-Modus. Die monoklonalen Antikérper mit Affinitatskonstanten
von = 10%-10° I/mol wurden auf druckstabilen 10-um-Silcapartikeln immobilisiert und die
Analyttrennung unter milden isokratischen Bedinungen bei unterschiedlichen Temperaturen
dargestellt.



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 AMINOSAURE- UND PROTEINANALYTIK

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten HPLC-Messungen wurden mit einem HPLC-
System von Shimadzu mit Hochdruckgradientenpumpe und einem BioLC-System von
Dionex mit Niederdruck- bzw. Hochdruckgradientenpumpe durchgefiihrt. Die Detektion

erfolgte mit einem Fluoreszenzdetektor.

3.1.1 NBD-F-Vorsaulenderivatisierung

3.1.1.1 Durchflhrung

4-Fluoro-7-nitro-benzoxadiazol (NBD-F) reagiert mit priméaren und sekundéren Aminosauren
unter alkalischen Bedingungen zu den entsprechenden NBD-F-Derivaten in einer
nukleophilen aromatischen Substitution (Abbildung 3.1).

NO,
NO, N
“00C NH, _N, Borat-Puffer : /\O
\Rr + Y pH = 8.7 N
60°C, 3 min ~“00C. _NH
F T

Abbildung 3.1: NBD-F-Vorsdulenderivatisierung von Aminosduren. Fluoreszenzanregung: 470 nm,
Fluoreszenzdetektion: 530 nm.

In Abbildung 3.2 sind zwei Varianten der NBD-F-Vorsaulenderivatisierung von Aminosauren
dargestellt. Der Unterschied der vorgestellten Methoden NBD-F-VD1 und NBD-F-VD2
besteht lediglich in dem Endschritt der Derivatisierung (Schritt 4 in Abbildung 3.2).
Als Grundlage der Methodenetablierung und -entwicklung dienten die Arbeiten von
WATANABE et al.l''?. Die Derivatisierung wird gemaB der Autoren in einer Lésung aus Borat-
Puffer (pH = 8.0) und Ethanol bei 60° C durchgefiihrt. Durch Zugabe von 460 pl 5 mM Salz-
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saure und das Abkihlen der Derivatisierungslésung auf Eis wird die Reaktion gestoppt. Es
wurden verschiedene Anderungen dieser Methode vorgenommen, die im Folgenden naher
erlautert werden. Als organisches L&sungsmittel wurde Ethanol (EtOH) durch Acetonitril
(ACN) ersetzt und EDTA dem Derivatisierungs-Puffer zugesetzt, um geman der Studie von
Mivano et al."® Stérungen der Derivatisierung durch potentiell vorhandene Metallionen zu

umgehen.

15 ul 0.2 MHOAC
30 pl ACN
(NBDF-VD1)

15l
100 mMNa,B,0,
350 UMEDTA, pH =8.7

oder

15 pl
50 mMMNBD-F
in ACN

15 ul 0.2 MHOAC
(NBDF-VD2)

4,

75 l Inkuboation
wassrige 60 _C
Probe 3 min

Abbildung 3.2: Durchfiihrung der NBD-F-Vorséulenderivatisierung nach Methode NBD-F-VD1 und
NBD-F-VD2. Verdinnungsfaktor (F,.): 2.0 (NBD-F-VD1) bzw. 1.6 (NBD-F-VD2), Injektionsvolumen
(Vin): 20 pl (Shimadzu-HPLC-System) bzw. 25 ul (Dionex-HPLC-System).

Bei Anwendung der Vorschrift von WATANABE et al. fihrt die 50fache Verdinnung der
Probenlésung zu einem deutlichen Empfindlichkeitsverlust. Daraufhin wurde auf die Zugabe
von Salzsaure verzichtet und ein geringes Volumen von 0.2 M Essigsdure (HOAC)
verwendet. Die Analytkonzentration wird in Methode NBD-F-VD1 und NBD-F-VD2 lediglich
um das 2fache verdunnt. AuBerdem wird der pH-Wert der Derivatisierungslésung in den
Pufferbereich des Essigsaure/Acetat-Puffersystems (pKs + 1) auf 5.1 herabgesetzt. Dies fuhrt
zu einer erhéhten Lebensdauer der verwendeten Silica-basierten RP-Saule und zu einem re-
produzierbaren definierten Ladungszustand der Analyten zum Zeitpunkt der Probeninjektion.
Zu Beginn der Methodenentwicklung wurde die Derivatisierungslésung ebenfalls auf Eis
abgekunhlt, dabei ist aber stets ein Niederschlag entstanden, der vor Injektion der Lésung auf
die RP-Saule durch Zugabe von ACN wieder in Lésung gebracht werden musste. Um die
Bildung eines kolloidalen Niederschlags generell zu vermeiden, wurde in Methode NBD-F-
VD1 ACN nach der Derivatisierung zugesetzt, obwohl die Lésung nur auf RT abgeklhit
wurde. In Methode NBD-F-VD2 wird das organische L&sungsmittel nicht zugegeben. Als
Variante der Derivatisierung NBD-F-VD2 wurde anstelle der Addition von 0.2 M HOAc 0.4 M
Phosphorsaure eingesetzt. Diese Variante sollte in Kombination mit der in Abschnitt 3.1.1.2
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dargestellten Gradiententrennung NBD-F-G4 mit saurem 50 mM Natriumphosphat-Puffer
(pH = 2.5) angewendet werden. Das Ziel einer hohen Stabilitdt der Retentionszeiten (Ry)
sollte erreicht werden, da sich nach Zugabe ein pH-Wert von rund 2.0-2.5 einstellt und ein
Umpuffern der Injektionslésung durch den Eluenten von einem pH-Wert von 5.1 auf 2.5
umgangen werden kann. Da Adsorptionseffekte der hydrophoben NBD-Aminosauren an den
PEEK-Oberflachen der Injektionsschleife des Autosamplers beobachtet wurden und diese zu
einer geringen Empfindlichkeit und Probenverschleppung fihren, ist dieser Ansatz nicht
weiterverfolgt worden.

Die NBD-F-Vorsaulenderivatisierung wurde auf eine quantitative Umsetzung der Amino-
sauren mittels einer Reaktionskinetik von 3-Nitrotyrosin, Tyrosin und o-Methyltyrosin unter
den Bedingungen der Methode NBD-F-VD1 Uberpruft (Abbildung 3.3).

o Nitrotyrosin
120 o Tyrosin

A o—Methyltyrosin
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Abbildung 3.3: Relative Peakflichen von 15 pmol 3-Nitrotyrosin und Tyrosin und 75 pmol a-Methyl-
tyrosin in Abhdngigkeit der Derivatisierungszeit bei 60°C (NBD-F-VD1). Die HPLC-Trennung
(Shimadzu-HPLC-System) erfolgte mit Gradient NBD-F-G1 (Abschnitt 3.1.1.2). Dargestellt sind
Mittelwert und Standardabweichung von je zwei Derivatisierungen pro Zeiteinheit.

3-Nitrotyrosin und Tyrosin zeigen bereits zum Zeitpunkt der ersten Messung nach
einer Minute ein maximales Messsignal, das im weiteren zeitlichen Verlauf auf 90 % ab-
nimmt. Das Signal von a-Methyltyrosin, das als Derivatisierungsstandard eingesetzt wird,
besitzt eine signifikante Zeitabhangigkeit. Die quantitative Umsetzung des Analyten ist erst
nach 6 min vollstandig. Diese Beobachtung kann auf eine sterische Abschirmung der
nukleophilen Aminogruppe durch den in a-Position befindlichen Methylsubstituenten zurtick-
gefuhrt werden. Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, dass a-substituierte und sekundéare

Aminosauren eine langere Reaktionszeit bendtigen als sterisch gut zugangliche priméare
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Aminoséauren. Als KompromiB wurde die Derivatisierungszeit auf 3 min festgelegt, obwohl
die Reaktion von a-Methyltyrosin zu diesem Zeitpunkt nur zu 73 % abgeschlossen ist. Hin-

sichtlich der Reproduzierbarkeit der Derivatisierung siehe Abschnitt 3.1.1.3.

3.1.1.2 HPLC-Analyse von Nitrotyrosin, Tyrosin und a-Methyltyrosin

Zur Bestimmung von 3-Nitrotyrosin, Tyrosin und a-Methyltyrosin wurde der HPLC-Gradient
NBD-F-G1 basierend auf der isokratischen Methode von KAMISAKI?®® entwickelt. KAMISAKI et
al. quantifizierten die Analyten in freier Form in Plasma und verwendeten a-Methyltyrosin als
internen Standard. Die Trennung mit dem Dreistufen-Gradienten NBD-F-G1 erfolgt mit einem
10 mM Natriumphosphat-Puffer (pH = 7.2) und Methanol (MeOH) als HPLC-Eluenten auf der
analytischen C18-RP-Saule Nucleodur von Macherey&Nagel. Es wird eine effiziente
Abtrennung des fluoreszierenden Nebenproduktes NBD-OH von den drei Analyten erreicht
(Abbildung 3.4). Die Ri-Prazision von Messungen an zwei aufeinanderfolgenden Tagen liegt
deutlich unter 1 % (Tabelle 3.1). Signifikante Ri-Verschiebungen von rund 0.4 min zwischen
verschiedenen Messserien konnten sich jedoch bei einer mehrtatigen Standzeit der RP-
Saule trotz ausreichenden Spuilens und Lagerung ergeben.

Tabelle 3.1: Retentionszeiten von 2x7 Aminosdurestandardlésungen (0.01,
0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 und 0.30 uM 3-Nitrotyrosin, Tyrosin und
a-Methyltyrosin, N = 14) nach Derivatisierung NBD-F-VD1 und HPLC-
Trennung mit Gradient NBD-G1.

AA R; Prazision”
[min] [%]
Ntyr 19.71 + 0.13 0.65
Tyr 20.89 + 0.12 0.55
Mtyr 21.77 + 0.19 0.88

(1) - relative Standardabweichung.

Kalibriergeraden von 3-Nitrotyrosin, Tyrosin und a-Methyltyrosin sind in Abbildung 3.5
dargestellt. Die relativen Signalstarken und Steigungen von 3-Nitrotyrosin und Tyrosin sind
nahezu identisch, beide Analyten werden daher mit gleichhoher Empfindlichkeit detektiert.
Die Steigung von o-Methyltyrosin hingegen ist unter den gewdahlten Bedingungen
(NBD-F-VD1/NBD-F-G1) um den Faktor 2 kleiner. Der interne Standard wird daher weniger
empfindlich nachgewiesen. Dieses Resultat spiegelt sich auch in den Nachweis(NWG)- und
Bestimmungsgrenzen (BG) der Analyten wider. Die Nachweisgrenzen belaufen sich auf 10,
13 und 19 nM bzw. 100, 130 und 190 fmol (on column) far 3-Nitrotyrosin, Tyrosin und
o-Methyltyrosin.
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Abbildung 3.4: HPLC-FD-Standardchromatogramm von 0.2 uM 3-Nitrotyrosin, Tyrosin und
1 UM a-Methyltyrosin nach Derivatisierung NBD-F-VD1. HPLC-Parameter (Shimadzu-HPLC-System):
Injektionsvolumen: 20 ul, Sdule Nucleodur (250x4 mm, 100 A, 5 um, C18-RP, ec), Sdulentemperatur:
30°C, Flussrate: 0.5 mli/min. Eluent A: 10 mM Natriumphosphat-Puffer (pH = 7.2), Eluent B: MeOH,
Gradient (NBD-F-G1): 0-4 min 40 % B, 4-5 min 40-55 % B, 5-10 min 55 % B, 10-20 min 55-80 % B,
20-22 min 80-100 % B, 22-34 min 100 % B, 34-35 min 100-40 % B, 35-48 min 40 % B. Fluoreszenz-
anregung: 470 nm, Fluoreszenzdetektion: 530 nm.
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Abbildung 3.5: Kalibrierung von 3-Nitrotyrosin, Tyrosin und a-Methyltyrosin nach Derivatisierung
NBD-F-VD1 und HPLC-Trennung (Shimadzu-HPLC-System) mit Gradient NBD-G1. Die Datenpunkte
(N = 6 bzw. 7) zeigen Mittelwert und Standardabweichung von je zwei Derivatisierungen (N’ = 2) von
zwei aufeinanderfolgenden Messtagen.



68 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Bestimmungsgrenzen liegen bei 35, 45 bzw. 63 nM. Die on column-Nachweisgrenze von
3-Nitrotyrosin entspricht der von KAMISAKI et al. ermittelten Nachweisgrenze von 0.1 pmol
(S/N = 3). Die Berechnung der absoluten on column-Nachweis- bzw. Bestimmungsgrenzen
erfolgte wie in Abschnitt 5.4.2 beschrieben aus dem von der Derivatisierungsmethode
abhéngigen Verdunnungsfaktor (Fe = 2), dem Injektionsvolumen (Vi,j= 20 pl) und den auf
die Probenlésung bezogenen relativen Nachweis- bzw. Bestimmungsgrenzen. Als weitere
HPLC-Methode zur Bestimmung von 3-Nitrotyrosin und Tyrosin in Umweltproben kam der
Vierstufen-Gradient NBD-F-G2 zur Anwendung (Abbildung 3.6). Dieser Gradient wurde
verwendet, da es weder mit Methode NBD-F-G4 noch NBD-F-G1 mdglich war, Stérkompo-
nenten aus den Umweltproben, die im Ri-Bereich von 3-Nitrotyrosin eluieren, aufzul6sen
(Abschnitt 3.3.6).
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Abbildung 3.6: HPLC-FD-Standardchromatogramm von 0.2 uM AA-S-18, 3-Nitrotyrosin, Norleucin und
0.4 uM o-Methyltyrosin nach Derivatisierung NBD-F-VD2. HPLC-Parameter (Dionex-P580HPG-
System): Injektionsvolumen: 25 ul, Saule Nucleodur (250x4 mm, 100 A, 5um, C18-RP, ec),
Séulentemperatur: 32°C, Flussrate: 1.0 ml/min. Eluent A: 50 mM Natriumphosphat-Puffer (pH = 2.5),
Eluent B: MeOH, Gradient (NBD-F-G2): 0-2 min 20 % B, 2-3 min 20-30 % B, 3-5 min 30-45 % B, 5-
50 min 45-70 % B, 50-51 min 70-80 % B 51-61 min 80 % B, 61-62 min 80-20 % B, 62-77 min 20 % B.
Fluoreszenzanregung: 470 nm, Fluoreszenzdetektion: 530 nm.



AMINOSAURE- UND PROTEINANALYTIK 69

3.1.1.3 HPLC-Analyse von proteinogenen Aminosauren

Gradientenoptimierung

Zur Chromatographie von proteinogenen Aminosauregemischen wurde der Gradient NBD-F-
G1 modifiziert. Die Trennung mit dem Dreistufen-Gradienten NBD-F-G3 erfolgte ebenfalls
mit 10 mM Natriumphosphat-Puffer (pH = 7.2) und MeOH auf der analytischen C18-RP-
Séule Nucleodur von Macherey&Nagel (Abbildung 3.7). In diesem Fall werden 11
proteinogene Aminosduren und 3-Nitrotyrosin getrennt. Die polaren Aminosauren Aspartat
und Glutamat eluieren kurz nach dem Totvolumen der S&ule. Eine gute Separation der
unpolaren Aminosauren konnte erzielt werden. Eine Coelution von NBD-OH mit Serin und
Glycin, die nach ZHANG et al.®®! die haufigsten Aminos&uren in Feinstaub sind, konnte jedoch
unter diesen Bedingungen nicht aufgeldst werden. Die Elution von Histidin und Arginin wurde
nicht individuell Uberpruft. Es kann aber angenommen werden, dass diese ebenfalls mit
NBD-OH coeluieren. AuBerdem wurde ein peak fronting einzelner Aminosauren beobachtet.
Diese Methode wurde daher nicht zur Aminosaurebestimmung in Proteinhydrolysaten und

Umweltproben verwendet.
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Abbildung 3.7: HPLC-FD-Standardchromatogramm von 5uM AA-S-18 und 3-Nitrotyrosin nach
NBD-F-Derivatisierung NBD-F-VD1. HPLC-Parameter (Dionex-GP50-System): Injektionsvolumen:
25 ul, Saule Nucleodur (250x4 mm, 100 A, 5 um, C18-RP, ec), Saulentemperatur: 37 C, Flussrate:
1.0 mi/min. Eluent A: 10 mM Natriumphosphat-Puffer (pH = 7.2), Eluent B: MeOH, Gradient (NBD-F-
G3): 0-10 min 15 % B, 15-25 min 15-40 % B, 25-30 min 40 % B, 30-42 min 40-80 % B, 42-44 min 80-
100 % B, 44-54 min 100 % B, 54-56 min 100-15 % B, 56-66 min 15 % B. Fluoreszenzanregung:
470 nm, Fluoreszenzdetektion: 530 nm. RP = Reagenzienpeak.
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Als Alternative wurde daraufhin eine pH-Wertédnderung des Puffers in den sauren Bereich in
Erwagung gezogen. Die Trennung mit dem Vierstufen-Gradienten NBD-F-G4 erfolgte mit
50 mM Natriumphosphat-Puffer (pH = 2.5) und MeOH als HPLC-Eluenten (Abbildung 3.8).
Insgesamt werden 15 proteinogene Aminosduren, 3-Nitrotyrosin, der Hydrolyse- und der
Derivatisierungsstandard Norleucin und a-Methyltyrosin akzeptabel getrennt. Unter den
sauren Bedingungen sind die NBD-F-Derivate von Histidin und Arginin die Verbindungen mit
der hoéchsten Polaritdt, da diese zuerst von der RP-Saule eluieren. Das Lysinderivat
hingegen eluiert aufgrund der 2fachen Derivatisierung erst deutlich spater, obwohl nichtderi-
vatisiertes Lysin neben Histidin und Arginin zu den polarsten Aminosauren zahlt. Serin
konnte von NBD-OH nicht getrennt werden. Aspartat eluiert in der rechten Flanke des NBD-
OH-Peaks. Glutamat und Threonin sind in dem gezeigten HPLC-Chromatogramm nur partiell
aufgel6st. Bei zunehmender Alterung der Saule (hohe Anzahl von Injektionen) coeluieren
beide vollstdndig, so dass Glutamat und Threonin als Peakpaar quantifiziert wurden. Die
unpolaren Aminosauren Phenylalanin, Isoleucin und Leucin werden nicht so gut aufgelést

wie bei Verwendung von neutralem Natriumphosphat-Puffer (NBD-F-G3).
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Abbildung 3.8: HPLC-FD-Standardchromatogramm von 0.2 uM AA-S-18, 3-Nitrotyrosin, Norleucin und
1 uM Methyltyrosin nach Derivatisierung NBD-F-VD2. HPLC-Parameter (Dionex-P580HPG-System):
Injektionsvolumen: 25 ul, Sdule Nucleodur (250x4 mm, 100 A, 5 um, C18-RP, ec), Sdulentemperatur:
32<C, Flussrate: 1.0 mi/min, Eluent A: 50 mM Natriumphosphat-Puffer (pH = 2.5), Eluent B: MeOH,
Gradient (NBD-F-G4): 0-2 min 20 % B, 2-25 min 20-30 % B, 25-27 min 30-45 % B, 27-50 min 45-
70 % B, 50-51 min 70-80 % B, 51-61min 80 % B, 61-62 min 80-20 % B, 62-77 min 20 % B.
Fluoreszenzanregung: 470 nm, Fluoreszenzdetektion: 530 nm. RP = Reagenzienpeak.
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Die Methode NBD-F-VD2/NBD-F-G4 wurde kalibriert (Abschnitt 5.4.1) und Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen (Abschnitt 5.4.2) bestimmt. In Tabelle 3.2 sind die Retentionszeiten
der an drei Tagen erfolgten Messungen von 15 Aminosaurestandardiésungen aufgelistet.
Die Ri-Prazision liegt bei <1.3 %. Die niedrigste Ri-Reproduzierbarkeit zeigten die Derivate
der frih bis 26.0 min eluierenden, die héchste Ri-Reproduzierbarkeit die unpolaren Amino-
sauren (0.2 %). Eine weitere Reduzierung des pH-Wertes des Natriumphosphat-Puffers auf
unter 2.0 wurde in Erwdgung gezogen, um eine bessere Selektivitat im Elutionsbereich des
NBD-OH-Peaks durch Protonierung der Carboxylgruppen und Erhéhung der Hydrophobizitat
von Serin und Aspartat zu erreichen.

Tabelle 3.2: Retentionszeiten von 3x5 Aminosdurestandardiésungen (0.01,
0.05, 0.20, 0.40 und 0.60 uM AA-S-18, 3-Nitrotyrosin und Norleucin, N = 15)
nach Derivatisierung NBD-F-VD2 und HPLC-Trennung mit Gradient NBD-

G4.

AA R Prazision'"
[min] [%]
His 6.03 + 0.04 0.70
Arg 9.67 + 0.08 0.79
Asp 1442 + 0.19 1.31
Gly 15.75 + 0.07 0.46
Glu 20.32 + 0.21 1.04
Thr 20.76 + 0.20 0.98
Ala 26.00 + 0.21 0.81
Pro 29.44 + 0.09 0.31
Met 36.00 + 0.09 0.25
Val 36.75 + 0.08 0.21
(Cys),® 3751 + 0.16 0.42
Lys 38.17 + 0.07 0.17
Phe 41.75 + 0.10 0.25
lle 4215 + 0.07 0.17
Leu 4254 + 0.07 0.17
Nleu 43.27 + 0.08 0.18
Ntyr 47.92 + 0.08 0.17
Tyr 49.51 + 0.09 0.18
Mtyr® 51.12 + 0.09 0.17

(1) - relative Standardabweichung; (2) - in den Konzentrationen 0.02, 0.1, 0.4, 0.8 und
1.2 umol/l; (3) - in den Konzentrationen 0.005, 0.025, 0.1, 0.2 und 0.3 umol/l.

Herkdmmliche Silica-basierte RP-Saulen besitzen allerdings bei sehr saurem pH-Wert (<2.0)

eine geringe Stabilitdt. Da kommerziell erhaltliche RP-Saulen mit einer erhdéhten pH-
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Wertstabilitdt sehr teuer sind, wurden entsprechende Optimierungen nicht vorgenommen.
Ein weiterer Optimierungsansatz sollte die Fahigkeit der GP50-Niederdruckgradientenpumpe
zur simultanen Mischung von bis zu vier Eluenten nutzen, um einen Gradienten von saurem
zu neutralem pH-Wert zu erzeugen. Abbildung 3.9 zeigt ein entsprechendes HPLC-
Chromatogramm. Die Trennung von 13 proteinogenen Aminosauren erfolgte mit 50 mM
Natriumphosphat-Puffer pH = 2.5 und pH = 7.2 und ACN mit dem ternaren Multistufen-
Gradienten NBD-F-G5. Es konnte eine gute Trennung der polaren Aminosaurederivate
einschlieBlich der Separation von Serin und NBD-OH erzielt werden. Glycin und Threonin
hingegen coeluieren mit Glutamat bzw. einem Nebenprodukt der Derivatisierung. Die
unpolaren NBD-F-Derivate einschlieBlich Tyrosin und 3-Nitrotyrosin werden im Vergleich zu
NBD-F-G4 nicht separiert. Da die quartare GP50-Niederdruck- gegen die binare P580HPG-
Hochdruckgradientenpumpe ausgestauscht wurde, sind keine weiteren Optimierungsexperi-
mente dieses Gradienten unternommen worden.

—— 50 mM Phosphat (pH = 2.5)
1000 50 mM Phosphat (pH = 7.2) 100
Acetonitril Leu/lle

800 Phe - 80
— Val
>
3 Thr/RP ’
- Ala
S 600 Gly/Glu ' I -1 60 —_
- ; R
e £
ﬁ His 1O ' 3 g
9 400 N Lys. R 1 40 m
g Tyr/Ntyr
TH

200 - 20

0 s \ UL i e e e I e e e Hamamam N ¢
0 5 10 15 20 25 30 35 40

R, [min]

Abbildung 3.9: HPLC-FD-Standardchromatogramm von 4 uM AA-S-18 und 3-Nitrotyrosin nach
Derivatisierung NBD-F-VD1. HPLC-Parameter (Dionex-GP50-System): Injektionsvolumen: 25 yl,
Saule Nucleodur (250x4 mm, 100 A, 5um, C18-RP, ec), Saulentemperatur: 30<C, Flussrate:
1.0 mi/min. Eluent A: 50 mM Natriumphosphat-Puffer (pH = 2.5), Eluent B: 50 mM Natriumphosphat-
Puffer (pH = 7.2), Eluent C: ACN, Gradient (NBD-F-G5): 0-1 min 90 % A, 0 % B, 10 % C, 1-1.5 min
90-85% A, 0% B, 10-15% C, 1.5-16 min 85 % A, 0% B, 15 % C, 16-20 min 85-10 % A, 0-70 % B,
15-20 % C, 20-35 min 10-0 % A, 70-50 % B, 20-50 % C, 35-36 min 0 % A, 50-40 % B, 50-60 % C, 36-
46 min 0 % A, 40 % B, 60 % C, 46-47 min 0-90 % A, 40-0 % B, 60-10 % C, 47-57 min 90 % A, 0 % B,
10 % C. Fluoreszenzanregung: 470 nm, Fluoreszenzdetektion: 530 nm. RP = Reagenzienpeak.
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Kalibrierung

Es wurde eine 6-Punkt-Kalibrierung der Methode NBD-F-VD2/NBD-F-G4 durchgefiihrt
(Abbildung 3.10, Abbildung 3.11 und Abbildung 3.12). Hierfir wurden funf Kalibrierlésungen
der Konzentrationen 0.01, 0.05, 0.2, 0.4, 0.6 uM hergestellt, jeweils 3-mal derivatisiert und
chromatographisch getrennt. Der mittlere Aminosauregehalt von Wasser wurde aus 4 Blind-
derivatisierungen ermittelt und als Blindwert in die Kalibrierung einbezogen. Alle Amino-
sauren zeigen eine lineare Abhangigkeit von Signal und Konzentration. Die Kalibrierung von
Glycin erwies sich als problematisch, da stets ein hoher Blindwert beobachtet wurde.
Aufgrund der niedrigeren Glycin-Blindwerte von Wasser, die mittels der OPA-Methode
ermittelt wurden, ist es sehr wahrscheinlich, dass es sich hierbei um einen Reagenzienpeak
handelt. Der Blindwert variierte von einem Messtag zum darauffolgenden so stark, dass
lediglich die Glycinmessungen eines Tages flir die Kalibrierung herangezogen werden
konnten und die des Vortages verworfen werden mussten. Valin, Isoleucin, Phenylalanin,
Leucin und Norleucin werden - gemessen an ihrer Steigung m - mit Werten von 72-
84 (mV-min-l)/umol am empfindlichsten nachgewiesen. Histidin, Methionin, Cystin und
o-Methyltyrosin  besitzen um den Faktor 4-14 niedrigere Empfindlichkeiten von 6-
18 (mV-min-l)/umol. Die relativen Standardabweichungn der Peakflachen als MaB fur die
Reproduzierbarkeit der Derivatisierung NBD-F-VD2 sind in Tabelle 3.3 dargestellt. Im Kon-
zentrationsbereich von 0.05-0.6 uM betragen sie mit Ausnahme der NBD-F-Derivate von
Arginin und Lysin 0.6-22.1 %. Eine hohe Reproduzierbarkeit der Derivatisierung von Arginin
und Lysin im unteren und mittleren Konzentrationsbereich ist nicht gewahrleistet. Es ist mit
Abweichungen von bis zu 38 % fir Arginin und 36 % fur Lysin in ihrer Response nahe der

Bestimmungsgrenze zu rechnen.
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Abbildung 3.10: Kalibrierung von Histidin, Arginin, Aspartat, Glycin, Glutamat/Threonin und Alanin
nach Derivatisierung NBD-F-VD2 und HPLC-Trennung mit Gradient NBD-F-G4. Die Datenpunkte (N =
6) zeigen Mittelwert und Standardabweichung von je drei bzw. 4 Derivatisierungen (N’=3 bzw. N’ =
4). Die HPLC-Messungen erfolgten an drei Messtagen.



AMINOSAURE- UND PROTEINANALYTIK

75

Prolin

25

201

y = 38.64x + 0.04
R’ = 0.9998

Flache [mV*min]

0 T T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Konzentration [umol/l]
Valin
50
y =75.28x - 0.10
R’ = 0.9992
£
E
>
E
(]
K=
(%]
(T
[
0 T T T T T T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Konzentration [umol/l]
Lysin
25
y =33.37x - 0.30
R’ = 0.9980
204
=
‘€ 15+
5
E
2 10+
(%]
E
[
54
0 T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

Konzentration [umol/l]

Methionin
10
y =13.93x - 0.038
R’ = 0.9987
8 -
=
£ 6-
5
E
2 4
O
H]
[
2
0 T T T T T T T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Konzentration [pmol/l]
Cystin
6
y =17.81x - 0.052
5| R®=0.9975
4]
E
>
E°]
Q
S
:@® 2+
i
14
0 T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3
Konzentration [umol/I]
Phenylalanin
50
y =71.87x + 0.028
R’ = 0.9997
40
=
'E 304
5
E
£ 204
(3]
ot
i
104
0 T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

Konzentration [umol/]

Abbildung 3.11: Kalibrierung von Prolin, Methionin, Valin, Cystin, Lysin und Phenylalanin nach
Derivatisierung NBD-F-VD2 und HPLC-Trennung mit Gradient NBD-F-G4. Weitere Erlduterungen vgl.

Abbildung 3.10.
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Abbildung 3.12: Kalibrierung von Isoleucin, Leucin, Norleucin, 3-Nitrotyrosin, Tyrosin und a-Methyl-
tyrosin nach Derivatisierung NBD-F-VD2 und HPLC-Trennung mit Gradient NBD-F-G4. Weitere

Erlduterungen vgl. Abbildung 3.10.
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Tabelle 3.3: Relative Standardabweichung [%] der Peakflichen von Aminosédurestandarad-
l6sungen der in Abbildung 3.10, Abbildung 3.11 und Abbildung 3.12 dargestellten Kalibration
(Derivatisierung NBD-F-VD2, Gradient NBD-F-G4).

AA Konzentration

0.01 0.05 0.2 0.4 0.6
[umol/1]

His 14.9 6.6 12.4 5.0 1.4
Arg 51.0 38.0 22.6 13.0 7.1
Asp 10.0 12.6 11.4 4.2 1.9
Gly 13.1 14.6 7.1 1.1 2.0
Glu/Thrt" 8.7 3.4 8.4 5.4 2.1
Ala 57.7 12.9 9.0 7.0 0.6
Pro 18.3 5.6 1.9 5.0 1.4
Met 32.2 10.0 2.6 3.0 7.5
Val 7.7 15 8.5 4.9 3.1
(Cys),? 19.5 11.0 9.2 8.7 3.4
Lys 40.4 36.4 22.5 9.4 4.6
Phe 7.9 19.0 11.7 5.2 0.9
lle 8.6 2.0 9.0 5.1 2.5
Leu 7.7 2.5 8.7 5.2 1.9
Nleu 9.6 2.6 7.9 15 2.9
Ntyr 21.6 3.8 6.0 3.1 2.9
Tyr 9.3 22.1 4.6 4.4 3.2
Mtyr" 14.2 2.6 5.4 5.6 0.9

(1) - in den Konzentrationen 0.02, 0.1, 0.4, 0.8 und 1.2 umol/l; (2) - in den Konzentrationen 0.005, 0.025,
0.1, 0.2 und 0.3 pmol/l.

Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Methode NBD-F-VD2/NBD-F-G4 wurden
sowohl aus Kalibrierkenndaten geman DIN 32645 als auch aus Messungen von Blindwerten
mittels der Blindwertmethode ermittelt (Abschnitt 5.4.2). Die héchste Nachweisgrenze beider
Verfahren wurde als Quantifizierungskriterium fir die Aminosaurebestimmung in den analy-

sierten Protein- und Feinstaubproben zugrundegelegt.
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Tabelle 3.4: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen ermittelt aus 4
Blindwerten (Blindwertmethode) und aus Kalibrierkenndaten geméan
DIN32645 der in Abbildung 3.10, Abbildung 3.11 und Abbildung 3.12
gezeigten Kalibrierung (0.0-0.6 uM, N = 6, N’ = 3, Kalibriermethode).
Die HPLC-Analyse erfolgte nach Derivatisierung NBD-F-VD2 mit
Gradient NBD-F-G4. Verdinnungsfaktor (F,,): 1.6, Injektionsvo-
lumen (Viy): 25 pl. Fett gedruckte Werte représentieren die héchsten

NWG.
AA Blindwertmethode Kalibriermethode
NWG BG NWG BG
[nmol/]
His 10.5 31.6 12.9 25.8
Arg 0 0 20.4 40.8
Asp -0 M 22.1 44.2
Gly 189.2 583.1 37.2 74.3
Glu/Thr 25.8 70.2 13.6 52.2
Ala 11.1 21.9 11.9 237
Pro 6.5 20.1 6.6 13.1
Met 0 0 16.7 33.4
Val 8.4 19.7 13.6 27.3
(Cys), 15.5 40.5 1.8 23.6
Lys -0 -0 21.2 42.4
Phe 15 5.1 7.8 15.6
lle 0 0 13.5 27.0
Leu 9.9 26.2 9.6 19.3
Nleu 7.2 17.9 10.6 21.2
Ntyr -0 M 11.6 23.3
Tyr N M 14.6 29.2
Mtyr -0 M 44.6 89.2

(1) - kein Blindwert.

Die NWG liegen im unteren nM-Bereich (6.6-25.8 nM) mit Ausnahme von a-Methyltyrosin
und Glycin (44.6 nM bzw. 0.19 uM). Die on column-NWG belaufen sich demnach unter
Beriicksichtigung des Verdinnungsfaktors und des Injektionsvolumens auf 103-403 fmol
bzw. 697 fmol und 2.96 pmol fir o-Methyltyrosin und Glycin. Die NWG von Glycin und
Glutamat/Threonin werden deutlich von den Blindwerten dominiert. Die BG der Kalibrier-

methode sind um das 2fache hoéher als die NWG.
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3.1.2 OPA/MPA-Vorsaulenderivatisierung

Die HPLC-Messungen mit den in diesem Abschnitt vorgestellten Methoden wurde mit der
P580HPG-Hochdruckgradientenpumpe des Dionex-HPLC-Systems durchgefiihrt.
3.1.2.1 Durchflhrung

o-Phthaldialdehyd (OPA) reagiert mit primaren Aminosauren unter alkalischen Bedingungen
in Anwesenheit von 3-Mercaptopropionsaure (MPA) zu Thiol-substituierten Isoindol-Amino-
saurederivaten (Abbildung 3.13). Sekundare Aminosauren reagieren nicht.

o ///coo

_ - Borat-Puffer S _
H . TOOC._NH, |, ///COO — A coo
R 23°C, 5 min = R

Abbildung 3.13: OPA/MPA-Vorséulenderivatisierung von Aminosduren. Fluoreszenzanregung:
330 nm, Fluoreszenzdetektion: 460 nm.

Alle Proben wurden nach der in Abbildung 3.14 gezeigten Methode OPA-VD1 mithilfe des
Software-gesteuerten AS50-Autosampler-Probengebers nach Empfehlungen von MOLNAR-
PERL et al.l''*'? derivatisiert.

40 pl
OPA/MP A-Reagenz-

I6sung

100 pl Inkub?lion
waéssrige 23 _C
Probe 5 min

Abbildung 3.14: Durchfiihrung der OPA/MPA-Vorséulenderivatisierung nach Methode OPA-VD1. Die
OPA/MPA-Reagenziésung enthélt 30 mM o-Phthaldialdehyd (OPA), 92 mM 3-Mercaptopropionséure
(MPA), 278 uM EDTA und 1 % SDS in 160 mM Borat-Puffer (pH = 9.5). Verdiinnungsfaktor (F,e): 1.7,
Injektionsvolumen (Viy): 25 ul (Dionex-HPLC-System).

Das Verhéltnis OPA/MPA in der Derivatisierungslésung betragt 1/3, wahrend das OPA-
Reagenz bei Umsetzung einer 0.2 uM Aminosaurestandardlésung im 3 000fachen Uber-
schuss vorliegt. EDTA wurde nach Mivano et al'® als Komplexbildner in 30fachem



80 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Uberschuss zur Gesamtaminos&ure-Stoffmenge zugesetzt. Die Anwesenheit von SDS fiihrt
nach JONES'® zu einer héheren Fluoreszenz-Response von Lysin. Der pH-Wert der Lésung
wird durch Zugabe von 1 M HOAc auf 5.1 herabgesetzt. Hinsichtlich der Reproduzierbarkeit
der Derivatisierung siehe Abschnitt 3.1.2.2.

3.1.2.2 HPLC-Analyse von proteinogenen Aminosauren

FOr die Aminosdaureanalyse von Aminosaurestandardlésungen, Protein- und Feinstaub-
hydrolysaten erfolgte die Trennung der Isoindol-Aminosauren nach Derivatisierung OPA-VD1
mit dem Sechsstufen-Gradienten OPA-G1. Als Eluenten wurden als wéassrige Phase ein
50 mM Natriumacetat-Puffer mit 0.044 % Triethylamin (pH = 6.5) und als organische Phase
ein MeOH/ACN(1:1)-Gemisch eingesetzt. Eine Trennung von 15 proteinogenen Amino-
sauren, Ornithin und Norvalin wird auf der analytischen C12-RP-S&ule Synergi MaxRP von
Phenomenex erzielt (Abbildung 3.15). Eine Basislinientrennung von Glycin und Threonin
sowie Valin und Methionin konnten jedoch nicht erzielt werden. Alle Aminosauren zeigen mit
Ausnahme von Histidin, Glycin, Ornithin und Lysin eine vergleichbare Response. Diese
Aminoséauren eluieren je nach Derivatisierungsbedingungen aufgrund der Reaktion mit bis zu
drei OPA-Molekiilen in Form von mehreren Peaks.''""® Zwei Signale im HPLC-FD-
Standardchromatogramm konnten Ornithin zugeordnet werden. In Abbildung 3.16 ist ein
Korrelationsdiagramm der Peakflachen der als Ornithin identifizierten Derivate dargestellt.
Der Korrelationskoeffizient R® bestétigt die Zuordnung. Das Peakflachenverhéltnis von
Ornithin 1 zu Ornithin 2 betrdgt 78 % und kann neben R; als ein weiteres
Identifizierungskriterium in den untersuchten Realproben herangezogen werden. Histidin,
Lysin und Glycin bilden offensichtlich unter den Bedingungen der Derivatisierungsmethode
OPA-G1 keine weiteren Derivate. Als interner Standard wurde Norvalin eingesetzt, da
Norleucin mit Leucin coeluiert. 3-Nitrotyrosin wurde in einer Konzentration von 0.1 uM mit
Methode OPA-VD1/OPA-G1 analysiert. Ein entsprechender Peak wurde in dieser Konzentra-
tion jedoch nicht beobachtet. Eine sehr gute Ri-Reproduzierbarkeit ist fir alle Amino-
saurederivate gegeben. Die Prazision von Messungen an zwei aufeinanderfolgenden
Messtagen liegt mit Ausnahme der polaren OPA/MPA-Derivate von Aspartat und Glutamat
bei 0.1-0.2 % (Tabelle 3.5).
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Abbildung 3.15: HPLC-FD-Standardchromatogramm von 0.2 uM AA-S-18, Norvalin und 1 uM Ornithin
nach Derivatisierung OPA-VD1. HPLC-Parameter (Dionex-P580HPG-System): Injektionsvolumen:
25 pl, Sdule Synergi MaxRP (250x4.6 mm, 80 A, 4 um, C12-RP), Saulentemperatur: 37 °C, Flussrate:
1.0 mi/min. Eluent A: 50 mM Natriumacetat-Puffer, 0.044% TEA (pH = 6.5), Eluent B: MeOH/ACN
(1:1), Gradient OPA-G1: 0-5min 10 % B, 5-7min 10-15 % B, 7-10 min 15-17 % B, 10-20 min 17-
30 % B, 20-28 min 30-38 % B, 28-35 min 38-51.5 % B, 35-36 min 51.5-90 % B, 36-47 min 90 % B, 47-
48 min 90-10 % B, 48-54 min 10 % B. Fluoreszenzanregung: 330 nm, Fluoreszenzdetektion: 460 nm.
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Abbildung 3.16: Korrelation der Peakfldchen von Ornithin 1 und Ornithin 2 in den Konzentrationen 0,
0.025, 0.1, 0.3, 0.5 und 1.0 uM.
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Tabelle 3.5: Retentionszeiten von 2x5 Aminosdurestandardiésungen (0.005,
0.02, 0.06, 0.1 und 0.2 umol/l AA-S-18 und Norvalin, N = 10). Die HPLC-
Analyse erfolgte nach Derivatisierung OPA-VD1 mit HPLC-Trennung OPA-

G1.
AA R, Prazision'"
[min] [%]
Asp 529 + 0.03 0.56
Glu 6.57 = 0.04 0.65
Ser 11.04 + 0.02 0.18
His 12.99 + 0.02 0.19
Gly 14.09 + 0.03 0.19
Thr 1448 + 0.02 0.15
Arg 15.43 + 0.03 0.16
Ala 17.60 = 0.02 0.14
Tyr 20.15 + 0.03 0.13
Val 25.31 = 0.03 0.12
Met 25.57 + 0.03 0.12
Nval 26.61 = 0.03 0.12
Phe 29.01 = 0.04 0.13
lle 29.77 = 0.04 0.12
Orn 1® 30.75 = 0.06 0.20
Leu 31.33 = 0.03 0.11
Lys 32.47 + 0.05 0.14
Orn 2% 33.46 + 0.04 0.12
(1) - relative Standardabweichung; (2) - in den Konzentrationen 0.025, 0.1, 0.3, 0.5,
1.0 umol/l.
Kalibrierung

Far die Quantifizierung von Aminosauren in Protein- und Feinstaubhydrolysaten wurden
prinzipiell 5- bzw. 6-Punkt-Kalibrierungen durchgefiihrt (Abbildung 3.17, Abbildung 3.18 und
Abbildung 3.19). Hierflr wurden 4 bzw. 5 Kalibrierldésungen der Konzentration 0.02, 0.06, 0.1
und 0.2 umol/I oder 0.005, 0.02, 0.06, 0.1 und 0.2 umol/l jeweils 2-mal derivatisiert und
chromatographisch getrennt. Der mittlere Aminosauregehalt von Wasser wurde aus 4 oder 5
Blindderivatisierungen ermittelt und als Blindwert in die Kalibrierung einbezogen. Die Qualitat
der Derivatisierungsreagenzien konnte dadurch ebenfalls Uberwacht werden. Als Kriterium
fOr die Linearitat wurde der visuelle Linearitatstests angewendet. Histidin, Arginin, Ornithin 1,
Ornithin 2 und Lysin wurden zuséatzlich auf eine bessere Regression durch Annahme einer
quadratischen Korrelation geprift. Bei einer besseren relativen Verfahrensstandardab-
weichung V,, der quadratischen Regression wurde mit dem Anpassungstest nach Mandel
auf Signifikanz getestet.**? Bestatigte sich diese, so wurde die lineare Kalibrierung
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verworfen und die quadratische Funktion als Kalibrierfunktion angewendet. Je sieben
Kalibrierungen von Histidin, Arginin, Ornithin 1, Ornithin 2 und Lysin wurden auf diese Weise
untersucht. Die quadratische Regression von Histidin, Lysin und Ornithin 1 zeigten stets eine
bessere V,, und ein besseres BestimmtheitsmaB RP. Eine Signifikanz wurde hingegen nur
bei je einer bzw. zwei Kalibrierungen nachgewiesen. In insgesamt finf bzw. sechs der
sieben Kalibrierungen zeigten die quadratischen Regressionen flr Arginin und Ornithin 2
ebenfalls eine bessere V,,. Der Anpassungstest nach Mandel bestétigte allerdings in nur
einem Fall von Ornithin 2 eine Signifikanz.

Die Kalibrierung wurde an zwei aufeinanderfolgenden Messtagen durchgefthrt. Valin,
Isoleucin, Serin, Leucin und Methionin werden - gemessen an ihrer Steigung m - mit Werten
von >250 (mV:min-l)/umol am empfindlichsten nachgewiesen. Histidin, Lysin und Ornithin
besitzen um das 2fache niedrigere Empfindlichkeiten von <122 (mV:min-l)/umol. Um einen
Eindruck Uber die Stabilitdt der Methode zu gewinnen, wurden die Steigungen von acht in
einem Zeitraum von sieben Monaten durchgefihrten Kalibrierungen verglichen. Far 13
Aminosauren wurden relative Standardabweichungen von 5-8 % ermittelt. Die Steigungen
der linearen Kalibierfunktionen der basischen Aminosauren Histidin, Arginin und Lysin jedoch
variierten um 14-15 %, die von Ornithin 1 und Ornithin 2 sogar um 19 bzw. 31 %.
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Abbildung 3.17: Kalibrierung von Aspartat, Glutamat, Serin, Histidin, Glycin und Threonin nach
Derivatisierung OPA-VD1 und HPLC-Trennung mit OPA-G1. Die Datenpunkte (N =6) zeigen
Mittelwert und Standardabweichung von je zwei Derivatisierungen (N’ = 2) einer Aminos&durestandard-
lésung (AA-S-18, Norvalin und Ornithin) der angegebenen Konzentrationen. Die HPLC-Messungen
erfolgten an zwei aufeinanderfolgenden Messtagen.
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Abbildung 3.18: Kalibrierung von Arginin, Alanin, Tyrosin, Valin, Methionin und Norvalin nach
Derivatisierung OPA-VD1 und HPLC-Trennung mit OPA-G1. Weitere Erlduterungen vgl. Abbildung

3.

17.
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Abbildung 3.19: Kalibrierung von Phenylalanin, Isoleucin, Ornithin 1, Leucin, Lysin und Ornithin 2 nach
Derivatisierung OPA-VD1 und HPLC-Trennung mit OPA-G1. Weitere Erlduterungen vgl. Abbildung

3.17.
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Eine gute Reproduzierbarkeit der Derivatisierung ist nach Tabelle 3.6 gewahrleistet. Die
relativen Standardabweichungen der Peakflachenbestimmung betragen mit Ausnahme der
OPA/MPA-Derivate von Serin, Arginin, Lysin, Ornithin 1 und Ornithin 2 in allen untersuchten
Konzentrationen 0.0-6.4 %.

Tabelle 3.6: Relative Standardabweichung [%] der Peakfldchen von Aminosédurestandarad-
I6sungen der in Abbildung 3.17, Abbildung 3.18 und Abbildung 3.19 dargestellten Kali-
brierung (Derivatisierung OPA-VD1, Gradient OPA-G1).

AA Konzentration

0.005 0.02 0.06 0.1 0.2
[umol/1]

Asp 5.3 0.7 15 1.3 0.5
Glu 4.8 2.8 1.1 1.8 0.9
Ser 12.7 3.1 4.7 2.2 0.7
His 0.4 2.4 1.6 3.7 1.8
Gly 4.6 2.2 2.8 3.9 1.9
Thr 6.4 1.0 2.6 1.2 1.3
Arg 9.3 3.8 3.4 2.7 2.7
Ala 3.3 4.3 2.8 2.4 0.9
Tyr 0.4 2.7 2.7 2.7 2.0
Val 0.8 1.4 1.0 2.2 2.6
Met 5.7 0.3 3.2 1.9 1.1
Nval 3.8 0.0 2.4 2.8 2.1
Phe 1.5 0.5 25 3.3 2.0
lle 4.0 1.5 25 3.0 1.7
orn1® 3.6 0.8 2.0 10.7 0.1
Leu 4.7 0.5 2.2 3.2 1.8
Lys 6.0 1.6 1.0 10.6 1.1
Orn2™ 8.1 1.4 6.4 5.1 2.4

(1) - in den Konzentrationen 0.025, 0.1, 0.3, 0.5, 1.0 umol/l.

Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Methode OPA-VD1/OPA-G1 wurden sowohl
aus Kalibrierkenndaten als auch aus Messungen von Blindwerten ermittelt. Die hdchste
Nachweisgrenze beider Verfahren wurde als Quantifizierungskriterium fir die Amino-
saurebestimmung in den Protein- und Feinstaubproben zugrundegelegt. Die NWG der
quadratischen Regressionen sind ausschlieBlich Gber die Blindwertmethode bestimmt
worden. Die NWG belaufen sich mit Ausnahme von Ornithin auf Werte zwischen 0.9-
4.8 nmol/l bzw. 13-71 fmol (Tabelle 3.7).
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Tabelle 3.7: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen ermittelt aus finf
Blindwerten (Blindwertmethode) und Kalibrierkenndaten der in
Abbildung 3.17, Abbildung 3.18 und Abbildung 3.19 gezeigten Kall-
brierung (0.0-0.2uM, N = 6, N’'=2) und je zwei Parallelmessungen
(Kalibriermethode). Die HPLC-Analyse erfolgte nach Derivatisierung
OPA-VD1 mit Gradient OPA-G1. Verdiinnungsfaktor (F,): 1.7,
Injektionsvolumen (Viy,): 25 pl. Fett gedruckte Werte reprédsentieren

die héchsten NWG.
AA Blindwertmethode Kalibriermethode
NWG BG NWG BG
[nmol/I]
Asp 0.7 2.3 2.4 9.1
Glu 0.8 2.4 1.7 6.6
Ser 2.8 9.0 2.7 10.3
His 1.9 2.8 3.5 13.3
Gly 4.8 12.5 3.5 13.2
Thr 1.1 3.2 2.8 10.8
Arg 1.3 2.3 2.0 7.6
Ala 1.2 3.3 2.7 10.4
Tyr 1.6 7.3 2.8 10.8
Val 1.0 2.8 2.6 10.1
Met 1.3 4.3 2.8 10.7
Nval - - 2.4 9.4
Phe 0.7 1.0 3.2 10.9
lle 0.7 2.4 24 9.2
Orn1 39.7 93.1 32.4 120.9
Leu 0.7 1.4 2.6 9.9
Lys 0.9 2.9 @ -@
Orn2 - - 29.4 110.0

(1) - kein Blindwert; (2) - quadratische Regression.

Glycin, Serin, Arginin, Histidin und Lysin und Ornithin, das aufgrund seiner geringeren
Response eine Sonderstellung einnimmt, besitzen die héchsten Nachweisgrenzen. Die NWG
von Serin und Glycin werden durch die Blindwerte und ihre hohe Streuung beeinflusst. Die
Bestimmungsgrenzen liegen um das 2-4fache héher als die Nachweisgrenzen.

3.1.3 HPLC-Methodenvergleich

Die Bestimmung von insgesamt 15 proteinogenen Aminosauren ist sowohl mit der vorge-
stellten Methode OPA-VD1/OPA-G1 als auch der Methode NBD-F-VD2/NBD-F-G4 mdglich.
Die OPA-Methode erweist sich jedoch aus folgenden Gesichtspunkten als vorteilhafter. Eine
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Auflésung von Glutamat und Threonin wird mit Gradient NBD-F-G4 nicht erreicht, wahrend
Gradient OPA-G1 eine nahezu vollstandige Basislinientrennung aller OPA/MPA-Derivate
erzielt. Die Quantifizierung der sekundaren Aminoséure Prolin ist mit der OPA-Methode zwar
nicht mdéglich, allerdings kann mit der NBD-F-Methode Serin durch den coeluierenden NBD-
OH-Peak nicht bestimmt werden. Die Empfindlichkeit beider Methoden liegt im nM- bzw.
fmol-Bereich. Dies entspricht den aus der Literatur erwarteten Werte (Abschnitt 2.2.3.1).
OPA/MPA-Derivate werden aber um das 2-39fache empfindlicher detektiert als die
entsprechenden NBD-F-Derivate (Abbildung 3.20).
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Abbildung 3.20: Verhéltnis der Nachweisgrenzen der Methode NBD-F-VD2/NBD-F-G4 und
OPA-VD1/OPA-G1.

Die OPA/MPA-Derivatisierung ist deutlich robuster als die NBD-F-Methode. Diese Beobach-
tung ist wohl darauf zurlickzufiihren, dass die OPA/MPA-Derivatisierung im AS50-Autosamp-
ler durchgefliihrt werden konnte und nicht mit der Hand pipettiert werden musste. Die Proben
konnten daher Uber Nacht automatisch analysiert werden. Dies ermdglichte neben der
kirzeren Analysezeit der OPA-HPLC-Methode von 23 min/Probe einen signifikant héheren
Probendurchsatz. Die Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten beider Verfahren ist zwar ver-
gleichbar (<1 %), aber auch hier erweist sich die OPA-Methode als etwas praziser. Die
Stéarke der NBD-F-Methode liegt neben der Méglichkeit der Bestimmung einer hohen Anzahl
proteinogener Aminosauren in der simultanen Detektion von 3-Nitrotyrosin mit hoher
Empfindlichkeit.
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3.1.4 Mikrowelleninduzierte Proteinhydrolyse

3.1.4.1 Mikrowellensystem

Mars5-Mikrowelle

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrten sauren Proteinhydrolysen wurden in dem
Mikrowellenaufschlusssystem Mars5 von CEM vorgenommen. Das System ermdglicht Hoch-
druckaufschlisse bis 100 bar und 300°C in bis zu 12 aus Teflon gefertigten Hochdruck-
behaltern, den XP1500plus-ReaktionsgefaBen (Abbildung 3.21). Die Temperatur- bzw.
Druckkontrolle erfolgt direkt in situ im Inneren eines Referenzdruckbehélters mit einem faser-
optischen Temperatur- und Drucksensor.

Abbildung 3.21: Mikrowellenaufschlusssystem Mars5 (links) und XP1500plus-ReaktionsgeféBe
(rechts). Das mittlere ReaktionsgefdB3 ist der Referenz-Hochdruckbehdlter mit angeschlossenem
Drucksensor.

Die Analyse von pug-Mengen an Protein erforderte die Anfertigung von speziellen Hydrolyse-
einsatzen aus PTFE fir die Hochdruckbehalter. Allerdings verhinderte deren Verwendung
den Einsatz des Temperatursensors, der bis in das Innere des Referenzdruckbehalters
reicht. Die Kontrolle der Hydrolyse erfolgte daher Uber die Messung des Drucks im Referenz-
gefaB.

Hydrolyseeinsatze

Im Verlauf der Implementierung der mikrowelleninduzierten Proteinhydrolyse kamen insge-
samt zwei Hydrolyseeinsatze zur Anwendung. Hydrolyseeinsatz | war aus zwei Ebenen auf-
gebaut, wahrend Hydrolyseeinsatz Il lediglich aus einer Ebene bestand, die mit jeweils 4
Rollrandglasern mit 2-ml-Volumen (Hydrolysevials) besttckt wurden. Die Proben wurden
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stets in 300-320 pl Hydrolysemedium in den Rollrandglasern vorgelegt und die Reaktions-
gefaBe vor dem Einsetzen der bestlickten Hydrolyseeinsatze | oder Il mit 5 bzw. 10 ml
Hydrolysemedium befillt. Die Proben befanden sich wéahrend der Proteinhydrolyse stets in
Kontakt mit der Gasphase, da diese durch die Hydrolyseeinséatze nicht verschlossen wurden.

Abbildung 3.22: Hydrolyseeinsatz | (links) und Il (rechts) fiir XP-1500 plus-ReaktionsgefdBe des
Mars5-MikrowellenaufschluBsystems.

In den Hydrolysevials der unteren Ebene von Einsatz | wurde nach Abkuhlen der
ReaktionsgeféaBe nach der Hydrolyse stets ein héherer Flissigkeitsstand beobachtet als in
den oberen Proben, die nahezu trocken waren. Mdglicherweise unterlagen die Proben der
oberen Ebene einer Gasphasenhydrolyse, wahrend die der unteren Ebene in der flissigen
Phase zersetzt wurden. AuBerdem konnte eine héhere Belastung der unteren Proben mit
Kontaminationen aufgrund des unterschiedlichen Flissigkeitsstandes nicht ausgeschlossen
werden (Abschnitt 3.1.4.6 und Abschnitt 3.1.4.7). Um eine Vergleichbarkeit der Hydrolyse
der Proben eines ReaktionsgefaBes zu gewahrleisten, wurde Hydrolyseeinsatz Il auf Kosten
eines hbéheren Probendurchsatzes im Verlauf der Optimierungen eingesetzt. Es kann davon
ausgegangen werden, dass die Hydrolyse mit Einsatz Il Gberwiegend Uber einen Austausch
zwischen Hydrolysemedium und Probe Uber die Gasphase erfolgte, da die Rollrandglaser
nach der Hydrolyse kaum oder keine Flissigkeit enthielten.

Bestimmung der Hydrolysetemperatur

Um eine Aussage Uber die vorherrschende Hydrolysetemperatur (Ty) treffen zu kdnnen,
wurden p-T-Diagramme von 4.7 M HCI und einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA
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experimentell bestimmt. Hierfir wurden der Referenzdruckbehalter ohne Hydrolyseeinsatz
mit installiertem Druck- und Temperatursensor mit 15 ml des entsprechenden Mediums
befillt und der Hydrolysedruck (py) bei verschiedenen Temperaturen unter
Gleichgewichtsbedingungen in dem Mars5-System bestimmt (Abbildung 3.23). Unter der
Annahme, dass sich bei den mit den Hydrolyseeinsatzen durchgefihrten Hydrolysen ein
Zwei-Phasen-System aus Flissig- und Gasphase ausbildet, kann eine dem Hydrolysedruck

entsprechende Temperatur Ty dem p-T-Diagramm entnommen werden.

S I I R
8 o 6MHCI, 10 % (i) TFA | of
] 5 4.7 MHCI I /
7_
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5
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Abbildung 3.23: p-T-Diagramme von 4.7 M HCI (") und. 6 M HCI, 10 % TFA (©).

ErwartungsgemaB besitzt das Hydrolysemedium aus 6 M HCI und 10 %(w/v) TFA einen
héheren Dampfdruck als 4.7 M HCI. Dies ist auf den niedrigeren Siedepunkt von TFA im
Vergleich zu Salzs&dure zurlickzufiihren. Die Proteinhydrolysen wurden bei 4 bar in 4.7 M HCI
und einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol bzw. 5 bar in einer
Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol und einer Lésung von 6 M HCI,
10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol, 3 mM Ascorbinsdure durchgefthrt. Die Hydrolysetem-
peratur belduft sich bei diesen Bedingungen unter der Annahme, dass die Prasenz von
Phenol, Ascorbinsdure und der Probe keinen signifikanten Einfluss auf den Dampfdruck hat,
auf 152°C und 146°C.

3.1.4.2 Standardprotein-Charakterisierung

Zur Optimierung und Kontrolle der Hydrolysen wurde Rinderserumalbumin (BSA) in seiner
unnitrierten und nitrierten Form verwendet. Albumin gehért zu der groBen Gruppe von
Plasmaproteinen. Es macht ungeféhr 60 % der gesamten Plasmaproteinmenge aus. Seine
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Hauptaufgabe besteht in der Aufrechterhaltung des sogenannten kolloidosmotischen Drucks,
der die Flussigkeitsverteilung in Geweben und Organismen bestimmt. Weiterhin bernimmt
Albumin als Protein mit einer hydrophoben Bindungstasche eine wichtige Funktion als
Transportprotein in der Verteilung von in Wasser schwerléslichen Verbindungen wie z.B.
Fettsauren, Bilirubin und Vitaminen.®® Die Aminosaurezusammensetzung wurde aus dem
Eintrag der NCBI-Proteindatenbank fiir BSA (accession number AAN17824) ermittelt.?333%°]
Da es sich bei den Aminosauren 1-25 des Eintrags um ein Signalpeptid handelt und nicht
zum Protein in seiner reifen Form gehort, wurde es nicht in die Berechnung der
theoretischen Aminosaurezusammensetzung einbezogen.®® BSA besitzt unter der
Annahme der Existenz von 17 Disulfidbindungen ein Molekulargewicht von 66 428.5 Da.?**"!
Die Molekularmasse des verwendeten BSA wurde mit einer ESI-TOF-MS-Messung verifiziert
(Abbildung 3.24).
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Abbildung 3.24: ESI-Massenspektrum von BSA (0.15 g/l) in 50 %(v/v) ACN, 0.1 %(v/v) HOAc. Das
Spektrum zeigt die unprozessierten Rohdaten. Massenkalibrierung des TOF-MS erfolgte mit
Pferdeherz-Myoglobin (0.17 g/l) in 50 %(v/v) ACN, 0.1 %(v/v) HOAc (wy.»=0.65 Da, m/z = 1212,
Ny = 14).

Demnach tragt ein BSA-Molekl unter den MeBbedingungen 24-70 Protonen. Das Spektrum
wurde mit Hilfe der MaxEnt-Software konvolutiert. Die fur die Berechnung des MaxEnt-
Spektrums bendtigte Peakbreite wy,, von BSA wurde (ber die experimentell bestimmte Peak-
breite von Myoglobin (Singulett, m/z = 1 212, ny = 14) berechnet. Nach Konvolution des ESI-
MS-Spektrums ergibt sich eine Masse von 66 432.5 Da (Abbildung 3.25). Dies entspricht
nahezu dem Molekulargewicht, das gemaB der Aminosaurezusammensetzung zu erwarten
ist, und der Masse von 66 431.5 + 1.3 Da, die aus einer ESI-MS-Messung von FENG et al.l*?®!
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hervorgeht. Aus dem MaxEnt-Spektrum wird allerdings deutlich, dass das verwendete BSA
heterogen ist.
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Abbildung 3.25: MS-Spektrum von BSA nach Konvolution des in Abbildung 3.24 gezeigten ESI-MS-
Spektrums nach Hintergrundsubstraktion. Die Konvolution erfolgte mit dem Maximum-Entropie-
Algorithmus der MaxEnt-Software mit einer berechneten Peakbreite w;,, = 0.4 flir einen BSA-Peak mit
m/z = 1212 und Ny=55.

In Tabelle 3.8 ist die Aminosaurezusammensetzung von BSA dargestellt, die als Grundlage
fur die Wiederfindungsbestimmung diente. Die Primarstruktur des Proteins ohne Signalpeptid
enthalt 583 Aminosauren. Zu den am haufigsten vorkommenden Aminosduren mit
Stoffmengenanteilen von 10.5 bis 6.0 % z&hlen Leucin, Glutamat, Lysin, Alanin, Aspartat,
Valin und Cystein. 336 der 583 Aminosauren (57.6 %) in BSA kdnnen dieser Gruppe von 7
der 20 proteinogenen Aminosauren zugeordnet werden. Die Anzahl von Isoleucin, Leucin
und Valin bel&uft sich auf 111 Aminos&uren (19 %). Dies ist bei der sauren Proteinhydrolyse
von besonderer Bedeutung, da diese - sofern sie untereinander in hydrophoben Peptid-
bindungen gebunden vorliegen - schwer spaltbar sind.
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Tabelle 3.8: Aminosdurezusammensetzung von BSA (Aminoséduren 25-607 von AAN17824) %%

AA Anzahl Anteil Stoffmenge"”
[mol%] [nmol]
Ala 46 7.89 69.9
Arg 23 3.95 35.0
Asn 14 2.40 21.2
Asp 40 6.86 60.8
Cys 35 6.00 53.2
Glu 59 10.12 89.7
Gln 20 3.43 30.4
Gly 16 2.74 24.3
His 17 2.92 25.8
lle 14 2.40 21.3
Leu 61 10.46 92.7
Lys 59 10.12 89.7
Met 4 0.69 6.1
Phe 27 4.63 41.0
Pro 28 4.80 42.6
Ser 28 4.80 42.6
Thr 34 5.83 51.7
Trp 2 0.34 3.0
Tyr 20 3.43 30.4
Val 36 6.18 54.7

(1) -in 103 pg BSA.

Als Nitroproteinstandard wurde Nitro-(7.4)-BSA, dessen Synthese in Abschnitt 5.9.1.1
beschrieben ist, eingesetzt. Der Nitrotyrosingehalt wurde auf 7.4 Molekile pro BSA-Molekil
mit der spektrophotometrischen Methode bestimmt (Abschnitt 3.3.2). Das Molekulargewicht
von Nitro-(7.4)-BSA betragt dementsprechend 66 761.5 Da (7.4x45 Da = 333 Da, m(NO,-H)
=45 Da).

3.1.4.3 Berechnung der Proteinwiederfindungen

Als Referenzmethoden, die als Grundlage zur Berechnung der Wiederfindungen von BSA
und Nitro-(7.4)-BSA dienten, wurden die gravimetrische Bestimmung von BSA bzw. die Be-
stimmung von Nitro-(7.4)-BSA im BCA-Assay als BSA-Aquivalent herangezogen. Die
Molekulargewichte wurden fir BSA und Nitro-(7.4)-BSA auf 66 500 bzw. 66 830 Da
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festgelegt. Die Berechnung der BSA- bzw. Nitro-(7.4)-BSA-Wiederfindungen erfolgte Uber
die Bestimmung der Aminosaurewiederfindungen mittels Aminosaureanalytik. Um systema-
tische Fehler der Proteinhydrolyse weitestgehend zu eliminieren, wurde der 25 %-getrimmte
Mittelwert (M;2s) der Aminosaurewiederfindungen als entsprechender Wert der
Proteinwiederfindung gewertet. Aufgrund der unterschiedlichen Freisetzungs- und
Zersetzungskonstanten der proteinogenen Aminosauren entspricht die Verteilung der Amino-
saurewiederfindungen a priori keiner Normalverteilung. Das arithmetische Mittel der
Gesamtpopulation kann daher deutlich von dem wahren Wert der Proteinwiederfindung
abweichen. Die Berechnung von M, s erfolgte nach WiLcox.®® Die Einzelwiederfindungen
wurden nach auf- bzw. absteigender GrdBe sortiert und je 25 % der Aminosauren mit der
groBten und der niedrigsten Wiederfindung eliminiert. Das arithmetische Mittel der
verbleibenden Werte wird das 25 %-getrimmte Mittel (M;2s) genannt und reprasentiert die
Proteinwiederfindung. Der Fehler s;»5 des getrimmten Mittelwertes M, s ergibt sich aus der
winsorisierten Probenvarianz s,? nach der in Gleichung 3.1 dargestellten Formel. Die bei der
Bestimmung des 25 %-getrimmten Mittelwertes eliminierten Wiederfindungen werden durch
die noch verbleibende hoéchste und niedrigste Wiederfindung ersetzt. Die GréBe der
Stichprobe bleibt somit erhalten. Die Varianz dieser Werte stellt die winsorisierte

Probenvarianz s,? dar.

52

o
“2 N\ n(1-2-025)

Gleichung 3.1: Fehler s;»s des 25 %-getrimmten Mittelwertes M, os. sW2 = winsorisierte Varianz, n =
Anzahl der bestimmten Aminosduren.

Die Berechnung der Proteinwiederfindungen der Nitro-(7.4)-BSA-Proben, die mit der NBD-F-
Methode bestimmt wurden, erfolgte durch Bildung des getrimmten Mittelwertes aus 13
proteinogenen Aminosauren (Arginin, Aspartat/Asparagin, Glycin, Glutamat/Glutamin/
Threonin, Alanin, Prolin, Valin, Lysin, Phenylalanin, Isoleucin, Leucin, 3-Nitrotyrosin und
Tyrosin), die der BSA-Proben, die mit der OPA-Methode bestimmt wurden, aus 14
proteinogenen Aminosauren (Aspartat/Asparagin, Glutamat/Glutamin, Serin, Histidin, Glycin,
Threonin, Arginin, Alanin, Tyrosin, Valin, Phenylalanin, Isoleucin, Leucin und Lysin) ermittelt.
Die aufgeflihrten 25 %-getrimmten Mittelwerte basieren somit auf 7 bzw. 8 Aminos&urewie-

derfindungen, da stets sechs Werte (2 x 25 %) bei der Mittelwertbildung entfernt wurden.
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3.1.4.4 Hydrolyseoptimierung und -methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieBllich saure Proteinhydrolysen durchgefihrt,
deren Parameter wie Hydrolysemedium, Hydrolysedruck py und Hydrolysetemperatur Ty in
Tabelle 3.9 als Hydrolysemethoden (HM) zusammengefasst sind.

Tabelle 3.9: Bedingungen der durchgefihrten mikrowelleninduzierten Proteinhydrolyse.

e ot B T, e
[bar] [°C] [min]
1,2,3,4 4.7 M HCI 4 152 g’g,’ 14856
C MU e
o e w1
6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, %0, 45,

7,8,9 1 %(w/v) Phenol, 5 152
3 mM Ascorbinsaure

Das Mars5-Mikrowellensystem wurde im druckkontrollierten Modus gefahren. Die Methoden
HM1-HM6 sind als Zwischenschritte der Hydrolyseoptimierung anzusehen, wahrend HM7,
HM8 und HM9 optimierte und gut charakterisierte Hydrolyseparameter beschreiben. Die Pro-
teinhydrolyse wurde hinsichtlich Proteinverlusten (Hydrolysestandard) und der Aminosaure-
und Proteinwiederfindungen der Standardproteine (Abschnitt 3.1.4.6, Abschnitt 3.1.4.7 und
Abschnitt 3.1.4.8) und atmospharischer Feinstaubmatrix (Abschnitt 3.2.4.3) charakterisiert.

3.1.4.5 Empfindlichkeit der Proteinhydrolyse

Die Empfindlichkeit der Proteinbestimmung wird durch den Aminosdurehintergrund
dominiert. In acht untersuchten Blindlésungen der Proteinhydrolysen nach Methode HM1
und HM2 wurden Glycin, Phenylalanin und Prolin in Stoffmengen von 0.1-0.2 nmol gefunden,
wahrend Alanin, Methionin und Valin um den Faktor 10 weniger vorhanden waren. Die
Aminosaurezusammensetzung einer Hydrolyseblindlésung ist in Tabelle 3.10 gezeigt.
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Tabelle 3.10: Aminosdurezusammensetzung einer Hydrolyseblindlésung (HM2). Cystein wurde aus
der Wiederfindung von Cystin durch Multiplikation mit Faktor 2 bestimmt. Die HPLC-Analyse erfolgte
mit Derivatisierung NBD-F-VD2 mit Gradient NBD-F-G4.

AA Gly Ala Pro Met Val Cys Lys

Stoffmenge  [nmol] 0.20 0.04 0.19 0.02 0.02 1.3 0.03

Stoffmengen-

antoild [mol%]  12.0 2.0 10.4 1.0 1.2 719 14

(1) - Summe der Stoffmengenanteile summieren sich aufgrund der Rundung zu 99.9 %.

In diesem Fall war Cystin die vor Glycin und Prolin am haufigsten vorkommende Amino-
saure. Mdglicherweise handelt es sich hier um menschliches Haar als eingetragene
Kontamination. Beispielsweise enthalten Proteine der keratinassoziierten Proteine (KAP)
einen hohen Gehalt dieser Aminosauren. Sie werden gemaB ihrer Aminosdurezusammen-
setzung in KAPs mit sehr hohem (>30 mol%), hohem (<30 mol%) Cystein- und hohem
Glycin/Tyrosingehalt eingeteilt.**” Serin und Prolin sind mit einem Stoffmengenanteil von 5-
10 mol% vertreten. GoLAz et al.?® identifizierten ebenfalls menschliches Keratin als
Hauptquelle von Kontaminationen bei der Aminoséureanalyse. Die 10 untersuchten Hydro-
lyseblindlésungen der Methoden HM6-HM9 enthielten Glycin, Glutamat/Glutamin,
Aspartat/Asparagin und Serin bis 0.2 nmol als haufigste Aminosauren (Abbildung 3.26).
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Abbildung 3.26: Typische Aminosdurezusammensetzung einer Hydrolyseblindlésung nach Hydrolyse
HM6-HMS9. Die gefundenen Stoffmengen wurden mit dem zugesetzten Hydrolysestandard Kkorrigiert.
Die HPLC-Analyse der dargestellten Blindlésung erfolgte nach Derivatisierung OPA-VD1 mit Gradient
OPA-G1.
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Der Gehalt anderer proteinogener Aminosauren lag deutlich unter 0.1 nmol. In 3 der 10
Blindhydrolysate wurden jedoch erhéhte Mengen an Aminosduren vorgefunden. Der
Glycingehalt erreichte max. 0.7 nmol, der der anderen Aminosauren 0.1-0.3 nmol. Als
Hydrolysekontrolle wurden 103 ug BSA eingesetzt. Der Fehler in der Bestimmung von Glycin
in den BSA-Proben (103 pg, 24.3 nmol Glycin) belauft sich bei einem Blindwert von 0.2 nmol
auf 0.8 %. Der Fehler des Gehaltes der anderen Aminosauren ist deutlich geringer, da diese
in BSA haufiger vorkommen und/oder ihr Blindwert geringer ist. Die Proteinwiederfindungen
sind mit Ausnahme der BSA-Wiederfindungen der Standardadditionsexperimente A, B und C
nicht mit den Blindwerten korrigiert worden. Um die Nachweisstérke der Proteinhydrolyse
und den Fehler in der Proteinquantifizierung aufgrund des Aminosaurehintergrundes
abzuschétzen, wurde der Aminoséuregehalt der Blindhydrolysate in BSA-Aquivalentmassen
umgerechnet. Sie streuen um eine GréBenordnung von 0.06-0.81 pg (Abbildung 3.27).
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Abbildung 3.27: Proteindquivalent des Aminosduregehaltes von 10 Hydrolyseblindlésungen nach Pro-
teinhydrolyse (HM6-HMO). Die HPLC-Analyse erfolgte nach Derivatisierung OPA-VD1 mit Gradient
OPA-G1. NWG = 1.3 ug/ml, BG = 3.0 ug/ml (Blindwertmethode, N =9). Wert der Hydrolyse-
blindiésung 10 ist nach Grubbs-AusreiBertest als AusreiBer anzusehen (P = 99 %).%"

Im Mittel ist mit einem Proteinaquivalent (Hydrolyseblindlésung 1-9) von 0.13 ug zu rechnen.
Die NWG und BG belaufen sich nach der Blindwertmethode auf 0.4 pg und 0.9 pg (in 300 pl
Hydrolysemedium) bzw. 1.3 pg/ml und 3.0 pg/ml. Eine Messung und Bericksichtigung des
Aminosduregehaltes von Blindhydrolysaten bei der Analyse von Proteinmengen im unteren
pg-Bereich ist jedoch unerlasslich. Im Rahmen des Standardadditionsexperimentes A wurde
anhand der BSA-Wiederfindungen experimentell gezeigt, dass die Analyse von 1 ug Protein
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in reiner L6sung nach Subtraktion des Aminosauregehaltes des Blindhydrolysates mit der
entwickelten Methode mdoglich ist (Abschnitt 3.2.4.3).

3.1.4.6 Hydrolysen in 4.7 M HCI

Es wurden 4 BSA- und 12 Nitro-(7.4)-BSA-Proben in 4 Hydrolysen in 4.7 M HCI bei 4 bar
zersetzt (Tabelle 3.11). Die HPLC-Analyse der Hydrolysate erfolgte nach NBD-F-Derivati-
sierung. Es wurde die Hydrolysedauer als auch der Zeitpunkt der Probenvorbereitung, zu
dem der interne Standard Norleucin zugegeben wurde, variiert. o-Methyltyrosin diente in
allen Analysen als Derivatisierungsstandard, wurde also unmittelbar vor der Vorsaulen-
derivatisierung bei Verdinnung der Probe addiert. Damit sollte eine von der Hydrolyse
unabhéngige Kontrolle der Derivatisierung gewahrleistet werden.

Tabelle 3.11: Proteinhydrolysen von BSA- und Nitro-(7.4)-BSA in 4.7 M HCI bei 4 bar (152 C). Es
wurden vier Proteinproben pro Hydrolyse analysiert und die Aminosdurewiederfindung einer
Probe durch eine HPLC-Einzelbestimmung ermittelt. Die HPLC-Analyse erfolgte mit
Derivatisierung NBD-F-VD2 mit Gradient NBD-F-G4.

HM N Protein Menge t ISTD
Zugabe vor

[ug] [min] Hydrolyse Derivatisierung

1 1 BSA 401 35 - Nleu/Mtyr
2 1 Nitro-(7.4)-BSA 391 45 - Nleu/Mtyr
3 1 Nitro-(7.4)-BSA 152 60 Nleu Mtyr
4 1 Nitro-(7.4)-BSA 391 180 Nleu Mtyr

(1) - Anzahl der durchgefiihrten Hydrolysen.
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HPLC-Trennung

In Abbildung 3.28 ist eine chromatographische Aminosduretrennung von Nitro-(7.4)-BSA
nach Hydrolyse in 4.7 M HCI (HM3) dargestellt.
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Abbildung 3.28: HPLC-FD-Chromatogramm eines Nitro-(7.4)-BSA-Hydrolysates (152 ug) nach Hydro-
lyse in 4.7 M HCI, 60 min, 4 bar (HM3) mit Norleucin (100.2 nmol). Die HPLC-Analytik (Dionex-
P580HPG-System) erfolgte nach Aufnahme des Hydrolysates in 1 ml Wasser, Verdiinnung 1:250,
Ad(dition von 1 nmol a-Methyltyrosin und Derivatisierung NBD-F-VD2 mit Gradient NBD-F-G4.

Mit dieser chromatographischen Methode ist es mdglich 14 der 15 mit HPLC-Gradient
NBD-F-G4 getrennten proteinogenen Aminosauren und 3-Nitrotyrosin in Proteinhydrolysaten
mit Norleucin als Hydrolysestandard zu bestimmen. Die Histidinwiederfindungen in den
untersuchten Proteinhydrolysaten nach Hydrolyse HM1-HM4 waren aufgrund einer mit
Methode NBD-F-VD2/NBD-F-G4 nicht aufgelésten Coelution einer Stérkomponente stets zu
hoch. Histidin konnte somit in Proteinhydrolysaten mit dieser Methode nicht ermittelt werden.
Eine Coelution von Stérkomponenten wie z.B. partiell hydrolysierte Oligopeptide aus BSA
und Nitro-(7.4)-BSA mit Norleucin und a-Methyltyrosin wurde nicht beobachtet und wird
durch die Ubereinstimmende Wiederfindung beider interner Standards, die vor der
Derivatisierung in das Hydrolysat gegeben wurden, bestatigt (Tabelle 3.12).
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Tabelle 3.12: Wiederfindungen von Norleucin (0.5 nmol) und a-Methyltyrosin
(1 nmol) nach Standardaddition zu BSA- und Nitro-(7.4)-BSA-Hydrolysaten nach
Hydrolyse unmittelbar vor Derivatisierung NBD-F-VD2 und HPLC-Trennung mit
Gradient NBD-F-G4. Angegeben ist der Mittelwert und Standardabweichung der
Wiederfindungen in vier Proteinproben.

HM Wiederfindung
Norleucin o-Methyltyrosin
[%]
98.9+2.8 94.1+3.0
2 96.2+1.2 97.4+1.8

Protein- und Aminosaurewiederfindungen

In Tabelle 3.13 sind Proteinwiederfindungen der Hydrolysen aufgelistet. Die mittels externer
Kalibrierung quantifizierten Wiederfindungen belaufen sich auf 62.1 und 80.1-83.4 %. Diese
Werte sind bzgl. Protein- bzw. Aminosaureverlusten, die wahrend der Probenvorbereitung
und der Hydrolyse auftreten, nicht korrigiert. Die Reproduzierbarkeit der Hydrolysen in einem
ReaktionsgefaB ist gemessen an der Standardabweichung der entsprechenden
Wiederfindung mit 7.4-21.4 % sehr unpréazise. Die Proteinwiederfindungen und die Prazision
verbessern sich aber bei Korrektur der Probenverluste mit Hilfe des Hydrolysestandards auf
100 % und 5 %.

Tabelle 3.13: Proteinwiederfindungen nach Hydrolyse in 4.7 M HCI. Dargestellt sind
Mittelwert und Standardabweichung der Wiederfindungen (M, .5) von je drei bzw. vier BSA-
und Nitro-(7.4)-BSA-Proben einer Hydrolyse. Die Quantifizierung erfolgte mit externer
Kalibrierung bzw. nach Korrektur des Probenverlustes mittels der Wiederfindung des
Hydrolysestandards Norleucin.

HM Protein th Wiederfindung
Kalibrierung (ext) Kalibrierung (int)
[min] [%] [%]
1 BSA 35 83.4+7.4 -
2 Nitro-(7.4)-BSA 45 80.1+£21.4 -
3 Nitro-(7.4)-BSA 60 81.9+14.4 948154
4 Nitro-(7.4)-BSA 180 62.1 +19.2" 105.1 + 5.0

(1) - Mittelwert aus drei Proben

Die Wiederfindungen von 8 Nitro-(7.4)-BSA-Proben und Norleucin der Hydrolyse HM3 und
HM4 sind in Abbildung 3.29 und Abbildung 3.30 dargestellt. Die Wiederfindung von Norleucin
streut zwischen 37-105 % mit einer Standardabweichung von 16 und 28 %.
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Abbildung 3.29: Wiederfindungen von 4 Nitro-(7.4)-BSA-Proben (152 ug) und Norleucin (100 nmol)
nach Hydrolyse in 4.7 M HCI, 60 min, 4 bar (HM3). Angegeben sind 25 %-getrimmte Mittelwerte und
Standardabweichungen der Aminosdurewiederfindungen, die mit externer und interner Kalibrierung
bestimmt wurden.
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Abbildung 3.30: Wiederfindungen von 4 Nitro-(7.4)-BSA-Proben (391 ug) und Norleucin (184 nmol)
nach Hydrolyse in 4.7 M HCI, 180 min, 4 bar (HM4). Angegeben sind 25 %-getrimmte Mittelwerte und
Standardabweichungen der Aminosdurewiederfindungen, die mit externer und interner Kalibrierung
bestimmt wurden.
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Die Ursache fir diese Beobachtung ist im unglnstigsten Fall ein Siedeverzug, der zu einem
Probenverlust durch Verspritzen der Hydrolysemischung fihrt. Die Derivatisierung als
Ursache fir die hohe Streuung konnte durch die Verwendung von a-Methyltyrosin ausge-
schlossen werden. Die Prazision der Derivatisierung der Proteinhydrolysate liegt bei 2-4 %.
In Abbildung 3.31 und Abbildung 3.32 sind Kkorrigierte Aminosdurewiederfindungen der
Hydrolysen HM1-HM4 dargestellt. Da bei Durchfiihrung der Hydrolysen HM1 und HM2 kein
Hydrolysestandard eingesetzt wurde, beziehen sich die dargestellten Wiederfindungen auf
die Wiederfindung von freigesetztem Alanin aus BSA, um die Ergebnisse dennoch
untereinander vergleichen zu kénnen. Methionin und Cystin lagen in den Proteinhydrolysaten
stets nahe bzw. unter der NWG vor oder ihre Wiederfindungen streuten von Probe zu Probe
in erheblichem Ausmal. Die relativen Wiederfindungen von 3-Nitrotyrosin und Tyrosin liegen
bei 73.2-82.1 %.
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Abbildung 3.31: Zu Alanin relative Aminosédurewiederfindungen von 401 ug BSA (HM1) und 391 ug
Nitro-(7.4)-BSA (HM2) nach Hydrolyse in 4.7 M HCI, 35 (HM1) und 45 min (HM2), 4 bar. Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen der Wiederfindungen von vier Proteinproben, die mit je
einer HPLC-Einzelbestimmung analysiert wurden.

Bei ty-Erhéhung von 60 (HM3) auf 180 min (HM4) werden offensichtlich weitere Amino-
sauren freigesetzt (Abbildung 3.32). Glycin, Prolin, Alanin und Arginin werden allerdings
deutlich Uberbestimmt. Die Ursache hierfir ist unklar, da in diesem Fall keine Blindhydro-
lysen durchgeflhrt wurden. Die Wiederfindungen von 3-Nitrotyrosin und Tyrosin unter diesen
Bedingungen liegen bei 50 bzw. 32 % (t4 = 60 min) und 17 bzw. 15 % (ty = 180 min).
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Abbildung 3.32: Aminosédurewiederfindungen von 152 (HM3) und 391 ug Nitro-(7.4)-BSA (HM4) nach
Hydrolyse in 4.7 M HCI, 60 (HM3) und 180 min (HM4), 4 bar nach Korrektur des Probenverlustes
mittels der Wiederfindung des Hydrolysestandards Norleucin. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen der Wiederfindungen von drei bzw. vier Proteinproben, die mit je einer HPLC-
Einzelbestimmung analysiert wurden.

Die relativen Standardabweichungen der Aminosaurewiederfindungen der Hydrolyse HM3
nach externer und interner Kalibrierung sind in Abbildung 3.33 dargestellt.
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Abbildung 3.33: Relative Standardabweichungen der Aminosédurewiederfindungen von 152 ug Nitro-
(7.4)-BSA nach Hydrolyse in 4.7 M HCI, 60 min, 4 bar (HM3) nach externer Kalibierung und Korrektur

des Probenverlustes. Die relative Standardabweichung wurde aus den Aminosdurewiederfindungen
von vier Proteinproben, die mit je einer HPLC-Einzelbestimmung analysiert wurden, bestimmt.
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Mit Ausnahme von Glycin, Prolin, 3-Nitrotyrosin und Tyrosin erhdht sich die Prazision der
Hydrolyse nach Korrektur des Probenverlustes um einen Faktor 2-3 auf Werte unter 12 %.
Die Bestimmung von Glycin und Prolin wird unpraziser. Vermutlich fihrt der kontaminierende
Eintrag von Glycin zu dieser Beobachtung (Abschnitt 3.1.4.7). Im Falle von Prolin kann
angenommen werden, dass Norleucin als primadre Aminosaure einen schlechten internen

Standard fiir die sekundare Aminosaure darstellt.

3-Nitrotyrosin- und Norleucinwiederfindung

Um Informationen Uber die Saurestabilitit und Adsorptionseffekte von Norleucin zu
gewinnen, wurden jeweils 100 bzw. 210 nmol des internen Standards nach HM3 und HM4
hydrolysiert (Tabelle 3.14).

Tabelle 3.14: Wiederfindungen von 100 (HM3) und 210 nmol
(HM4) Norleucin in je zwei Hydrolysevials der unteren bzw.
oberen Ebene des Hydrolyseeinsatzes | nach Proteinhydrolyse

in4.7 M HCI.
HM th Wiederfindung Norleucin
untere Ebene obere Ebene
[min] [%]
60 65.7 55.8 11.7 23.1
4 180 55 9.6 0.6 0.7

Die Wiederfindungen in den Hydrolysevials der unteren Ebene des Hydrolyseeinsatzes |
nach ty = 60 min sind vergleichbar mit denen der Wiederfindungen von Norleucin in den
Proteinhydrolysaten (Abbildung 3.29 und Abbildung 3.30). Die Wiederfindungen der oberen
Ebene sind in beiden Fallen geringer. Ein Fehler in der Derivatisierung und der
anschlieBenden HPLC-Analyse kann auch hier durch die hohe Wiederfindung von a-Methyl-
tyrosin ausgeschlossen werden. Diese Beobachtung wurde im Falle der Wiederfindungen
des Hydrolysestandards in den Proteinproben nicht gemacht. Eine Stoffmenge von
75.4 nmol 3-Nitrotyrosin wurde ebenfalls nach HM4 hydrolysiert. Die Wiederfindungen liegen
nahe bzw. unter der Nachweisgrenze von 0.5 % und kénnen auf die Hydrolyseinstabilitat von
3-Nitrotyrosin im gewahlten Hydrolysemedium und den verwendeten Borosilikatglasern

zuriickgefiihrt werden.*!
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3.1.4.7 Hydrolysenin 6 M HCI, 10 % TFA, 0.1 % Phenol

Es wurden 14 BSA- und 8 Nitro-(7.4)-BSA-Proben in 7 Hydrolysen in einer Lésung von 6 M
HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol zersetzt (Tabelle 3.15). Die HPLC-Analyse der
Hydrolysate erfolgte sowohl nach NBD-F- und OPA/MPA-Derivatisierung. Der
Hydrolysedruck py wurde variiert und Hydrolyseeinsatz | und Il verwendet.

Tabelle 3.15: Proteinhydrolysen von BSA und Nitro-(7.4)-BSA in 6 M HCI, 10%(w/v) TFA,
0.1 %(w/v) Phenol bei 4 und 5 bar (146 °C, HM5 bzw. 152 °C, HM6). Es wurden vier Proteinproben
pro Hydrolyse analysiert und die Aminosédurewiederfindung einer Probe durch eine HPLC-Einzelbe-
stimmung ermittelt. Die HPLC-Analyse erfolgte mit Methode NBD-F-VD2/NBD-F-G4 oder OPA-
VD1/OPA-G1. Die Proteinwiederfindungen einer Hydrolyse werden durch das identische Symbol in
Abbildung 3.36 reprdsentiert.

@ . Hydrolyse-
HM N Protein Menge ty PH Methode einsatz Symbol
[ug]  [min] [bar]
5 1 NUOLEH a2 30 4 NBDF | :
6 2 MNIHLH 99 30 5 NBDFOPA W me
6 4 BSA® 103 30 5 OPA I , 0,0,

Vorlage der Probe im Hydrolysevial vor der Hydrolyse in (1) - 100 pl Wasser, (2) - 300 pl 4 M HCI, 7 %(w/v) TFA,
0.07 %(w/v) Phenol, (3) - 300 ul 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol; (4) - Anzahl der durchgefiihrten
Hydrolysen.

HPLC-Trennung

In Abbildung 3.34 ist eine chromatographische Aminosauretrennung von Nitro-(7.4)-BSA
nach Hydrolyse in einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol (HM6) und
NBD-F-Derivatisierung dargestellt. In diesen Proteinhydrolysaten tritt im Gegensatz zu denen
in 4.7 M HCI keine Coelution einer Stérkomponente mit Histidin auf, die Histidinwiederfin-
dungen belaufen sich auf die erwarteten Werte. Methionin und Cystin werden unter diesen
Bedingungen stabilisiert (hohe Wiederfindungen), eine gute Reproduzierbarkeit von Probe zu
Probe ist aber dennoch nicht gegeben. Ein exemplarisches HPLC-FD-Chromatogramm
eines BSA-Hydrolysates nach Hydrolyse HM6 und OPA/MPA-Derivatisierung ist in Abbildung
3.35 dargestellt. Es wird eine akzeptable Trennung von 14 proteinogenen Aminosauren
erzielt. Mittels der HPLC-Analyse eines BSA-Hydrolysates, das nicht mit Norvalin aufge-
stockt wurde, konnte eine Coelution im Elutionsbereich des Hydrolysestandards Norvalin
ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3.34: HPLC-FD-Chromatogramm eines Nitro-(7.4)-BSA-Hydrolysates (99 ug) nach Hydro-
lyse in 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol, 30 min, 5 bar (HM6) mit Norleucin (99.4 nmol).
Die HPLC-Analytik (Dionex-P580HPG-System) erfolgte nach Aufnahme des Hydrolysates in 1 ml

Wasser, Verdiinnung 1:162, Addition von 1 nmol a-Methyltyrosin und Derivatisierung NBD-F-VD2 mit
Gradient NBD-F-G4.
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Abbildung 3.35: HPLC-FD-Chromatogramm eines BSA-Hydrolysates (103 ug) nach Hydrolyse in 6 M
HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol, 30 min, 5 bar (HM6) mit Norvalin (47.4 nmol). Die HPLC-
Analytik (Dionex-P580HPG-System) erfolgte nach Aufnahme des Hydrolysates in 1 ml Wasser,
Verdiinnung 1:600 und Derivatisierung OPA-VD1 mit Gradient OPA-G1.
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Protein- und Aminosaurewiederfindungen

In Abbildung 3.36 ist eine Korrelation der mit externer Kalibrierung bestimmten
Wiederfindungen der Standardproteine gegen die des Hydrolysestandards nach Hydrolyse

HM®6 aufgetragen.
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Abbildung 3.36: Korrelationsdiagramm der extern bestimmten Wiederfindungen von BSA
(103 ug; ~, O, @) und Nitro-(7.4)-BSA (99 ug; m, ®) und Norvalin (1.5 nmol) bzw. Norleucin
(1.6 nmol) nach Hydrolyse in 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol, 30 min, 5 bar (HM6).
Dargestellt sind 25 %-getrimmte Mittelwerte und Standardabweichungen der Aminosdurewieder-
findungen der Proben. Die Korrelationsparameter beziehen sich auf die Wiederfindungen von 12 BSA-
Proben (O).

Die Proteinwiederfindungen liegen mit Ausnahme des Datenpaares 1 (Nitro-(7.4)-BSA,
NBD-F, Abbildung 3.42) unterhalb der eingezeichneten 1:1-Linie. Die Korrelationsparameter
wurden aus den Wiederfindungen von 12 BSA-Proben, die parallel in drei XP1500plus-
Hochdruckbehéltern hydrolysiert wurden, bestimmt. Die Proteinwiederfindungen, die als
Datenpaare 1, 2, 3, 4 und 5 gekennzeichnet wurden, sind nicht miteinbezogen worden. In 13
der 22 hydrolysierten Proteinproben traten Proteinverluste von 20-75 % auf, die durch die
Verwendung des Hydrolysestandards korrigiert werden konnten (Abbildung 3.37). Nach
Bereinigung des Proteinverlustes (x = 100 %) ergibt sich unter den Bedingungen von HM6
aus der Korrelationsgeraden eine Proteinwiederfindung von 89.5 %. Idealerweise sollten die
Proteinwiederfindungen nach Korrektur des Probenverlustes keine Abhangigkeit mehr von
der externen Wiederfindung des Hydrolysestandards zeigen. Die Steigung der
Korrelationsgeraden deutet jedoch eine Abhangigkeit der korrigierten Proteinwiederfindung
von dem Probenverlust an. Bei hohen Probenverlusten wird tendenziell weniger Protein
gefunden.
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Abbildung 3.37: Korrelation der Wiederfindungen von BSA(+., <, O, ©)- und Nitro-(7.4)-BSAM, ®)
nach Korrektur des Proteinverlustes und der Wiederfindungen von Norvalin oder Norleucin.

Die Korrelationsparameter der Aminosaurewiederfindungen der 12 BSA-Proben und des
Probenverlustes sind in Tabelle 3.16 dargestellt. Alle Aminosauren mit Ausnahme von
Methionin, Serin und Glycin korrelieren mit der Wiederfindung von Norvalin sehr gut. Nach
Korrektur des Probenverlustes (x = 100 %) ergeben sich Wiederfindungen von >90 % fur
Aspartat/Asparagin, Phenylalanin, Glutamat/Glutamin, Alanin, Leucin, Arginin, Histidin und
Lysin und von <90 % fur Valin, Isoleucin, Tyrosin und Glycin. Threonin und Serin werden
deutlich unterbestimmt. Das in Abbildung 3.38 gezeigte Korrelationsdiagramm von Serin
verdeutlicht die Saurelabilitdt und die Problematik der korrekten Quantifizierung dieser
Aminosdaure.
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Tabelle 3.16: Korrelationsparameter der extern bestimmten Aminosdurewiederfindungen von 12
BSA-Proben (O in Abbildung 3.36, y-Achse) und der Wiederfindung von Norvalin (x-Achse) nach
Hydrolyse in 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol, 30 min, 5 bar (HM6). Angegeben sind
Steigung m, Achsenabschnitt b und BestimmtheitsmaB R der Korrelationsgeraden y = m-x + b

und die Wiederfindung fiir x = 100 %. Die Aminos&uren sind nach absteigendem R’ aufgelistet.

AA m b R? Wiederfindung
[%]
Asx 0.965 -6.256 0.9939 90.2
Phe 0.965 -4.886 0.9929 91.6
Glx 0.999 -6.204 0.9925 93.7
Ala 0.955 -5.438 0.9923 90.1
Leu 0.970 -6.375 0.9918 90.6
Arg 1.135 -3.532 0.9862 110.0
His 1.106 -2.798 0.9851 107.8
Val 0.939 -5.697 0.9827 88.2
lle 0.938 4141 0.9811 89.7
Lys 1.084 -7.362 0.9784 101.0
Tyr 0.947 -11.488 0.9681 83.2
Thr 0.792 -8.164 0.9574 71.0
Gly 0.775 10.304 0.9139 87.8
Ser 0.610 5.707 0.8760 66.7
Met 0.862 8.146 0.7324 -
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Abbildung 3.38: Korrelationsdiagramm der extern bestimmten Wiederfindungen von Serin von 12
BSA-Proben (O in Abbildung 3.36) und der Wiederfindung von Norvalin.

In Abbildung 3.39 sind die Steigungen der Korrelationsgeraden der Probenverlust-
korrigierten Aminosaurewiederfindungen und der Wiederfindung von Norleucin dargestellt.
Der Trend, der bereits bei den Proteinwiederfindungen aufgetreten ist, zeigt sich auch bei
den Aminosaurewiederfindungen. Die Wiederfindungen von lIsoleucin, Valin, Phenylalanin,
Alanin und Leucin mit unpolaren Seitenketten und der basischen Aminosauren Histidin und
Arginin sind gering abh&ngig vom Probenverlust. Die polaren Aminosduren Threonin und
Tyrosin zeigen die hdchste Abhangigkeit. Die korrigierten Wiederfindungen von Serin
streuen sehr diffus. Die Steigung von Glycin ist im Gegensatz zu den anderen Aminosauren
negativ (Abbildung 3.40). Bei hohen Probenverlusten wird mehr Glycin gefunden als bei
geringen. Diese Beobachtung kann auf Kontamination der Proben mit Glycin zurlickgefihrt
werden, die bei geringen Glycinwiederfindungen einen zu der vorhandenen Menge héheren
Anteil ausmacht. Bei hohen Probenverlusten wird diese Aminosdure daher Gberbestimmt. In
diesen Fallen wird die Glycinwiederfindung jedoch bei Bildung des 25 %-getrimmten Mittel-
wertes durch die Trimmung eliminiert.
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Abbildung 3.39: Steigungen m der Korrelationsgeraden der Aminosédurewiederfindungen (y-Achse)
von 12 BSA-Proben (O in Abbildung 3.36) nach Korrektur von Proteinverlusten und der Wiederfindung
von Norvalin (x-Achse in Abbildung 3.36).
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Abbildung 3.40: Wiederfindung von Glycin in 12 BSA-Proben (O in Abbildung 3.36) nach Korrektur
von Probenverlusten und der extern bestimmten Wiederfindung von Norvalin.
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Reproduzierbarkeit

Die Proteinwiederfindungen der Nitro-(7.4)-BSA-Proben der unteren und oberen Ebene des
Hydrolyseeinsatzes | zeigten nach Hydrolyse HM5 einen signifikanten Unterschied von 10 %.
Die Proben lagen vor der Hydrolyse nicht im Hydrolysemedium selbst vor, sondern in 100 pl
Wasser und befanden sich ausschlieBlich im Gasphasenaustausch mit dem Hydrolyse-
medium. Dieser Trend wurde bei den Proteinhydrolysen in 4.7 M HCI (HM3, HM4), bei denen
die Proben bereits vor der Durchflihrung im aciden Medium gelést waren, nicht beobachtet.
Die Reproduzierbarkeit der Hydrolysen mit Hydrolyseeinsatz Il wurde durch die parallele
Analyse von 12 BSA-Proben, die auf drei XP1500plus-Hochruckbehélter verteilt wurden,
dberprift. Die externen Proteinwiederfindungen dieser Proben wurden bereits mit der
Wiederfindung von Norvalin korreliert (Abbildung 3.36) und werden in Abbildung 3.41 nach
Korrektur des Probenverlustes nochmals im Detail aufgezeigt.
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Abbildung 3.41: Wiederfindungen von 12x103ug BSA (O in Abbildung 3.36) in XP1500plus-
Referenzgefd3 und XP1500plus-ReaktionsgefdBen der Mars5-Mikrowelle nach paralleler Proteinhy-
drolyse (HM6) in Hydrolyseeinsatz Il. Angegeben sind 25%-getrimmte Mittelwerte und Standardab-
weichungen der Aminoséurewiederfindungen.

Die Vial-zu-Vial-Reproduzierbarkeit der Hydrolyse im ReferenzgefdB, das direkt druck-
kontrolliert wird, ist mit 2.8 % besser als in den nicht-kontrollierten ReaktionsgeféaBen mit 3.6
bzw. 7.4 % (relative Standardabweichung des Mittelwertes der Proteinwiederfindungen eines
Hochdruckbehélters). Die Reproduzierbarkeit von Hochdruck- zu Hochdruckbehélter ist mit
einer Prazision von 1.2 % (relative Standardabweichung des Mittelwertes der drei Mittel-
werte) ebenfalls zufriedenstellend.
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3-Nitrotyrosin- und Norleucin/Norvalinwiederfindung

Die Wiederfindungen von 3-Nitrotyrosin aus Nitro-(7.4)-BSA wurden unter den Hydrolysebe-
dingungen HM6 zu 113.913.3 % ermittelt (Abbildung 3.42).
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Abbildung 3.42: Aminoséurewiederfindungen von 99 ug Nitro-(7.4)-BSA nach Hydrolyse in 6 M HCI,
10%(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol, 30 min, 5 bar (HM6). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardab-
weichungen der Aminosdurewiederfindungen von zwei Proben, die durch je eine HPLC-
Einzelbestimmung ermittelt wurden.

Die Wiederfindungen der proteinogenen Aminosduren liegen ebenfalls z. T. >100 %. Die
parallel analysierten Blindhydrolysate deuteten jedoch keinen signifikanten Beitrag des
Aminosaurehintergrunds an. Die gefundenen Stoffmengen lagen im Bereich von 0.03-
0.3 nmol, dies entspricht einem Anteil von 0.1-0.5 % der wiedergefundenen Stoffmengen der
Nitro-(7.4)-BSA-Proben. Die Wiederfindungen von 95.4 nmol Norleucin in diesen Blindhydro-
lysaten lagen bei 74.51+2.6 %, in den Proteinproben bei 83.0+12.4 %. Die Wiederfindungen
von Norvalin der Blindhydrolysate, die mit der OPA-Methode analysiert wurden, lagen stets
im Bereich von 85-96 %. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Addition von Phenol
Adsorptionseffekte minimiert und die Stabilitdt von 3-Nitrotyrosin unter sauren Hydrolyse-
bedingungen in Borosilikatglas erhéht.
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3.1.4.8 Hydrolysen in 6 M HCI, 10 % TFA, 1 % Phenol, 3 mM Ascorbin-

saure

Es wurden 11 BSA-Proben in 8 Hydrolysen in einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA,
1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinsdure zersetzt (Tabelle 3.17).

Tabelle 3.17: Ubersicht der Proteinhydrolysen von BSA in 6 M HCI, 10%(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol
und 3 mM Ascorbinssdure bei 5 bar (152°C, HM7, HM8 und HM9). Die HPLC-Analyse erfolgte mit
Derivatisierung OPA-VD1 und Gradient OPA-G1.

HM N Protein Menge b tirshiaéli“t’li-g H\;?r:(s)laﬁie (Abb?/\clfr:nt;oé’.43)
[ug] [min]
7,8,9 3 BSA 102 30, 45, 60" OPA Il - - O
9 5 BSA 102 60 OPA I O AS

(1) - Hydrolysekinetik; (2) - Anzahl der durchgefiihrten Hydrolysen.

In den ReaktionsgefaBen befanden sich neben BSA als Hydrolysekontrolle Feinstaubextrak-

te, makromolekulare PM2.5-Fraktionen bzw. Blindlésungen.

Protein- und Aminosaurewiederfindungen

In Abbildung 3.43 ist die Korrelation der mit externer Kalibrierung bestimmten Wieder-
findungen von BSA gegen die des Hydrolysestandards nach Proteinhydrolyse (HM9) aufge-
tragen. Die Proteinwiederfindungen liegen alle unterhalb der eingezeichneten 1:1-Linien. In
diesem Fall traten in 3 von 11 hydrolysierten Proben Proteinverluste von 40-75 % auf, die
durch die Verwendung des Hydrolysestandards korrigiert wurden (Abbildung 3.44). Nach
Bereinigung des Proteinverlustes (x = 100 %) ergibt sich unter den Bedingungen von HM9
aus der Korrelationsgeraden der extern bestimmten Wiederfindungen eine Proteinwieder-
findung von 91.2 %. Die bereits in Abschnitt 3.1.4.7 aufgezeigte Abhangigkeit der Protein-
wiederfindungen nach Korrektur des Probenverlustes von der Wiederfindung des
Hydrolysestandards zeigt sich auch bei diesen Hydrolysen (Abbildung 3.44).
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Abbildung 3.43: Korrelationsdiagramm der extern bestimmten Wiederfindungen von BSA (102 ug) und
Norvalin (1.5 nmol) nach Hydrolyse in 6 M Salzsdure, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol, 3 mM
Ascorbinsdure, 60 min, 5 bar (HM9). Dargestellt sind 25 %-getrimmte Mittelwerte und Standardab-
weichungen der Aminosédurewiederfindungen der Proben. Die Proteinwiederfindungen einer Hydrolyse

werden durch das identische Symbol reprdsentiert.
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Abbildung 3.44: Korrelation der Wiederfindungen von BSA nach Korrektur des Proteinverlustes und

der Wiederfindung von Norvalin.

Die Korrelationsparameter der Aminosaurewiederfindungen der BSA-Proben und des

Probenverlustes sind in Tabelle 3.18 dargestellt.
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Tabelle 3.18: Korrelationsparameter der extern bestimmten Aminosdurewieder-
findungen der 11 in Abbildung 3.43 dargestellten BSA-Proben (y-Achse) und der
Wiederfindung von Norvalin (x-Achse) nach Hydrolyse in 6 M Salzsdure, 10 %(w/v)
TFA, 1 %(w/v) Phenol, 3 mM Ascorbinsdure, 60 min, 5 bar (HM9). Angegeben sind
Steigung m, Achsenabschnitt b, BestimmtheitsmaB R’ der Korrelationsgeraden
y=mx+b und die Wiederfindung fiir x =100 %. Die Aminosduren sind nach
abnehmendem R’ aufgelistet.

AA m b R? N Wiederfindung
[%]
Leu 1.066  -13.022 0.9932 11 93.6
Phe 0.999 -9.468 0.9929 11 90.4
Ala 1.049 -12.315 0.9920 11 92.6
lle 1.020 -10.768 0.9892 11 91.2
His 1.020 -8.570 0.9845 11 93.9
Asx 1.038  -11.164 0.9822 11 92.6
Val 1.027  -10.500 0.9810 11 92.2
Gly 0.970 -9.565 0.9703 11 87.3
Tyr 1.058  -19.892 0.9627 11 85.9
Thr 0.964  -14.419 0.9620 9 82.0
Arg 1.229  -21.280 0.9432 11 101.6
Ser 0.796  -17.897 0.9238 9 61.7
Glx 1117  -13.296 0.9137 11 98.4
Lys 0.999 -8.462 0.6190 11 -
Met 0.941 -6.703 0.5226 9\ -

(1) - Zwei Ausreisser wurden aus der Statistik entfernt.

Alle Aminosduren mit Ausnahme von Serin, Glutamat/Glutamin, Lysin und Methionin
korrellieren mit der Wiederfindung von Norvalin mit einem Korrelationskoeffizienten R? >0.94.
Die sauren bzw. basischen Aminosauren Aspartat/Asparagin, Glutamat/Glutamin, Arginin
und Lysin zeigen in diesem Fall schlechtere Korrelationen als bei kiirzeren Hydrolysezeiten
unter den Bedingungen der Methode HM6 (Abschnitt 3.1.4.7). Glycin hingegen korreliert
deutlich besser. Nach Korrektur des Probenverlustes (x=100 %) ergeben sich
Wiederfindungen von >90% far Arginin, Glutamat/Glutamin, Histidin, Leucin,
Aspartat/Asparagin, Alanin, Valin, Isoleucin und Phenylalanin, und von <90 % fir Tyrosin
und Glycin. Threonin und Serin werden analog zu Methode HM6 deutlich unterbestimmt. Im
Vergleich zu Methode HM6 erhdht sich die Ausbeute der aliphatischen, saurestabilen Amino-
sauren Leucin, Alanin, Isoleucin und Valin. Die Wiederfindung von Tyrosin erhéht sich trotz
der 10-fachen Erhéhung der Phenolkonzentration im Hydrolysemedium bei Verdoppelung
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der Hydrolysezeit nicht signifikant. Die Bestimmung von Serin und Threonin ist aufgrund ihrer
Sé&urelabilitat auch unter diesen Bedingungen unsicher.

Hydrolysekinetik

Im Rahmen des Standardadditionsexperimentes B wurde eine Kinetik der Hydrolyse von
BSA zu drei Hydrolysezeitpunkten nach Methode HM7, HM8 und HM9 durchgeflhrt (Tabelle
3.17). Die BSA-Wiederfindungen belaufen sich bei einer Hydrolysedauer von 30, 45 und
60 min auf 84.1-85.7 % (Abschnitt 3.2.4.3). Die zeitabhéangige Wiederfindung freier Amino-
sauren im Proteinhydrolysat ist in Tabelle 3.19 aufgefihrt.

Tabelle 3.19: Aminosdurewiederfindungen nach Hydrolyse von BSA (102 ug) in 6 M HCI, 10 %(w/v)
TFA, 1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinséure, 30, 45 und 60 min, 5 bar (HM7, HM8 und HM9)
und Extrapolation der Hydrolysekinetikdaten. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardab-
weichungen der HPLC-Doppelbestimmungen.

AA Wiederfindung B(t) [%]
nach Extrapolation Hydrolyse nach ty
exponentiell: linear: o _ . _
B(t — 0), (@) MW 30 min 45 min 60 min
B(1 s oo} B(t — 0)
Asx 96.6'" 91.9 - 90.4+02 871+18  88.1+0.3
Glx 93.0" 92.9 - 90.5+01 87.3+02 87.5+0.7
Ser 95.41" 90.2 - 73.7+23 631+23 56.4+23
His - - 95.1 953+9.7 933+41  96.8+0.0
Gly - - 80.8 832+34 791+13  80.1+52
Thr 83.2" 82.9 - 779409 76.0+06  73.1+0.3
Arg - - 83.2 825+14.0 832+58 83.8+10.0
Ala 91.9" 91.9 - 90.4+04 86.3+0.0 87.9+1.0
Tyr 88.3% - - 744+24 855+18  85.0%0.4
Val 95.01% - - 847+08 91.7+09  93.8+1.1
Met - - 83.5 842+18 80.0+20  86.3+1.1
Phe - - 85.9 859+1.8 853+0.3 86.6+0.4
lle 86.9% - - 80.5+35 854+04  86.3+0.3
Leu 89.41% - - 87.9+04 885+04  89.4+1.1
Lys 78.3" 78.2 - 776+13.0 735+25 758+15
1) - Regression (t— 0): Kinetik 1.Ordnung; (2) - exponentiell ansteigende Regression (t— );

3) - B(60 min); (4) - Regression (t — 0): lineare Kinetik; (5) - Mittelwert von B(30 min), B(45 min) und
B(60 min).
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Zur Korrektur der resultierenden Unterbestimmung séaurelabiler bzw. hydrolyseresistenter
Aminoséauren, wurden die in Abschnitt 2.2.5.4 beschriebenen Extrapolationsverfahren auf die
Hydrolysedaten = angewendet. Die  Wiederfindungen von  Aspartat/Asparagin,
Glutamat/Glutamin, Serin, Threonin, Alanin und Lysin nehmen in Relation zu der Messun-
sicherheit der HPLC-Doppelbestimmung mit zunehmender Hydrolysezeit ab, wahrend die
von Valin, Isoleucin und Tyrosin ansteigen (Abbildung 3.45 und Abbildung 3.46).
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Abbildung 3.45: Wiederfindungen von Serin (d) und Threonin (O) nach Hydrolyse von BSA in 6 M
HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinsédure, 30, 45 und 60 min, 5 bar (HM7, HM8
und HM9) und ihre Regression unter Annahme einer Kinetik 1.0rdnung. Dargestellt sind Mittelwerte
und Standardabweichungen der HPLC-Doppelbestimmung.

Bildet man den 25 %-getrimmten Mittelwert aus den héchsten in Tabelle 3.19 aufgefihrten
Aminosaurewiederfindungen, die sich aus den unterschiedlichen Extrapolationsverfahren
ergeben, ermittelt man eine BSA-Wiederfindung von 89.2+2.6 %. Aus den Hydrolysekinetik-
daten wurde auBerdem die Aminosaurezusammensetzung von BSA ermittelt (Tabelle 6.1).
Die Qualitdt der Daten wurde mit Hilfe der GréBe der prozentualen Ubereinstimmung von
theoretischer und experimentell ermittelter Aminosdurezusammensetzung (CA = compo-
sitional agreement) bewertet. Es wird eine Abnahme von CA von 93.8 % auf 92.2 % mit
zunehmender Hydrolysezeit beobachtet. Dieser Trend ist auf die Zerstérung der sdurelabilen
Aminosauren Serin und Threonin zurlckzufiihren. Bei Anwendung der Extrapolations-
verfahren erhdht sich CA auf 94.4 %. Die erhéhte Qualitat der Daten wird auBerdem in der
erzielten Trefferpunktzahl fur BSA in einer durchgefiihrten SWISS-PROT-Datenbank-
recherche (AACompldent-Software, ExPASy-Server) bestatigt. BSA erscheint auf der
Trefferliste vor HSA mit einer Trefferbewertung von 32 Punkten. Die nach 30-, 45- und 60-

minutiger Hydrolyse ermittelten Aminosaurezusammensetzungen hingegen erhielten eine
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schlechtere Trefferbewertung von 34, 35 und 37 Punkten fir BSA. HSA erschien in diesen
Fallen stets vor BSA in der Trefferliste.
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Abbildung 3.46: Absolute Wiederfindungen von Valin (d), Isoleucin (A) und Tyrosin (<) nach
Hydrolyse von BSA in 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinséure, 30,
45 und 60 min, 5 bar (HM7, HM8 und HM9) und ihre Regression unter Annahme einer exponentiell
ansteigenden Kinetik. Leucin (O): keine Regression. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen der HPLC-Doppelbestimmung.

Da die in Tabelle 3.19 angegebenen Fehler der Aminos&durewiederfindungen lediglich die
Unsicherheit der HPLC-Bestimmung widerspiegeln, und nicht die Wiederholprazision der
Hydrolyse reprasentieren, wurden zu Alanin relative Aminosaurewiederfindungen bestimmt
(Tabelle 3.20). Es ergibt sich im Vergleich zu den Kinetikprofilen der absoluten
Wiederfindungen ein etwas verandertes Bild. Phenylalanin und Leucin besitzen nun neben
Tyrosin, Valin und Isoleucin ebenfalls ein exponentiell ansteigendes Kinetikprofil. lhre
relativen Wiederfindungen betragen nach 60-mindtiger Hydrolyse bzw. Extrapolation 97-
110 % (Abbildung 3.47). Ein signifikant abnehmendes Kinetikprofil hingegen besitzt nur noch
Serin, wahrend Threonin bei 45 min ein Maximum durchlauft.
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Tabelle 3.20: Zu Alanin relative Aminosdurewiederfindungen von BSA (102 ug) nach
Hydrolyse in 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinsdure, 30, 45 und
60 min, 5 bar (HM7, HM8 und HMS9) und ihre extrapolierten Werte. Die absoluten
Wiederfindungen von Alanin in Tabelle 3.19 wurden auf 100 % gesetzt. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen der HPLC-Doppelbestimmungen.

AA Rel. Wiederfindung B(t) [%]
Extrgggr;tion Hydrolyse bei t
EI?((J;: 83) 30 min 45 min 60 min

Asx 100.4% 100.0 + 0.5 100.9 + 2.1 100.3+ 1.2
Glx 100.3® 100.2+0.5 101.1+0.3 99.6+1.4
Ser 98.9? 81.5+26 731+27 64.2+2.7
His 107.9% 105.4+10.8 108.0 + 4.7 110.2+1.2
Gly 91.6% 92.1+3.8 91.6+15 91.2+6.1
Thr 88.0% 86.2 + 1.1 88.0+0.7 83.2+1.0
Arg 94.4% 91.3+15.5 96.3+6.7 95.4+11.5
Ala 100.0" 100.0 + 0.7 100.0 + 0.0 100.0 + 1.6
Tyr 102.7% 82.3+27 99.0 2.1 96.8+1.2
Val 110.3" 93.7+1.0 106.2 + 1.1 106.8+ 1.7
Met 94.7% 93.1+2.0 92.6+2.3 98.3+1.7
Phe 99.1" 95.1 +1.0 98.8 + 0.4 98.6+1.2
lle 100.6"" 89.0 +3.9 98.9+0.5 98.2+1.2
Leu 102.6"" 97.3+0.7 102.4+0.5 101.7 +1.7
Lys 85.8% 85.9+ 14.4 85.1+2.9 86.2+2.0

(1) - exponentiell ansteigende Regression (t — «); (2) - Regression (t — 0): lineare Kinetik; (3) - Mittel-

wert von B(30 min), B(45 min) und B(60 min); (4) - Maximum B(45 min).

Die Ubrigen Aminosauren besitzen im Rahmen der HPLC-Messunsicherheit eine konstante

relative Wiederfindung.
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Abbildung 3.47: Zu Alanin relative Wiederfindungen von Tyrosin (<), Phenylalanin (O), Valin (O),
Isoleucin (), und Leucin (O) nach Hydrolyse von BSA in 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol
und 3 mM Ascorbinsdure, 30, 45 und 60 min, 5 bar (HM7, HM8 und HM9). Die absoluten Wieder-
findungen B(t) von Alanin in Tabelle 3.19 wurden auf 100 % geseizt.

3.1.5 BCA- und NanoOrange-Assay

Der Micro-BCA- und der NanoOrange-Assay dienten neben der Aminosaureanalytik in dieser
Arbeit als Proteinbestimmungsmethoden fir Proteine in atmospharischen Feinstaubproben.
In beiden Tests wurde BSA als Kalibrierstandard eingesetzt, die Durchflihrung erfolgte in
Mikrotiterplatten (MTP) des 96er-Formats. Der BCA-Assay beruht auf der Reduktion von
Cu®* zu Cu* durch die Peptidbindung und der photometrischen Absorptionsmessung des
entstehenden Cu*(BCA).-Komplexes bei 550 nm. Abbildung 3.48 stellt die lineare
Kalibrierung des BCA-Assays in einem Konzentrationsbereich von 0-40 pug/ml dar. Die NWG
und BG belaufen sich auf 1.1 ug/ml und 4.0 pg/ml (0.2 ug und 0.6 pg) Die Absorptions-
messung erfolgte in einem 8-Kanal-Photometer. Der NanoOrange-Assay verwendet einen
Merocyanin-Fluoreszenzfarbstoff, der aufgrund hydrophober Wechselwirkungen mit Deter-
genzien-beschichteten Proteinen seine Fluoreszenzquantenausbeute stark erhdht. Die
sigmoidale Kalibrierkurve des NanoOrange-Assays in einem Konzentrationsbereich von 0-
10 pg/ml ist in Abbildung 3.49 dargestellt. Die NWG und BG belaufen sich auf 0.10 pg/ml und
0.37 pg/ml (0.02 und 0.07 pg). Die Anregung und Messung des Farbstoff-Protein-Komplexes
erfolgte mit dem Spektrofluorometer Viktor®. Der NanoOrange-Assay ist um eine
GréBenordnung empfindlicher als der BCA-Assay. Der BCA-Assay ist jedoch deutlich
einfacher zu handhaben.
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Abbildung 3.48: Kalibrierung des Micro-BCA-Assays (Uptima) mit BSA in den Konzentrationen 0.0,
0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0 ug/ml (N =9). NWG = 1.1 ug/ml, BG = 4.0 ug/ml (Blindwert-
methode). Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung von je vier (N’ =4, Kalibrierlésung)
bzw. acht Parallelmessungen (N’ = 8, Blindlésung). Absorptionsmessung bei 550 nm.
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Abbildung 3.49: Kalibierung des NanoOrange-Assays (Molecular Probes) mit BSA in den Konzentra-
tionen 0, 0.1, 0.3, 0.6, 1.0, 3.0, 6.0, 10.0 ug/ml (N = 8). Sigmoidale Kalibrierfunktion: y = As + (A; -
A)/(1 + (x/xo)°), A; = minimale Absorption (untere Asymptote), A, = Maximale Absorption (obere
Asymptote), x, = Testmittelpunkt (50 %-Wert), p = Steigung im Testmittelpunkt. NWG = 0.10 ug/ml,
BG = 0.37 ug/ml (Blindwertmethode). Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung von je vier
Parallelmessungen (N’ = 4). Fluoreszenzanregung: 485 nm, Fluoreszenzdetektion: 590 nm.
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3.1.6 Diskussion

Die mikrowelleninduzierte Proteinhydrolyse in einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA,
0.1 %(w/v) Phenol bei 5 bar fir 30 min (HM6) und in 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v)
Phenol und 3 mM Ascorbinsaure bei 5 bar fur 30, 45 oder 60 min (HM7, HM8 und HM9) in
Kombination mit der OPA-HPLC-Methode (OPA-VD1/OPA-G1) ist fir die Quantifizierung und
Identifizierung von Proteinen in reinen Ldésungen gut geeignet. Die Nachweis- und
Bestimmungsgrenze des Verfahrens betragt 1.3 pg/ml und 3.0 pg/ml (0.4 pg und 0.9 pg).
Der Micro-BCA- und NanoOrange-Assay sind jedoch bzgl. der Proteinquantifizierung
empfindlicher als die Aminosdureanalytik. Die Nachweisgrenze des BCA- und NanoOrange-
Assays belaufen sich auf 1.1 pg/ml bzw. 0.1 pg/ml (0.2 bzw. 0.02 pg). Neben der héheren
Empfindlichkeit ist die deutlich schnellere Probenvorbereitung und der dadurch hdéhere
Probendurchsatz als weiterer Vorteil gegentiber der Aminosaureanalytik zu sehen. Aus den
Aminosaure-Nachweisgrenzen der OPA-HPLC-Methode OPA-VD1/OPA-G1 (Abschnitt
3.1.2.2) kann eine auf die Proteinhydrolyse bezogene Nachweisgrenze, die potentiell durch
vollstandige Eliminierung des Eintrags von exogenen Aminosduren erreicht wirde, als BSA-
Aquivalent berechnet werden. Diese ist um einen Faktor 80 niedriger als die Nachweisgren-
ze, die aus den Hydrolyseblindldsungen ermittelt wurde, und betragt 5.0 ng Protein. Eine
Erhdhung der Empfindlichkeit kdnnte durch Reduzierung des Eintrages von proteinhaltigem
Material aus der Laborumgebung wie z. B. Hautschuppen und Haaren sowie Staub aus der
Laborluft und von Laboroberflachen erzielt werden. Auf die Verwendung von gepuderten
Laborhandschuhen aus Latex (Latexproteine und Maisstarke) sollte aus prinzipiellen
Erwagungen stets verzichtet und auf Vinylhandschuhe zurtckgegriffen werden. Der Vorteil
der Aminosaureanalytik gegeniuber dem BCA- und NanoOrange-Assay besteht in dem
zusatzlichen Informationsgehalt der Aminosdurezusammensetzung eines Proteins bzw.
Proteingemisches. Die Bestimmung der Aminosdurezusammensetzung erfordert Amino-
sauredaten hoher Qualitdt. Es konnte anhand der BSA-Hydrolyse unter den Bedingungen
von HM7, HM8 und HM9 (Hydrolysekinetik) gezeigt werden, dass kurze Hydrolysezeiten
(ty = 30 min) tendenziell eine héhere Qualitdt an Aminosduredaten generieren als l&ngere
Hydrolysezeiten. Die Anwendung von Extrapolationsverfahren auf zeitabhangige Amino-
saurewiederfindungen in Proteinhydrolysaten kompensiert auBerdem den Hydrolyseartefakt
und fuhrt zu einer hdheren Genauigkeit der experimentell ermittelten Aminosdurezusammen-
setzung. In diesem Zusammenhang erscheint es sinnvoll Hydrolysekinetiken durchzufihren,

die zwei Hydrolysen zu mind. 4 Zeitpunkten beinhalten.
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3.2 PROTEINBESTIMMUNG IM ATMOSPHARISCHEN
AEROSOL

3.2.1 Terminologie

In atmosphéarischen Aerosolpartikeln kommen Proteine in zellfragment- oder zellgebundener
Form in PBAPs oder in freier auf organischen Partikeln adsorbierter Form vor. Sie stellen ein
heterogenes Gemisch aus Proteinen mit einer hohen Diversitat hinsichtlich Funktion,
Struktur, Wasserl6slichkeit und Molekulargewicht dar. Das Ideal der atmosphérischen
Proteinbestimmung ist daher a priori schwer zu realisieren. Zellfragment- oder zell-
gebundene Proteine werden durch eine Extraktion in Wasser oder Puffer auch mit Hilfe einer
herkémmlichen Ultraschallanwendung im Wasserbad nur unzureichend gelést. Ein groBer
Teil des Proteins bleibt gebunden und entzieht sich der Proteinbestimmung. Mit Hilfe der
Proteinhydrolyse und Aminosaureanalytik ist man jedoch nach dem Probenvorbereitungs-
schema, das in Abbildung 3.50 dargestellt ist, in der Lage, das Gesamtprotein (TP),
wasserlosliches  Protein  (WSP) und makromolekulares wasserl6sliches Protein
(WSP(>5 kDa)) in atmosphérischen Feinstaubproben zu bestimmen. Die Berechnung des
Proteingehaltes der TP-, WSP- und WSP(>5 kDa)-Fraktion erfordert stets die Kenntnis der in
ihr enthaltenden Menge an proteingebundenen Aminoséuren (CAA). Die Proteinmenge wird
dann aus CAA als Proteindquivalent berechnet (Abschnitt 3.2.2). CAA wird in der TP- und
WSP-Fraktion aus dem Gesamtaminosauregehalt (TAA) und dem Gehalt freier Aminosauren
(FAA) als Differenz CAA = TAA - FAA ermittelt. Die Abklrzungen CAA, TAA und FAA
wurden in Anlehnung an die Terminologie von ZHANG et al.*® gew&hlt. Der FAA-Gehalt einer
PM2.5-Probe ist aus der Aminoséureanalyse des nichthydrolysierten wassrigen Extraktes
zugéanglich (B in Abbildung 3.50). Der TAA-Gehalt der TP- und WSP-Fraktion geht aus der
Proteinhydrolyse des PM2.5-Glasfaserfilters bzw. des wassrigen Extraktes und der
anschlieBenden Aminosaureanalytik hervor (Aund C in Abbildung 3.50). Die Bestimmung
des WSP(>5 kDa)-Gehaltes einer PM2.5-Probe nach GrdBenfraktionierung des wassrigen
Extraktes und Proteinhydrolyse der makromolekularen Fraktion benétigt die Information des
FAA-Gehaltes nicht, da eine Abtrennung der freien Aminosauren der Probe durch den
GréBenausschluss bereits erfolgte (D in Abbildung 3.50).
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Abbildung 3.50: Probenvorbereitung zur Bestimmung von Gesamtprotein (TP = total protein),
wasserléslichem Protein (WSP = water-soluble protein) und wasserléslichem, gréBenfraktioniertem
Protein (WSP (>5 kDa)) in PM2.5. SEC = GréBenausschlusschromatographie (size exclusion
chromatography), AAA = Aminosdureanalytik (amino acid analysis), TAA = Gesamtaminoséduregehalt
(total amino acids), CAA = Gehalt proteingebundener Aminosdure (combined amino acids), FAA =
freier Aminosduregehalt (free amino acids), TAA = CAA + FAA.

3.2.2 Proteinberechnung aus Aminosauredaten

Der Proteingehalt der TP-, WSP- und WSP(>5 kDa)-Fraktion einer PM2.5-Probe wurde aus
dem CAA-Gehalt der entsprechenden Hydrolysate ermittelt. Ein Protein setzt sich aus 20
proteinogenen Aminosduren zusammen, die OPA-Methode (OPA-VD1/OPA-G1) und die
NBD-F-Methode (NBD-F-VD2/NBD-F-G4) in Kombination mit der Proteinhydrolyse HM6-
HMS9 erméglichen jedoch nur die zuverlassige Quantifizierung von meist 14 (16) bzw. 12 (15)
proteinogenen Aminosauren. Die Proteinmengen der untersuchten PM2.5-Fraktionen
wurden daher als BSA-Aquivalente aus den zur Verfligung stehenden Aminoséduredaten
berechnet. BSA wurde als Referenz fir die Aminosaureanalytik gewahlt, weil bereits die
Untersuchungen von FRANZE'™ und Vergleichmessungen mittels des BCA- und
NanoOrange-Assays auf dieses Protein bezogen wurden und damit eine Vergleichbarkeit
gewahrleistet werden sollte. Die Stoffmengen von Cystin, Methionin, Serin, Threonin und
Tyrosin, deren Bestimmung a priori mit systematischen methodischen Fehlern behaftet war,
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wurden in der Berechnung des Proteingehaltes nicht bericksichtigt. Dies galt ebenfalls fir
Aminosauren, die unterhalb der Nachweisgrenzen in den Proben vorlagen.

Die erste Berechnungsmethode bezieht sich auf den Stoffmengenanteil, die zweite
Vorgehensweise auf den Massenanteil der in BSA vorkommenden Aminosauren. Im ersten
Fall werden sowohl die in der Realprobe gefundenen Stoffmengen naa, als auch die in einem
BSA-Molekil vorkommende Anzahl A von N quantifizierten Aminos&uren, addiert und das
Verhaltnis aus beiden Werten mit der Molmasse von BSA multipliziert (Gleichung 3.2).

N

Z DA, PM2.5

_ AA=1
Mppotein, PM2.5 =~ N “Mgga

z NAA, BSA

AA=1

Gleichung 3.2: Berechnung des Proteingehaltes Mpoein, pvzs als auf den BSA-Stoffmengenanteil
bezogene Aquivalentmasse.

Im zweiten Fall wird fir die Berechnung der Masse maa pm2s €iner Aminosdure die
gefundene Stoffmenge mit der Molmasse multipliziert und aus N Werten die Summe
gebildet. Die eingesetzte Molmasse entspricht dabei dem durchschnittlichen Molekularge-
wicht der Aminosdure in einem Protein, also dem Molekulargewicht der freien Aminosaure
abzlglich der Molmasse von Wasser. Die Summe wird anschlieBend in Relation zu dem
Massenanteil paa ssa der N Aminosduren in BSA gesetzt und daraus die BSA-&quivalente
Masse ermittelt (Gleichung 3.3).

N
N
Z MAA, BSA
NAA PM25 AA=1

 AA=l HaABSA =
Mpyoein, PM2.5 =~ Mgsa
HaaBSA

Gleichung 3.3: Berechnung des Proteingehaltes m pyowin puzs @ls auf den BSA-Massenanteil bezogene
Aquivalentmasse.

Beide Methoden der Bestimmung des Proteingehaltes aus Aminosauredaten werden am
Beispiel der PM2.5-Probe IWC05-51 erlautert (Tabelle 3.21).

Tabelle 3.21: Ubersicht des Proteingehaltes Mp,qgin wcos-s1 der WSP(>5 kDa)-Fraktion von IWC05-
51 ermittelt mit Gleichung 3.2 und Gleichung 3.3.

11(13) 11(13) 11(13)

Berechnung z NAAWC05-51 z Maa,wcos-51 z Apassa  Maagsa  Mprotein, Puzs
AA=1 AA=1 AA-1
uber [nmol] [ug] - [%] [ug]
Stoffmengenanteil 226.6 + 12.6 - 432 (74.10%) - 348+1.9

Massenanteil - 19.09+0.74 - 7539 253+1.0
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Der Aminosduregehalt der WSP(>5 kDa)-Fraktion dieser Probe wurde nach Proteinhydrolyse
mit der OPA-Methode ermittelt. Aspartat/Asparagin, Glutamat/Glutamin, Serin, Histidin,
Glycin, Threonin, Arginin, Alanin, Valin, Phenylalanin, Isoleucin, Leucin und Lysin wurden
quantifiziert und fiir die Berechnung der BSA-Aquivalentmasse ohne Beriicksichtigung von
Serin und Threonin herangezogen. Das Uber den Stoffmengenanteil berechnete BSA-
Aquivalent von 34.8+1.9 g ist um einen Faktor 1.4 hdher als der ilber den Massenanteil
bestimmte Wert von 25.3+1.0 ug Protein pro Filter. Dieser Unterschied ist letztlich auf die
Tatsache zurilickzufihren, dass die zweite Methode die Stoffmengenverteilung der Amino-
sauren in der PM2.5-Probe und ihre individuellen Massen berlcksichtigt. Glycin mit einem
sehr niedrigen Molekulargewicht ist in der Realprobe verhaltnismaBig haufig und im
Gegensatz dazu die Aminosauren mit sehr hohem Molekulargewicht (Histidin, Phenylalanin,
Arginin) seltener als in BSA vorzufinden (Abbildung 3.51).
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Abbildung 3.51: Aminosé&urestoffmengenanteile von BSA (graue Balken) und der WSP(>5 kDa)-
Fraktion von IWC05-51 (hellgraue Balken). Der durch die Analyse der 11 (13) Aminosduren gesamte
abgedeckte auf BSA bezogene Stoffmengenanteil betrdgt 74.1%. Die Aminosduren sind in der
Reihenfolge ihres aufsteigenden Molekulargewichtes aufgelistet.

Eine alternative Vorgehensweise zur Berechnung des Proteingehaltes stellt folgende
Berechnung dar. Die individuellen Stoffmengen von N Aminosauren der Realproben werden
experimentell ermittelt, anschlieBend aus diesen N verschiedene BSA-aquivalente
Stoffmengen bestimmt (Gleichung 3.4).

_ NaaPM2.5

mProtein, PM25 — nBSA-Aq 'MBSA nBSA—Aq = e

A anBsA

Gleichung 3.4: Berechung von N Proteingehalten Mpoein, puzs als BSA-Aquivalentmasse nach

experimenteller Bestimmung der Stoffmengen naa pu25 von N Aminoséduren.
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Der Proteingehalt einer Probe wird nach Multiplikation der BSA-&quivalenten Stoffmengen
mit der Molmasse von BSA als getrimmter Mittelwert ermittelt (Abschnitt 3.1.4.3). In Tabelle
3.22 sind die nach dieser Methode berechneten 11 Proteingehalte von IWC05-51 dargestellt.

Tabelle 3.22: Bestimmung des Proteingehaltes Merein, wcos-51 der WSP(>5 kDa)
von IWCO05-51 als 25%-getrimmter Mittelwert von 16.6+5.9 ug. Fett gedruckte
Daten wurden durch die Trimmung eliminiert.

AA nAA,IWCO5-51 A AABSA nBSA-Aq Mp,giein, IWC05-51.5
[nmol] - [nmol] [V
Gly 111.3 16 6.96 462.02
Ala 25.2 46 0.55 36.35
Asx 23.8 54 0.44 29.28
Lys 22.1 59 0.37 24.88
lle 3.6 14 0.26 17.08
Glx 20.2 79 0.26 17.01
Val 7.0 36 0.20 13.00
Leu 8.4 61 0.14 9.13
Arg 2.1 23 0.09 5.95
His 1.5 17 0.09 5.75
Phe 1.4 27 0.05 3.50

Die Werte von 3.5 bis 462.0 ug Protein pro Filter spiegeln die bereits in Abbildung 3.51
gezeigten Unterschiede in der Stoffmengenverteilung von Feinstaubprobe und BSA wider.
Es verdeutlicht, dass BSA offensichtlich kein gutes Standardprotein bzgl. seiner Aminosaure-
zusammensetzung fir ein Feinstaubprotein darstellt (Abschnitt 3.2.5). Durch die 25 %-
Trimmung zur Bestimmung eines gemittelten Proteingehaltes werden die zwei hochsten
(Glycin, Alanin) und zwei niedrigsten (Histidin, Phenylalanin) Werte eliminiert, so dass sich
ein gemittelter WSP(>5 kDa)-Gehalt von 16.61£5.9 ug der IWC05-51 ergeben wirde. Aus
dieser Gegenliberstellung der Bestimmung von BSA-Aquivalenten zeigt sich, dass sich der
Proteingehalt einer Aerosolprobe je nach Methodik um das 2fache von 16.645.9,
25.3£1.0und 34.8t1.9 ug unterscheiden kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der
Proteingehalt der untersuchten Proben mittels des BSA-Massenanteils bestimmt.
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3.2.3 HPLC-Analyse

3.2.3.1 NBD-F-Vorsaulenderivatisierung

In Abbildung 3.52 ist eine chromatographische Aminosauretrennung der WSP(>5 kDa)-
Fraktion einer atmosphéarischen Feinstaubprobe nach Hydrolyse in einer Lésung von 6 M
HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol (HM6) und NBD-F-Derivatisierung dargestellt. Mit
dieser Methode werden 12 (15) proteinogene Aminosdauren (Histidin, Arginin,
Aspartat/Asparagin, Glycin, Glutamat/ Glutamin/Threonin, Alanin, Prolin, Valin, Lysin,
Phenylalanin, Isoleucin und Leucin), Norleucin und Methyltyrosin gut von PM2.5-
Matrixkomponenten getrennt. Aspartat lasst sich von einer Stérkomponente nur bei
Verwendung einer neueren C12-RP-Saule trennen. Im Elutionsbereich von 3-Nitrotyrosin
und Tyrosin wurde in den mit dieser Methode untersuchten PM2.5-Proben Coelution
beobachtet. lhre eindeutige quantitative und qualitative Bestimmung in Umweltproben
erforderte daher die Anwendung eines anderen HPLC-Gradienten (Abschnitt 3.3.6.3).
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Abbildung 3.52: HPLC-FD-Chromatogramm der WSP(>5 kDa)-Fraktion der PM2.5-Probe MOHP04-31
nach Hydrolyse in 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol, 30 min, 5 bar (HM6) mit Norleucin
(1 nmol). Die HPLC-Analytik (Dionex-P580HPG-System) erfolgte nach Extraktion EM1, Aufnahme des
Hydrolysates in 1 ml Wasser, Addition von 1 nmol a-Methyltyrosin und Derivatisierung NBD-F-VD2 mit
Gradient NBD-F-G4.

3.2.3.2 OPA-Vorsaulenderivatisierung

In folgenden Abbildungen sind HPLC-FD-Chromatogramme eines nichthydrolysierten
Extraktes (Abbildung 3.53) sowie einer WSP- und WSP(>5 kDa)-Fraktion (Abbildung 3.54
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und Abbildung 3.55) von atmosphérischen Feinstaubproben nach Hydrolyse in einer Losung
von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol (HM9) und OPA/MPA-Derivatisierung
dargestellt. Ein HPLC-FD-Chromatogramm einer TP-Fraktion ist nicht abgebildet worden, da
dies keine Unterschiede zu einem Chromatogramm einer WSP-Fraktion zeigte.
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Abbildung 3.53: HPLC-FD-Chromatogramm des nichthydrolysierten PMZ2.5-Extraktes IWC05-48 ohne
internen Standard. Die HPLC-Analytik (Dionex-P580HPG-System) erfolgte nach Extraktion EM2,
Verdiinnung 1:300 und Derivatisierung OPA-VD1 mit Gradient OPA-G1.

Die Identifizierung von 14 (16) proteinogenen Aminosauren (Aspartat/Asparagin, Glutamtat/
Glutamin, Serin, Histidin, Glycin, Threonin, Arginin, Alanin, Tyrosin, Valin, Phenylalanin,
Isoleucin, Leucin und Lysin) ist in den PM2.5-Fraktionen mdglich. Im Ri-Bereich von Tyrosin
jedoch wurde eine partielle Coelution einer Matrixkomponente beobachtet. Tyrosin wurde
daher nur in den Fraktionen quantifiziert, in denen die Tyrosin-Peakhéhe das 3fache der
Peakhdhe der coeluierenden Substanz betrug. Eine Trennung von Valin wurde nur bei
Verwendung einer neuen Saule erreicht. Isoleucin konnte aufgrund einer Coelution in den
nichthydrolysierten Extraktproben nicht bestimmt werden. Im Ri-Bereich von Ornithin wurde
in den WSP(>5 kDa)-Fraktionen eine Elution einer Komponente beobachtet. Der ent-
sprechende Peak wurde Ornithin aufgrund einer signifikanten Ri-Abweichung den Standard-
messungen und dem Fehlen des zweiten OPA-Ornithin-Peaks nicht zugeordnet.
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Abbildung 3.54: HPLC-FD-Chromatogramm der WSP-Fraktion der PMZ2.5-Probe IWC05-51 nach
Hydrolyse in 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol, 3 mM Ascorbinsdure, 60 min, 5 bar (HM9) mit
Norvalin (5 nmol). Die HPLC-Analytik (Dionex-P580HPG-System) erfolgte nach Extraktion EM2,
Aufnahme des Hydrolysates in 1 ml Wasser, Verdiinnung 1:30 und Derivatisierung OPA-G1 mit
Gradient OPA-G1.
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Abbildung 3.55: HPLC-FD-Chromatogramm der WSP(>5 kDa)-Fraktion der PM2.5-Probe IWC05-51
nach Hydrolyse in 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol, 3 mM Ascorbinsdure, 60 min, 5 bar
(HM9) mit Norvalin (5 nmol). Die HPLC-Analytik (Dionex-P580HPG-System) erfolgte nach Extraktion
EM2, SEC, Aufnahme des Hydrolysates in 1 ml Wasser, Verdiinnung 1:30 und Derivatisierung OPA-
G1 mit Gradient OPA-G1.
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In den HPLC-FD-Chromatogrammen der nichthydrolysierten PM2.5-Extrakte und WSP-Frak-
tionen wurde im R-Bereich von 24-28 min eine sehr breit von der Saule schmierende Matrix-
komponente beobachtet, die zu einem starken Anstieg und plétzlichen Abfall der Basislinie
fihrte.

3.2.3.3 Methodenvergleich

Es wurden zwei WSP(>5 kDa)-Fraktionen von atmosphéarischen Feinstaubproben mit der
NBD-F- und der OPA/MPA-Vorsaulenderivatisierung analysiert. Diese Proben wurden nach
Methode EM1 extrahiert, eine GrdBenfraktionierung durchgefihrt und vor Proteinhydrolyse
der WSP(>5 kDa)-Fraktion in einer L6sung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol
bei 5 bar fur 30 min (HM6) mit dem Hydrolysestandard Norleucin aufgestockt. Das Protein-
hydrolysat einer Probe wurde im Anschluss auf dessen CAA- und Proteingehalt mit beiden
Methoden untersucht (Tabelle 3.23).

Tabelle 3.23: Vergleich der OPA- (OPA-VD1/0OPA-G1) und NBD-F-Methode (NBD-F-VD2/NBD-F-
G4) zur Bestimmung von gebundenen Aminosduren in der WSP(>5 kDa)-Fraktion von
atmosphdrischen Feinstaubproben.

AA CAAwspes koo Filter
MOHP04-26 MOHP04-31
OPA® NBD-F"  Verhaltnis®  OPA" NBD-F"  Verhaltnis®
[nmol] [nmol] [nmol] [nmol]

Asx 12.3 4.6 0.4 13.5 10.3 0.8
GIx/Thr 12.9 11.7 0.9 17.1 15.5 0.9
Ser 3.3 -©) - 3.8 -©) -
His 0.3 - - 0.6 0.4 0.8
Thr 3.7 ) - 3.6 ) -
Arg 0.8 1.8 2.2 1.8 2.7 15
Ala 9.3 8.0 0.9 10.3 9.7 1.0
Tyr 0.1 -® - 0.5 1.4 3.1
Val 1.2 2.1 1.8 4.1 4.9 1.2
Phe 0.4 0.7 1.8 1.5 1.9 1.2
lle 1.3 1.2 0.9 3.5 2.9 0.8
Leu 0.7® 1.8 2.5 4.8 4.9 1.0
Lys 0.4 1.0 2.8 0.4 2.0 4.8
Pro -© 1.2 - -© 2.3 -

(1) - externe Kalibrierung; (2) - Coelution mit Norleucin, Wert wurde daher unter Annahme der gleichen
Response von Nleu und Leu, die experimentell bestétigt wurde, korrigiert; (3) - NBD-F/OPA; (4) - <NWG
(NBD-F-HPLC-Methode); (5) - als GIx/Thr; (6) - keine Bestimmung mdéglich.



PROTEINBESTIMMUNG IM ATMOSPHARISCHEN AEROSOL

135

Die CAA-Daten von Glutamat/Glutamin/Threonin, Alanin und Isoleucin von MOHP04-26
stimmen gut Uberein, wéhrend die von Aspartat/Asparagin, Histidin, Valin, Phenylalanin,
Leucin, Arginin und Lysin deutlich voneinander abweichen. Die Ubereinstimmung der
gefundenen Stoffmengen in MOHP04-31 ist deutlich besser, signifikante Abweichungen
werden in diesem Fall nur bei Arginin, Lysin und Tyrosin beobachtet. Die niedrigen mittels
der NBD-F-Methode gefundenen Werte flr Aspartat/Asparagin und Histidin kénnen auf eine
Kontamination von Metallionen nach Mivano et al.l®® zuriickgefilhrt werden (Abschnitt
2.2.3.1). Die Tyrosinbestimmung kann in beiden Féllen aufgrund der bereits erwdhnten
Coelution als unsicher betrachtet werden. Der CAA-Wert von Leucin der OPA-Methode
wurde korrigiert, da Norleucin als Hydrolysestandard verwendet wurde und dieser mit Leucin
in OPA-G1 coeluiert. Die Abweichungen von Lysin und Arginin kénnen teilweise auf die
signifikant schlechtere Flachenreproduzierbarkeit dieser Aminosduren in der NBD-F-Derivati-
sierung zurlckgefihrt werden. Die Unterschiede in den CAA-Daten machten sich auch in
dem auf den als BSA-Aquivalent berechneten Proteingehalt der Proben bemerkbar. Der
mittels OPA-Methode ermittelte Proteingehalt der WSP(>5 kDa)-Fraktion von MOHP04-26
betragt 1.8 ng/m°, wéhrend der mit der NBD-F-Methode ermittelte sich auf 1.4 ng/m® belauft.
Dies entspricht einer Abweichung von 22 %. Der Proteingehalt von MOHP04-31 wurde nach
der OPA-Methode zu 3.2 ng/m® bzw. mit der NBD-F-Methode zu 3.0 ng/m® mit einer Ab-

weichung von 6 % ermittelt.

3.2.4 Probenvorbereitung

3.2.4.1 Extraktion

Atmosphéarische Aerosolpartikel wurden auf Glasfaserfiltern mittels des Hochdurchsatz-
Partikelsammlers (High Volume Sampler) Digitel DHA80, der mit einem PM2.5-Probe-
nahmekopf ausgestattet wurde, abgeschieden. Im Anschluss wurden Proteine der WSP- und
WSP(>5 kDa)-Fraktion wassrig extrahiert. In einem Standardadditionsexperiment sollte Gber-
pruft werden, ob sich ein Unterschied in den Proteinwiederfindungen beim Eindampfen der
Extrakte unter Druckluft bzw. Stickstoff ergeben. Zwei wassrige PM2.5-Extrakte, die aus
2.3 mg Feinstaub (IWC05-33 und IWC05-34) gemaB EM1 gewonnen wurden, sind hierfar mit
498 ug BSA (Protein/PM2.5 = 22 %) aufgestockt worden. Die Abtrennung des zerkleinerten
Filtermaterials und unléslicher Komponenten erfolgte zuvor Uber Zentrifugation und Filtration
(0.45 um). Die aufgestockten Extrakte wurden anschlieBend unter Druckluft bzw. Stickstoff
eingedampft. Nach Isolierung der WSP(>5 kDa)-Fraktionen wurden diese in einer Lésung
von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinsaure (HM 9) hydrolysiert.
Die mittels Aminosdureanalytik ermittelten BSA-Wiederfindungen belaufen sich nach der
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Probenvorbereitung inkl. Eindampfen des Extraktes unter Druckluft bzw. Stickstoff, Protein-
gréBenfraktionierung und Proteinhydrolyse auf 2.4+0.1 % bzw. 2.2+0.1 % (ca. 11.5 ug BSA).
Dieses Ergebnis zeigt, dass kein Einfluss der Eindampfmethode auf die Proteinwiederfin-
dungen gegeben ist, allerdings werden bei Beriicksichtigung der Wiederfindungen der Pro-
teingréBenfraktionierung und der Proteinhydrolyse signifikante PM2.5-Matrixinterferenzen
wahrend der Extraktion bzw. des Eindampfens deutlich (Abschnitt 3.2.4.4).

3.2.4.2 GrbBenausschlusschromatographie

Die ProteingréBenfraktionierung wassriger PM2.5-Extrakte wurde mit einer PD10-Saule der
Fa. Amersham Biosciences durchgefiihrt. Diese Saulen erlauben eine Gruppenseparation
von Proteinen mit einem Molekulargewicht >5 kDa von niedermolekularen Komponenten.
Der Hersteller empfiehlt stets einen gewissen Salzgehalt der in der GréBenausschlusschro-
matographie verwendeten L&sungen, um eine Adsorption von Proteinen an die Sephadex-
Phase zu vermeiden. Bei Verwendung der empfohlenen 25 mM Natriumchloridlésung wirde
in der makromolekularen Fraktion eine hohe Salzfracht von 5.8 g NaCl anfallen. Dies wirde
die nachfolgende Proteinhydrolyse und das Probenhandling stéren, so dass Wasser zur
Elution der makromolekularen Fraktion verwendet wurde. Zur Bestimmung der Proteinwie-
derfindung unter diesen Bedingungen wurden jeweils ein wassriger PM2.5-Extrakt, der aus
1.98 mg Feinstaub (MOHPO04-25) gem&B EM1 gewonnen wurde, mit 11.9, 119.5 bzw.
557.5 ug BSA (Protein/PM2.5 = 0.6, 6.0 bzw. 28.2 %) aufgestockt und die GrdBenfrak-
tionierung durchgefiihrt. Der Proteingehalt der Proben wurde anschlieBend mit dem BCA-
Assay bestimmt. Die BSA-Wiederfindungen sind in Abbildung 3.56 dargestellt. Im Bereich
des gemaRB Literatur erwarteten Proteingehaltes von atmospharischen Aerosolproben
(Protein/PM2.5 = 0.6-6.0) ist mit Verlusten von 50-75 % zu rechnen. BSA-Wiederfindungen
nach GrdBenfraktionierung mit PD10-Saulen und PBS-Puffer in Abwesenheit von PM2.5-
Matrix wurden auf Werte von 87-115 % bestimmt.!'”
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Abbildung 3.56: Aufstockungswiederfindungen (AW) von BSA in PMZ2.5-Extrakt nach GréBenaus-
schlusschromatographie. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen einer Dreifach-
bestimmung im BCA-Assay.

3.2.4.3 Proteinhydrolyse

Um den Einfluss von nieder- und makromolekularen PM2.5-Komponenten auf die Amino-
saurewiederfindung wahrend der Proteinhydrolyse abzuschatzen, wurden Standard-
additionsexperimente durchgefihrt (Tabelle 3.24). WSP- und WSP(>5 kDa)-Fraktionen
wurden mit BSA als Standardprotein aufgestockt und der mikrowelleninduzierten Proteinhy-
drolyse unterzogen. Eine unabhangige Verifizierung der Proteinhydrolyse als Probenvorbe-
reitungsschritt sollte somit gewahrleistet werden. Da kein représentativer PM2.5-Standard
verfligbar war, wurden unterschiedliche Aerosolproben zur Gewinnung der Matrix verwendet.
Als Hydrolysemedium wurde eine Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol
(HM6) oder 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinsaure (HM7, HM8
und HM9) eingesetzt. Das Verhaltnis von addiertem Protein zur Gesamtpartikelmasse, aus
der die entsprechenden Fraktionen isoliert wurden, lag im oberen ppm- bis unteren %-
Bereich. Damit wurde der aus der Literatur bekannte Proteingehalt in atmospharischen
Aerosolpartikeln abgedeckt. Als Kontrolle wurde BSA in Wasser parallel unter gleichen
Hydrolysebedingungen zersetzt. Die Aufstockungswiederfindung (AW) von BSA in den
Realproben wurde nach Subtraktion des Aminosauregehaltes der nichtaufgestockten von der
aufgestockten Realprobe als 25 %-getrimmter Mittelwert (M, 5) berechnet.
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Tabelle 3.24: Ubersicht der durchgefiihrten Standardadditionsexperimente. Angegeben sind
addierte BSA-Menge, Hydrolysemethode (HM) und Hydrolysezeit (i), extrahierte PM2.5-Menge
und BSA/PM2.5.

Extrakt Fraktion (>5 kDa)
Exp. BSA HM ty PM2.5 BSA/PM2.5 PM2.5 BSA/PM2.5
[ug] [mg] [%] [mg] [%]
A 1,10,103 6 30 - - 3.4 0.03,0.3, 3.0
B -, 10,1083 7,8,9 30, 45,60 - - 1.9 -, 05,53
cC 1,111,108 9 60 32 0.0303,32 65 0.02,0.2,1.6

Standardaddition von BSA in PM2.5-Matrix (A)

Far die Durchfihrung von Standardadditionsexperiment A wurden wasserlésliche Matrix-
bestandteile aus 3.4 mg einer atmospharischen Feinstaubprobe vom HohenpeiBenberg
(MOHPO04-22) nach wassriger Extraktion (EM1) und Proteinfraktionierung isoliert. Die
makromolekulare PM2.5-Fraktion wurde mit 1, 10 und 103 ug BSA aufgestockt. Dies
entspricht einem BSA/PM2.5-Verhéltnis von 0.03, 0.3 und 3.0 %. Die Proben wurden in einer
Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol bei 5 bar fir 30 min (HM6)
hydrolysiert.

[ BSA-Hydrolysekontrolle
[ BSA in PM2.5-Matrix (>5 kDa)

AW [%]

1 10 103
BSA [ug]

Abbildung 3.57: Aufstockungswiederfindungen (AW) von BSA nach Hydrolyse in 6 M HCI, 10 %(w/v)
TFA, 0.1 %(w/v) Phenol, 30 min, 5 bar (HM6). BSA-Kontrolle in Wasser (dunkelgraue Balken) und
BSA in makromolekularer PM2.5-Matrix (>5 kDa, hellgraue Balken). Dargestellt sind 25 %-getrimmte
Mittelwerte (M,25) und Standardabweichungen der Aminosdurewiederfindungen. Die HPLC-Analyse
erfolgte nach Derivatisierung OPA-VD1 mit Gradient OPA-G1. AF = Aufstockungsfaktor.
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Unter den Hydrolysebedingungen von HM6 zeigt sich ein deutlicher Einfluss der makromole-
kularen PM2.5-Matrix auf die Wiederfindungen von BSA. Die Kontrollen konnten zu 81.7-
99.3 % wiedergewonnen werden (Abbildung 3.57). Die Wiederfindungen in den mit 10 und
103 ug BSA aufgestockten Realproben lagen jedoch bei 28.6 und 50.0 %. Bei einem Protein-
gehalt von 0.03% in der mit 1 ug BSA aufgestockten PM2.5-Fraktion betrug die
Wiederfindung 6.9 %. Der Aufstockungsfaktor (AF) beschreibt in letzterem Fall das
Verhaltnis der gefundenen Stoffmenge einer Aminosaure in der aufgestockten und der nicht-
aufgestockten Probe. In Tabelle 3.25 sind die AF-Werte der einzelnen Aminosduren
dargestellt. Valin, Lysin, Leucin, Histidin, Phenylalanin, Methionin und Tyrosin mit positiven
Aufstockungswiederfindungen von 2-12 % wurden im Vergleich zu der bereits in der
Realprobe vorhandenen Menge im Uberschuss zugegeben (AF >2). Glycin,
Aspartat/Asparagin, Alanin, Glutamat/Glutamin, Serin, Isoleucin, Arginin und Threonin
wurden im Unterschuss (AF <2) eingesetzt und zeigen negative Aufstockungswieder-
findungen.

Tabelle 3.25: Aminosdurestoffmengen der nichtaufgestockten WSP(>5 kDa)-Fraktion und der
in Form von BSA zu ihr addierten Aminosduren und ihre Aufstockungswiederfindung (AW) in
der mit 1 ug BSA aufgestockten WSP(>5 kDa)-Fraktion (Standardadditionsexperiment A).
Die Aminosduren sind nach aufsteigendem Aufstockungsfaktor (AF) in der Tabelle
aufgefihrt.

AA Stoffmenge AF® AW
BSA (1 pg) MOHP04-22 BSA (1 pg)
[nmol] [nmol] [%]
Gly 0.29 9.36 1.03 -814 + 51
Asx 0.98 2.41 1.41 -39 + 4
Ala 0.83 1.80 1.46 -48 + 4
Glx 1.43 2.25 1.63 32 + 2
Ser 0.51 0.61 1.83 23 + 3
lle 0.25 0.30 1.84 17 + 3
Arg 0.42 0.44 1.94 20 + 10
Thr 0.61 0.64 1.97 12 £ 2
Val 0.65 0.41 2.57 2 +2
Lys 1.07 0.54 2.99 12 + 7
Leu 1.10 0.47 3.33 3 + 1
His 0.31 0.13 3.37 10 + 1
Phe 0.49 0.15 4.32 5+ 1
Tyr 0.36 0.05 7.92 8 +3
Met 0.07 - - -

(1) - Verhéltnis der gefundenen Stoffmenge einer Aminoséaure in der aufgestockten und der nichtaufge-
stockten Probe.



140 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Diese Beobachtung spiegelt letztlich die Unsicherheit in der Durchfihrung der
GrdBenausschlusschromatographie und der Hydrolyse wider. Die Wiederfindung von 1 ug
BSA in der makromolekularen PM2.5-Matrix wurde daher aus den Wiederfindungen der erst-
genannten Aminosauren (AF = 2.6-7.9) ermittelt.

Hydrolysekinetik von BSA in PM2.5-Matrix (B)

In Standardadditionsexperiment B wurden Proteinwiederfindungen in makromolekularer
PM2.5-Matrix nach Hydrolyse in einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol
und 3 mM Ascorbinsaure (HM7, HM8 und HMS9) bei 5 bar fir 30, 45 und 60 min bestimmt.
Zur Isolierung wasserldslicher Matrixbestandteile wurden 1.9 mg atmospharischer Feinstaub
aus Muanchen-GroBhadern (IWC05-33 und IWC05-34) wassrig extrahiert (EM1) und der
Extrakt groéBenfraktioniert. Die WSP(>5 kDa)-Fraktionen wurden entsprechend einem
BSA/PM2.5-Verhaltnis von 0.5 und 5.3 % mit 10 und 103 ug BSA aufgestockt. Unter den
Bedingungen von HM7, HM8 und HM9 ist ein Einfluss der makromolekularen PM2.5-Matrix
auf die Proteinwiederfindungen entscheidend geringer als unter den Bedingungen von HM6
(Standardadditionsexperiment A). Die Wiederfindungen der Kontrollproben (102 ug BSA in
Wasser) belaufen sich auf 84.1-85.7 % (Abbildung 3.58).
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Abbildung 3.58: Aufstockungswiederfindungen (AW) von BSA nach Hydrolyse in 6 M HCI, 10 %(w/v)
TFA, 1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinséure, 30, 45 und 60 min, 5 bar (HM7, HM8 und HM9).
BSA-Kontrolle in Wasser (102 ug, dunkelgraue Balken) und BSA in makromolekularer PM2.5-Matrix
(>5 kDa; 103 ug, hellgraue Balken; 10 ug, weiBe Balken). Dargestellt sind 25 %-getrimmte Mittelwerte
(M, 25) und Standardabweichungen der Aminosdurewiederfindungen. Die HPLC-Analyse erfolgte nach
Derivatisierung OPA-VD1 mit Gradient OPA-G1.
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Die Wiederfindung von 103 und 10 ug BSA in Anwesenheit der PM2.5-Matrix betragt 76.7-
82.0 % bzw. 72.7-74.9 %. Diese fallen somit deutlich héher aus als die Wiederfindungen in
einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA und 0.1 %(w/v) Phenol (HM6). Eine
Hydrolysezeitabhangigkeit der Proteinwiederfindungen ist im Rahmen der Standardab-
weichungen nicht gegeben. Die Tendenz einer Konzentrationsabhéngigkeit jedoch ist aus
der Darstellung ersichtlich. Im Vergleich zu Standardadditionsexperiment A ist diese weniger
ausgepragt. Eine unmittelbare Vergleichbarkeit ist allerdings nicht gegeben, da die Matrix
von Aerosolpartikeln unterschiedlicher Probenahmeorte verwendet wurde und mit einer
naturgemaBen Variabilitdt der chemischen Zusammensetzung zu rechnen ist. Ein repréasen-
tativer PM2.5-Standard ist nicht verfigbar gewesen. Die Zeitabhangigkeit der individuellen
Aminosaurewiederfindungen von BSA in PM2.5-Matrix ist im Gegensatz zu den BSA-
Kontrollen, die in Abschnitt 3.1.4.8 diskutiert wurden, mit Ausnahme von Glycin, Valin, Serin
und Threonin indifferent (Tabelle 6.2 und Tabelle 6.3). Die zu Alanin relativen Glycin-, Serin-
und Threoninwiederfindungen nehmen mit zunehmender Hydrolysezeit und abnehmender
Konzentration signifikant ab, wahrend die von Valin zunimmt. In Abbildung 3.59 ist die
hydrolysezeitabhangige Proteinwiederfindung der nichtaufgestockten Feinstaubprobe
dargestellt.
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Abbildung 3.59: Wasserldsliches Protein (WSP(>5 kDa)) in 1.9 mg PM2.5 (IWC05-33 und IWC05-34)
nach Hydrolyse in 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinsédure, 30, 45 und
60 min, 5 bar (HM7, HM8 und HM9). Die HPLC-Analyse erfolgte nach Derivatisierung OPA-VD1 mit
Gradient OPA-G1.

Der Proteingehalt steigt signifikant von 1.06 auf 1.30 pg nach 30-60 min an und betragt nach
90 min rund 0.07 % der Gesamtpartikelmasse. Die Aminosaurekinetikprofile der nichtaufge-
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stockten Realproben zeigen keine Unterschiede hinsichtlich ihrer Zeitabhéngigkeit ( Tabelle
6.4). Die Wiederfindungen der Aminosauren inkl. Serin und Threonin steigen im Rahmen der
Wiederholprazision der HPLC-Doppelbestimmung mit zunehmender Hydrolysezeit an.

Standardaddition von BSA in PM2.5-Matrix (C)

In Standardadditionsexperiment C wurde die Bestimmung von Proteinwiederfindungen nach
Hydrolyse in einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol und 3 mM As-
corbinsaure (HM9) fir 60 min auf die WSP-Fraktion von PM2.5 ausgeweitet. Zur Isolierung
wasserldslicher nieder- und makromolekularer Matrixbestandteile wurde atmospharischer
Feinstaub aus Minchen-GroBhadern (IWC05-50) wassrig extrahiert (EM2) und ein Teil des
Extraktes gréBenfraktioniert. Die WSP- und WSP(>5 kDa)-Fraktion wurde aus 3.2 bzw.
6.5 mg der Aerosolpartikel gewonnen und entsprechend einem BSA/PM2.5-Verhaltnis von
0.03, 0.3 und 3.2 % bzw. 0.02, 0.2 und 1.6 % mit 1, 11 und 103 pg BSA aufgestockt. Die
Wiederfindungen der BSA-Kontrollen und von 11 und 103 pg BSA in makromolekularer
PM2.5-Matrix bestatigen die Ergebnisse des Standardadditionsexperimentes B (Abbildung
3.60).
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Abbildung 3.60: Aufstockungswiederfindungen (AW) von BSA nach Hydrolyse in 6 M HCI. 10 %(w/v)
TFA. 1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinsdure, 60 min, 5 bar (HM9). BSA-Kontrolle in Wasser
(dunkelgraue Balken) und BSA in makromolekularer PMZ2.5-Matrix (>5 kDa, graue Balken).
BSA/PM2.5: 0.02 (1 ug BSA). 0.2 (11 ug BSA) und 1.6 % (103 ug BSA). Dargestellt sind 25 %-
getrimmte Mittelwerte (M, 25) und Standardabweichungen der Aminosdurewiederfindungen. Die HPLC-
Analyse erfolgte nach Derivatisierung OPA-VD1 mit Gradient OPA-G1.

Die Wiederfindungen von 1pug BSA wurden entsprechend des Aufstockungsfaktors
berechnet. Glutamat/Glutamin, Valin, Arginin, Histidin, Leucin und Phenylalanin (AF = 1.6-
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3.5) konnten im Mittel zu 58.8 % und Alanin, Aspartat/Asparagin, Serin, Isoleucin, Threonin
und Lysin (AF = 1.3-1.5) zu 33.1 % wiedergewonnen werden. Glycin (AF = 1.02) wurde als
einzige Aminosaure um den Faktor 6.4 unterbestimmt (Tabelle 3.26).

Tabelle 3.26: Aminosédurestoffmengen der nichtaufgestockten WSP(>5 kDa)-Fraktion und der
in Form von BSA zu ihr addierten Aminosduren und ihre Aufstockungswiederfindung (AW) in
der mit 1 ug BSA aufgestockten WSP(>5 kDa)-Fraktion (Standardadditionsexperiment C).
Die Aminosduren sind nach aufsteigendem Aufstockungsfaktor (AF) in der Tabelle
aufgefihrt.

AA Stoffmenge AF® AW

BSA (1 ug) IWC05-50 BSA (1 pg)

[nmol] [nmol] [%]

Gly 0.29 13.06 1.02 -640 + 30
Ala 0.83 3.15 126 30+ 3
Asx 0.97 3.20 130 35+ 5
Ser 0.50 1.24 1.41 8 + 24
lle 0.25 0.57 144 34+ 3
Thr 0.61 1.28 148 33+ 3
Lys 1.06 2.20 148 34+ 7
Glx 1.42 2.56 155 61+ 3
Val 0.65 0.91 1.71 64 + 7
Arg 0.40 0.41 204 58 + 3
His 0.31 0.27 215 49 + 10
Leu 1.10 0.93 218 59 + 1
Phe 0.49 0.19 350 57+ 3
Met 0.07 - - -
Tyr 0.36 - -

(1) - Verhéltnis der gefundenen Stoffmenge einer Aminosaure in der aufgestockten und der nichtaufge-
stockten Probe.

Die Wiederfindungen von 10 und 103 ug BSA der aufgestockten WSP-Fraktionen decken
sich mit Werten von 79.7 und 92.6 % mit dem Wiederfindungsbereich der BSA-Kontrollen
(Abbildung 3.61). Die Wiederfindung von 1 ug BSA von 77.5 % wurde aus den Wieder-
findungen von Leucin, Arginin, Histidin und Phenylalanin (RGS = 0.6-1.0) ermittelt und ist im
Vergleich zu der Wiederfindung in der makromolekularen PM2.5-Matrix von 33.1 %
(AF = 1.3-1.5) um mehr als das 2fache héher (Tabelle 3.27).
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Abbildung 3.61: Proteinwiederfindungen nach Hydrolyse in 6 M HCI. 10 %(w/v) TFA. 1 %(w/v) Phenol
und 3 mM Ascorbinséure, 60 min, 5 bar (HM9). BSA-Kontrolle in Wasser (dunkelgraue Balken) und
BSA in PM2.5-Extrakt (graue Balken). Dargestellt sind 25 %-getrimmte Mittelwerte (M,25) und
Standardabweichungen der Aminosdurewiederfindungen. Die HPLC-Analyse erfolgte nach Deriva-
tisierung OPA-VD1 mit Gradient OPA-GT1.

Die Wiederfindungen der Aminosauren mit einem AF-Wertvon 1.2-1.4 (Tyrosin, Glu-
tamat/Glutamin, Isoleucin, Threonin und Lysin) sind ebenfalls positiv, streuen jedoch stérker
als die der Aminosauren mit einem entsprechenden Aufstockungsfaktor von 1.3-1.5, die zu
der makromolekularen PM2.5-Fraktion addiert wurden.
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Tabelle 3.27: Aminosdurestoffmengen der nichtaufgestockten WSP-Fraktion und der in Form
von BSA zu ihr addierten Aminosduren und ihre Aufstockungswiederfindung (AW) in der mit
1 ug BSA aufgestockten WSP-Fraktion (Standardadditionsexperiment C). Die Aminosduren

sind nach aufsteigendem Aufstockungsfaktor (AF) in der Tabelle aufgefiihrt.

AA Stoffmenge AF AW
BSA (1 ug) IWC05-50 BSA (1 ug)
[nmol] [nmol] [%]
Gly 0.29 39.64 1.01 -2077 + 800
Ala 0.83 10.73 1.08 -103 + 52
Ser 0.50 5.29 1.10 -551 + 174
Asx 0.97 7.08 1.14 -26 + 27
Tyr 0.36 2.07 1.17 129 + 7
Glx 1.42 6.83 1.21 6 + 12
lle 0.25 0.92 1.27 125 + 10
Thr 0.61 1.76 1.35 49 + 20
Lys 1.06 2.94 1.36 13 + 55
Val 0.65 1.27 1.51 -
Leu 1.10 1.71 1.64 87 + 3
Arg 0.41 0.64 1.65 78 + 8
His 0.31 0.43 1.71 64 + 8
Phe 0.49 0.50 1.96 77 + 5
Met 0.07 - - -

3.2.4.4 Diskussion

Die durchgeflihrten Standardadditionsexperimente zur Validierung der Extraktion bzw. des
Eindampfens von Extrakten atmosphérischer Feinstaubpartikel, der GréBenausschluss-
chromatographie und der Proteinhydrolyse zeigen die kritischen Stufen der Probenvor-
bereitung auf. Unter Bericksichtigung der Proteinwiederfindungen der GréBenfraktionierung
von ca. 25 % (Abschnitt 3.2.4.2) und der Hydrolyse von ca. 85 % (Standardadditions-
experiment C, Abschnitt 3.2.4.3) kdnnen aus dem in Abschnitt 3.2.4.1 beschriebenen
Standardadditionsexperiment rund 89 % des gesamten Proteinverlustes auf Wechsel-
wirkungen von Protein mit wasserléslicher PM2.5-Matrix und auf Adsorptionseffekte mit
Oberflachen von Laborgeraten wahrend des Eindampfens und Wiederaufnehmens eines
Extraktes zurtickgefihrt werden. Die Wiederfindung von 498 ug BSA betragt nach dieser Ab-

schatzung 10.8 % (Abbildung 3.62).
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Abbildung 3.62: Aufstockungswiederfindungen (AW) von 498 ug BSA in einem aufgestockten PMZ2.5-
Extrakt (EM1) nach Eindampfen (Abschnitt 3.2.4.1), GréBenausschlusschromatographie (Abschnitt
3.2.4.2) und Proteinhydrolyse (HM9, Abschnitt 3.2.4.3). (1) - aus Standardadditionsexperiment abge-
schétzt, (2) - mittels OPA-HPLC-Analyse ermittelt.

FRANZE'® hat in Standardadditionsexperimenten eine &hnliche Beobachtung gemacht. Es
wurden 20, 50, 100, 200 und 600 ug BSA auf Glasfaserfilter pipettiert und Wiederfindungen
von jeweils 8, 16, 20, 37 und 46 % ermittelt. In den analysierten Feinstaubproben wurde ein
absoluter Proteingehalt von 50-200 pug nach einem zu EM1 analogen Extraktionsverfahren in
PBS-Puffer (pH = 7.4) mittels BCA-Assay ermittelt. Die Anwesenheit von Matrixkomponenten
jedoch hatte dabei nach Aussagen des Autors keinen signifikanten Einfluss auf das
Ergebnis. Die Abklarung der beobachteten Effekte von Filtermaterial und PM2.5-Matrix
wahrend der Extraktion und des Eindampfens erfordert daher weitere systematische
Untersuchungen auf Basis des Standardadditionsverfahrens. Die folgenden Erlduterungen
sollen die Aufmerksamkeit auf mogliche Interaktionen von Proteinen mit PM2.5-
Komponenten fokusieren. Aus der Lebensmittelanalytik sind kovalente und nichtkovalente
Wechselwirkungen von Pflanzen(poly-)phenolen mit Proteinen hinreichend bekannt.['76-332334]
Zu den Pflanzenphenolen zahlen Hydroxybenzoeséduren mit Ce-C4-, Hydroxyzimtsduren mit
Cs-Cs- und Flavonoide (Flavone, Isoflavone, Flavanole usw.) mit Cg-Cs-Ce-Grundkérper.
Pflanzenphenole enthalten u.a. o- und p-Diphenol-Struktureinheiten als Vorldufer chinoider
Systeme und 2-Methoxy- und 2-,3-Dimethoxyphenolstrukturen (Guajacyl- und Syringyl-Typ).
Chinoide Systeme reagieren leicht mit nukleophilen Seitenketten von Cystein, Methionin und
Lysin (Thiol- und Aminogruppen) in Proteinen unter Ausbildung von kovalenten Bindungen.
Radikalische Reaktionswege wurden fir die Guajacyleinheiten als mdglicher
Interaktionmechanismus vorgeschlagen.®® Die Interaktionen von Pflanzenphenolen mit

Proteinen modifizieren Seitenketten von Aminosduren, &andern ihre Sekundar- und
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Tertiérstruktur und bilden schwerldsliche, kolloidale Pflanzenphenol-Protein-Komplexe.***
Die Isolierung von Enzymen aus Pflanzen wird durch diese Wechselwirkungen erheblich
erschwert.®®! In atmospharischen Aerosolpartikeln sind Lignin, dessen Pyrolyseprodukte,
Lignane und HULIS pflanzlicher Herkunft und besitzen vergleichbare strukturelle Eigen-
schaften wie genannte (Poly-)Phenole. HULIS enthalten phenolische und chinoide Systeme.
Bei der Verbrennung von Lignin entstehen aromatische Derivate des Guajacyl- und Syringyl-
Typs mit aliphatischen Substituenten und reaktiven Aldehyd-, Carboxyl-, Alkyl- und
Alkanonseitenketten.”®!. P-Hydroxybenzoesdure und p-Hydroxybenzaldehyd sind ebenfalls
ein wesentlicher Bestandteil von Gréaserrauch. Lignane sind Dimere von p-Coumaryl-,
Coniferyl- und Sinapylalkohole, die &hnlich wie Flavonoide aus zwei aromatischen Systemen
(Ce-Cy-Cs-Grundkorper) aufgebaut sind und Guajacyl- und Syringylstrukturen besitzen.
Elementarer Kohlenstoff (RuB) besitzt eine hohe spezifische Oberflache und kann Proteine
Uber hydrophobe Wechselwirkungen binden. Zur Reduzierung der beschriebenen Effekte
kénnen Additive, die in der Lage sind phenolische Verbindungen zu absorbieren, zu den
Extrakten gegeben werden. Prinzipiell kommen hier Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP),
Polystyrol- (XAD-4) oder Anionenaustauscherharze (AG1-X8, AG2-X8) in Frage.®*3% Dije
Oxidation von o- und p-Diphenolen zu reaktiven Chinonen lasst sich durch Zugabe von
Ascorbinsdure verhindern.®¥%%!  Dieser Effekt konnte auch im Rahmen der
Standardadditionsexperimente der Proteinhydrolyse beobachtet werden. Die Zugabe von
3 mM Ascorbinsdure und die Erhéhung der Phenolkonzentration im Hydrolysemedium
erhbhten die BSA-Wiederfindungen in WSP(>5 kDa)-Fraktionen von PM2.5-Proben um das
2-3fache. Eine Verbesserung der moderaten Proteinwiederfindungen der mit Wasser
durchgefiihrten GréBenfraktionierung kénnte durch die Verwendung von leichtfliichtigen
Puffersalzen wie z. B. Ammoniumhydrogencarbonat oder einem Puffersystem aus Ammoniak
und Ameisensaure erzielt werden. Die Salzfracht in den Proben wirde durch das
Verdampfen des Puffersalzes beim Eindampfen der makromolekularen Fraktion minimiert
und eine Kompatibilitdt mit der Proteinhydrolyse gewéhrleistet werden.
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3.2.5 Atmospharischer Feinstaub HohenpeiBBenberg

3.2.5.1 Uberblick

In Tabelle 6.5 und Tabelle 6.7 sind atmosphéarische PM2.5-Konzentrationen des
Probenahmeortes Meteorologisches Observatorium HohenpeiBenberg (MOHP) der Jahre
2003 und 2004 aufgelistet. 22 Blindfilter und 42 mit PM2.5 belegte Realfilter des Jahres 2003
wurden nach der Extraktions- und GréBenfraktionierungsmethode von FRANZE'® in PBS-
Puffer behandelt und deren Proteingehalt als BSA-Aquivalent mittels BCA-Assay ermittelt.
AuBerdem wurden 6 Blindfilter und 14 bestrémte PM2.5-Realfilter des Jahres 2004 auf ihren
Proteingehalt sowohl mit Mitteln der Aminosaureanalytik als auch des BCA-Assays analysiert
(Tabelle 3.28 und Tabelle 3.29).

Tabelle 3.28: Sechs auf ihren WSP(>5 kDa)-Gehalt untersuchte Blindfilter.
Probenahmeort: Meteorologisches  Observatorium  HohenpeiBenberg (MOHP),
Probenahmejahr: 2004.

PM2.5-Probe PrZ:tI)terri::rTmae?rt Proggg‘;::eort Beladung/Filter
[mg]
MOHPO04 - BO1 15.01.04 - 04.02.04 20 -0.01
MOHPO04 - BO4 04.02.04 - 18.02.04 14 0.15
MOHPO04 - B05 18.02.04 - 05.03.04 16 0.46
MOHPO04 - B11 02.04.04 - 22.04.04 20 0.34
MOHPO04 - B13 22.04.04 - 05.05.04 13 0.23
MOHPO04 - B22 01.07.04 - 14.07.04 13 0.43

Die letztgenannten Filter wurden wéssrig extrahiert (EM1) und anschlieBend die
WSP(>5 kDa)-Fraktion nach GrdBenausschlusschromatographie isoliert. Die Proteinfraktion
wurde in einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol bei 5 bar fir 30 min
(HM6) in der Mars5-Mikrowelle hydrolysiert. Die HPLC-Analyse erfolgte nach Derivatisierung
OPA-VD1 mit HPLC-Gradient OPA-G1. Es wurden jeden Monat des Jahres mit Ausnahme
des Monats Juni atmosphérische Partikel analysiert. Die Blindfilter hingegen decken nur den
Zeitraum bis Juli 2004 mit Ausnahme der Monate Mai und Juni ab. 5 der 6 Blindfilter zeigen
eine Massenzunahme, die auf eine Belegung von Partikeln wahrend der Probenahme
aufgrund der Handhabung (W&gung, Transport, Lagerung etc.) der Filter zurtickzuflhren
sind.
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Tabelle 3.29: 14 auf ihren WSP(>5 kDa)-Gehalt untersuchte PM2.5-Glasfaserfilter. Probenahmeort:
Meteorologisches Observatorium HohenpeiBenberg (MOHP), Probenahmejahr: 2004. V, =
Probenahmevolumen.

PM2.5-Probe Probenahme Vo PM2.5/Filter PM2.5
[m’] [mg] [ug/m’]
MOHP04-01 04.01.04 - 09.01.04 3208.4 11.1 3.5
MOHPO04-07 08.02.04 - 13.02.04 3235.9 20.1 6.2
MOHPO04-12 04.03.04 - 09.03.04 3207.9 66.2 20.6
MOHPO04-14 14.03.04 - 19.03.04 3157.0 24.1 7.6
MOHPO04-19 08.04.04 - 13.04.04 3196.6 32.2 10.1
MOHP04-22 23.04.04 - 28.04.04 3171.4 33.9 10.7
MOHP04-26 13.05.04 - 18.05.04 3175.0 25.0 7.9
MOHPO04-34 02.07.04 - 07.07.04 3139.0 16.9 5.4
MOHPO04-37 17.07.04 - 22.07.04 3102.9 31.8 10.2
MOHP04-40 06.08.04 - 11.08.04 3095.5 45.0 14.5
MOHP04-46 05.09.04 - 10.09.04 3138.7 38.6 12.3
MOHPO04-52 05.10.04 - 10.10.04 3124.6 26.0 8.3
MOHPO04-58 09.11.04 - 14.11.04 3206.8 28.2 8.8
MOHPO04-64 09.12.04 - 14.12.04 3173.8 18.0 5.7

3.2.5.2 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die auf den Blindfiltern der MOHP 2004-Messserie gefundene Proteinmenge betrug bis zu
4.4 ug (Tabelle 3.30). Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen des Analyseverfahrens
liegen bei 6.6 und 14.5 ug WSP(>5 kDa)/Filter bzw. 2.1 und 4.6 ng/m® (V, = 3166.7 m®). Es
ist jedoch zu berlcksichtigen, dass die Blindfilter unterschiedlich lange an den Probenahme-
orten (13-20d) im Partikelsammler aufbewahrt wurden. Eine Korrelation zwischen
gefundenem Protein und Anzahl der Tage am Probenahmeort wurde nicht festgestellt.
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Tabelle 3.30: WSP(>5 kDa)-Gehalt, Mittelwert und Standardabweichung der
untersuchten Blindfilter (MOHP 2004) nach Aminoséureanalytik. Die NWG und BG
der Analyse wurden mit der Blindwertmethode ermittelt.

PM2.5-Probe WSP(AAA)/Filter Mittelwert NWG BG
[hg] [ha] [hal  [Hd]

MOHPO04 - BO1 2.24

MOHPO04 - B04 4.14

MOHPO4 - BOS 2.87 3.22+1.12 6.58 14.44

MOHPO04 - B11 4.36

MOHPO04 - B13 4.02

MOHPO04 - B22 1.66

3.2.5.3 WSP(>5 kDa)-Gehalt

In Tabelle 3.31 und Tabelle 3.32 sind die mittels der Aminosaure- und der BCA-Analytik
bestimmten atmosphéarischen WSP(>5 kDa)-Konzentrationen und der WSP(>5 kDa)-Anteil
an der Gesamtaerosolpartikelmasse tabelliert. 10 der 14 untersuchten PM2.5-Filter liegen
tber der NWG und nur 4 (ber der BG. Die durchschnittliche atmosphéarische WSP(>5 kDa)-
Konzentration belduft sich gem&B Aminoséureanalytik auf 5.0+2.1 ng/m® (2.8-8.8 ng/m°,
N = 10) entsprechend einer Proteinfraktion von 0.05+0.02 % (0.02-0.08 %) in PM2.5. Der
BCA-Assay ermittelt einen signifikant hdheren Proteingehalt von 269+110 ng/m® (120-
463 ng/m°, N =9) entsprechend einer Proteinfraktion von 2.8+0.7 % (1.5-3.8 %) der
Gesamtpartikelmasse. Das Verhaltnis WSPaaa(>5 kDa)/WSPgca(>5 kDa) von sieben PM2.5-
Proben betragt durchschnittlich 1.9+0.5 % (1.6-2.8 %, 53fache Uberbestimmung mit BCA
gegenuber AAA). Diese Werte sind jedoch durch das Hydrolyseartefakt fehlerbehaftet
(Abschnitt 3.2.4.3).
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Tabelle 3.31: WSP(>5 kDa)-Gehalt der untersuchten PMZ2.5-Realfilter nach Aminosédureanalytik
und BCA-Assay. Angegeben sind Werte einer HPLC-Einzel- bzw. - sofern durchgefiihrt - Mittelwert
und Standardabweichung einer HPLC-Doppelbestimmung (Aminosdureanalytik) oder Mittelwert
und Standardabweichung einer Dreifachbestimmung (BCA-Assay). Fett gedruckte Proben liegen
tber der NWG.

PM25-Probe \'or 4A0 KD WPy, (-5 kDa) WSPaca(>5 kDa) yuatasS 08)
[hg] [ng/m°] [ng/m°] [%]
MOHP04-01 3.9+0.1 12400 81.2+47 15
MOHP04-07  4.4+0.1 1.4£0.0 107.0 £ 0.0 13
MOHP04-12 11.4 3.5 i :
MOHP04-14 10.4 3.3 . :
MOHP04-19  9.6+0.2 3.0 +0.1 286.8 + 1.8 1.1
MOHP04-22  27.4%0.8 8.8+0.2 313.6 £1.3 2.8
MOHP04-26 12.7 4.1 i :
MOHP04-34 6.4 2.0 120.3 + 1.1 1.7
MOHP04-37  18.8+0.3 6.1+0.1 280.3 +0.9 2.2
MOHP04-40 21.6 7.0 374.7 £11.9 1.9
MOHP04-46 23.3 7.4 463.4 £10.5 1.6
MOHP04-52 13.3 4.2 246.0 £1.5 1.7
MOHP04-58 8.9 2.8 132.0 £4.5 2.1
MOHP04-64 6.0 1.9 199.8 £ 3.0 1.0

Die Proteinwiederfindung lasst sich aus dem Standardadditionsexperiment A anhand des
ermittelten Verhéltnisses WSPaaa(>5 kDa)/PM2.5 der rund 10-30 %
abschéatzen. Das Verhéltnis WSPaaa(>5 kDa)/WSPgca(>5 kDa) betragt in diesem Fall 6-19 %
(5-16fache Uberbestimmung). Weitere Untersuchungen hinsichtlich der beobachteten

Realproben auf

Uberbestimmung durch den BCA-Assay werden in Abschnitt 3.2.7 dargestellt. Der
tatsachliche Proteinanteil WSPaaa(>5 kDa) in den untersuchten atmosphérischen Partikeln
kann auBerdem unter weiterer Berlcksichtigung der Wiederfindungen der GrdBenfrak-
tionierung (ca. 25 %)
0.05+0.02 % (0.02-0.08 %) auf 20+8 % (8-32 %, 10 %ige Hydrolysewiederfindung) bzw. auf
6.0+2.4 % (2.7-10.7 %, 30 %ige Hydrolysewiederfindung) abgeschatzt werden.

und der wassrigen Extraktion (ca. 10 %) aus dem Wert von
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Tabelle 3.32: WSP(>5 kDa)-Fraktion in atmosphdrischem Feinstaub nach
Aminosdureanalytik und BCA-Assay.

PM2.5-Probe WSPgca(>5 kDa)/PM2.5  WSPaaa(>5 kDa)/PM2.5

[%] [%]
MOHP04-01 2.3 0.03
MOHPO04-07 1.7 0.02
MOHP04-12 - 0.02
MOHP04-14 - 0.04
MOHP04-19 2.8 0.03
MOHP04-22 2.9 0.08
MOHP04-26 - 0.05
MOHP04-34 2.2 0.04
MOHP04-37 2.7 0.06
MOHP04-40 2.6 0.05
MOHP04-46 3.8 0.06
MOHP04-52 3.0 0.05
MOHP04-58 1.5 0.03
MOHP04-64 3.5 0.03

Die ermittelte atmospharische WSPaaa(>5 kDa)-Konzentration von 5.0+2.1 ng/m® (2.8-
8.8 ng/m®) erhéht sich nach entsprechender Korrektur auf 2.0+0.8 pg/m® (1.1-3.5 pg/m?®,
10 %ige Hydrolysewiederfindung) bzw. 0.60+0.24 ug/m? (0.37-1.17 ug/m®, 30 %ige Hydro-
lysewiederfindung). Der abgeschatzte tatsachliche Proteinanteil WSPgca(>5 kDa) in PM2.5
belauft sich nach Korrektur der GrdBenfraktionierung (Wiederfindung ca. 25 %) und der
Extraktion (Wiederfindung ca. 10 %) auf 5.6+1.4 % (3.0-7.7 %, 20fache Uberbestimmung)
bzw. 1.8+0.5% (1.0-2.5 %, 30fache Uberbestimmung). Die Korrekturfaktoren der BCA-
Uberbestimmung stammen aus Abschnitt 3.2.7. Die ermittelte atmosphérische
WSPgca(>5 kDa)-Konzentration von 269+110 ng/m® (120-463 ng/m®) erhéht sich nach
entsprechender Korrektur auf 0.5440.22 ug/m? (0.24-0.93 pug/m?, 20fache Uberbestimmung)
bzw. 0.17+0.07 pg/m® (0.08-0.30 pg/m®, 30fache Uberbestimmung). Eine gute Ubereinstim-
mung der mittels Aminosaureanalytik und BCA-Assay ermittelten atmosphérischen Konzen-
trationen ergeben sich also fur die Annahme einer 30 %igen Hydrolysewiederfindung und
einer 20fachen Uberbestimmung (Abbildung 3.63).
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Abbildung 3.63: Abschétzung der durchschnittlichen atmosphdrischen WSP(>5 kDa)-Konzentrationen
der atmosphdrischen PM2.5-Proben vom Meteorologischen Observatorium HohenpeiBenberg (2004)
nach Korrektur der Wiederfindungen der Probenvorbereitung (Aminoséureanalytik) und der
Uberbestimmung (BCA-Assay). (1) - unkorrigierter Wert, (2) - korrigierter Wert mit Wiederfindungen:
Hydrolyse 30 %, SEC 25 %, Extraktion 10 %, (3) - korrigierter Wert mit Wiederfindungen: SEC 25 %,
Extraktion 10 % und Uberbestimmung: Faktor 20.

In Tabelle 6.8 und Tabelle 6.9 sind die auf den untersuchten Blind- und Realfiltern
gefundenen Aminosdurestoffmengen und die aminosdurespezifischen Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen einzeln tabelliert. Der Proteinanteil WSPgca(>5 kDa)/PM2.5 der 42
atmospharischen PM2.5-Proben der MOHP 2003-Messserie liegt durchschnittlich bei
4.3+1.7 % (2.0-10.5 %, N = 42) bzw. die atmosphérische WSPgca(>5 kDa)-Konzentration bei
0.48+0.34 pg/m® (0.10-1.49 ug/m®). Diese Werte sind jedoch nicht wie oben beschrieben
korrigiert worden (Tabelle 6.5).

3.2.5.4 Aminosaurezusammensetzung

Im Folgenden wird die proteinogene Aminosaureverteilung der WSP(>5 kDa)-Fraktion von
funf Feinstaubproben (MOHP 2004) erlautert. Der WSPaaa(>5 kDa)-Gehalt dieser Proben mit
Ausnahme von MOHP04-52 liegt Uber der entsprechenden BG von 14.4 ug Protein pro
Filter. In Abbildung 3.64 sind alle proteinogenen Aminosduren mit Ausnahme von
Tryptophan, Cystein, Methionin und Prolin, die durch die Methode nicht erfasst werden,
dargestellt. Die Daten sind im Tabelle 6.11 tabelliert.
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Abbildung 3.64: Stoffmengenanteil proteinogener Aminosduren der WSP(>5 kDa)-Fraktion atmosphd&-
rischer Feinstaubproben (MOHP 2004). Der Gesamtanteil von Tryptophan, Cystein, Methionin und
Prolin in PM2.5 wurde als BSA-Aquivalent von 11.8 mol% angenommen. Der Gehalt folgender Amino-
sduren <Blindfilter-NWG: MOHP04-40: Tyr, MOHP04-46:Ser, lle; MOHP04-52: Ser.

Die Berechnung der Stoffmengenanteile erfolgte unter der Annahme, dass die Summe der
Anteile der letztgenannten Aminosauren der in BSA von 11.8 mol% entsprechen. AuBerdem
wurden Aminosaureverluste, die auf die Proteinhydrolyse zurlickzufiihren sind, korrigiert. Als
Korrekturfaktoren wurden die zu Alanin relativen Wiederfindungen der BSA-Hydrolyse-
kontrollen herangezogen (Tabelle 3.16). Die haufigste Aminosaure in der WSP(>5 kDa)-
Fraktion ist demnach Glycin mit einem Stoffmengenanteil von 31-48 mol%. Danach folgen
Aspartat/Asparagin, Alanin, Glutamat/Glutamin mit je 6-13 mol% und Serin und Threonin mit
je 3-6 mol%. Insgesamt tragen diese Aminosauren 72-81 mol% zu der gesamten Stoffmenge
proteinogener Aminosauren in den untersuchten Proteinfraktionen bei (Abbildung 3.65).
Tyrosin und Histidin sind Aminosduren mit der geringsten Haufigkeit von <1.5 mol%. Die
unpolaren Aminosauren dominieren mit einem 46-62 mol%-igen Stoffmengenanteil
gegenlber den polaren Aminosduren (26-42 mol%). Die Gesamtheit der basischen und
unpolaren Aminosduren mit hydrophoben Seitenketten (Valin, Phenylalanin, Isoleucin und
Leucin) besitzen Stoffmengenanteile von je z. T. deutlich unter 10 mol%. Die sauren Amino-
sauren Aspartat/Asparagin und Glutamat/Glutamin sind im Vergleich zu den basischen
Aminosduren um den Faktor 2-10 haufiger anzutreffen. Es kann daher davon ausgegangen
werden, dass die untersuchten atmosphérischen Proteine tendenziell saure Eigenschaften
besitzen, allerdings ist keine Differenzierung von Aspartat und Glutamat von ihren
Saureamiden Asparagin und Glutamin bei Anwendung der sauren Proteinhydrolyse méglich.
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Abbildung 3.65: Stoffmengenanteile der hdufigsten, unpolaren, polaren und basischen Aminos&uren
der WSP(>5 kDa)-Fraktion atmosphérischer Feinstaubproben (MOHP, 2004). Siehe auch Abbildung
3.64.

In einer Studie von ZHANG et al.”® wurde eine &hnliche Verteilung von Aminoséuren in
stadtischen PM2.5-Proben gefunden. Die haufigsten Aminoverbindungen waren in
abnehmender Reihenfolge Serin, Glycin/Threonin, Alanin, Ornithin, Glutamat/Glutamin,
Aspartat/Asparagin und Lysin. Ein Unterschied bestand darin, dass die basischen Amino-
sauren (inkl. Ornithin) gegenlber den sauren dominierten. Ornithin wurde in den im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Realproben hingegen nicht gefunden.

Aus den in Abbildung 3.64 dargestellten Aminosaureverteilungen atmospharischer
WSP(>5 kDa)-Fraktionen wurde die Aminosaurezusammensetzung eines durchschnittlichen
atmospharischen WSP(>5 kDa)-Proteins berechnet (Abbildung 3.66, Tabelle 6.12). Das
Hauptcharakteristikum der gefundenen Aminosaureverteilung ist - wie bereits erwahnt - der
sehr hohe Gehalt von Glycin von 39.8 mol%. Der durchschnittliche Glycingehalt von
Proteinen liegt deutlich unter diesem Wert bei 7.2 %.'"") Die WSP(>5 kDa)-Fraktion der
untersuchten Proben wird offensichtlich von Glycin-reichen Proteinen (GRP) dominiert.
GRPs sind als strukturelle Komponenten von pflanzlichen Zellwanden bekannt. Sie besitzen
einen hohen Glycinanteil bis zu 68 % aufgrund des hochrepetitiven Sequenzmotivs [Gly,-
X1 Glutamat (17 %), Serin (16 %) und Alanin (7 %) sind ebenfalls sehr haufige Amino-
séuren in GRPs.[2#0%41]
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Abbildung 3.66: Stoffmengenanteil proteinogener Aminoséuren von durchschnittlichem WSP(>5 kDa)-
Protein, PE-PGRS-Protein 36 (PGRS-36, POA689) aus Mycobacterium bovis, Glycin-reichem RNA-
Bindungsprotein 2 (GRP2, Q99070) aus Sorghum bicolor (Mohrenhirse) und RNA-Bindungsprotein 1
(GRP1, P49310) aus Sinapis alba (weiBer Senf), Rinderserumalbumin (BSA, AAN17824, AA 25-607)
und dem Allergen Bet v 1-A aus Betula pendula (Birke, P15494). In Klammern ist die accession
number der NCBI-Datenbank des Proteins angegeben.** Son. = Cys, Met, Trp, Pro.

Das Molekulargewicht von GRPs kann 60-75 kDa betragen. Arabinogalactan-Proteine (AGP)
zeichnen sich ebenfalls durch einen hohen Anteil an Glycin, Glutamat, Aspartat, Serin und
Alanin aus. Die Aufgabe von GRPs und AGPs besteht offensichtlich im cross-linking von
Pektinen.?*? Pektine sind Polysaccharidgeflechte, die neben Cellulose-Mikrofibrillen das
pfanzliche Primér- und Sekundérzellwandsystem aufbauen und stiitzen.**”! GRPs und AGPs
sind allerdings nur proteinhaltige Nebenkomponenten in pflanzlichen Zellwanden, ihr
Massenanteil betragt in Leinenfasern 0.1-0.4 %.%*”! Die proteinhaltigen Hauptkomponenten
von Zellwanden sind Hydroxyprolin-reiche Extensine und Prolin-reiche Proteine (PRPs).
Diese Glycoproteine zeichnen sich - wie die Namen bereits implizieren - durch einen hohen
Prolin- bzw. Hydroxyprolingehalt aus. Prolin wurde mittels NBD-F-HPLC-Analyse in den
atmosphérischen Feinstaubproben MOHP04-26 und MOHPO04-31 bestimmt. Sein Gehalt in
der WSP(>5 kDa)-Fraktion ist vergleichbar mit der von Arginin, Lysin und Isoleucin
(Abschnitt 3.2.3.3). Insekten, die Seide produzieren kdnnen, sind neben pflanzlichem
Material ebenfalls als weitere potentielle Quellen von Glycin anzusehen. Die Zugleinen- und
Fangfasern von Spinnenseide bestehen ebenfalls aus hochrepetitiven Glycin-reichen
Motiven, die fiir ihre Zugfestigkeit und Elasitizitat entscheidend sind.?*® Auf der Suche nach
einem geeigneten Referenzprotein mit einem PM2.5-Aminos&ureprofil wurde die durch-
schnittliche WSP(>5 kDa)-Aminosaureverteilung einer SWISS-PROT-Datenbanksuche unter-
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zogen. Die Ergebnisse sind neben der Aminosdurezusammensetzung von BSA und des
Hauptallergens Bet v 1 aus Birke in Abbildung 3.66 dargestellt. Die héchste Ahnlichkeit hat
ein Protein der mykobakteriellen PE-PGRS-Familie. Proteine diesen Typs besitzen im
Bereich ihrer PGRS-Domane hochrepetitive GGAGGX-Sequenzen und einen Glycin- und
Alaninanteil von 40-50 % bzw. 25 %. Sie sind in Zellwdnden und Zellmembranen
ausschlieBlich von Mykobakterien lokalisiert. Sie werden ebenfalls als strukturelle Proteine
angesehen, die eine entscheidende Rolle fiir die Uberlebensfahigkeit von Mykobakterien
spielen kénnten.?**** Andere bekannte Glycin-reiche Proteine sind die intrazelluldren RNA-
Bindungsproteine. Diese zeigen ebenfalls eine hohe Ubereinstimmung mit dem
durchschnittlichen WSP(>5 kDa)-Aminosaureprofil.

3.2.6 Atmospharischer Feinstaub Minchen-GroBhadern

3.2.6.1 Ubersicht

In Tabelle 6.13 sind atmospharische PM2.5-Konzentrationen des Probenahmeortes Institut
fir Wasserchemie und Chemische Balneologie (IWC) in Minchen-GroBhadern der Jahres
2005 aufgelistet. 3 Blindfilter und 5 bestromte PM2.5-Realfilter wurden auf ihren TAArp-
Gehalt mit Mitteln der Aminosaureanalytik analysiert (Tabelle 3.33 und Tabelle 3.34).

Tabelle 3.33: Ubersicht der auf ihren Aminosdure- und/oder Proteingehalt untersuchten
Blindfilter. Probenahmeort: Institut flr Wasserchemie, Miinchen-GroBhadern (IWC),
Probenahmejahr: 2005.

PM2.5-Probe PrZ:li):ra::rTmaer:rt Progggzﬁ:eort Beladung/Filter
[mg]
IWC05-B19 25.05.05 - 10.06.05 17 0.97
IWC05-B21 10.06.05 - 02.07.05 22 1.92
IWC05-B25 01.08.05 - 09.09.05 31 1.18

Die ermittelte Belegung der Blindfilter deutete analog der MOHP-Filter 2004 (Abschnitt
3.2.5.1) eine Kontamination der Aerosolproben mit exogenem Material an, die auf die
Handhabung zuriickzufthren ist. Die Bestrémung eines Glasfaserfilters mit Aerosolpartiklen
erfolgte an 4, 5 bzw. 10 Tagen. Es wurden jeweils 2 cm? der bestdémten Realfilter in einer
Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinséure bei 5 bar fir
60 min (HM9) in der Mars5-Mikrowelle hydrolysiert und anschlieBend wassrig extrahiert
(EMB3). Die HPLC-Analytik erfolgte nach Derivatisierung OPA-VD1 mit Gradient OPA-G1. Die
Proben IWC05-48 und IWC05-50 und IWC05-51 wurden zusatzlich auf ihren wasserléslichen
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Proteingehalt WSP und WSP(>5 kDa) untersucht (EM2, HM9). AuBerdem wurden

Blindproben analysiert, um den Eintrag exogener Aminosduren abschatzen zu kénnen.

Tabelle 3.34: Ubersicht der auf ihren Aminosdure- und/oder Proteingehalt untersuchten
atmosphdrischen PMZ2.5-Proben. Probenahmeort: Institut fir Wasserchemie (IWC), Minchen-
GroBhadern, Probenahmejahr: 2005. V,, = Probenahmevolumen.

PM2.5-Probe Probenahme Vi PM2.5/Filter PM2.5

[m’] [mg] [hg/m’]
IWC05-37 25.05.05 - 29.05.05 2551.5 26.8 10.5
IWC05-40 08.06.05 - 13.06.05 3225.5 28.0 8.7
IWCO05-43 23.06.05 - 28.06.05 3160.8 46.1 14.6
IWCO05-48 03.07.05 - 08.07.05 6350.1 60.2 9.5
IWC05-50 12.08.05 - 22.08.05 6411.4 65.7 10.2
IWCO05-51 22.08.05 - 01.09.05 6394.8 68.7 10.7

3.2.6.2 TAA:r-Gehalt

In Tabelle 3.35 ist der Gesamtaminosauregehalt TAAtp der untersuchten PM2.5-Proben, der
sich auf 40.0-62.8 ng/m® belauft, aufgelistet. Der TAAp-Anteil in PM2.5 betrégt 0.4-0.6 %.

Tabelle 3.35: Gesamtaminoséduregehalt der TP-Fraktionen (TAArp) der unter-
suchten atmosphérischen PM2.5-Proben. Dargestellte TAAr--Werte sind aus der
Summe von N Aminosduren bestimmt und nicht durch Blindwerte korrigiert
worden.

PM2.5-Probe N (AA) TAAp/Filter TAA TAAp/PM2.5

1] [ng/m’] [%]
IWC05-37 15 160.3 + 88 628 + 3.4 0.60
IWC05-40 14 1291 + 9.4 400 + 29 0.46
IWC05-43 15 1911 + 152 60.4 + 4.8 0.41
IWC05-48 16 3512 + 19.8 553 + 3.1 0.58
IWC05-51 16 3824 + 219 59.8 + 3.4 0.56

Eine Hydrolyse- und Extraktionswiederfindung wurde nicht bestimmt. In Tabelle 3.36 sind
auBerdem die TAArp-Gehalte verschiedener Blindproben tabelliert. Aus den Untersuchungen
lasst sich schlussfolgern, dass rund 12-18 % des ermittelten TAArp-Gehaltes der bestrémten

Realfilter dem Aminosaurehintergrund zugeordnet werden kann.
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Tabelle 3.36: Gesamtaminosduregehalt der TP-Fraktionen
(TAAz1p) der untersuchten Blindfilter und Blindproben.

PM2.5-Probe N (AA)  TAAr/Filter
[ha]
IWC05-B19 16 26.1 + 0.2
IWC05-B21 16 232 + 0.2
IWC05-B25 16 56.8 + 0.7
Methodenblindwert® 16 12.0 + 0.1
Extraktionsblindwert® 15 24 + 0.0

(1) - Anzahl der zur TAA-Berechnung quantifizierten Aminoséauren;
(2) - Blindhydrolyse (HM9, Abschnitt5.8.4.3) und Blindextraktion
(EMS3, Abschnitt 5.6.3); (3) - Blindextraktion (EM3).

Eine methodische Nachweis- und Bestimmungsgrenze, wie sie in Abschnitt 3.2.5 fir wasser-
I6sliches Protein ermittelt wurde, ist in diesem Fall nicht bestimmt worden, da der TAAre-
Gehalt des Blindfilters IWC05-B25 signifikant von den anderen untersuchten Blindfiltern
abweicht. Eine Anzahl von drei analysierten Blindfiltern erschien daher als eine nicht aus-
reichend groBe Stichprobe. Die Werte der untersuchten Blindproben (Blindfilter, Methoden-
und Extraktionsblindproben) sind in sich jedoch konsistent. Aus dem Vergleich von
Methoden- und Blindfilterblindwert Iasst sich ableiten, dass 21-52 % von TAA+e der Blindfilter
auf den Eintrag von Aminosauren wahrend der kompletten Probenvorbereitung (Proteinhy-
drolyse und Extraktion) zuriickzufiihren sind. Die Aminosduredaten, aus denen TAA:p
berechnet wurde, sind in Tabelle 6.11-Tabelle 6.19 zusammengefasst.

3.2.6.3 TP-und WSP-Gehalt

Atmospharische  WSP-, WSP(>5 kDa)- und TP-Konzentrationen der PM2.5-Proben
IWC05-48, IWC05-50 und IWCO05-51 sind - sofern ermittelt - in Abbildung 3.67 dargestellt.
Der TP-, WSP- und WSP(>5 kDa)-Anteil an der Gesamtpartikelmasse betragt jeweils rund
0.5, 0.2 und 0.04 % (Tabelle 3.37). Diese Werte sind jedoch mit methodischen Artefakten
behaftet, da die Proteinwiederfindungen der Extraktion, GrdBenfraktionierung und Proteinhy-
drolyse nicht einbezogen worden sind. Unter Berlcksichtigung der Wiederfindung der Pro-
teinhydrolyse in makromolekularer PM2.5-Matrix (60 %) und der GrdBenfraktionierung (max.
30 %) ergibt sich ein WSP(>5 kDa)/PM2.5-Verhaltnis von 0.2 %. Der ermittelte WSP- und
WSP(>5 kDa)-Gehalt gleicht sich somit an. Eine Aussage uUber die GrdéBenverteilung
atmospharischer Proteine lasst sich daher mit den angewendeten Methoden der GréBen-
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Abbildung 3.67: Atmosphédrische Gesamtprotein- (TP) und wasserlésliche Proteinkonzentrationen
(WSP). Probenahme: Institut fiir Wasserchemie (IWC), Miinchen-GroBhadern, 2005. Die dargestellten
Werte sind durch entsprechende Blindwerte nicht korrigiert worden.

fraktionierung und Proteinhydrolyse nicht treffen. Unter Annahme einer 10 %-igen
Extraktionseffizienz ergeben sich eine TP- und WSP-Fraktion in PM2.5 von 5 % bzw. 2 %.
Daraus folgt, dass 60 % der Gesamtproteinfraktion in PM2.5 gebundenes Protein sein muss.
In Tabelle 3.38 sind die TP-, WSP- und WSP(>5 kDa)-Gehalte der untersuchten Blindproben
dargestellt.

Tabelle 3.37: TP-, WSP- und WSP(>5 kDa)-Anteile in atmosphdrischen PM2.5-Proben.

PM2.5-Probe TP/PM2.5 WSP/PM2.5 WSP(>5 kDa)/PM2.5
[%] [%] [%]
IWC05-48 0.50 0.17 0.04
IWCO05-50 - 0.17 0.04
IWCO05-51 0.52 0.20 0.04

Bei Betrachtung der Blindwerte von IWC05-B25 ist jedoch zu beachten, dass bei der
Bestimmung von WSP und WSP(>5 kDa) wahrend der Probenvorbereitung ein Rundkolben
bei Gefriertrocknung des Extraktes gebrochen ist. Daher sind die WSP- und WSP(>5 kDa)-
Blindwerte tendenziell zu hoch und ihre Auffihrung lediglich als Orientierung gedacht. Nach
Vergleich der WSP(>5 kDa)-Fraktion des Blindfilters mit den Werten aus Abschnitt 3.2.5
darften die tatsachlichen WSP-Werte um rund die Halfte niedriger liegen.
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Tabelle 3.38: Vergleich des TP-, WSP- und WSP(>5 kDa)-Gehaltes der PM2.5-Probe
IWC05-51 mit methodischen Blindwerten.

PM2.5-Probe TP/Filter WSP/Filter WSP(>5 kDa)/Filter
[Hg] [ug] [Hg]
IWC05-51 3521 + 4.0 137.2 + 2.7 253 + 1.0
IWC05-B25 356 + 0.8 33.0 + 0.8 6.0 + 0.8
Extraktions- @) 1)
blindwert 12.0 + 0.1 7.6 + 0.0 1.1 + 0.0
SEC-Blindwert - - 1.6 + 0.0
Hydrolyse- 24 + 009 i 08 + 0.0
blindwert

(1) - BSA-Aquivalent aus TAA; (2) - entspricht Methodenblindwert aus Tabelle 3.36; (3) - entspricht
Extraktionsblindwert aus Tabelle 3.36; (4) - TP-Bestimmung: siehe (2), WSP-Bestimmung:
Blindextraktion und Blindhydrolyse, WSP(>5 kDa)-Bestimmung: Blindextraktion, Blind-SEC und
Blindhydrolyse.

Die Aminosauredaten, aus denen der TP-, WSP- und WSP(>5 kDa)-Gehalt berechnet
wurden, sind in Tabelle 6.15-Tabelle 6.19 zusammengefasst.

3.2.6.4 Aminosaurezusammensetzung

In Tabelle 6.20 sind die Aminosaurezusammensetzungen der WSP- und WSP(>5 kDa)-
Fraktionen der IWC-Proben IWCO05-48, IWC05-50 und IWCO05-51 aufgeflihrt. Die Berech-
nung der Stoffmengenanteile erfolgte unter der Annahme, dass die Summe der Anteile der
nicht bestimmbaren Aminos&uren der in BSA entsprechen. Als Korrekturfaktoren wurden die
zu Alanin relativen Wiederfindungen der BSA-Hydrolysekontrollen herangezogen (Tabelle
3.18). Die haufigste Aminosdure in der WSP(>5 kDa)-Fraktion ist Glycin mit einem
Stoffmengenanteil von 34-40 mol%. Danach folgen Aspartat/Asparagin, Alanin, Glutamat/
Glutamin mit je 6-9 mol% und Serin, Threonin, und Lysin mit je 3-7 mol%. Diese Verteilung
entspricht der beobachteten Aminosdurezusammensetzung des durchschnittlichen
WSP(>5 kDa)-Proteins aus Abschnitt 3.2.5.4. Die Aminosdurezusammensetzung der WSP-
Fraktion ist in etwa der zuvor erwéahnten Verteilung identisch, eine klare Aussage Uber einen
maoglichen Unterschied lasst sich jedoch aufgrund der geringen Anzahl analysierter Proben
nicht treffen.

3.2.7 Vergleich von BCA- und NanoOrange-Assay

Die atmosphérischen PM2.5-Proben IWC05-47, IWC05-48 und IWC05-51 wurden auf ihren
Proteingehalt mit Mitteln der Aminosaureanalytik, des BCA- und NanoOrange-Assays
analysiert. Die Aerosolpartikel auf den Filtern wurden wassrig extrahiert (EM2) und
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anschlieBend die WSP(>5 kDa)-Fraktion isoliert. Die unfraktionierten Extrakte wurden auf
ihren FAA- und TAA-Gehalt vor bzw. nach Proteinhydrolyse untersucht. Die Proteinhydrolyse
des unfraktionierten Extraktes und der WSP(>5 kDa)-Fraktion wurde in einer Lésung von 6 M
HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinsaure bei 5 bar fir 60 min (HM9) in
der Mars5-Mikrowelle durchgefihrt. Der Proteingehalt beider Fraktionen wurden ebenfalls
mit dem BCA- und dem NanoOrange-Assay als BSA-Aquivalentmasse bestimmt. In den
untersuchten unfraktionierten Proben wurden nach Aminosdureanalytik 16.4, 21.5 und 29.5
ng/m? in der Atmosphdare gefunden (Abbildung 3.68).

[ BCA-Assay
1200 - [ TAAA
[ NanoOrange-Assay

1000 - i

_. 40-

E

(=]

£ 30- + -
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IWC05-47  IWC05-48  IWCO05-51

Abbildung 3.68: Atmosphdrische WSP-Konzentration nach Bestimmung mit BCA-Assay, Aminoséure-
analytik und NanoOrange-Assay. Probenahme: Institut fir Wasserchemie (IWC), Miinchen-
GroBhadern, 2005. IWC05-47: nur TAA-Bestimmung, CAA = TAA-0.818 aus Literaturdaten von

ZHANG et al.l®?!.

Der BCA-Assay bestimmt das Protein in Relation zur Proteinhydrolyse/Aminosaureanalytik-
Methode um das 43 und 61fache bzw. nach Korrektur des Hydrolyseartefakts um das 37 und
52fache Uber. Der NanoOrange-Assay zeigt im Vergleich zum BCA-Assay keine
ausgepragte Kreuzreaktivitdt gegenlber niedermolekularer PM2.5-Matrix. In den Proben
wird das Protein um das 2fache Uber- bzw. unterbestimmt. Ein analoges Bild ergibt sich far
das Protein in der makromolekularen PM2.5-Fraktion, das in Abbildung 3.69 dargestellt ist.
Der BCA-Assay ermittelt in Relation zu dem Ergebnis der Aminosaureanalytik einen um den
Faktor 34-52 zu hohen Wert. Unter Berlcksichtigung der Hydrolysewiederfindung (58 %)
belauft sich die Uberbestimmung auf das 20-30fache. Der NanoOrange-Assay hingegen
bestimmt in allen drei Proben das Protein um einen Faktor 1.7, 2.2 und 3.3 bzw. nach

Korrektur des Hydrolyseartefakts um das 3-6fache unter.
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Abbildung 3.69: Atmosphdrische Proteinkonzentration (WSP(>5 kDa)) nach Bestimmung mit BCA-
Assay, Aminosdureanalytik und NanoOrange-Assay. Probenahme: Institut fir Wasserchemie (IWC),
Miinchen-GroBhadern, 2005.

3.2.8 Diskussion

Die durchgefihrten Vergleichsmessungen von BCA-, NanoOrange-Assay und der Amino-
saureanalytik belegen einen signifikanten Einfluss der PM2.5-Matrix auf das Messergebnis.
Der BCA-Assay bestimmt das Protein sowohl der WSP- als auch der WSP(>5 kDa)-Fraktion
erheblich Uber. Die Ursache fiir diese Beobachtung ist im Einfluss von nieder- und
makromolekularen PM2.5-Komponenten wie z.B. HULIS, die mit Pflanzenphenolen
vergleichbare Strukturen besitzen, zu sehen (Abschnitt 3.2.4.4). Kreuzreaktivitdten von
HULIS wurden von FRANZE'® im BCA-Assay festgestellt und wurden bereits in Abschnitt
2.1.5.4 diskutiert. AuBerdem sind Interferenzen von Pflanzenphenolen wie Gallen-, Tannin-
und Pyrogallensdure und Pyrocatechol im BCA-Assay von KAMATH?**! untersucht worden.
Pyrocatechol (o-Hydroxyphenol) z. B. zeigt eine um das 106fach héhere Absorption als BSA.
Méglicherweise bilden o-Diphenole bidentale Komplexe mit Cu®* aus und sind in der Lage
dieses zu reduzieren.” Der NanoOrange-Assay, der (berwiegend auf hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen Protein und Fluoreszenzfarbstoff basiert, erweist sich hingegen
als deutlich unsensibler gegentber PM2.5-Matrixkomponenten, allerdings bestimmt er das
Protein der makromolekularen Fraktion tendenziell unter. Diese Abweichungen kénnen auf
die Berechnungsmethode der BSA-aquivalenten Proteinmenge aus Aminosauredaten und
der Abweichung der Aminosaurezusammensetzungen eines  durchschnittlichen

WSP(>5 kDa)-Proteins und BSA zurlickgefihrt werden. Die an dieser Stelle getroffenen
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Schlussfolgerungen gelten jedoch nur unter der Annahme, dass die Aminosaureanalytik den
wahren Proteingehalt in den Proben besser abzuschatzen vermag. Diese Annahme wird
durch die Wiederfindungen von BSA in PM2.5-Matrix unter den Bedingungen der Proteinhy-
drolyse gestitzt. Eine genaue Aussage Uber atmospharische Proteinkonzentrationen und der
Proteinanteile an der Gesamtmasse atmospharischer Feinstaubpartikel lasst sich aufgrund
der methodischen Limitierungen (Abschnitt 3.2.4) nicht treffen. Es sind lediglich Ab-
schatzungen der TP- und WSP-Konzentrationen und ihrer Anteile aus den Aminosaure- und
BCA-Daten mdglich. Die abgeschatzten Werte liegen im GrdBenordnungsbereich von
Literaturdaten (Abschnitt 2.1.5.4). Unter Berlcksichtigung der Proteinwiederfindungen der
Hydrolyse und der Proteiniberbestimmung im BCA-Assay ergeben sich identische
Proteingehalte der untersuchten MOHPO04-Proben. Eine Aussage Uber die GréBenverteilung
atmosphérischer Proteine ist aufgrund des beschriebenen Artefaktes der GréBen-
fraktionierung nicht méglich gewesen. Die Aminos&ureanalytik ermdglicht die Bestimmung
einer durchschnittlichen Aminosdurezusammensetzung von atmospharischen Proteinen. Es
ist davon auszugehen, dass diese eine gewisse Abhangigkeit von der Extraktionseffizienz
zeigen, so dass die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Aminosaurezusammensetzungen
der Proben nicht unbedingt reprasentiv sein missen. Aus den Untersuchungen zeichnet sich
jedoch ein sehr hoher Glycinanteil von 40 mol% in atmosphéarischen Proteinen ab. Das
Kalibrierprotein BSA ist aufgrund seiner deutlich differierenden Aminosaurezusam-
mensetzung ein schlechter Reprasentant atmosphérischer Proteine und ist daher als
Standardprotein fiir die Proteinquantifizierung im atmosphérischen Aerosol schlecht
geeignet. Atmospharische Proteine sind vermutlich Gberwiegend strukturelle Proteine aus
pflanzlichen und mdglicherweise auch bakteriellen Zellwandsystemen. Aus der nativen
Funktion dieser Proteine kann geschlossen werden, dass es sich hierbei um gegentber
mechanischer Beanspruchung (also auch meteorologischen Einflissen wie z.B. Wind,
Gewitter und Regen) robuste Proteine handeln muss. Bei weiteren Optimierungen der
HPLC-Methoden wiére es sinnvoll, die Bestimmung von Prolin und Hydroxyprolin in
die Analytik einzubeziehen, denn Prolin- und Hydroxyprolin-reiche Proteine sind
ebenfalls proteinhaltige Komponenten pflanzlicher Zellwandsysteme und kdnnten als
Tracer von Pflanzenbruchstiicken dienen.
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3.3 NITROTYROSIN- UND NITROPROTEINANALYTIK

3.3.1 Allergenes Potential von Nitroproteinen

Im Rahmen einer Kooperation mit der Forschungsgruppe von Prof. Albert Duschl der
Universitat Salzburg (Division Allergie und Immunologie der Abteilung fir Molekularbiologie)
wurden Ovalbumin und Betv 1 in vitro mit Tetranitromethan nitriert (Abschnitt 5.9.1). Es
wurden Zell- und Tierexperimente u.a. mit Nitro-(3.4)-Bet v 1 und Nitro-(4.6)-OVA von dem
Kooperationspartner durchgefihrt, um das allergieverstarkende Potential der Protein-
nitrierung abzuklaren. Die Ergebnisse dieser Studie sind veréffentlicht und bereits in Ab-
schnitt 2.1.7 kurz dargestellt worden.®?!

3.3.2 Spektrophotometrische Charakterisierung

Proteine besitzen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm. Nitrierte Proteine jedoch weisen
aufgrund der gegenlber Tyrosin veranderten absorptiven Eigenschaften von 3-Nitrotyrosin
eine weitere Absorptionsbande im sichtbaren Wellenlangenbereich auf. Diese
Absorptionsbande zeigt eine ausgepragte pH-Abhangigkeitkeit, die bereits hinreichend
beschrieben wurde (Abschnitt 2.4.2.3). Ein Absorptionsspektrum von 3-Nitrotyrosin und
Nitro-(7.4)-BSA in 0.05 N NaOH ist in Abbildung 3.70 gezeigt.

15 Nitro-(7.4)-BSA ||
' \ —— 3-Nitrotyrosin |

i
i

0.0
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Abbildung 3.70: UV/VIS-Spektrum von 75 uM 3-Nitrotyrosin und 380 mg/I Nitro-(7.4)-BSA in 0.05 N
NaOH.
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Der Nitrotyrosingehalt von Nitroproteinen l&sst sich mittels einer spektrophotometrischen
Absorptionsmessung bei 428-430 nm im Alkalischen bestimmen. Das Spektrophotometer
wird in diesem Fall mit freiem 3-Nitrotyrosin in 0.05 N NaOH kalibriert. Die Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen fir 3-Nitrotyrosin betragen 0.4puM und 1.8uM in einem
Probenvolumen von 500 ul (Kalibriermethode, N = 7, N’ = 3, Kalibrierbereich: 5-150 uM,
Abschnitt 5.4.2). Aus diesen Messungen wurde fir Nitro-(7.4)-BSA, das als Proteinstandard
fir die Proteinhydrolyse eingesetzt wurde, ein durchschnittlicher Nitrotyrosingehalt von 7.4
pro BSA-Molekll ermittelt. Unter den Hydrolysebedingungen HM6 hingegen wurde mittels
NBD-F-HPLC-Analyse ein um rund ein Molekil héherer Gehalt von 8.3+0.3 pro BSA-Molekill
gefunden. Dies entspricht der Beobachtung, die bereits von FRANZE'® beschrieben wurde.
Hier wurde der Nitrotyrosingehalt eines TNM-nitrierten BSA-Standards mittels der
konventionellen Proteinhydrolyse und RP-HPLC-Analytik mit UV/VIS-Detektion bestimmt und
mit dem Ergebnis der spektrophotometrischen Methode verglichen.

3.3.3 Enzymimmunoassays

In experimentellen Arbeiten von FRANZE'®'" sind einseitige nichtkompetitive und Sandwich-
Enzymimmunoassays zur Detektion und Quantifizierung von Nitroproteinen entwickelt
worden. Der polyklonale Antikdrper Oxis 24312 aus Schaf erwies sich in zahlreichen
kompetitiven Immunoassays als derjenige mit den héchsten Affinitdtskonstanten gegentber
Nitro-BSA verschiedenster Nitrierungsgrade und 3-Nitrotyrosin.

3.3.3.1 Einseitiger nichtkompetitiver und Sandwich-Immunoassay

Eine sigmoidale Kalibrierkurve des einseitigen nichtkompetitiven Enzymimmunoassays unter
Verwendung des polyklonalen Antikdrpers Oxis 24312 von FRANZE ist in Abbildung 3.71
dargestellt. Seine Empfindlichkeit wurde durch eine verlangerte Reaktionszeit leicht
gesteigert. Die Nachweisgrenze betragt 0.001 mg/l. Der von FRANZE beschriebene
Sandwich-Immunoassay unter Verwendung des pAk Oxis 24312 aus Schaf als 1. Primaranti-
kérper und mAk 39B6 aus Maus als 2. Primarantikbrper wurde modifiziert, um einen
Empfindlichkeitsgewinn zu erzielen. Hierfir wurde ein Fangerantikbrper, dessen Paratop
gegen das Fc-Fragment von Schafantikérpern gerichtet ist, verwendet. Es sollte eine gezielte
Ausrichtung der Paratope des 1. Primarantikdrpers mit Hilfe der Bindung an den Fanger-
antikérper erreicht werden. In Abbildung 3.72 ist eine sigmoidale Kalibrierkurve aufge-
zeichnet. Eine niedrigere Nachweisgrenze wurde jedoch nicht erzielt.
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Abbildung 3.71: Einseitiger Enzymimmunoassay mit pAk Oxis 24312 aus Schaf (1:2 500) und Anti-
Schaf IgG-POD (1:10 000). Dargestellt sind Median und Spannweite. Kalibrierparameter: maximale
Absorption: 3.85, minimale Absorption: 0.07, Testmittelpunkt: 0.20 mg/l, Steigung am Testmittelpunkt:
1.14, B = 0.9999, N = 6. NWG = 0.001 mg/l, BG = 0.004 mg/I (Blindwertmethode).
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Abbildung 3.72: Sandwich-Enzymimmunoassay mit Féngerantikbrper Anti-Schaf-lgG (1:2 500),
1. Primdrantikérper pAK Oxis 24312 (1:2 500), 2. Priméarantikérper mAk 3986 (1:10 000 ), Anti-Maus-
I9G-POD (1:20 000). Dargestellt sind Median und Spannweite. Kalibrierparameter: maximale
Absorption: 1.36, minimale Absorption: 0.22, Testmittelpunkt: 0.70 mg/l, Steigung am Testmittelpunkt:
1 (fixiert), RE = 0.9988, N = 7. NWG = 0.02 mg/l, BG = 0.07 mg/I (Blindwertmethode).
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3.3.3.2 Indirekter kompetitiver Immunoassay

Der polyklonale Antikdrper Oxis 24312 aus Schaf wurde fir die Entwicklung einer Immun-
affinitatschromatographie(IAC)-Saule zur Abtrennung von 3-Nitrotyrosin von Matrixkompo-
nenten aus Fein- und StraBenstaub verwendet. Die Affinitat des Antikérpers zu 3-Nitrotyrosin
wurde in Abh&ngigkeit des Gehaltes an ACN und des pH-Wertes mittels eines kompetitiven
Immunoassays getestet. Die Affinitdt in PBS-Puffer wurde in Ubereinstimmung mit
Literaturdaten auf 1.1x10° I/mol bestimmt.'” Die Affinititskonstanten K ergeben sich aus
dem Kehrwert des Testmittelpunktes nach WELLER®*®.. Der Einfluss einer pH-Wertanderung
wird aus Abbildung 3.73 deutlich.
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Abbildung 3.73: Kompetitiver Enzymimmunoassay mit pAk Oxis 24312 aus Schaf (1:2 500) und Anti-
Schaf IgG-POD (1:10 000). Dargestellt sind Median und Spannweite. Beschichtung: 0.05 mg/| Nitro-
(14.3)-BSA, Kompetition in (a) 50 mM Ammoniak/Essigsdure-Puffer pH = 9.0 (b) 50 mM HOAc-Puffer
pH = 5.0 (c) PBS-Puffer, pH = 7.4. Inhibitionskurven: (a) maximale Absorption: 1.53, minimale Absorp-
tion: 0.10, Testmittelpunkt: 1.81 uM, Steigung am Testmittelpunkt: 0.55, Rf=0.9991, N=38 (b)
maximale Absorption: 0.40, minimale Absorption: 0.11, Testmittelpunkt: 18.90 uM, Steigung am Test-
mittelpunkt: 0.63, R = 0.9893, N = 8 (c) maximale Absorption: 0.17, minimale Absorption: 0.10, Test-
mittelpunkt: 0.95 uM, Steigung am Testmittelpunkt: 0.5, R = 0.9887, N = 8.

Die Affinitdt des pAk Oxis 24312 zu 3-Nitrotyrosin ist bei pH = 5.0 mit einer Affinitats-
konstanten von 0.05x10° I/mol um eine GréBenordnung kleiner als bei pH-Wert = 9.0 mit
einem Wert von 0.6x10° I/mol. Die Bindung von 3-Nitrotyrosin an den Antikérper wird als
anionisches Phenolat bevorzugt. Eine Elution von 3-Nitrotyrosin, das auf einer Oxis-IAC-
Saule an Antikérpern mit geringer Affinitdt gebunden ist, kénnte daher mit Hilfe einer pH-
Werterniedrigung erreicht werden.
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Eine direkte Vergleichbarkeit der Inhibitionskurve in PBS-Puffer mit den anderen in
Abbildung 3.73 dargestellten Kalibrierkurven ist nicht gegeben, da der PBS-Puffer eine
héhere lonenstarke besitzt. Die Beobachtung der hdheren Affinitéat des pAk zu 3-Nitrotyrosin
in PBS-Puffer gegenlber der in 50 mM NHs/HOAc-Puffer (niedrigerer Testmittelpunkt) ist auf
die geringere maximale Absorption zurtickzufihren. Der Einfluss eines geringen Anteils von
ACN wahrend der Kompetition wird anhand des Anstiegs der maximalen Absorption der
Inhibitionskurven in Abbildung 3.74 deutlich.
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Abbildung 3.74: Kompetitiver Enzymimmunoassay mit pAk Oxis 24312 aus Schaf (1:2 500) und Anti-
Schaf IgG-POD (1:10 000). Dargestellt sind Median und Spannweite. Beschichtung: 0.05 mg/I Nitro-
(14.3)-BSA, Kompetition in (a) PBS-Puffer (b) 5 % ACN in PBS-Puffer (c) 10 % ACN in PBS-Puffer.
Inhibitionskurven: (a) maximale Absorption: 0.65, minimale Absorption: 0.24, Testmittelpunkt: 0.45 uM,
Steigung am Testmittelpunkt: 0.60, R’ =0.9966, N = 8 (b) maximale Absorption: 1.01, minimale
Absorption: 0.24, Testmittelpunkt: 1.05 uM, Steigung am Testmittelpunkt: 0.75, Rf=0.9987, N = 8 (c)
maximale Absorption: 0.99, minimale Absorption: 0.23, Testmittelpunkt: 1.11 uM, Steigung am
Testmittelpunkt: 0.70, RE = 0.9966, N = 8.

Offensichtlich werden nitrierte Strukturelemente in hydrophoben Proteinbereichen durch die
Erniedrigung der Polaritat des Puffers durch eine Konformationsanderung fir den Antikérper
zuganglich. Es kénnen somit mehr Primarantikérper und damit ebenfalls mehr farbgebende
Peroxidase-markierte Sekundarantikbrper binden. Eine signifikante Affinitatsanderung ist
unter den untersuchten Bedingungen nicht beobachtet worden.

Die Identifizierung von 3-Nitrotyrosin in Umweltproben mittels NBD-F-HPLC-Analyse wirde
ausschlieBlich anhand der Ubereinstimmung der Retentionszeiten des Analyten einer Amino-
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saurestandardlésung und der Realprobe erfolgen. Die Beobachtung einer im Ri-Bereich von
3-Nitrotyrosin eluierenden Verbindung in HPLC-FD-Chromatogrammen wirde keine
definitive Auskunft Uber die Prasenz von 3-Nitrotyrosin liefern. Eine zweite Analyse mittels
einer anderen Methode (MS) musste durchgefiihrt werden. Als einfache und sehr schnelle
Alternative hat sich die Kombination der NBD-F-HPLC-Methode mit dem kompetitiven
Enzymimmunoassay angeboten. Die entsprechende Analyse einer Aminosdurestandard-
I6sung ist in Abbildung 3.75 dargestellt.
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Abbildung 3.75: HPLC-FD-Standardchromatogramm und Absorption bei 450 nm im kompetitiven
Enzymimmunoassay (EIA) einer Aminosdurestandardiésung (0.3 uM AA-S-18, 3-Nitrotyrosin und
1 uM a-Methyltyrosin) nach Derivatisierung NBD-F-VD1 und HPLC-Trennung. HPLC-Parameter
(Shimadzu-HPLC-System): Injektionsvolumen: 20 ul, Sdule Nucleodur (250x4 mm, 100 A, 5 um, C18-
RP, ec), Sdulentemperatur: 30°C, Flussrate: 0.5 mi/min. Eluent A: 10 mM Natriumphosphat-Puffer
(pH = 7.2), Eluent B: MeOH, Gradient: 0-2 min 15 % B, 2-5 min 15-30 % B, 5-65 min 30-68 % B, 65-
68 min  68-100 % B, 68-81 min 100 % B, 81-82min 100-15% B, 82-95min 15% B.
Fluoreszenzanregung: 470 nm, Fluoreszenzdetektion: 530 nm. EIA-Parameter: Beschichtung:
0.1 mg/l Nitro-(14.3)-BSA, Primdrantikérper: mAk 39B6 (1:20 000), Sekunddrantikérper: Anti-Maus-
19G-POD (1:40 000). Das HPLC-Eluat wurde auf einer Mikrotiterplatte zu Fraktionen von 0.4 ml (48
sec Eluat/Fraktion) gesammelt. 35 ul einer Fraktion wurden zu 65 ul PBS-Azid-Puffer in je eine Kavitét
einer Mikrotiterplatte als Inhibitionslésung fir den kompetitiven EIA pipettiert.

Das aus dem Fluoreszenzdetektor austretende Eluat wurde nach HPLC-Trennung auf einer
Mikrotiterplatte fraktioniert und die einzelnen Fraktionen auf eine fir den kompetitiven
Enzymimmunoassay vorbeschichtete Mikrotiterplatte transferiert. Es ist eine deutliche
Absorptionsabnahme (Inhibition) durch das NBD-F-Derivat von 3-Nitrotyrosin zu beobachten.
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Diese fallt unter Annahme der Elution der gesamten injizierten 3-Nitrotyrosinmenge in dieser
Fraktion sogar héher aus, als fir nichtderivatisiertes 3-Nitrotyrosin der gleichen Konzentra-
tion zu erwarten gewesen ware. Die Affinitdt des eingesetzten monoklonalen Antikérpers
39B6 zu dem NBD-F-Derivat von 3-Nitrotyrosin ist offensichtlich héher als die mit freier
Aminogruppe. Diese Beobachtung kénnte jedoch auch auf den Methanolanteil im HPLC-

Eluat zurGickzufiihren sein.

3.3.4 Anionenaustauschextraktion

Das Anionenaustauscherharz AG1-X8 wurde von CROWLEY®®® und FRANZE™® zur An-
reicherung von 3-Nitrotyrosin aus Gewebehydrolysaten bzw. Standardlésungen angewendet.
Es wird die Tatsache ausgenutzt, dass die Nitrophenoleinheit des Analyten einen niedrigeren
pKs-Wert besitzt als die Phenoleinheit von Tyrosin. Die Nitrierung hat eine pKs-Verringerung
von 10 auf 7.5 zur Folge.?”® Die Aufgabe von 3-Nitrotyrosin auf das Harz erfolgt daher mit
Ammoniumacetat-Puffer (pH = 7.5). Die Elution durch Protonierung wird mit Essigséure
durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Wiederfindungen von 3-Nitrotyrosin aus
Standardlésungen und aus aufgestockten StraBenstaubextrakten bestimmt. Die
Wiederfindung von 180 nmol 3-Nitrotyrosin in 2 ml 50 mM Ammoniumacetat-Puffer betragt in
der Essigsaurefraktion 84.6 % und die Gesamtwiederfindung 95.3 % (Tabelle 3.39).

Tabelle 3.39: Wiederfindung von 180 nmol 3-Nitrotyrosin nach Anionenaustauschextraktion mittels
AG1-X8-Harz. Auf 1.5 g Harz wurden nacheinander 2 ml einer Lésung von 90 uM 3-Nitrotyrosin in
50 mM Ammoniumacetat-Puffer, 6 ml Wasser, 6 ml 1 M Essigsédure und 2 ml Wasser aufgetragen.
Die Bestimmung von 3-Nitrotyrosin in den einzelnen Fraktionen erfolgte nach Eindampfen im
Druckluftstrom und Wiederaufnahme in 0.05 N NaOH spektrophotometrisch bei 428 nm.

Fraktion Puffer/Lésung Wiederfindung
3-Nitrotyrosin
[%]
| 2 ml 50 ml NH,Ac-Puffer 1.6
Il 6 ml Wasser 0.5
[ 6 ml 1 MHOACc 84.6
v 2 ml Wasser 8.6

In weiteren Experimenten wurden 12.5 und 1.25 nmol 3-Nitrotyrosin zu Hydrolysaten makro-
molekularer Fraktionen der StraBenstaubprobe K101 (<63 um) gegeben. Diese Probe wurde
zuvor von FRANZE'® im Enzymimmunoassay negativ auf Nitroproteine getestet. Im ersten
Fall konnten die zuvor genannten Wiederfindungen mit Werten von 82 % in der
Essigsaurefraktion (Fraktion 1ll) und 7 % in Fraktion IV mittels NBD-F-HPLC-Analyse
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bestétigt werden, obwohl sich bereits Matrixinterferenzen im Ry-Bereich von 3-Nitrotyrosin
zeigten (Abbildung 3.76).
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Abbildung 3.76: HPLC-FD-Chromatogramm einer Aminosdurestandardiésung (0.3 uM AA-S-18 und
3-Nitrotyrosin) und der Fraktion Ill der StraBenstaubprobe K101 (<63 uM) nach AG1-X8-Anreicherung.
200 mg StraBenstaubprobe wurden zuvor analog Methode EM1 in 6 ml PBS-Azid-Puffer extrahiert,
die makromolekulare Fraktion (>5 kDa) isoliert und in 6 M HCI bei 140°C fir 10 min (Mikrowelle DAP-
30) hydrolysiert. Das eingedampfte Hydrolysat wurde in 2.5 ml 50 mM Ammoniumacetat-Puffer
aufgenommen. 2 ml dieser Lésung wurden mit 12.5 nmol 3-Nitrotyrosin angereichert und auf eine
1.5 g AG1-X8 enthaltende Glasséule aufgetragen. Es wurde mit 8 ml Wasser (Fraktion 1), 8 ml
Essigséure (Fraktion Ill) und 3 ml Wasser (Fraktion IV) gespiilt. Die HPLC-Analytik erfolgte nach
Aufnahme der eingedampften Fraktion Ill in 2 ml Wasser, Verdinnung 1:20 und Derivatisierung
NBD-F-VD1 mit einem zu NBD-F-G4 analogen Gradienten mit dem Dionex-GP50-System.

Im zweiten Fall betrug die Wiederfindung von 3-Nitrotyrosin rund 8 nmol anstelle von
1.25 nmol. Die NBD-F-HPLC-Analyse einer analog behandelten BSA-Probe verdeutlichte,
dass diese Uberbestimmung vermutlich auf unzureichend hydrolysierte Oligopeptide aus
BSA zurlickzufihren war. Die in Abschnitt 3.3.6.2 diskutierte BSA-Hydrolysekinetik bestéatigte
diese Vermutung.
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3.3.5 Immunaffinitdatschromatographie (IAC)

Der polyklonale Antikdrper Oxis 24312 aus Schaf wurde fir die Entwicklung einer
Immunaffinitdtschromatographie(IAC)-Saule zur Abtrennung von 3-Nitrotyrosin von Matrix-
komponenten aus Fein- und StraBenstaub verwendet. Der Antikérper wurde auf einer
HiTrap-Saule (Amersham Biosciences) fur Niederdruckflissigchromatographie-Systeme
immobilisiert. Die Matrix der Saule besteht aus NHS-aktivierter Sepharose. AuBerdem wurde

fur Vergleichsexperimente eine y-Rinderimmunglobulin-S&ule hergestellt.

3.3.5.1 Kopplungseffizienz

Um eine Aussage Uber die Effizienz der Immobilisierung treffen zu kénnen, wurden mittels
NanoOrange-Assay die Proteinkonzentrationen der auf die HiTrap-Saule aufgetragenen und
nach Kopplung eluierten Proteinlésungen bestimmt (Tabelle 3.40).

Tabelle 3.40: Fiir die Ligandenkopplung auf die HiTrap-Séulen aufgetragenen und nach der
Ligandenkopplung eluierten Proteinmengen und die resultierenden Kopplungseffizienzen

Proteinlésung Protein Kopplungseffizienz
vor nach
Kopplung  Kopplung
[mg] [mg] [%]
v-Globulin (Rind) 3.2 0.1 97
pAk Oxis 24312 (Schaf)® 7.7 1.4 82

(2) - nach GréBenausschlusschromatographie (>5 kDa)

Die Kopplungseffizienz von y-Globulinen an die NHS-aktivierte Sepharose-Matrix lag bei
97 %, die von Proteinen im Schafserum Oxis 24312 bei 82 %. Die Proteinkonzentration far
das gelieferte Schafserum wurde auf 29 g/l ermittelt.

3.3.5.2 Experimentelle Kapazitatsbestimmung

Die Nitrotyrosinkapazitat der Oxis-IAC-Saule wurde auf zwei verschiedenen Wegen ermittelt.
Im ersten Fall wurde eine Durchbruchskurve fir 3-Nitrotyrosin sowohl auf der y-Globulin-
Séule als auch auf der Oxis-IAC-Saule mittels kompetitivem EIA erstellt. Im zweiten Fall
wurde nur die Oxis-IAC-S&ule verwendet und eine Durchbruchskurve fir 3-Nitrotyrosin und
Norleucin mittels NBD-F-HPLC-Analyse ermittelt. Durch Vergleich der Durchbruchskurven
wurden zwei Kapazitdten der Oxis-IAC-Saule berechnet. In Abbildung 3.77 sind Durch-

bruchskurven von 3-Nitrotyrosin der y-Globulin- und der Oxis-IAC-Saule dargestellt.
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Abbildung 3.77: Durchbruchskurven von 3-Nitrotyrosin auf der y-Globulin-Saule (I. -W-) und Oxis-IAC-
Séule (Il. -©-). Equilibrierung mit 10 mi PBS-Puffer, Auftrag von 2 ml 6 uM 3-Nitrotyrosin-Lésung,
Elution mit 4 ml PBS-Puffer (y-Globulin-Sdule) bzw. 2 ml PBS-Puffer und 3 ml 20 %(v/v) ACN (Oxis-
IAC-Sé&ule). EIA-Parameter: Beschichtung: 0.05 mg/l Nitro-(14.3)-BSA, Primdrantikérper: pAk Oxis
24312 (1:2500), Sekundérantikérper: Anti-Schaf-IlgG-POD (1:10 000). Das Eluat wurde auf einer
Mikrotiterplatte zu Fraktionen von 154 ul (4 Trp./Kavitédt) gesammelt und 100 ul einer Fraktion in je
eine Kavitdt einer weiteren Mikrotiterplatte als Inhibitionslésung flir den kompetitiven EIA pipettiert.
Dargestellt sind Median und Spannweite von PBS-Puffer als Blindlésung (Messung y-Globulin-Séule
(W), Messung Oxis-IAC-Séaule (®)) sowie von 10 und 6 uM 3-Nitrotyrosin (™ bzw. @) im EIA.

Die Ordinate zeigt das Verhéltnis der gemessenen Absorption einer Fraktion zu der
maximalen Absorption (A2) der sigmoidalen Kalibrierkurve des kompetitiven EIA. Der
Durchbruch erfolgte auf der y-Globulin-Saule ab Fraktion 5, wéhrend der auf der Oxis-IAC-
Saule ab Fraktion 7 stattfand. Dies entspricht einer Kapazitat von 1.9 nmol (429 ng) 3-Nitro-
tyrosin. Das Totvolumen kann aus dem Durchbruch der y-Globulin-Saule auf rund 770 pl
abgeschatzt werden. Zur Darstellung der Messunsicherheit wurden zusatzlich der Median
und die Spannweite von PBS-Puffer (keine Kompetition) und 10 uM bzw. 6 pM 3-Nitrotyrosin

(hohe Kompetition) der EIA-Messungen aufgetragen.
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In Abbildung 3.78 sind Durchbruchskurven von 3-Nitrotyrosin und Norleucin auf der Oxis-
IAC-Séaule nach NBD—-F-HPLC-Analyse dargestellt.
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Abbildung 3.78: Durchbruchskurven von 3-Nitrotyrosin (lll. - @-) und Norleucin (IV. -8-) auf der Oxis-
IAC-Sé&ule. Equilibrierung mit 10 ml PBS-Puffer, Auftrag von 2 ml 6 uM 3-Nitrotyrosin/Norleucin-
Ldsung, Elution mit 2 ml 50 % MeOH. Das Eluat wurde auf einer Mikrotiterplatte zu Fraktionen von
143 ul (4 Trp./Kavitdt) gesammelt, die Fraktionen vor Derivatisierung NBD—-F-VD2 1:2 bzw. 1:100
verdinnt und mit Gradient NBD—F-G2 getrennt.

Der Durchbruch von 3-Nitrotyrosin erfolgt um eine Fraktion (143 pl) spater als der von Nor-
leucin. Dies entspricht einer geringeren Kapazitat von 0.9 nmol (203 pg) 3-Nitrotyrosin als
durch den Vergleich des Durchbruchs auf der y-Globulin- und Oxis-IAC-Saule ermittelt
wurde. Der Durchbruch von Norleucin auf der Oxis-IAC-Sé&ule erfolgte um ca. eine Fraktion
spater als der Durchbruch von 3-Nitrotyrosin auf der y-Globulin-S&ule. Eine mdgliche
Ursache fir diese Beobachtung kénnte ein gréBeres Totvolumen der Oxis-IAC-Saule mit
6 mg immobilisierten Schafserumproteinen sein und/oder eine Wechselwirkung von
Norleucin mit immobilisierten Komponenten aus Schafserum. Eine unspezifische Wechse-
wirkung von Norleucin relativ zu 3-Nitrotyrosin mit der Sephadex-Matrix der HiTrap-S&ule
kann jedoch aufgrund der in Abschnitt 3.3.5.3 diskutierten Ergebnisse ausgeschlossen

werden.

3.3.5.3 Chromatographische Eigenschaften

Es wurde das Elutionsverhalten von 3-Nitrotyrosin und Norleucin auf der y-Globulin-S&ule mit
PBS-Puffer naher untersucht. Hierfir wurden 1 nmol 3-Nitrotyrosin und Norleucin in PBS-
Puffer injiziert und anschlieBend mit 4 ml PBS-Puffer eluiert.
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Abbildung 3.79: Standardchromatogramm von 3-Nitrotyrosin (-@-) und Norleucin (-B-) der y-Globulin-
Séule. Equilibrierung mit 10 ml PBS-Puffe, Injektion von 100 ul 10 uM 3-Nitrotyrosin/Norleucin-Lésung
in PBS-Puffer, Elution mit 4 ml PBS-Puffer. Das Eluat wurde auf einer Mikrotiterplatte zu Fraktionen
von 148 ul (4 Trp./Kavitdt) gesammelt, die Fraktionen vor Derivatisierung NBD-F-VD2 1:2 bzw. 1:100
verdiinnt und mit Gradient NBD-F-G2 getrennt.

3-Nitrotyrosin und Norleucin unterscheiden sich hinsichtlich ihres Elutionsprofils nicht. Damit
kdnnen unspezifische Wechselwirkungen von 3-Nitrotyrosin mit der Sephadex-Matrix relativ
zu Norleucin ausgeschlossen werden. Die Gesamtwiederfindungen von 3-Nitrotyrosin und
Norleucin in den Fraktionen belaufen sich auf 1.25 nmol (125 %) und 1.19 nmol (119 %).

In einem weiteren Experiment wurde das Elutionsverhalten von 3-Nitrotyrosin relativ zu
Norleucin auf der Oxis-IAC-Saule mittels Injektion von 1.0 nmol 3-Nitrotyrosin und Norleucin
in PBS-Puffer untersucht. Das Oxis-IAC-Chromatogramm ist in Abbildung 3.80 dargestellt.
Es wurde ein Durchbruch von 3-Nitrotyrosin beobachtet. Der Analyt coeluiert mit Norleucin
mit einer Fraktion Verzégerung, auBerdem ist ein Tailing von 3-Nitrotyrosin zwischen 1.6-
4.0 ml zu erkennen. Die ermittelte 3-Nitrotyrosin-Kapazitdt von 1.9 nmol ist offensichtlich
nicht korrekt. Die Wiederfindungen betragen 1.15 nmol (115 %) fir Norleucin und nach
Abschatzung des Gehaltes der nicht mittels HPLC analysierten Fraktionen bei 0.94 nmol
(94 %) fir 3-Nitrotyrosin.

Nach Bestimmung der wahren Kapazitdt der Oxis-IAC-Saule von 0.9 nmol wurde eine
Stoffmenge von 0.1 nmol von 3-Nitrotyrosin und Norleucin auf die Saule injiziert und das
Trennungsverhalten mit PBS-Puffer und 50 % MeOH betrachtet (Abbildung 3.81).
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Abbildung 3.80: Oxis-IAC-Chromatogramm von 3-Nitrotyrosin (-@-) und Norleucin (-B-). Equilibrierung
mit 10 ml PBS-Puffer, Injektion von 100 ul 10 uM 3-Nitrotyrosin/Norleucin-Lésung in PBS-Puffer,
Elution mit 5 ml PBS-Puffer und 3 ml 20 %(v/v) ACN. Das Eluat wurde auf einer Mikrotiterplatte zu
Fraktionen von 146, 138 und 133 ul (4 Trp./Kavitdt) gesammelt, die Fraktionen vor Derivatisierung
NBD-F-VD2 1:2 bzw. 1:100 verdiinnt und mit Gradient NBD-F-G2 getrennt.
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Abbildung 3.81: Oxis-IAC-Chromatogramm von 3-Nitrotyrosin (-®-) und Norleucin (-B-). Equilibrierung
mit 10 ml PBS-Puffer, Injektion von 100 ul 1 uM 3-Nitrotyrosin/Norleucin-Lésung in PBS-Puffer, Elution
mit 4 ml PBS-Puffer und 2 ml 50 % MeOH. Das Eluat wurde auf einer Mikrotiterplatte zu Fraktionen
von 146, 143 und 153 ul (4 Trp./Kavitdt) gesammelt, die Fraktionen vor Derivatisierung NBD-F-VD2
1:2 bzw. 1:100 verdiinnt und mit Gradient NBD-F-G2 getrennt.
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In diesem Fall fand kein Durchbruch wie in Abbildung 3.80 statt. 3-Nitrotyrosin wird von
Norleucin nahezu basisliniengetrennt. Die Gesamtwiederfindungen betrugen 100 % fir
Norleucin und nach Abschatzung der drei nicht mittels HPLC-Analyse bestimmten Fraktionen
104 % fur 3-Nitrotyrosin. Der Analyt wird bereits unter milden Bedingungen mit 4 ml PBS-
Puffer zu 77 % partiell eluiert, wahrend 23 % in der Methanol-Fraktion gefunden werden.
Dieses Verhalten ist auf den polyklonalen Antikérper zurlickzufihren, der zu 3-Nitrotyrosin
sowohl hoch- als auch niedrigaffine Antikérper enthalt. Die IAC-Saule wurde somit im Modus
einer weak affinity chromatography und einer Affinitatsextraktion gefahren.

3.3.6 NBD-F-HPLC-Analytik

3.3.6.1 Allgemeines

In Abschnitt 3.1.1 wurde die NBD-F-Derivatisierung und HPLC-Analytik von 3-Nitrotyrosin
und Tyrosin vorgestellt. Die Nachweisgrenzen von 3-Nitrotyrosin der Methoden NBD-F-
VD1/NBD-F-G1 und NBD-F-VD2/NBD-F-G4 belauft sich auf 10 nM (100 fmol) bzw. 12 nM
(181 fmol). Am Institut fir Wasserchemie wurde parallel an einer GC-MS-Methoden-
etablierung zum Nachweis von 3-Nitrotyrosin gearbeitet. Diese Arbeiten wurden von Frau Dr.
Swati Bhowmik durchgefuhrt. 3-Nitrotyrosin wurde nach Reaktion mit Diazomethan und
Heptafluorbuttersdureanhydrid als sein O-methyliertes Heptafluorbutyramid-Methylester-
Derivat mittels GC-NCI-MS analysiert. Die Nachweisgrenzen von 3-Nitrotyrosin der ent-
wickelten Methode belief sich auf 50 nM (NCI, SIM-Modus, [M] = 450, S/N = 3).B*! Es wurde
zur Analyse von 3-Nitrotyrosin in Fein- und StraBenstaubproben mit der NBD-F-Deriva-
tisierung fortgefahren, da diese 5-mal empfindlicher als die GC-MS-Methode und einfacher,
schneller und sicherer durchzufiihren ist. 3-Nitrotyrosin kann mit der vorgestellten OPA/MPA.-

Derivatisierung nicht nachgewiesen werden.

3.3.6.2 Proteinhydrolyse

Die Proteinhydrolyse in einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA und 0.1 %(w/v) Phenol
bei 5 bar und 30 min (HM6) erwies sich im Vergleich zu der Hydrolyse in 4.7 M HCI (HM1
und HM2) hinsichtlich der Wiederfindung von 3-Nitrotyrosin aus Nitro-(7.4)-BSA als optimal
(Abschnitt 3.1.4.7). Die Hydrolysemethode HM6 eignet sich in Kombination mit Methode
NBD-F-VD2/NBD-F-G4 fiir die Bestimmung des Nitrotyrosingehaltes und fir die simultane
Quantifizierung von Nitroproteinen. Es zeigte sich, dass die Hydrolysestabilitat von 3-Nitro-
tyrosin vergleichbar ist mit der von Tyrosin. Unter den Bedingungen HM2 und HM6 ergeben

sich Wiederfindungsverhéaltnisse von 3-Nitrotyrosin zu Tyrosin von 1.1+0.2 bzw. 0.9£0.1. In
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einer Verdffentlichung von GIESE®*® wurde 3-Nitrotyrosin aufgrund seiner hohen Hydrolyse-
stabilitat in einer Lésung von 6 M HCI als interner Standard fir die Aminosaureanalytik vor-
geschlagen. Diese Schlussfolgerung konnte im Rahmen dieser Arbeit unter den Be-
dingungen der mikrowelleninduzierten Proteinhydrolyse nicht gezogen werden. 3-Nitrotyrosin
und Tyrosin unterliegen einer ausgepragten ty-abhéngigen Zersetzung in 4.7 M HCI in Boro-
silikatglasern (Abschnitt 3.1.4.6). Es stellte sich heraus, dass eine Phenolprasenz im Hydro-
lysemedium Voraussetzung fir eine hohe Wiederfindung des Analyten ist (Abschnitt 3.1.4.7).
Diese Beobachtung steht im Einklang mit einer Vergleichsstudie von MORTON et al.?*®! der
Wiederfindungen von 3-Nitrotyrosin in verschiedenen HydrolysegeféaBen bestimmte
(Abschnitt 2.4.3.2).

Fir eine Bestimmung von 3-Nitrotyrosin in Fein- und StraBenstaub ist entscheidend, dass
keine Coelution von Stérkomponenten im Ri-Bereich von 3-Nitrotyrosin auftritt. Dies kénnen
nichtproteinogene Matrixbestandteile oder unzureichend hydrolysierte Oligopeptide von
PM2.5-Proteinen sein. Es wurde daher eine Hydrolysekinetik mit Nitro-(7.5)-BSA nach einer
Hydrolysevorschrift von FRANZE'® in 6 ml 6 M HCI fiir 10, 20 und 30 min bei 140° C (Mikro-
welle DAP-30) durchgefinhrt.
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Abbildung 3.82: HPLC-FD-Chromatogramm von Nitro-(7.5)-BSA (411 ug, Aufnahme des Hydrolysates
in 2 ml Wasser, Verdinnung 1:100) nach Hydrolyse in 6 ml 6 M HCI bei 140°C fir 10, 20 und 30 min
(Mikrowelle DAP-30). Die HPLC-Analytik erfolgte nach Derivatisierung NBD-F-VD2 mit einem zu
NBD-F-G4 analogen Gradienten mit dem Dionex-GP50-System.

Dieses Hydrolyseverfahren wurde vor Beginn dieser Arbeit und der Entwicklung der Mars5-
Methoden in der Aerosol-Arbeitsgruppe angewendet. Es zeigte sich, dass die Hydrolyse
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nach 10 min noch nicht vollstédndig abgeschlossen war und daher unzureichend hydrolysierte
Oligopeptide im R;-Bereich von 3-Nitrotyrosin coeluierten. Im Rahmen der Hydrolyseoptimier-
ungen der Mars5-Methoden wurde nach Coelution von Oligopeptiden aus BSA in ent-
sprechenden HPLC-FD-Chromatogrammen geschaut (Abbildung 3.83).
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Abbildung 3.83: HPLC-FD-Chromatogramm einer Aminosdurestandardlésung (0.2 uM AA-S-18,
3-Nitrotyrosin, Norleucin, 0.4 uM o-Methyltyrosin) und BSA (401 ug) nach Hydrolyse in 4.7 M HCI,
35 min, 4 bar (HM1). Die HPLC-Analytik (Dionex-P580HPG-System) erfolgte nach Aufnahme des

BSA-Hydrolysates in 1 ml Wasser, Verdiinnung 1:30 bzw. 1:200 und Derivatisierung NBD-F-VD2 mit
Gradient NBD-F-GA4.

Im HPLC-FD-Chromatogramm von BSA in der Verdlinnung 1:30 zeigt sich ein kleiner Peak
im Elutionsbereich von 3-Nitrotyrosin. Hierbei kénnte es sich um 3-Nitrotyrosin aus BSA, das
aufgrund einer natlrlichen in vivo-Proteinnitierung entstanden ist, oder um ein schwer hydro-
lysierbares Oligopeptid handeln. Im Falle einer Stérkomponente stért diese die Nitrotyrosin-
analytik in Nitroproteinhydrolysaten nicht, da deren Nitrotyrosingehalt sehr hoch ist.
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3.3.6.3 Atmospharische Feinstaubproben

Es wurden zwei atmosphéarische Feinstaubproben nach Proteinhydrolyse HM6 auf ihren
Nitrotyrosingehalt mittels der NBD-F-HPLC-Methode untersucht. In HPLC-FD-Chromato-
grammen der Methode NBD-F-VD2/NBD-F-G4 wurden mehrere Peaks im R;-Bereich von
3-Nitrotyrosin beobachtet (Abbildung 3.84).
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Abbildung 3.84: HPLC-FD-Chromatogramm einer Aminosaurestandardiésung (0.2 uM AAS, 3-Nitro-
tyrosin, Norleucin und 0.4 uM o-Methyltyrosin), der WSP(>5 kDa)-Fraktion der PMZ2.5-Proben
MOHP04-26 und MOHP04-31 nach Hydrolyse in 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol, 30 min,
5 bar (HM6) mit Norleucin (1 nmol). Die HPLC-Analytik (Dionex-P580HPG-System) der PM2.5-Proben
erfolgte nach Extraktion EM1 (3.1 und 2.1 mg PMZ2.5), SEC, Aufnahme des Hydrolysates in 1 ml
Wasser, Addition von 1 nmol a-Methyltyrosin und Derivatisierung NBD-F-VD2 mit Gradient NBD-F-
G4. Das Hydrolysat der Hydrolyseblindlésung wurde ebenfalls in 1 ml Wasser vor der Derivatisierung
aufgenommen.

Diese Peaks konnten mit dem HPLC-Gradienten NBD-F-G2 aufgeldst werden (Abbildung
3.85). Die bei 3-Nitrotyrosin eluierende Verbindung konnte dem Analyten jedoch nicht zuge-
ordnet werden, da sich bei Beriicksichtigung der Ri-Verschiebung der Probe gegentber dem
Aminosaurestandard keine eindeutige R-Ubereinstimmung fiir 3-Nitrotyrosin ergab. AuBer-
dem wurde ein Blindwert beobachtet, der auf den Eintrag einer Kontamination wahrend der
Hydrolyse schlieBen lasst.
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Abbildung 3.85: HPLC-FD-Chromatogramm einer Aminosdurestandardiésung (0.2 uM AAS, 3-Nitro-
tyrosin, Norleucin und 0.4 uM o-Methyltyrosin), der WSP(>5 kDa)-Fraktion der PMZ2.5-Proben
MOHPO04-26 und MOHP04-31 nach Hydrolyse in 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol, 30 min,
5 bar (HM6) mit Norleucin (1 nmol). Probenvorbereitung siehe Abbildung 3.84. Die HPLC-Analytik
(Dionex-P580HPG-System) erfolgte nach Derivatisierung NBD-F-VD2 mit Gradient NBD-F-G2.

3.3.6.4 StraBenstaubproben

Die makromolekulare Fraktion (>5kDa) der StraBenstaubprobe K101 (<63 um) nach
Hydrolyse in 6 M HCI bei 140°C fir 10 min (Mikrowelle DAP-30) wurde mit der NBD-F-
HPLC-EIA-Methode auf Anwesenheit von 3-Nitrotyrosin untersucht (Abschnitt 3.3.3.2). Da
ein hoher Anteil von Matrixkomponenten im HPLC-FD-Chromatogramm dieser Probe zu
beobachten war, erschien dieser Ansatz sinnvoll. Das Inhibitionssignal der vermeintlichen
Nitrotyrosinfraktion im kompetitiven EIA lag wie in Abbildung 3.86 ersichtlich unterhalb der
Nachweisgrenze (S/N = 3).
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Abbildung 3.86: HPLC-FD-Standardchromatogramm und Absorption bei 450 nm im kompetitiven
Enzymimmunoassay des Hydrolysates der StraBenstaubprobe K101 (<63 um) nach Derivatisierung
NBD-F-VD1 und HPLC-Trennung. Die StraBenstaubprobe (200 mg) wurde zuvor analog zu EM1 in
6 ml PBS-Azid-Puffer extrahiert, die makromolekulare Fraktion (>5 kDa) isoliert und in 6 M HCI bei
140°C fir 10 min (Mikrowelle DAP-30) hydrolysiert. Das eingedampfte Hydrolysat wurde in 0.5 ml
Wasser aufgenommen und bei 1:2-Verdiinnung mit 1 uM a-Methyltyrosin aufgestockt. HPLC- und
EIA-Parameter: siehe Abbildung 3.75.

Es sind makromolekulare Fraktionen (>5 kDa) der StraBenstaubproben W101, W12 und
W14, die von FRANZE'®' mittels EIA positiv getestet wurden, nach Proteinhydrolyse HM2
und Nitrotyrosinextraktion mittels Anionenaustauscher AG1-X8 auf ihren Gehalt von 3-Nitro-
tyrosin mit der NBD-F-HPLC-Methode untersucht worden. Es kann den Nitro-(7.4)-BSA-
Hydrolysen aus Abschnitt 3.1.4.6 zufolge unter den Bedingungen HM2 mit einer Nitrotyrosin-
wiederfindung von rund 80 % gerechnet werden. Die Trennung mit HPLC-Gradient NBD-F-
G4 stieB dabei auf wenig Erfolg, da Matrixinterferenzen beobachtet wurden (Abbildung 3.87).
Im Gegensatz zu reinen Nitroproteinldsungen, in denen der Nitrotyrosingehalt sehr hoch ist,
stéren in Proben mit geringem Nitrotyrosingehalt im Ri-Bereich von 3-Nitrotyrosin
coeluierende schwer hydrolysierbare Oligopeptide die Nitrotyosinbestimmung.
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Abbildung 3.87: HPLC-FD-Chromatogramm einer Aminosédurestandardlésung (0.05 uM AA-S-18,
3-Nitrotyrosin, Norleucin und 0.1 uM a-Methyltyrosin), der WSP(>5 kDa)-Fraktion der StraBenstaub-
probe W12 und BSA (400.5 ug, Aufnahme des Hydrolysates in 1 ml Wasser, Verdiinnung 1:30,
Derivatisierung NBD-F-VD2, Gradient NBD-F-G4) nach Hydrolyse in 4.7 M HCI, 45 min, 4 bar (HM2).
Die HPLC-Analytik (Dionex-P580HPG-System) der StraBenstaubprobe erfolgte nach EM4 (100 mg
StraBenstaub), SEC, AG1-X8, Derivatisierung NBD-F-VD2 mit Gradient NBD-F-G4.

Eine Trennung von Matrixkomponenten und einem Peak im Elutionsbereich von 3-Nitrotyro-
sin der StraBenstaubhydrolysate W12 und W14 ist mit HPLC-Gradient NBD-F-G2 jedoch
gelungen (Abbildung 3.88 und Abbildung 3.89). Die Analyse einer Methodenblindlésung, die
entsprechend der Umweltproben behandelt wurde, weist auf keine Kontaminationen durch
die wéhrend der Probenvorbereitung verwendeten Reagenzien und L&sungen hin. Der bei
3-Nitrotyrosin eluierende Peak liegt jedoch unterhalb der Nachweisgrenze (S/N = 3).
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Abbildung 3.88: HPLC-FD-Chromatogramm einer Aminosaurestandardiésung (0.6 uM AAS, 3-Nitro-
tyrosin, Norleucin und 1.2 uM a-Methyltyrosin), der WSP(>5 kDa)-Fraktion der StraBenstaubprobe
W12 und einer Extraktionsblindiésung nach Hydrolyse in 4.7 M HCI, 45 min, 4 bar (HM2). Die HPLC-
Analytik (Dionex-P580HPG-System) erfolgte nach EM4 (100 mg StraBenstaub), SEC, AG1-X8,
Aufnahme in 1 ml 1 uM o~ Methyltyrosin, Derivatisierung NBD-F-VD2 mit Gradient NBD-F-G2.
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Abbildung 3.89: HPLC-FD-Chromatogramm einer Aminoséurestandardlésung (0.6 uM AAS, 3-Nitro-
tyrosin, Norleucin und 1.2 uM a-Methyltyrosin), der WSP(>5 kDa)-Fraktion der StraBenstaubprobe
W14 und einer Extraktionsblindiésung nach Hydrolyse in 4.7 M HCI, 45 min, 4 bar (HM2). Die HPLC-
Analytik (Dionex-P580HPG-System) erfolgte nach EM4 (100 mg StraBenstaub), SEC, AG1-X8,
Aufnahme in 1 ml 1 uM a- Methyltyrosin, Derivatisierung NBD-F-VD2 mit Gradient NBD-F-G2.
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In Probe W101 zeigten sich deutliche Matrixinterferenzen, so dass keine Trennung der
Komponenten im Ri-Bereich von 3-Nitrotyrosin méglich war (Abbildung 3.90).
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Abbildung 3.90: HPLC-FD-Chromatogramm der WSP(>5 kDa)-Fraktion der StraBenstaubprobe W101
(nichtaufgestockt und mit 0.2 uM 3-Nitrotyrosin aufgestockt). Die HPLC-Analytik (Dionex-P580HPG-
System) erfolgte nach Extraktion EM4 (100 mg StraBenstaub), SEC, Hydrolyse in 4.7 M HCI, 45 min,
5 bar (HM2), AG1-X8-Anreicherung, Aufnahme der Probe in 1 ml 1 uM a-Methyltyrosin und Derivati-
sierung NBD-F-VD2 mit Gradient NBD-F-G2. 3-Nitrotyrosin wurde unmittelbar vor der Derivatisierung
in die Probe zugegeben.

Die Probe wurde unmittelbar vor der Derivatisierung mit 0.2 uM 3-Nitrotyrosin aufgestockt,
um die Reproduzierbarkeit der Methode im Allgemeinen und die Coelution im Speziellen zu
demonstrieren.

Aus diesen Untersuchungen kann unter Annahme einer 100 % Protein- bzw. Nitrotyrosinwie-
derfindung zu jeder Phase der Probenvorbereitung aus der HPLC-NWG der Methode
NBD-F-VD2/NBD-F-G4 von 11.6 nM eine Maximalkonzentration an 3-Nitrotyrosin in den
untersuchten StraBenstaubproben W12 und W14 von 0.15 umol/kg bzw. 34 ug/kg (ppb)
Feinstaub abgeschatzt werden. Aus den von FRANZE ermittelten Nitro-(14.3)-BSA-
Aquivalentkonzentrationen wiirde sich ein Nitrotyrosingehalt von rund 1 umol/kg ergeben.
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3.3.7 Diskussion

Die zum Nachweis von 3-Nitrotyrosin in StraBen- und atmosphéarischen Feinstaubproben
durchgefihrten Analysen ergaben, dass eine Identifizierung des Analyten direkt aus Protein-
hydrolysaten ohne eine selektive Probenvorbereitung mit den entwickelten NBD-F-HPLC-
Methoden nicht méglich ist. Die Analysen wurden durch schwer hydrolysierbare Oligopeptide
gestort. Eine hdhere Selektivitat der Methode kann im Allgemeinen durch eine Optimierung
der Proteinhydrolyse und eine selektive Anreicherung erzielt werden. Im Fall der Proteinhy-
drolyse kénnte eine Verldngerung der Hydrolysezeiten eine vollstdndige Spaltung von
schwer hydrolysierbaren Oligopeptiden bewirken und 3-Nitrotyrosin, sofern es unter den
entsprechenden Bedingungen stabil ist, mittels der NBD-F-HPLC-Methoden selektiv nachge-
wiesen werden. In 4.7 M HCI zeigte der Analyt jedoch eine ausgepragte ty-abhangige
Hydrolyseinstabilitéat. Eine entsprechende Stabilitatsstudie von 3-Nitrotyrosin in einer Lésung
von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA und 0.1 %(w/v) Phenol wurde nicht durchgefihrt. Erste
Experimente deuten jedoch eine ho@here Stabilitdt von 3-Nitrotyrosin unter diesen
Bedingungen an (Abschnitt 3.1.4.7). Die Anreicherung von 3-Nitrotyrosin mittels Anionenaus-
tauscherharz AG1-X8 in Kombination mit den NBD-F-HPLC-Methoden ermdglicht prinzipiell
die Abtrennung von 3-Nitrotyrosin von Matrixkomponenten aus StraBenstaubhydrolysaten.
Die Durchfihrung einer NBD-F-HPLC-Analyse in Kombination mit einem kompetitiven EIA
mit Nitrotyrosin-spezifischen Antikérpern kann in diesem Fall die Sicherheit einer unsicheren
Identifizierung deutlich erhéhen. Als Alternative zur NBD-F-HPLC-EIA-Methode steht
auBerdem die GC-NCI-MS-Analyse zur Verfligung, die in Kombination mit der AG1-X8-
Extraktion nicht getestet wurde. Die entwickelte IAC-Saule mit dem Nitrotyrosin-spezifischen
polyklonalen Antikdrper Oxis 24312 ermdoglicht die Trennung von 3-Nitrotyrosin und
Norleucin als Reprasentant nichtbindender Aminosauren. Die Saule wurde jedoch in Anwe-
senheit von hohen Mengen an Tyrosin, zu dem der Antikdrper eine Affinitit von 10°1/mol und
eine Kreuzreaktivitat von 0.1 % besitzt, nicht getestet.'” Die Anwendbarkeit der IAC-Saule
zur Abtrennung von 3-Nitrotyrosin aus Protein-, Fein- und StraBenstaubproben bleibt somit
im Rahmen dieser Arbeit offen. Da die Trennung unter isokratischen Bedingungen auBerdem
ein groBes Peakvolumen von 3-Nitrotyrosin zur Folge hat, ist die Eignung des polyklonalen
Antikérpers fir eine schnelle effiziente Anreicherung des Analyten im Sinne der weak affinity
chromatography fraglich. Im Rahmen einer Weiterentwicklung der IAC-Trennung empfiehit
sich daher die Elution des Analyten mit einem Puffer mit saurem pH-Wert, wie z.B. dem in
Abschnitt 3.3.3.2 diskutierten HOAc-Puffer, oder die Verwendung eines monoklonalen
Antikérpers mit niedrigerer Affinitat. Um eine Kompatibilitdt mit der NBD-F-HPLC-Methode zu
gewahrleisten, sollte der Puffer leichtfliichtige Puffersalze enthalten oder mit Wasser eluiert
werden. Eine Weiterentwicklung der selektiven Probenvorbereitung ist fir einen Nachweis
von 3-Nitrotyrosin in atmospharischen Aerosolen und in StraBenstaub unbedingt notwendig.
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Wird eine Selektivitatssteigerung erreicht, wird auBerdem eine Optimierung der Extraktion
und der GrdBenfraktionierung zur Erhdéhung der Proteinausbeute empfohlen (Abschnitt
3.2.8). Aus den Analysen kann ein maximaler Nitrotyrosingehalt in den untersuchten
StraBenstaubproben im mittleren ppb-Bereich angenommen werden. Die extrahierten
Probenmengen sollte daher ebenfalls erhéht werden.
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Makromolekulare bioorganische Verbindungen wie Lignin, Cellulose, huminstoffartige Sub-
stanzen (HULIS) und Proteine sind Bestandteile der organischen Fraktion (OC) des atmo-
sphérischen Aerosols. Sie haben Einfluss auf die physikalisch-chemischen Eigenschaften
und gesundheitlichen Effekte der Aerosolpartikel. Da die chemische Zusammensetzung von
Aerosolpartikeln hochvariabel und deren Analyse nicht trivial ist, ist wenig Uber den
Massenanteil dieser Verbindungen bekannt. Der Proteinanteil in Feinstaub liegt nach
Literaturangaben im Bereich von 2-8 %. Proteine wie z. B. Pollenallergene werden auBBerdem
durch Spurengase des photochemischen Smogs wie Stickoxide und Ozon posttranslational
modifiziert. Die Reaktion von Tyrosin zu 3-Nitrotyrosin hat eine Erhéhung des allergenen
Potentials von Proteinen zur Folge und stellt einen Erklarungsansatz fir den beobachteten
Zusammenhang zwischen allergischen Atemwegserkrankungen und Gesundheitseffekten
von verkehrsbedingter Luftverschmutzung dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden selektive
Methoden der Proteinhydrolyse und Aminosaureanalytik fir die Bestimmung von Proteinen
und nitrierten Proteinen im atmosphéarischen Aerosol entwickelt, charakterisiert und erprobt.

Aminosaureanalytik

Flr die Analyse von proteinogenen Aminosauren wurden Methoden der Vorsaulenderiva-
tisierung und RP-Flissigchromatographie entwickelt und angewendet. Als Fluoreszenz-
marker wurden 4-Fluoro-7-nitro-benzoxadiazol (NBD-F) und o-Phthaldialdehyd/3-Mercapto-
propionsdure (OPA/MPA) eingesetzt. Der HPLC-Gradient NBD-F-G4 trennt sowohl die 15
proteinogenen Aminosauren Histidin, Arginin, Aspartat, Glycin, Glutamat/Threonin, Alanin,
Prolin, Methionin, Valin, Cystin, Lysin, Phenylalanin Isoleucin, Leucin und Tyrosin als auch
3-Nitrotyrosin mit 50 mM Natriumphosphat-Puffer (pH = 2.5) und MeOH als HPLC-Eluenten
(Abschnitt 3.1.1). Als interne Standards kommen Norleucin und a-Methyltyrosin zum Einsatz.
Die Nachweisgrenzen liegen im mittleren nM- bzw. oberen fmol-Bereich (on column). Der
HPLC-Gradient OPA-G1 trennt sowohl die 15 proteinogenen Aminosduren Aspartat,
Glutamat, Serin, Histidin, Glycin, Threonin, Arginin, Alanin Tyrosin, Valin, Methionin, Phenyl-
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alanin, Isoleucin, Leucin und Lysin als auch Ornithin mit 50 mM Natriumacetat-Puffer
(pH = 6.5) und Methanol/Acetonitril als HPLC-Eluenten (Abschnitt 3.1.2). Als interner Stan-
dard kann Norvalin eingesetzt werden. Die Nachweisgrenzen liegen im unteren nM- bzw.
mittleren fmol-Bereich. Eine Bestimmung von 3-Nitrotyrosin ist in diesem Fall nicht méglich.
Die OPA-Methode erwies sich als die empfindlichere und die hinsichtlich Flachenreprodu-
zierbarkeit und R;-Stabilitat robustere Methode (Abschnitt 3.1.3).

Mikrowelleninduzierte Proteinhydrolyse

Far die Bestimmung von Proteinen in reinen Lésungen, atmosphéarischen Aerosolpartikeln
und StraBenstaub mittels Aminosaureanalytik wurde eine mikrowelleninduzierte Proteinhy-
drolyse entwickelt. Die Hydrolysen wurden in dem Mikrowellensystem Mars5 unter Druck-
kontrolle im Gasphasenmodus mit eigens entwickelten Hydrolyseeinsatzen durchgefiihrt
(Abschnitt 3.1.4.1). Die mikrowelleninduzierte Proteinhydrolyse wurde auf Anwendbarkeit fir
die allgemeine Protein- und Nitroproteinanalytik hinsichtlich Genauigkeit und Reproduzier-
barkeit getestet. BSA und Nitro-(7.4)-BSA kamen als Standardproteine zur Anwendung.

Es zeigte sich, dass die Hydrolyse in einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v)
Phenol und 3 mM Ascorbinsdure bei 5 bar fir 60 min in Kombination mit der OPA-HPLC-
Methode far die Proteinquantifizierung gut geeignet ist (Abschnitt 3.1.4.8). Die Wiederfindung
von BSA belduft sich unter diesen Bedingungen auf 91 %. Die Verwendung von Norvalin als
Hydrolysestandard ist zur Kompensation von Probenverlusten jedoch notwendig. Die Nach-
weisgrenze des Verfahrens liegt bei 1.3 ug/ml (0.4 ug) Protein (Abschnitt 3.1.4.5). Eine
Proteinidentifizierung mittels eines Vergleiches der experimentell ermittelten mit den in
Nukleinsdure- oder Proteindatenbanken abgelegten Aminosdurezusammensetzungen wird
optimaler Weise mit einer 30-minltigen Hydrolyse in identischem Hydrolysemedium durch-
geflhrt (Abschnitt 3.1.4.8). Die Extrapolation von hydrolysezeitabhangigen Aminosauredaten
erhdht die Zuverlassigkeit der Proteinidentifizierung.

Far die Bestimmung des Nitrotyrosingehaltes von Nitroproteinen erwies sich die Hydrolyse in
einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 0.1 %(w/v) Phenol in Kombination mit der
NBD-F-HPLC-Methode als gut geeignet (Abschnitt 3.1.4.7). Die Wiederfindung von 3-Nitro-
tyrosin aus Nitro-(7.4)-BSA betragt unter diesen Bedingungen 113.913.3 %. Die Hydrolyse
von Nitroproteinen wurde auBerdem in 4.7 M HCI getestet. Hier zeigte sich eine ausgepragte
hydrolysezeitabhangige Saurelabilitdt von 3-Nitrotyrosin und Tyrosin (Abschnitt 3.1.4.6).

Proteinquantifizierung

Fir die Proteinquantifizierung wurden der Micro-BCA- und NanoOrange-Assay parallel zu
der Aminosdureanalytik herangezogen (Abschnitt 3.1.5). Der kolorimetrische BCA-Assay ist
mit einer Nachweisgrenze von 1.1 pg/ml (0.2 pg) Protein genauso empfindlich wie die Pro-
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teinhydrolyse/Aminosaureanalytik-Methode. Der auf einem Fluoreszenzfarbstoff basierende
NanoOrange-Assay erlaubt jedoch eine um eine GréBenordnung empfindlichere Detektion
im Vergleich zu beiden zuvor genannten Verfahren. Seine Nachweisgrenze betragt 0.1 ug/ml
(0.02 pg) Protein.

Proteinquantifizierung in Feinstaub

Proteine in atmosphéarischen Aerosolpartikeln kommen in zellfragment- oder zellgebundener
Form in primaren biologischen oder in auf organischen Partikeln freier adsorbierter Form vor
(Abschnitt 2.1.5). Der Gesamtproteingehalt (TP), also die Gesamtheit beider genannten
Proteinformen, wurde durch eine direkte Hydrolyse von PM2.5-Filterstiicken ermittelt (Ab-
schnitt 3.2.1). Dieses Verfahren wurde jedoch nicht durch Hydrolysekinetik- und Standard-
additionsexperimente auf eine quantitative Freisetzung von zellfragment- oder zellgebun-
denen Proteinen untersucht. Der wasserldsliche (WSP) bzw. der gréBenfraktionierte wasser-
l6sliche Proteingehalt (WSP(>5 kDa)) wurde Uber eine Hydrolyse des wassrigen PM2.5-
Extraktes vor bzw. nach GréBenausschlusschromatographie erfasst (Abschnitt 3.2.1).

Die mikrowelleninduzierte Proteinhydrolyse wurde hinsichtlich der Wiederfindungen von BSA
in PM2.5-Matrix in Abhangigkeit des Hydrolysemediums und der Hydrolysezeit getestet. Eine
Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinsédure erwies sich
als optimales Hydrolysemedium fir die Proteinbestimmung (Abschnitt 3.2.4.3). Die Wieder-
findungen von 1-103 pug BSA betragen nach 60-minltiger Hydrolyse in der WSP-Fraktion 78-
93 % und in der WSP(>5 kDa)-Fraktion 59-90 %. Die Proteinwiederfindung konnte durch
Einsatz von Ascorbinsdure als Antioxidans signifikant erhéht werden. Die Durchfihrung einer
Hydrolysekinetik in PM2.5-Matrix verdeutlichte, dass Hydrolysezeiten von mind. 60 min fur
eine vollstandige Hydrolyse von wasserldslichen atmosphéarischen Proteinen nétig ist.

Der Proteingehalt atmospharischer Aerosolpartikel, die am Meteorologischen Observatorium
HohenpeiBenberg (MOHP) und am Institut fir Wasserchemie und Chemische Balneologie in
Minchen-GroBhadern (IWC) gesammelt wurden, sind mittels den oben beschriebenen
Methoden bestimmt worden. Die Berechnung des Proteingehaltes erfolgte aus den mittels
Aminosaureanalytik ermittelten Aminosduredaten als eine auf den BSA-Massenanteil
bezogene Aquivalentmasse (Abschnitt 3.2.2). Eine genaue Aussage Uber atmosphérische
Proteinkonzentrationen und den Proteinanteil an der Gesamtmasse der Feinstaubpartikel
konnte aufgrund schlechter Proteinwiederfindungen der Extraktion und GréBenausschluB-
chromatographie (11 % bzw. 26.2-78.9 %) nicht getroffen werden (Abschnitt 3.2.4).
Radikalische und nukleophile Reaktionen von Proteinen und PM2.5-Matrixkomponenten wie
z.B. HULIS und Pyrolyseprodukten von Lignin kénnen hierfur u.a. verantwortlich gemacht
werden. Die durchschnittliche atmospharische Proteinkonzentration WSPaaa(>5 kDa) der
mittels Aminosaureanalytik untersuchten MOHP-Proben wurde unter Berlicksichtigung der
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Proteinverluste der Probenvorbereitung auf 0.60+0.24 pg/m® (0.37-1.17 pg/m°, N = 10)
abgeschatzt, entsprechend einem Proteinanteil von 6.0+2.4 % (2.7-10.7 %) (Abschnitt 3.2.5).
Diese Werte stimmen mit den mittels BCA-Assay bestimmten durchschnittlichen Proteinge-
halten dieser Proben nach Korrektur der unten erlduterten Proteiniberbestimmung gut
Uberein. Die WSPgca(>5 kDa)-Konzentration belduft sich auf 0.54+0.22 ug/m3 (0.24-
0.93 pg/m®, N = 9) und der WSPgca(>5 kDa)-Anteil in PM2.5 betrégt 5.6+1.4 % (3.0-7.7 %).
Die IWC-Proben zeigten atmospharische TP- und WSP-Konzentrationen von rund 500 ng/m®
(N = 2) bzw. 160-220 ng/m® (N = 3) und demnach einen TP-Anteil von 5 % und einen WSP-
Anteil von 2 % in PM2.5 (Abschnitt 3.2.6). Um zuverldssigere Aussagen hinsichtlich des
wahren Proteingehaltes von atmospharischen Aerosolproben zu gewinnen, ist jedoch eine
Optimierung der Extraktion und der GréBenausschlusschromatographie notwendig. Im
Rahmen dieser Arbeit werden hierflir experimentelle Verbesserungsvorschlage gegeben.
Der BCA- und NanoOrange-Assay wurden hinsichtlich der Proteingantifizierung in atmo-
spharischen Aerosolpartikeln mit Bezug auf den mittels Aminosaureanalytik ermittelten
Proteingehalt verglichen (Abschnitt 3.2.7). Der BCA-Assay bestimmte in den untersuchten
MOHP-Proben den WSP(>5 kDa)-Gehalt durchschnittlich um das 5-16fache und in 3 IWC-
Proben um einen Faktor 20-30 Uber. Das Artefakt fiel in der WSP-Fraktion von 2 IWC-
Proben deutlich héher aus (Uberbestimmung: Faktor >37). Diese Beobachtung kann auf
Interferenzen von PM2.5-Matrixkomponenten wie z.B. HULIS im BCA-Assay zurlickgefihrt
werden. Der NanoOrange-Assay zeigte in der WSP-Fraktion von 3 IWC-Proben eine deutlich
bessere Ubereinstimmung (Faktor £2) mit den aus Aminosduredaten abgeleiteten
Proteingehalten. In der WSP(>5 kDa)-Fraktion bestimmt er das Protein jedoch um das 3-
6fache unter.

Aminosaurezusammensetzung von Feinstaub

Das Hauptcharakteristikum der Aminosdurezusammensetzung eines durchschnittlichen
atmospharischen WSP-Proteins ist sein hoher Glycinstoffmengenanteil von 39.8 mol%
(Abschnitt 3.2.6.4). Die haufigsten Aminosauren sind nachfolgend Aspartat/Asparagin,
Alanin, Glutamat/Glutamin mit 11.1, 8.5 und 9.1 mol%. Glycin-reiche Proteine (GRP) sind
neben Arabinogalactan-Proteinen (AGP), die ebenfalls aus einem hohen Anteil dieser
Aminosauren bestehen, Uberwiegend als pflanzliche Zellwandproteine mit strukturellen
Funktionen bekannt. Rinderserumalbumin (BSA) wird haufig als Kalibrierstandard fir die
Quantifizierung von Proteinen in atmospharischen Aerosolpartikeln verwendet und besitzt
einen deutlich geringeren Glycinanteil von 2.7 mol%. Es ist daher als Referenz flr ein
durchschnittliches atmospharisches Protein nicht gut geeignet.
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Bestimmung von 3-Nitrotyrosin in StraBen- und Feinstaub

Fir die Bestimmung von 3-Nitrotyrosin in StraBenstaubhydrolysaten erwies sich eine selek-
tive Anreicherung mit dem Anionenaustauscherharz AG1-X8 in Kombination mit den
entwickelten NBD-F-HPLC-Methoden als vielversprechender Analyseansatz (Abschnitt
3.3.6). Es wird eine gute Trennung von 3-Nitrotyrosin und Matrixkomponenten, die schwer
hydrolysierbaren Oligopeptiden zugeordnet werden konnten, erreicht. In den untersuchten
StraBenstaubproben wurde der Analyt nach Hydrolyse in 4.7 M HCI und Anreicherung mittels
Anionenaustauschextraktion jedoch nicht nachgewiesen. Aus den Bestimmungen konnte ein
Maximalgehalt von 3-Nitrotyrosin im mittleren ppb-Bereich in StraBenstaub ermittelt werden.
3-Nitrotyrosin wurde in atmospharischen Feinstaubproben nicht nachgewiesen. Das
Anionenaustauscherharz AG1-X8 kam in diesem Fall nicht zur Anwendung.

Als Anreicherungsmethode fir 3-Nitrotyrosin wurde auBerdem eine Immunaffinitdtschroma-
tographie(IAC)-Saule mit einem immobilisierten Nitrotyrosin-spezifischen polyklonalen Anti-
kérper entwickelt und hinsichtlich ihrer Kapazitat und ihres chromatographischen Verhaltens
naher charakterisiert (Abschnitt 3.3.5). In einem Experiment konnte gezeigt werden, dass
sich der Analyt von Norleucin, das nicht an den Antikérper bindet, mit sehr guten Wieder-
findungen unter Elution in PBS-Puffer und 50 % Methanol gut trennen lasst. Die Sdule wurde
jedoch auf ihre Anwendbarkeit fir eine Anreicherung von 3-Nitrotyrosin aus Protein-,
StraBen- und Feinstaubhydrolysaten nicht ndher getestet.

Zur Erhéhung der Selektivitdt der NBD-F-HPLC-Methode wurde diese mit einem kompe-
titiven Enzymimmunoassay (EIA) unter Verwendung eines Nitrotyrosin-spezifischen mono-
klonalen Antikérpers kombiniert. Es konnte eine empfindliche Detektion des Analyten in
Form des NBD-F-Derivates im HPLC-Eluat demonstriert werden (Abschnitt 3.3.3.2). Mit
diesem Ansatz kann das Inhibitionssignal als zuséatzliches Identifizierungskriterium flr 3-
Nitrotyrosin in komplexen Probenmatrices herangezogen werden. Um das Ziel eines
eindeutigen Nachweises von 3-Nitrotyrosin in PM2.5- und StraBenstaubhydrolysaten zu
erreichen, sind weitere Optimierungen sowohl der Extraktion als auch der selektiven
Probenanreicherung notwendig.

Die in dieser Arbeit entwickelten und erprobten Analysemethoden bieten somit die
Grundlage fir systematische Untersuchungen des Vorkommens von Aminosauren,

Proteinen und Nitroderivaten in atmosphérischen Aerosolpartikeln und StraBenstaub.
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5.1 GERATE

5.1.1 Dionex-HPLC-System

Autosampler AS50 (Dionex, Sunnyvale, CA, USA)

Chromatographie-Datensystem Chromeleon Version 6.50 (Dionex, Sunnyvale, CA, USA)
Fluoreszenzdetektor RF2000 (Dionex, Sunnyvale, CA, USA)
Hochdruckgradientenpumpe P580HPG (Dionex, Sunnyvale, CA, USA)
Niederdruckgradientenpumpe GP50 (Dionex, Sunnyvale, CA, USA)

Séulenofen AS50 Thermal Compartment (Dionex, Sunnyvale, CA, USA)

5.1.2 Shimadzu-HPLC-System

Autosampler SIL-6B (Shimadzu, Kyoto, Japan)
Chromatographie-Datensystem CLASS-VP 4.3 (Shimadzu, Kyoto, Japan)
Fluoreszenzdetektor RF 551 (Shimadzu, Kyoto, Japan)
Hochdruckgradientenpumpe LC-6A, 2x (Shimadzu, Kyoto, Japan)
HPLC-Steuereinheit SCL-6B (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Séaulenofen CTO-10A (Shimadzu, Kyoto, Japan)

5.1.3 Aminosaureanalytik

Einsatz fir 2-ml-Probenglas, 100 ul (C516.1, Roth, Karlsruhe)

Einsatz fir Kurzgewindeflasche, 450 pl (WIC47090, Wicom, Heppenheim)

HPLC-Saule Nucleodur, C18, 250x4 mm, 100 A, 5 um (761400.40, Macherey-Nagel, Diren)
HPLC-Saule Synergi MaxRP, C12, 250x4 mm, 80 A a um, (00G-4337-E0, Phenomenex,
Aschaffenburg)

Kurzgewindeflasche, klar (W1C41150, Wicom, Heppenheim)
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Probenglas, braun, 2 ml (E160.1, Roth, Karlsruhe)

Probenglas, klar, 2 ml (E159.1, Roth, Karlsruhe)

Schraubkappe fur 2-ml-Probenglas, mit Loch (E161.1, Roth, Karlsruhe)

Schraubkappe fir 2-ml-Probenglas, ohne Loch (E162.1, Roth, Karlsruhe)

Schraubkappe mit Silikon/Teflon-Septum fir Kurzgewindeflasche (WI1C43945/B, Wicom,
Heppenheim)

Septum, Silikon/Teflon (E165.1, Roth, Karlsruhe)

Sterilfiltrationseinheit Nalgene, 0.2 um Nylon-Membran (AC42.1, Roth, Karlsruhe)
Vorsaulen-Kartusche, C18, 4.0x3.0 mM, (AJ0-4287, Phenomenex, Aschaffenburg)
Vorsaulen-Kartuschenhalter (KJ0-4282, Phenomenex, Aschaffenburg)

5.1.4 Proteinanalytik

8-Kanalpipette 50-200 uL (S8/200, Dynatech, Denkendorf)

8-Kanal-Photometer TR 400 fur Mikrotiterplatten, (SLT, Overath)

8-Kanal-Waschgeréat (Washer) fir Mikrotiterplatten (EAS 2/4, SLT, Overath)
Halbmikrokivetten, PMMA (759115, Brand, Wertheim)

Makrokivetten, PMMA (759105, Brand, Wertheim)

Massenspektrometer LCT-MS, ESI-TOF (Micromass, Manchester, GB)

Mikroklvetten, Plastibrand, UV-durchlassig (Y200.1, Roth, Karlsruhe)

Mikrotiterplatte, PS, F-Boden, glasklar (655061, Greiner Bio-One, Frickenhausen)
Mikrotiterplatte, PP, F-Boden, schwarz (655209, Greiner Bio-One, Frickenhausen)
Mikrotiterplatten-Schutzfolie ThermalSeal (Z369683, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Mikrowelle DAP-30 (Berghof, Eningen)

Mikrowelle Mars5 mit Druck- und Temperatursensor ESP-100 und PTR-300plus (CEM,
Kamp-Lintfort)

Orbital-Schattler fir Mikrotiterplatten (Institut Virion, Wiirzburg)

Probenflasche mit Bérdelrand, klar, 2 ml (C514.1, Roth, Karlsruhe)

Rollrandflasche, klar, 2 ml (W1C42000, Wicom, Heppenheim)

Spektrofluorometer Wallac Victor? fiir Mikrotiterplatten (PerkinElmer, Boston, MA, USA)
UV/VIS-Spektrophotometer DU 650 (Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA)

5.1.5 Affinitatschromatographie

10-Port-2-Wege-Ventil, LabPRO, PEEK (PR75010201, Rheodyne, Rohnert Park, CA, USA)
Ferrule, PEEK, 1/8", double cone (043225, Dionex, Sunnyvale, CA, USA)
Fitting, PEEK, "4 - 28, 0.125" ID (037627, Dionex, Sunnyvale, CA, USA)
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HiTrap, NHS-aktiviert, 1 ml (17071601, Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden)
Kapillare, PEEK, 1/16", 0.02" ID (18111368, Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden)
Kapillare, PEEK, 1/16", 0.02" ID (052309, Dionex, Sunnyvale, CA, USA)

Probenschleife, PEEK, 1/16", 100 ul (18111398, Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden)

Union, V4 - 28xV4 - 28, 0.02" ID (039296, Dionex, Sunnyvale, CA, USA)

5.1.6 Sonstige Gerate

AG1-X8-Harz, Hydroxidform (43-2445, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
Einmalspritze Omnifix-F, 1 ml (Braun, Melsungen)

Einmalspritze Injekt, 2, 5, 10, 20 ml (Braun, Melsungen)

Fritte (PTFE) LiChrolut, Pordsitat 10 um (1.19891, Merck, Darmstadt)
Gefriertrocknungsanlage Lyovac GT 2 (Finn-Aqua, Hurth)

Gewindekappe fiir 4-ml-Probenglas (E-2075, neolLab, Heidelberg)

Glassaule LiChrolut, 5 ml (Merck, Darmstadt)

GrdBenausschlusssaule PD-10, Sephadex G-25 Medium, 5ml, M, = 5 kDa (17085101,
Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden)

Hochdurchsatz-Partikelsammler Digitel DHA80 (Riemer Messtechnik, Hausen)
Injektionskantile Sterican (4665791, Braun, Melsungen)

Laborhandschuhe aus PVC (6178.1, Roth, Karlsruhe)

Muffelofen MR 170 E (Heraeus, Heidelberg)

Multi-ReaktionsgefaB3, 1.5 ml, PP (7080.1, Roth, Karlsruhe)

Parafilm M (H666.1, Roth, Karlsruhe)

Probenglas, braun, 4 ml (E-2071, neoLab, Heidelberg)

Reinstwasseranlage Milli Q plus185 (Millipore, Eschborn)

Rollrandglas aus Kalk-Soda-Glas, 10, 15, 20 ml (X655.1, X656.1, X657.1, Roth, Karlsruhe)
Rundfilter, Glasfaser, d = 150 mm, MN85/90BF (406015, Macherey-Nagel, Diren)
Spritzenfilter, CME-Membran, 0.22 um (P818.1, Roth, Karlsruhe)

Spritzenfilter mit Glasfaservorfilter, CA-Membran, 0.45 ym (17829, Sartorius, Goéttingen)
Ultraschallbad Sonorex Modell RK 510S (Bandelin, Berlin)

Vortex Schittler Vibro Fix (IKA, Staufen)

Waage AT261 DeltaRange (Mettler Toledo, GieBen)

Zentrifuge Biofuge 28RS (Heraeus Sepatech, Osterode)

Zentrifuge Universal 30F (Hettich, Tuttlingen)

Zentrifugenglas aus Borosilikatglas 3.3, 12 ml (E-1078, neoLab, Heidelberg)
Zentrifugenréhrchen, 15, 50 ml, PP, steril (N461.1, N463.1, Roth, Karlsruhe)
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5.2 CHEMIKALIEN

Acetonitril, Rotisolv, HPLC gradient grade (8825.2, Roth, Karlsruhe)

Albumin, Rinderserum, Fraktion V, 99 % (A3059, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Aminosaurestandard AA-S-18 (AA-S-18, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Ammoniumacetat, Fractopur (116103, Merck, Darmstadt)
Anti-3-(4-Hydroxy-3-nitrophenylacetamido)-propionsaure-BSA-Antikdrper aus Maus, 39B6,
monoklonal (Alexis, Griinberg)

Anti-Nitro-KLH-Antikdrper aus Schaf, polyklonal (24312, Oxis/Natutec, Frankfurt)
Anti-Maus-IgG-POD aus Pferd (PI-2000, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
Anti-Schaf-1gG aus Kaninchen (Al-6000, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
Anti-Schaf-1gG-POD aus Kaninchen (402100, Calbiochem, La Jolla, CA, USA)
Argon 5.0, (0262, Messer, Griesheim)

Bet v 1a, rekombinant (Biomay, Wien, C")sterreich)

Casein (C5890, Sigma-Aldrich, Schnelldorf)

Dikaliumhydrogenphosphat, p.A. (105104, Merck, Darmstadt)

Dimethylsulfoxid, p. A. (1.16743, Merck, Darmstadt)

Dinatriumhydrogenphosphat, p.A. (106586, Merck, Darmstadt)

Dinatriumtetraborat, Suprapur (106309, Merck, Darmstadt)

Essigsaure, Suprapur (100066, Merck, Darmstadt)

Ethanolamin, p.A. (100845, Merck, Darmstadt)

Ethylendiamintetraessigsaure, Tetranatriumsalz, >99.5 % (32721, Acros Organics, Geel,
Belgien)

4-Fluor-7-nitrobenzofurazan, 98 % (41545, Acros Organics, Geel, Belgien)
v-Globulin aus Rinderserum, 98 % (22550.02, Serva Electrophoresis, Heidelberg)
Helium 5.6 (0539, Messer, Griesheim)

Helium 5.0 (0238, Messer, Griesheim)

Kaliumdihydrogencitrat, reinst (60214, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Kaliumdihydrogenphosphat, p.A. (104873, Merck, Darmstadt)

o-Methyl-L-tyrosin, 98 % (28668, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Methanol, LiChrosolv, gradient grade (1.06007, Merck, Darmstadt)
3-Mercaptopropionsaure, >99 % (63768, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Micro-BCA-Assay (UP75860a, Uptima, Montlucon Cedex, Frankreich)

Myoglobin aus Pferdeherz, 90 % (M1882, Sigma-Aldrich, Steinheim)

NanoOrange Quantitation Kit (N-6666, Molecular Probes, Eugene, USA)
Natriumacetat, p.A. (1.06268, Merck, Darmstadt)

Natriumazid, >99.5 % (S2002, Sigma-Aldrich, Steinheim)
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Natriumcarbonat, p.A. (6395, Merck, Darmstadt)

Natriumchlorid, p.A. (106404, Merck, Darmstadt)

Natriumchlorid, Suprapur (106406, Merck, Darmstadt)
Natriumdodecylsulfat (817034, Merck, Darmstadt)
Natriumdihydrogenphosphat, Suprapur (106370, Merck, Darmstadt)
Natriumhydrogencarbonat, p.A. (106329, Merck, Darmstadt)
Natronlauge, 32 %, p.A. (105590, Merck, Darmstadt)
3-Nitro-L-tyrosin, 99 % (22613, Acros Organics, Geel, Belgien)
3-Nitro-L-tyrosin (N7389, Sigma-Aldrich, Steinheim)

L-Norleucin, >99 % (22604, Acros Organics, Geel, Belgien
DL-Norvalin, >99 % (74670, Sigma-Aldrich, Steinheim)
L-Ornithindihydrochlorid, >99 % (75440, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Ovalbumin, Grade V (A5503, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Phenol, >99.5 %, p.A. (77610, Sigma-Aldrich, Steinheim)
o-Phosphorsaure, 85 %, p.A. (100573, Merck, Darmstadt)
o-Phthaldialdehyd, zur Synthese (821027, Merck, Darmstadt)
Rinderserumalbumin, Fraktion V, 99 % (A3059, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Salzsaure, Suprapur, 30 % (100318, Merck, Darmstadt)

Salzsaure, Rotipuran, 37 %, p.A. (X942.1, Roth, Karlsruhe)
Sorbinsaure, Kaliumsalz, p.a. (85520, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Stickstoff 5.0 (M75812073, Messer, Griesheim)

Schwefelsaure, 98 %, p.A. (1.00732, Merck, Darmstadt)
Tetranitromethan (T25003, Sigma-Aldrich, Steinheim)
3,3',5,5’-Tetramethylbenzidin (1.08622, Merck, Darmstadt)
Triethylamin (90335, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Trifluoressigsaure, >99.5 % (91699, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Tween 20 (1.09280, Merck, Darmstadt)

Wasser, Milli Q plus185, > 18.2 MQ cm, UV-behandelt, DOC <1 ppbv (Millipore, Eschborn)
Wasserstoffperoxid, 35%, reinst (1.08597, Merck, Darmstadt)
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5.3 PUFFER UND REAGENZIEN

5.3.1 Vorsaulenderivatisierung

1.4 mM EDTA-L6sung

10.6 mg (0.028 mmol) Natriumethylendiamintetraacetat
ad 20 ml Wasser

0.2 M Essigsaure

0.114 ml (2 mmol) Essigséure
9.886 ml Wasser

1 M Essigsaure

0.572 ml (0.01 mol) Essigsaure
9.428 ml Wasser

100 mM Natriumborat-Puffer mit 350 uM EDTA-Zusatz (pH = 8.7)

201.2 mg (1.0 nmol) Na,B,O-

2.5 ml (3.5 mmol) 1.4 mM Na,EDTA-L&ésung

7.5 ml Wasser

pH-Werteinstellung: Salzsaure (30 %)

Filtration: Spritzenfilter (CME-Membran, 0.22 um)

200 mM Natriumborat-Puffer mit 350 uM EDTA-Zusatz (pH = 9.5)

402.4 mg (2.0 nmol) Na,B,0O,

2.5 ml (3.5 mmol) 1.4 mM Na,EDTA-LSsung

7.5 ml Wasser

pH-Werteinstellung: Natronlauge (32 %)
Filtration: Spritzenfilter (CME-Membran, 0.22 um)

50 mM NBD-F-Lésung

5.0 mg (0.027 mmol) 4-Fluoro-7-nitro-benzoxadiazol

546 ul Acetonitril

150 mM OPA-Lésung

51.2 mg (0.375 mmol) o-Phthaldialdehyd

2.5 ml Methanol

30/92 mM OPA/MPA-Reagenzlésung (278 uM EDTA, 1 % SDS, 160 mM Borat-Puffer)

40 mg SDS

4 ml 200 mM Natriumborat-Puffer mit 350 uM EDTA-Zusatz (pH = 9.5)
1 ml 150 mM OPA-L&sung

40 pl 3-Mercaptopropionsaure
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5.3.2 HPLC-Analytik

Acetonitril/Methanol (50/50)

500 ml Acetonitril
500 ml Methanol

50 mM Natriumacetat-Puffer, 0.044% TEA (pH = 6.5)

4.10 g (50 mmol) Natriumacetat

440 pl Triethylamin (TEA)

ad 1 000 ml Wasser

pH-Werteinstellung: Essigsaure (100 %)
Filtration: Sterilfiltrationseinheit (Nalgene)

10 mM Natriumphosphat-Puffer (pH = 7.20)

1.20 g (10 mmol) NaH,PO,

ad 1 000 ml Wasser

pH-Werteinstellung: Natronlauge (32 %)
Filtration: Sterilfiltrationseinheit (Nalgene)

50 mM Natriumphosphat-Puffer (pH = 2.5)

3.39 ml (50 mmol) o-Phosphorsaure (85 %)
ad 1 000 ml Wasser

pH-Werteinstellung: Natronlauge (32 %)
Filtration: Sterilfiltrationseinheit (Nalgene)

5.3.3 Extraktion

Phosphat-Kochsalz-Puffer (pH 7.6, PBS-Puffer)

1.36 g (10 mmol) KH,PO,
12.20 g (70 mmol) K;HPO,
8.50 g (145 mmol) NaCl
ad 1 000 ml Wasser

Phosphat-Kochsalz-Puffer mit 0.05 % Azid-Zusatz (pH 7.6, PBS-Azid-Puffer)

1.36 g (10 mmol) KH,PO,

12.20 g (70 mmol) K;HPO,

8.50 g (145 mmol) NaCl

500 mg (7.5 mmol) NaN; (0.05%)
ad 1 000 ml Wasser

5.3.4 Enzymimmunoassays

Coating-Puffer (Carbonat-Puffer, pH 9.6)

1.59 g (15 mmol) Na,CO,
2.93 g (25 mmol) NaHCO;
0.20 g (3 mmol) NaNj3;

ad 1 000 ml Wasser
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5 % Schwefelsaure

2.72 ml 96% Schwefelsdure
91 ml Wasser
Substratpuffer (pH = 3.8)

46.04 g (200 mmol) KH-Citrat
0.1 g Sorbinsaure, Kaliumsalz
1 000 ml Wasser

TMB-Stammlésung (12.5 g/l)

25.14 mg 3,3’, 5,5’-Tetramethylbenzidin
2.00 ml DMSO
Waschpuffer-Konzentrat (60x, pH 7.6)

52.60 g NaCl
30.0 ml Tween 20
ad 1 000 ml Wasser

1 % Wasserstoffperoxid-Stammlésung

2.6 ml 35% Wasserstoffperoxid
100 ml Wasser

5.3.5 3-Nitrotyrosin-Anreicherung

50 mM Ammoniumacetat-Puffer

96.35 mg (1.25 mmol) Ammoniumacetat
ad 25 ml Wasser

Blocking-Puffer (pH = 8.3)

7.31 g (125 mmol) NaCl
7.49 ml (125 mmol) Ethanolamin
ad 250 ml Wasser

Coupling-Puffer (pH = 7.9)

4.20 g (50 mmol) NaHCO4

7.31 g (125 mmol) NaCl

ad 250 ml Wasser
pH-Werteinstellung: Salzsaure (30 %)

Phosphat-Azid-Puffer (pH = 7.6)
2.23 g (12.5 mmol) Na,HPQO,-2H,0
0.25 g (3.8 mmol) NaN; (0.1 %)
Waschpuffer (pH = 4.0)

7.31 g (125 mmol) NaCl
1.43 ml (25 mmol) Essigsaure
pH-Werteinstellung: Natronlauge (32 %)
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5.4 AMINOSAURE- UND PROTEINANALYTIK

5.4.1 Kalibrierung

Zur Generierung von Kalibrierkurven wurden die durch das Chromatographie-Datensystem
Chromeleon (Dionex) bzw. Class-VP (Shimadzu) ermittelten Peakflachen (y-Achse) gegen
die Konzentrationen der Standardlésungen (x-Achse) in einem Diagramm mit Microsoft Excel
2 000 der MS-Office Version 9.0.2812 gefittet. Als Kalibrierfunktion wurde stets ein linearer
Zusammenhang zwischen Messwert (Peakflache) und Konzentration angestrebt. Als
Kriterium fir die Linearitat wurde der visuelle Linearitatstests angewendet.®*'**! Unter
Umstanden wurde auf eine bessere Regression mittels einer quadratischen Funktion geprift
(Gleichung 5.1).

y=m-x+b y=n-x>+m-x+b
Gleichung 5.1: Lineare (links) und quadratische (rechts) Kalibrierfunktion. y = Peakfldche (Messwert),

x = Konzentration, n = Koeffizient, m = Steigung, b = y-Achsenabschnitt (kalibrierter Blindwert).
Bestimmung nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate.

HierfGr wurden die relativen Verfahrensstandardabweichungen V,, der linearen und der
quadratischen Regression verglichen. In V,, flieBen gemaB Gleichung 5.2 die Reststandard-
abweichung s,, die Empfindlichkeit E als auch der Mittelwert x des Messbereiches ein.

5, -100%
E-X

x0 —

Gleichung 5.2: Relative Verfahrensstandardabweichung V. s, = Reststandardabweichung, E =
Empfindlichkeit (Lineare Regression: E =m, quadratische Regression: E=m+2-n-x), X =
Mittelwert des Arbeitsbereiches.

Die Reststandardabweichung s, ist ein MaB fur die Prazision der Kalibrierung. Sie liefert
einen Zahlenwert fur die Streuung der Residuen, also der Differenzen der Signalwerte in y-
Richtung um die Kalibrierkurve. In Gleichung 5.3 ist die Definition der Reststandard-
abweichung s, fur lineare und quadratische Regressionen dargestellt.

N-2 N-3

S :\/Z(yi_(m'xi"'b))z s :\/zyiz_b'zyz‘_m'Z(xi'yz‘)_n'Z(xiz'yz‘)

Gleichung 5.3: Bestimmung der Reststandardabweichung s, als MaB fir die Streuung der Residuen
fur lineare (links) und quadratische (rechts) Regressionen. y; = Signalwert der Kalibrierlésung i.
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Die relative Verfahrensstandardabweichung ist somit ein MaB fir die Glte einer Kalibrierung.
Im Fall einer kleineren V,, flir die quadratische Funktion wurde mit dem Anpassungstest
nach Mandel auf Signifikanz geprift. Wurde eine signifkant bessere V,, der quadratischen
Regression nachgewiesen, ist diese fir die Quantifizierung herangezogen worden. Auf eine
Beschreibung des Anpassungstests nach Mandel wird an dieser Stelle verzichtet und auf die

zitierte Literatur verwiesen.!®3'34%

5.4.2 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden sowohl aus Kalibrierkenndaten geman
DIN 32645 als auch aus Messungen von Blindwerten (Blindwertmethode) ermittelt.**"**! |m
Falle linearer Regressionen wurde stets die hdéchste NWG beider Methoden fiir die
Bestimmung herangezogen, fUr quadratische Regressionen wurde ausschlieBlich die
Blindwertmethode angewendet. Die Kenndaten der Kalibrierung umfassen zum einen die
Reststandardabweichung s, als Ausdruck flr die Prazision und die Steigung m als MaB fiir
die Empfindlichkeit der linearen Regression. Weiterhin flieBen der -Wert mit einseitiger bzw.
zweiseitiger Fragestellung mit einer statistischen Wahrscheinlichkeit P von 95 %, der
Arbeitsbereich und die Konzentrationen der Kalibrierlésungen in Form der Summe der
Abweichungsquadrate Q,x, der Anzahl der Kalibrierlésungen N und der Parallelmessungen
N’ ein (Gleichung 5.4 und Gleichung 5.5).

e = 21 1+1+)_C2
e m N N Q.

Gleichung 5.4: Bestimmung der Nachweisgrenze xywg aus Kenndaten der linearen Regression
(DIN 32645). s, = Reststandardabweichung, m = Steigung, t = t-Wert (einseitig, P =95 %, f=N - 2),
N = Anzahl der Kalibrierlésungen, N’ = Anzahl der Parallelmessungen, x = Mittelwert des Arbeitsbe-
reiches, Q,, = Summe der Abweichungsquadrate.

Q. =2 x-%)

Gleichung 5.5: Summe der Abweichungsquadrate. x; = Konzentration der Kalibrierl6sung i.

Zur Bestimmung der Nachweisgrenzen nach der Blindwertmethode wurden die in Gleichung
5.6 gezeigten Formeln angewendet.
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YNWG = Y Blindwert + 3 S Blindwert Y Biindwer: > Pral
YNWG = bt + 3 S Blinawer Y Biindwers <Prai
X _ Yo ~ bra
NWG =
m

Gleichung 5.6: Bestimmung der Nachweisgrenze xywg (lineare Regression) nach der Blindwert-
methode.

Als Blindlésung wurde meist Wasser, das zur Herstellung der Aminosaurestandardlésungen
benutzt wurden, oder Pufferlésung verwendet. In der Regel wurden 4-5 Blindlésungen ana-

lysiert. Nach Vergleich des Mittelwertes der Flachen Yy, ... mit dem Achsenabschnitt by,
der Kalibriergeraden, wurde das 3fache der Standardabweichung sg;,..., des Blindwertes zu

dem gr6Beren von beiden Werten addiert und anschlieBend die Nachweisgrenze xywg aus
der Geraden- bzw. der quadratischen Gleichung ermittelt. Fir die Ermittlung der Bestim-
mungsgrenze (BG) wurden Gleichung 5.7 und Gleichung 5.8 analog angewendet.

xBG:3'Zy't' W_i_ﬁ_i_ Q

s \/1 I (B xyyg —3)

Gleichung 5.7: Ermittlung der Bestimmungsgrenze aus Kenndaten der linearen Regression.
s, = Reststandardabweichung, m = Steigung, t = t-Wert (zweiseitig, P =95 %, f=N-2), N = Anzahl
der Kalibrierlésungen, N’ = Anzahl der Parallelmessungen, x = Mittelwert des Arbeitsbereiches, Q. =
Summe der Abweichungsquadrate.

YBG = Y Blindwert +10- S Blindwert yBlindwert > bKal
YBG = bKal +10- S Blindwert yBlindwert < bKal
X _ yBG - bKal
BG —
m

Gleichung 5.8: Ermittlung der Bestimmungsgrenze xgg nach der Blindwertmethode.

On column-Nachweis- bzw. Bestimmungsgrenzen wurden als Produkt der auf die Proben-
l6sung bezogenen relativen Nachweis- bzw. Bestimmungsgrenzen (angegeben als Stoff-
mengenkonzentration) und dem Quotienten Vi,/F.e- berechnet. Vi, ist das Injektionsvolumen
und F.. der von der Derivatisierungsmethode abhangige Verdinnungsfaktor. Der Verdin-
nungsfaktor beschreibt das Verhaltnis der Volumina der Reaktionslésung nach Derivati-
sierung und der zur Derivatisierung eingesetzten Probenlésung.

Als Kriterium fUr die Quantifizierung von Aminoséuren in den Protein- und Umweltproben
wurde stets die NWG herangezogen.
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5.4.3 Herstellung von Aminosaurestandardldsungen

Die Kalibrierldsungen fur die Aminosaureanalytik mittels NBD-F-Derivatisierung wurden aus
der Aminosaurestandardlésung AA-S-18 (Sigma-Aldrich), einer 500 uM 3-Nitro-L-tyrosin-,
500 uM a-Methyl-L-tyrosin- und 500 uM L-Norleucin-Lésung hergestellt. AA-S-18 enthalt L-
Alanin, L-Arginin, L-Aspartat, L-Glutamat, L-Glycin, L-Histidin, L-Isoleucin, L-Leucin, L-Lysin,
L-Methionin, L-Phenylalanin, L-Prolin, L-Serin, L-Threonin, L-Tyrosin und L-Valin in 2.5 mM
(£ 4 %), L-Cystin in 1.25 mM (£ 4 %) und Ammoniumchlorid in 2.5 mM (£ 4 %) Konzentration
in 0.1M Salzsaure. Die Einwaage von 28.3 mg 3-Nitro-L-tyrosin (226.2 g/mol), 24.4 mg
o-Methyl-L-tyrosin (195.2 g/mol) und 16.4 mg L-Norleucin (131.2 g/mol) zur Herstellung der
500 uM Lésungen erfolgte stets mit einem Wageschiffchen auf der Waage AT261 (Mettler).
Die Substanzen wurden in einen 250-ml-MaBkolben Uberfuhrt und nach Auffullen mit 0.1 N
Salzsaure im US-Bad (30 min) geldst. Zur Herstellung einer 100 uM Aminosaurestandard-
I6sung (10 uM AAS) wurden 400 pl AA-S-18 aus einer frisch gedffneten Ampulle, 2x1 ml
einer 500 uM 3-Nitro-L-tyrosin-, 2x1 ml einer 500 uM L-Norleucin- und 4x1 ml einer 500 pM
o-Methyl-L-tyrosin-Lésung in einen 10-ml-MaBkolben pipettiert und bis zur Messmarke mit
Wasser aufgefullt. Dieser Standard wurde in 2-ml-Probenglasern als 500-pl-Aliquote bei
-18°C fur max. 4 Wochen gelagert. Kalibierlésungen der Konzentrationen 0.01, 0.05, 0.2,
0.4 und 0.6 umol/l AA-S-18, 3-Nitro-L-tyrosin und L-Norleucin, 0.02, 0.1, 0.4, 0.8, 1.2 umol/I
o-Methyl-L-tyrosin und 0.005, 0.025, 0.1, 0.2 und 0.3 umol/I L-Cystin mit einem Volumen von
1 ml wurden am Messtag aus dem 1 uM AAS durch entsprechende Verdinnung in 2-ml-
Probenglasern hergestellt.

Die Kalibrierlésungen fir die Aminosaureanalytik mittels OPA/MPA-Derivatisierung wurden
aus der Aminosaurestandardlésung AA-S-18 (Sigma-Aldrich), einer 500 uM DL-Norvalin-
und 500 pM L-Ornithin-Lésung hergestellt. Die Einwaage von 25.6 mg L-Ornithindihydro-
chlorid (205.1 g/mol) und 14.6 mg DL-Norvalin (117.2 g/mol) zur Herstellung der 500 pM
Lésungen erfolgte stets mit einem Wageschiffchen auf der Waage AT261 (Mettler). Die Sub-
stanzen wurden in einen 250-ml-MaBkolben Gberfihrt und nach Auffillen mit 0.1 N Salz-
saure im US-Bad (30 min) geldst. Zur Herstellung einer 10 pM Aminoséurestandardidsung
(10 uM AAS) wurden 40 pl AA-S-18 aus einer frisch gedffneten Ampulle und 200 pl einer
500 uM DL-Norvalin-Lésung in einen 10-ml-MaBkolben pipettiert und bis zur Messmarke mit
Wasser aufgeflllt. Zur Herstellung einer 1 uM Aminosaurestandardiésung (1 uM AAS)
wurden 1 ml 10 uM AAS und 100 pl einer 500 uM L-Ornithin-Lésung in ein 10-ml-MaBkolben
pipettiert und mit Wasser bis zur Messmarke aufgeflllt. Dieser Standard wurde in 2-ml-
Probenglaser als 500-pl-Aliquote bei -18°C fir max. 4 Wochen gelagert. Kalibierlésungen
der Konzentrationen von 0.005, 0.02, 0.06, 0.1, 0.2 umol/l AA-S-18 und DL-Norvalin und
0.025, 0.1, 0.3, 0.5 und 1.0 umol/l L-Ornithin mit einem Volumen von 1 ml wurden am
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Messtag aus dem 1 uM AAS durch entsprechende Verdinnung ebenfalls in 2-ml-Proben-
glaser hergestellt.

5.4.4 NBD-F-Derivatisierung

Es wurden 75 pl wassrige Probe in ein Muylti-Reaktionsgefa3 vorgelegt, 15 ul 100 mM
Natriumborat-Puffer mit 350 uM EDTA-Zusatz (pH = 8.7) und 15 pl 50 mM NBD-F-L&sung in
ACN zugegeben. Das Reaktionsgefa3 wurde verschlossen und in einem Wasserbad bei
60°C fir 3 min inkubiert. Zu der Reaktionslésung wurden anschlieBend entweder 15 pl
0.2 M Essigsaure und 30 ul ACN (NBD-F-VD1) oder nur 15 ul 0.2 M Essigsdure (NBD-F-
VD2) zugegeben. Die Derivatisierungslésung wurde vollstéandig in einen 100-pl-Glaseinsatz
eines 2-ml-Probenglases Uberfihrt und dieses in den Probenhalter des SIL-6B-Autosamplers
des Shimadzu-HPLC-Systems (Injektionsvolumen: 20 ul) oder des AS50-Autosamplers des
Dionex-HPLC-Systems (Injektionsvolumen: 25 pl) eingesetzt.

5.4.5 OPA/MPA-Derivatisierung

Die OPA/MPA-Derivatisierung (OPA-VD1) erfolgte automatisiert im thermostatisierten Pro-
benhalter des AS50-Autosamplers des Dionex-HPLC-Systems (Abbildung 5.1). Es wurden
100 pl wassrige Probe in einem 450-pl-Glaseinsatz einer Kurzgewindeflasche vorgelegt,
diese mit einem geschlitzten Teflon/Silikon-Septum verschlossen und im Probenhalter des
Autosamplers platziert. Der Probengeber pipettierte 40 upl OPA/MPA-Reagenzlésung zu. Es
wurde 2-mal durch Aufziehen und WiederausstoBen von 50 pl Lésung gemischt. Die Deriva-
tisierungslésung wurde - gemessen von dem Zeitpunkt der Zugabe der OPA/MPA-Reagenz-
l6sung - 5 min bei 23° C inkubiert. AnschlieBend wurden 30 ul 1 M Essigsdure automatisch
zugegeben und erneut 2-mal durch Aufziehen und WiederausstoBen von 100 pl der Lésung
gemischt. 25 ul der Lésung wurden Ober die Probenschleife auf die Saule injiziert. Die
OPA/MPA-Reagenzlésung und 1 M Essigsaure wurden stets am Tag vor der Verwendung
hergestellt und Uber Nacht bei 23°C im Probenhalter in einem Autosamplervial stehen
gelassen. Die Steuerung des Autosamplers erfolgte mittels des Chromatographie-Daten-
systems Chromeleon.
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Pump.Pressure.LowerLimit =
Pump.Pressure.UpperLimit =
%A.Equate ="% 50 mM NaAc/TEA"
%A.Type = Custom

%B.Equate ="% MeOH/ACN"

%B.Type =

Custom

%C.Equate ="% H20"

%C.Type =
Flush
Wait

Water
Volume = 500
FlushState

NeedleHeight =
CutSegmentVolume =
SyringeSpeed =
ColumnTemperature =
TrayTemperature =
CycleTime = 0
Pressure.Step =
Pressure.Average =
Emission.ExWavelength =
Emission.EmWavelength =
Emission.Gain =
Emission.Response =
Emission.Sensitivity =
Emission.Step =
Emission.Average =
WaitForTemperature =
Protocol

Sampler.Pipet

Protocol "Mix solution in sample vial"
Mix
FlushSP
Protocol "Derivatize for 2 minutes at 23°C"
DelaySP
Protocol "Pipet 30 ul of 1 M acetic acid to sample vial"
Pipet
Protocol "Mix solution in samplevial"
Mix
Wait
0.000 Flow =
%B =
%C =
Emission.Autozero
Load
Wait
Inject
Wait

Pressure.AcqOn
Emission.AcqOn

5.000 %B =
7.000 %B =
10.000 %B =
20.000 %B =
28.000 %B =
35.000 %B =
36.000 %B =

46.000 %B =

47.000 %B =

53.000 Emission.AcqOff
Pressure.AcqOff
Flow =
%B =
%C =
End

10
250

nNDwWwwoo

7
3

Auto

On

330

460

16.0

1.5

Med

Auto

On

True

"Pipet 40 pl OPA/MPA reagent to
100 pl of sample”
Volume=40, SourceVial=30,
DestinationVial=CurrentVial
NeedleHeight=5

SourceVial=CurrentVial,
NumberOfTimes=2, Volume=50.0
Volume=250.0

Time=2.0

Volume=30.0, SourceVial=40,
DestinationVial=CurrentVial
NeedleHeight= 5

SourceVial=CurrentVial,
NumberOfTimes=2, Volume=100.0
SamplePrep

1.000

10.0

0.0

CycleTimeState

InjectState

10.0
15.0
17.0
30.0
38.0
51.5
90.0
90.0
10.0

1.000
10.0
0.0

Abbildung 5.1: Chromeleon(v6.50)-Programm-Datenfile zur Steuerung des Dionex-HPLC-Systems
bestehend aus Hochdruckgradientenpumpe P580HPG, Autosampler AS50, Thermal Compartment

AS50 und Fluoreszenzdetektor RF2000.
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5.4.6 BCA-Assay

Zur Durchfihrung einer Kalibrierung des Micro-BCA-Assays (Uptima) mit BSA wurden
Kalibrierldsungen der Konzentrationen 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 20.0 und 40.0 pg/ml jeweils
direkt aus einer 100 pg/ml BSA-L6sung in 1:2 verdinntem PBS-Puffer durch entsprechende
Verdlnnung mit 1:2 verdiinntem PBS-Puffer hergestellt. Zur Herstellung der 100 pg/ml BSA-
Lésung wurde die im Lieferumfang enthaltende 2 mg/ml BSA-Standardiésung in 0.05 %
Natriumazid verwendet. Die Kalibrierlésungen und Blindldsungen (1:2 verdinnter PBS-
Puffer) wurden zu je 150 pl in 3-4 Kavitaten einer klaren PS-Mikrotiterplatte im 96er-Format
gegeben. AnschlieBend wurden jeweils 150 ul BCA-Reagenz, das aus 8.00 ml BCA-
Reagenz A (Na,COs;, NaHCO; und Na-tartrat in 0.2 N NaOH), 7.68 ml BCA-Reagenz B
(Bicinchoninsaure, 4 % in Wasser) und 0.32 ml BCA-Reagenz C (CuSQ,, 4 % in Wasser)
gemischt wurde, zupipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde in Aluminiumfolie eingeschlagen und
fir 45-60 min bei 60°C inkubiert, bis eine deutlich dunkelviolette Farbung des hdchsten
BSA-Standards (0.7-0.8 AU) zu sehen war. Die Messung erfolgte im 8-Kanal-Photometer bei
550 nm. Rickstande der untersuchten Feinstaubproben wurden in 1 ml 1:2 verdinntem
PBS-Puffer aufgenommen und im US-Bad (5 min) gelést. Die Lésungen wurden - wenn nétig
- in Multi-ReaktionsgefaBe Uberflhrt und bei 20 000xg fir 10 min bei 4°C (Zentrifuge Biofuge
28 RS) zentrifugiert und evtl. nach Verdiinnung des Uberstandes 150 pl der Lésung in 3-4
Kavitaten der Mikrotiterplatte pipettiert.

5.4.7 NanoOrange-Assay

Zur Durchfihrung einer Kalibrierung des NanoOrange-Assays (MolecularProbes) mit BSA
wurden Kalibrierlésungen in den Konzentrationen 0.1, 0.3, 0.6, 1.0, 3.0, 6.0 und 10.0 pg/mlin
1xNanoOrange Working Solution in Multi-ReaktionsgefaBen hergestellt. Hierfir wurde der
mitgelieferte 2 mg/ml BSA-Standard zur Herstellung einer 10 py/ml BSA-Lésung mit
1xNanoOrange Working Solution in einem braunen Probenglas 1:200 verdinnt. Aus der
10 pg/ml BSA-Lésung wurden die Kalibrierldésungen der Konzentrationen 3.0-10.0 pg/ml und
eine 1 uM BSA-Ldsung, die fur die Kalibrierlésungen der Konzentration 0.1-0.6 pg/ml
verwendet wurde, hergestellt. Fir die BSA-Verdinngsreihe benétigt man insgesamt 12 ml
der 1xNanoOrange Working Solution (1.3 ml 10xProtein Quantification Diluent, 26 pl
500xNanoOrange Reagent, 11.7 ml Wasser). Die Kalibrierlésungen und Blindlésungen
(1xNanoOrange Working Solution) wurden zu je 200 ul in 4 Kavitaten der schwarzen PP-
Mikrotiterplatte im 96er-Format gegeben. Die Kavitdten wurden mit einer Mikrotiterplatten-
Schutzfolie abgedichtet und bei 90-95°C fir 10 min in Aluminiumfolie inkubiert. Nach
Abkiihlen der MTP auf RT wurde die Folie abgezogen und im Spektrofluorometer Victor?
gemessen. Die Fluoreszenzanregung erfolgte bei 485 nm und die Fluoreszenzdetektion bei
590 nm. Die untersuchten StraBenstaubproben wurden in 1ml 1xNanoOrange Working
Solution aufgenommen und im US-Bad (5 min) gel6st. Die Lésungen wurden in Muylti-
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ReaktionsgeféaBe Uberfuhrt und bei 20 000xg flr 10 min bei 4°C (Zentrifuge Biofuge 28 RS)
zentrifugiert und evtl. nach Verdiinnung des Uberstandes mit 1xNanoOrange Working
Solution 200 pl der Lésung in 4 Kavitéaten der Mikrotiterplatte pipettiert.

5.5 PM2.5-PROBENAHME

Atmospharische Aerosolpartikel wurden auf Glasfaserrundfiltern (Macherey-Nagel) mit einem
Durchmesser von 150 mm mittels des Hochdurchsatz-Partikelsammlers Digitel DHA80
(Riemer Messtechnik) gesammelt. Das Geréat ist ein stand alone Instrument fir den
AuBeneinsatz mit programmierbarer Zeitsteuerung, Protokolldrucker, Druck- und
Temperatursensor, Durchflusskontrolle, Heizung und automatischem Filterwechsler. Es
wurde mit einem PM2.5-Probenahmekopf betrieben (Partikelgr6Be <2.5 pm). Das Gerat
arbeitete mit 30 m%h (500 I/min) Durchfluss, der iiber eine Lichtschranke an einem Rota-
meter im Gerat in Abhangigkeit der Hohe Uber dem Meeresspiegel eingestellt und geregelt
wurde. Es wurden an einem suburbanen (GroBhadern, Muinchen), landlichen
(HohenpeiBenberg, 986m . N.N.) und einem alpinen Standort (Schneefernerhaus,
Zugspitze, 2650m . N.N.) Feinstaubproben gesammelt.

Die Glasfaserfilter wurden bei 300° C fiir 12 h in einer Aluminiumschale in einem Muffelofen
ausgeheizt und anschlieBend im Trockenexsikkator Uber Blaugel trocken gehalten. Zur
Wagung wurden die Filter 48 h in einer definiert feuchten Atmosphare in einem
Feuchteexsikkator Gber einer gesattigten Kaliumcarbonat-Lésung (45 %RH) aquilibriert und
anschlieBend auf einem Edelstahlgitter gewogen (Mettler Toledo AT261 DeltaRange). Nach
der Beprobung der Filter wurden diese zuerst im Trockenexsikkator fir 48 h getrocknet und
vor Wagung der Massenzunahme durch die abgeschiedenen Partikel erneut 48 h im
Feuchteexsikkator aquilibriert. Im Anschluss wurden die Filter nach erneuter Trocknung bis
zur Analyse in Aluminiumfolie bei -18° C gelagert.

5.6 EXTRAKTION

5.6.1 PM2.5-Glasfaserfilter (1/8) (EM1)

Mit PM2.5 belegte 150 mm-Glasfaserrundfilter (Macherey-Nagel) wurden auf einer eigens
angefertigten Schneideplatte aus Aluminium mittels eines Schneidemessers in acht gleiche
Teile geteilt. Ein Achtel eines Filters wurde mit einer Flachpinzette in ein 12 ml-
Zentrifugenglas Uberfuhrt und 2 ml Wasser zugegeben. Der Filter wurde anschlieBend mit
Hilfe eines Glasstabes im Zentrifugenglas zerkleinert bis sich ein homogener Brei gebildet
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hatte. Nach Zugabe von 4 ml Wasser wurde die Suspension mit einem Ruihrfisch auf einem
Magnetrihrer bei RT fur 2 h gerthrt. Das Zentrifugenglas wurde wéahrend der Extraktion mit
Aluminiumfolie und Parafilm verschlossen. Es bildete sich wahrend der Extraktion stets ein
homogener Filterbrei. Der Rihrfisch wurde aus der Filtersuspension entfernt und mit 500 pl
Wasser abgespiilt. AnschlieBend wurde der Filterbrei bei 4500 U/min bei RT far 15 min
zentrifugiert (Zentrifuge Universal 30F). Der Rickstand wurde einmalig mit 3 ml Wasser
gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Uberstande wurden lber einen Spritzenfilter mit
Glasfaservorfilter (0.45 um CA-Membran) filtriert und der Spritzenfilter mit 500 pul Wasser
gespiilt. Die Lésung wurde in einem Rollrandglas so schnell wie méglich in einem Stickstoff-
oder durch einen Absolutfilter gereinigten Druckluftstrom bei RT zur Trockene eingedampft.
In den Experimenten, die entsprechend gekennzeichnt wurden, ist 1:10 verdlnnter PBS-
Azid-Puffer als Extraktions- und Waschmedium verwendet worden.

5.6.2 PM2.5-Glasfaserfilter (EM2)

Mit PM2.5 belegte 150 mm-Glasfaserrundfilter (Macherey-Nagel) wurden wie in Abschnitt
5.6.1 beschrieben in acht gleiche Teile geteilt. Sieben Achtel eines Filters wurden
anschlieBend mit einer Flachpinzette in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und 15 ml
Wasser zugegeben. Der Filter wurde anschlieBend mit Hilfe eines Glasstabes zerkleinert bis
sich ein homogener Brei gebildet hatte. Nach Zugabe von 25 ml Wasser und einem
Rahrfisch wurde das Zentrifugenréhrchen verschlossen und die Suspension auf einem
Magnetrihrer bei RT fur 2 h gerthrt. Das eingesetzte Volumen an Wasser wurde bei
Extraktion einer anderen Anzahl von Filterachteln entsprechend angepasst. Es bildete sich
wahrend der Extraktion stets ein homogener Filterbrei. Der Rihrfisch wurde anschlieBend
aus der Filtersuspension entfernt und mit 1 ml Wasser abgespult. Der Filterbrei wurde bei
5 000 U/min bei RT fur 20 min zentrifugiert (Zentrifuge Universal 30F). Der Rickstand wurde
2-mal mit 10 ml Wasser gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden iber
einen Spritzenfilter mit Glasfaservorfilter (0.45 um CA-Membran) filtriert und der Spritzenfilter
mit 500 pl Wasser gespiilt. Die Lésung wurde in einem 100 ml-Rundhalskolben in flissigem
Stickstoff eingefroren und gefriergetrocknet.

5.6.3 PM2.5-Glasfaserfilterhydrolysat (EM3)

2 cm?® eines Glasfaserrundfilters (Macherey-Nagel) wurden wie in Abschnitt 5.8.4.3 beschrie-
ben hydrolysiert. Es wurden 1.0 ml Wasser in das ein Filterhydrolysat enthaltende Hydrolyse-
vial pipettiert und mit einem 8x3 mm-Ruhrfisch (neoLAB) bei RT auf einem Magnetruhrer fur
2 h extrahiert. Der Filterbrei wurde mit einer zuvor abgeschnittenen 100 pl Pipettenspitze in
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ein Multi-ReaktionsgefaB tberfihrt. Das Hydrolysevial wurde mit 200 pl und 100 pl Wasser
sukzessive gewaschen und die Ldsung ebenfalls transferiert. Es wurde bei 20 000xg far
10 min bei 4°C zentrifugiert (Zentrifuge Biofuge 28RS) und der Rickstand mit 2x1.0 ml
Wasser gewaschen. Die Uberstinde wurden (iber einen Spritzenfilter (0.22 pm CME-
Membran) in ein 4-ml-Probenglas Uberfuhrt und im Stickstoffstrom bei 30°C zur Trockene
eingedampft. Das Hydrolysevial des Methodenblindwertes und eine frische 2 ml-Rollrand-
flasche (Generierung eines Extraktionsblindwertes) wurden analog behandelt.

5.6.4 StraBenstaub (EM4)

Die Probenahme der analysierten StraBenstaubproben erfolgte im Rahmen der Arbeiten von
Dr. Thomas Franze." Es wurden 100 mg einer StraBenstaubprobe in ein Mplti-
ReaktionsgefaB eingewogen und 1 ml PBS-Azid-Puffer zugegeben. Die Extraktion erfolgte
nach Zugabe eines 8x3 mm-Ruhrfisches (neoLAB) mit verschlossenen ReaktionsgefaBen
bei RT fur 4h auf einem Magnetrihrer. Der Rihrfisch wurde entfernt, mit 100 ul PBS-Azid-
Puffer abgespalt und bei 16 000xg fiir 10 min bei 4° C (Heraeus Biofuge 28 RS) zentrifugiert.
Der Uberstand wurde mit einer 1 ml-Einwegspritze mit Injektionskaniile aufgenommen und
der Extrakt Gber einen Spritzenfilter (0.22 um CME-Membran) in ein Mplti-Reaktionsgefa
uberfuhrt.

5.7 GROSSENAUSSCHLUSSCHROMATOGRAPHIE

Die zur Trockene eingedampften Extrakte der Feinstaubproben MOHP04 und IWCO05 wurden
in 1.7 ml Wasser aufgenommen und im US-Bad (5 min) geldst. Die resultierende Suspension
wurde in ein Zentrifugenglas Uberflhrt und bei 3 000 U/min fir 10 min (Zentrifuge Universal
30F) bei RT zentrifugiert. Die GréBenausschlusssaulen (Amersham Biosciences) wurden mit
30 ml 25 mM NaCl-Lésung gespult und anschlieBend mit 80 ml Wasser aquilibriert. Es
wurden 2x750 pl des Probeniberstandes und nach Einsickern der Probe 500 pl Wasser auf
die Saule pipettiert. Zur Gewinnung der makromolekularen Fraktion von StraBenstaubproben
wurde der gesamte Extrakt (950-1 000 ul), der nach Abschnitt 5.6.4 gewonnen wurde,
aufgetragen und nach Einsickern weitere 1.50-1.55 ml Wasser auf die Fritte gegeben. Die
dabei in beiden Fallen am Saulenausgang eluierende Lésung wurde als Totvolumen der
Sé&ule verworfen. Zur Isolierung der makromolekularen Fraktion wurden weitere 4 ml Wasser
aufgetragen und die eluierende Ldsung in einem 4-ml-Probenglas aufgefangen. Die
makromolekulare Fraktion wurde anschlieBend im Stickstoffstrom bei 30°C zur Trockene
eingedampft. Zur Aquilibrierung und Elution wurde - wenn nichts anderes angegeben - stets
Wasser verwendet. Die eingedampften Extrakte der Feinstaubproben MOHPOQ3, die mittels
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BCA-Assay auf ihren WSP(>5 kDa)-Gehalt untersucht wurden, sind in 2 ml Wasser
aufgenommen und im US-Bad gelést worden. 1 ml der Lésung wurde auf eine mit 1:10
verdinntem PBS-Puffer aquilibrierte GrdBenausschlusssadule aufgetragen und nach
Einsickern der Probe in die Fritte 1 ml 1:10 verdinnter PBS-Puffer auf die Saule pipettiert.
Die Elution der WSP(>5 kDa)-Fraktion erfolgte mit 1:10 verdinntem PBS-Puffer wie oben
beschrieben.

5.8 PROTEINHYDROLYSEN

5.8.1 Allgemeines

Die Hydrolyseeinsatze, die eigens flir die XP1500plus-ReaktionsgefaBe der Mars5-
Mikrowelle angefertigt wurden, sind vor Uberfiihrung der im Hydrolysemedium aufgenom-
menen Rickstande mit 2 ml-Rollrandflaschen (Wicom) als Hydrolysevials bestiickt worden.
Nach Transfer der Probe wurden diese anschlieBend mit Argon, das mittels einer
Pasteurpipette vorsichtig eingeleitet wurde, gesplilt. Bei Verwendung des Hydrolyseein-
satzes | wurden zuerst die Hydrolysevials der unteren Ebene mit den Proben beflllt, die
obere Ebene aufgesetzt und diese mit Hydrolysevials bestlickt. Der Deckel des Hydrolyse-
einsatzes wurde nach Transfer der Proben und Spilen mit Argon aufgesetzt und
verschraubt. Die Hydrolyseeinsétze wurden in die XP1500plus-ReaktionsgeféBe eingesetzt,
die zuvor mit 5 ml (Hydrolyseeinsatz I) bzw. 10 ml (Hydrolyseeinsatz Il) Hydrolysemedium
befullt wurden. Die ReaktionsgefdBe wurden mind. 5 min mit Argon, das mittels einer Pas-
teurpipette an der Seite des Hochdruckbehalters auf die Oberflache des Hydrolysemediums
geleitet wurde, gespult. Eine andere Methode des Argonspulens der Hochdruckbehalter war
die aufeinanderfolgende Erzeugung einer Vakuums mittels einer Wasserstrahlpumpe und
das Einleiten von Argon. Die Vakuum- und Argonleitung wurden dabei Uber ein T-
Schaltventil mit dem geéffneten Druckablassventil der ReaktionsgeféaBe verbunden. Der
Vakuum/Argon-Zyklus wurde stets 3-mal wiederholt. Die Mars5-Mikrowelle wurde im
druckkontrollierten Modus mittels eines linearen Druckgradienten gefahren. Der Druck wurde
innerhalb von 5 min auf den Endwert von ty = 4 bzw. 5 bar angehoben und dieser fir die Zeit
von ty-5 min gehalten. Die Mikrowellenleistung wurde der Anzahl der eingesetzten Hoch-
druckbehalter angepasst. Sie betrug bei ein, zwei und drei ReaktionsgefaBen 300, 600 bzw.
1200 W. Der Verlauf der Hydrolyse im ReferenzgefaB wurde durch die Druckaufzeichnung
der Mikrowellensoftware kontrolliert. Bei keiner der durchgefiihrten Hydrolysen zeigten sich
signifikante Druckschwankungen. Nach Abkuhlen der Proben wurde das Volumen des
Hydrolysemediums in den ReaktionsgefédBen gemessen. Eine Undichtigkeit der GefaBe wére
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dadurch erkennbar gewesen. Als weitere Kontrolle der Hydrolysen diente stets die
Wiederfindung von BSA. Nach Abkihlen der Proben wurden die Hydrolysevials dem
Hydrolyseeinsatz entnommen und die restliche Hydrolyselésung in einem auf 30°C
beheizten Aluminiumblock unter einem Stickstoffstrom zur Trockene eingedampft. Die
Lésungen wurden nach Aufnahme in Wasser stets in ein 2-ml-Probenglas tberfihrt und bei
4°C oder -18° C gelagert.

5.8.2 Hydrolysen nach Methode HM1-HM4

5.8.2.1 BSA und Nitro-(7.4)-BSA

Ein Hydrolysevial wurde mit 150 pl einer Probenlésung beflllt und anschlieBend 150 pl 9.5 M
HCI (30 %) zupipettiert. Die als Proben eingesetzten Proteinlésungen waren 2.7 g/l BSA
(400.5 pg, 6.0 nmol, HM1), 2.6 g/l Nitro-(7.4)-BSA (390.8 ug, 5.8 nmol, HM2), eine Lésung
von 1.0 g/l Nitro-(7.4)-BSA (151.9 ug, 2.3 nmol, HM3) und 668 uM Norleucin (100.2 nmol)
bzw. eine Ldsung von 2.6 g/l Nitro-(7.4)-BSA (390.8 pg, 5.8 nmol, HM4) und 1.23 mM
Norleucin (184.2 nmol). Als Blindldsungen wurden Wasser, 668 mM Norleucin (100.2 nmol)
oder eine Lésung von 502 uM 3-Nitrotyrosin (75.3 nmol) und 1.40 mM Norleucin
(209.9 nmol) verwendet. Die Hydrolysen wurden in 4.7 M HCI (5 ml) in Hydrolyseeinsatz | in
der Mars5-Mikrowelle bei 4 bar fir 35, 45, 60 und 180 min (HM1, 2, 3 und 4) durchgefihrt.
Die Hydrolysatrickstande wurden nach Eindampfen in 1 ml Wasser aufgenommen und im
US-Bad (10 min) geldst. Die Proteinproben wurden 1:160 je 100 ug hydrolysiertes Protein
bzw. die Hydrolyseblindlésungen 1:2.5 je 1 nmol eingesetztem Norleucin mit Wasser
verdinnt und 10 pl einer 100 uM a-Methyltyrosin-Lésung (1 nmol) addiert, so dass das
Gesamtvolumen 1 ml betrug. Die HPLC-Analytik erfolgte nach Derivatisierung NBD-F-VD2
mit Gradient NBD-F-G4.

5.8.2.2 StraBenstaubproben

Die Ruckstande der makromolekularen StraBenstaubfraktionen W12, W14 und W101, die
nach Abschnitt 5.7 gewonnen wurden, sind in 500 pyl Wasser aufgenommen und in je ein
Hydrolysevial Uberfiihrt worden. Die Lésungen wurden in einem Stickstoffstrom bei 30° C zur
Trockene eingedampft und in Hydrolyseeinsatz | eingesetzt. Es wurden 300 pl 4.7 % HCI
zugegeben und die Hydrolysen in 4.7 M HCI (5 ml) in der Mars5-Mikrowelle bei 4 bar fir
45 min (HM2) durchgefuhrt. 3-Nitrotyrosin wurde nach Eindampfen der Hydrolysatriickstande
mittels AG1-X8-Harz angereichert (Abschnitt 5.9.3). Nach Anreicherung wurde der
Ruckstand der Essigsaurefraktion in 990 ul Wasser und 10 pl einer 100 pM a-Methyltyrosin-
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Lésung (1 nmol) aufgenommen und im US-Bad (10 min) gelést. Die HPLC-Analytik erfolgte
nach Derivatisierung NBD-F-VD2 mit Gradient NBD-F-G2 und NBD-F-G4.

5.8.3 Hydrolysen nach Methode HM6

5.8.3.1 BSA

Es wurden 200 pl einer Lésung von 8.6 M HCI, 15 %(w/v) TFA und 0.15 %(w/v) Phenol in
einem Hydrolysevial vorgelegt und 100 ul einer Lésung von 1.03 g/l BSA (102.5 g,
1.5 nmol) und 474.4 uM Norvalin (47.4 nmol) zupipettiert. Zur Herstellung von Hydrolyse-
blindlésungen wurden 200 pl einer Lésung von 8.6 M HCI, 15 %(w/v) TFA und 0.15 %(w/v)
Phenol und 100 pl 10.0 uM Norvalin-Lésung (1 nmol) in eine Hydrolysevial gegeben. Die
Hydrolyse wurde in einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA und 0.1 %(w/v) Phenol
(10 ml) in Hydrolyseeinsatz Il in der Mars5-Mikrowelle bei 5 bar fir 30 min (HM6) durch-
gefuhrt. Die Hydrolysatrickstande wurden nach Eindampfen in 1 ml Wasser aufgenommen
und im US-Bad (10 min) gel6st. Die BSA-Hydrolysate und die Hydrolyseblindlésungen
wurden 1:600 bzw. 1:10 verdinnt. Die HPLC-Analytik erfolgte nach Derivatisierung
OPA-VD1 mit Gradient OPA-G1.

5.8.3.2 PM2.5-Extrakte

Fur die CAAwspskpa-Bestimmung mittels der OPA-Methode wurden eingedampfte Ruick-
stdnde makromolekularer PM2.5-Fraktionen in 350 pl einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v)
TFA und 0.1 %(w/v) Phenol und 3 pl 500 uM Norvalin-Lésung (1.5 nmol) aufgenommen, im
US-Bad (10 min) gelést und 320 ul Lésung in ein Hydrolysevial Gberfihrt. PM2.5-Fraktionen,
denen bereits beim Eindampfen der makromolekularen Fraktion unmitteloar nach
GroBenfraktionierung 2 nmol Norvalin zugegeben wurde, sind in 350 ul Hydrolysemedium
aufgenommen worden. Die makromolekularen Fraktionen von Blindfilterextrakten wurden
entsprechend den makromolekularen Realfilterproben behandelt. Die Hydrolysen wurden in
Hydrolyseeinsatz Il in einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA und 0.1 %(w/v) Phenol
(10 ml) in der Mars5-Mikrowelle bei 5 bar fir 30 min (HM6) durchgefthrt. Die Hydrolysat-
ricksténde wurden nach Eindampfen in 1 ml Wasser aufgenommen und im US-Bad (10 min)
gelést. Die PM2.5-Hydrolysate wurden fiir die OPA-Derivatisierung 1:10 bzw. 1:30-1:70 far
die Glycinbestimmung und die Blindfilterhydrolysate 1:10 verdinnt. Die HPLC-Analytik
erfolgte nach Derivatisierung OPA-VD1 mit Gradient OPA-G1.

Far die CAAwsps koa-Bestimmung mittels der NBD-F-Methode wurden eingedampfte Riick-
stdnde makromolekularer PM2.5-Fraktionen in 233 ul einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v)
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TFA und 0.1 %(w/v) Phenol, 107 pl Wasser und 10 pl 100 uM Norleucin-Lésung (1.0 nmol)
aufgenommen, im US-Bad (10 min) gelést und 320 pl Lésung in ein Hydrolysevial Uberflhrt.
Die Hydrolysen wurden in Hydrolyseeinsatz | in einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA
und 0.1 %(w/v) Phenol (5 ml) in der Mars5-Mikrowelle bei 5 bar fir 30 min (HM6) durch-
gefihrt. Die Hydrolysatriickstdnde wurden nach Eindampfen in 990 ul Wasser und 10 pl
100 uM a-Methyltyrosin-Lésung (1 nmol) aufgenommen und im US-Bad (10 min) geldst. Die
HPLC-Analytik erfolgte nach 1:2 Verdinnung und Derivatisierung NBD-F-VD2 mit Gradient
NBD-F-G4.

5.8.3.3 Standardaddition von BSA in PM2.5-Matrix (A)

Je ein von vier Glasfaserfilterachteln der PM2.5-Probe MOHP04-22 (10.7 ug/m®, 33.9 mg)
wurde nach Methode EM1 in Wasser extrahiert. Die Extrakte wurden im Druckluftstrom bei
RT zur Trockene eingedampft. Die 4 Rickstande wurden in je 1.7 ml Wasser aufgenommen,
in einem 12 ml-Zentrifugenglas vereinigt und bei 3 000 U/min far 10 min zentrifugiert
(Zentrifuge Universal 30F). 4 x 1.5 ml des Uberstandes wurden gemaB Abschnitt 5.7 auf je
einer SEC-Saule groBenfraktioniert und die makromolekularen PM2.5-Fraktionen im
Druckluftstrom bei RT zur Trockene eingedampft. Drei der makromolekularen PM2.5-
Fraktionen wurden mit 1.2, 11.3 und 112.8 ug BSA und 1.7, 5.2 und 52.2 nmol Norvalin
aufgestockt. Es wurden hierfir zwei Ruckstande in 339 ul einer Lésung von 6 M HCI,
10 %(w/v) TFA, 0.15 %(w/v) Phenol und 11 pl einer wassrigen Ldésung von 0.11 g/l BSA
(1.2 ug) und 151.5 uM Norvalin (1.7 nmol) bzw. 11 pl einer wéassrigen Lésung aus 1.03 g/l
BSA (11.3 ug) und 474.4 uM Norvalin (5.2 nmol) geldst. Ein weiterer Rickstand wurde in
240 ul 8.8 M HCI, 15 %(w/v) TFA, 0.15 %(w/v) Phenol und 110 pl einer wassrigen Lésung
aus 1.03 g/l BSA (112.8 ug) und 474.4 uM Norvalin (52.2 nmol) aufgenommen. Die vierte
makromolekulare PM2.5-Fraktion wurde in 347 pl einer L6sung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA,
0.15 %(w/v) Phenol und 3 pul einer 500 uM Norvalin-Lésung (1.5 nmol) geldst. Alle
Ruackstéande wurden im US-Bad (10 min) behandelt. Von diesen Lésungen wurden je 320 pl
in ein Hydrolysevial Uberfuhrt, dies entspricht einer Absolutmenge an addiertem BSA von
1.1, 10.3 und 103.2 pg. Die Hydrolyse wurde in einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA,
0.1 %(w/v) Phenol (10 ml) in Hydrolyseeinsatz Il in der Mars5-Mikrowelle bei 5 bar fur 30 min
(HM6) durchgefihrt. Zur Kontrolle der Hydrolyse wurden 1, 10 und 103 pg BSA mit 1.5, 4.7
und 47.4 nmol Norvalin sowie eine Blindlésung mit 1 nmol Norvalin parallel zu den
aufgestockten Realproben zersetzt. Die Hydrolysatrickstande wurden nach Eindampfen in
1 ml Wasser aufgenommen und im US-Bad (10 min) geldst. Die nichtaufgestockte PM2.5-
Probe wurde 1:10 und 1:60 und die mit BSA aufgestockten PM2.5-Proben 1:20, 1:50, 1:60
und 1:600 verdiinnt. Die HPLC-Analytik erfolgte nach Derivatisierung OPA-VD1 mit Gradient
OPA-G1.
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5.8.4 Hydrolysen nach Methode HM7-HM9

5.8.4.1 BSA

Es wurden 200 pl einer Lésung von 8.8 M HCI, 15 %(w/v) TFA, 1.5 %(w/v) Phenol und
4.4 mM Ascorbinsaure in einem Hydrolysevial vorgelegt und 100 pl einer Lésung von 1.02 g/l
BSA (102.0 pg, 1.5 nmol) und 474.6 uM Norvalin (47.6 nmol) zupipettiert. In ein weiteres
Hydrolysevial wurden 200 pl einer Lésung von 8.8 M HCI, 15 %(w/v) TFA, 1.5 %(w/v) Phenol
und 4.4 mM Ascorbinsaure und 100 pl 1.0 uM Norvalin-Lésung (0.1 nmol) als Hydrolyse-
blindlésung gegeben. Die Hydrolyse wurde in einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA,
1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinsaure (10 ml) in Hydrolyseeinsatz Il in der Mars5-
Mikrowelle bei 5 bar fir 35, 45 bzw. 60 min (HM7, HM8 und HM9) durchgefiihrt. Die
Hydrolysatriickstande wurden nach Eindampfen in 1 ml Wasser aufgenommen und im US-
Bad (10 min) geldést. Die BSA-Hydrolysate wurden 1:600 verdinnt. Die HPLC-Analytik
erfolgte nach Derivatisierung OPA-VD1 mit Gradient OPA-G1. Die Blindhydrolysate wurden

nicht verdinnt.

5.8.4.2 PM2.5-Extrakte

Der eingedampfte Rickstand einer WSP-Fraktion einer PM2.5-Probe wurde fiir die TAAwsp-
Bestimmung in 350 ul Wasser aufgenommen und im US-Bad (10 min) geldst. Es wurden
240 pyl einer Lésung aus 8.8 M HCI, 15 %(w/v) TFA, 1.5 %(w/v) Phenol und 4.4 mM
Ascorbinsdure und 12 yl Wasser im Hydrolysevial vorgelegt und anschlieBend 88 ul der
gelésten WSP-Fraktion und 10 pyl 500 pM Norvalin-Lésung (5 nmol) zupipettiert. Der
eingedampfte Ruckstand einer makromolekularen PM2.5-Fraktion wurde fir die
CAAwsp 5 kpa-Bestimmung in 240 pl einer Lésung aus 8.8 M HCI, 15 %(w/v) TFA, 1.5 %(w/v)
Phenol und 4.4 mM Ascorbinsaure, 100 pl Wasser und 10 pl 500 uM Norvalin-Lésung
(5 nmol) aufgenommen, im US-Bad (10 min) gelést und 320 pl Lésung in ein Hydrolysevial
Uberfihrt. Die Rulckstande der entsprechenden Fraktionen von Blindfilterextrakten und
Extraktionsblindldsungen wurden - mit dem einzigen Unterschied der Addition von 1.5 nmol
Norvalin - analog behandelt. Die Hydrolyse wurde in einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v)
TFA, 1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinsaure (10 ml) in Hydrolyseeinsatz Il in der Mars5-
Mikrowelle bei 5 bar far 35, 45 bzw. 60 min (HM7, HM8 und HM9) durchgefihrt. Die
Hydrolysatriickstdande wurden nach Eindampfen in 1 ml Wasser aufgenommen und im US-
Bad (10 min) gel6ést. Die PM2.5-Hydrolysate wurden 1:30 und 1:150 bzw. 1:300 flUr die
Glycinbestimmung, die Blindfilterhydrolysate 1:10 und 1:20 bzw. 1:60 fur die Glycinbe-
stimmung und die Extraktionsblindlésungen 1:5 verdinnt. Die in 350 ul Wasser
aufgenommene WSP-Fraktion einer PM2.5-Probe wurde flr die FAA-Bestimmung 1:300 und
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1:600, die entsprechenden Blindfilterextrakte und Extraktionsblindlésungen 1:50 und 1:500
bzw. 1:20 jeweils ohne Addition des internen Standards verdiinnt. Die HPLC-Analytik erfolgte
nach Derivatisierung OPA-VD1 mit Gradient OPA-G1.

5.8.4.3 PM2.5-Filter

Zur Analyse des Gesamtproteingehaltes (TP) einer atmosphérischen Feinstaubprobe
wurden belegte 150 mm-Glasfaserrundfilter wie in Abschnitt 5.6.1 in acht gleiche Teile
geteilt. Es wurde eine Flache von 2 cm? mit einem 16 mm-Stanzeisen aus einem Filterachtel
herausgestochen und das Filterstiick mit einer Flachpinzette vorsichtig in ein Hydrolysevial
dberfihrt. Es wurden 200 pl einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol und
3 mM Ascorbinsaure auf das Filterstiick bzw. zur Generierung eines Methodenblindwertes in
ein leeres Hydrolysevial pipettiert. Die Hydrolyse wurde in einer Lésung von 6 M HCI,
10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinsdure (10 ml) in Hydrolyseeinsatz Il in
der Mars5-Mikrowelle bei 5 bar fur 60 min (HM9) durchgefihrt. Nach Ablauf des Abkuhlpro-
gramms wurde der Hydrolyseeinsatz entnommen und die hydrolysierten Filterstlicke nach
Methode EMS3 extrahiert. Die eingedampften Extraktionsriickstande wurden in 1 ml Wasser
aufgenommen, im US-Bad (10 min) gelést, in ein Multi-Reaktionsgefa3 Uberflihrt und bei
20 000xg fiir 10 min bei 4°C (Zentrifuge Biofuge 28RS) zentrifugiert. Die Uberstande der
PM2.5-Proben wurden 1:30-1:100, die der Blindfilter und der Blindlésungen wurden 1:2-1:10

verdinnt.

5.8.4.4 Hydrolysekinetik von BSA in Feinstaubmatrix (B)

Je ein von vier Glasfaserfilterachteln der PM2.5-Probe IWC05-33 (6.8 ug/m°, 17.7 mg) und
finf Achtel der PM2.5-Probe IWC05-34 (8.3 ug/m®, 21.5 mg) wurden nach Methode EM1 in
Wasser extrahiert. Die Extrakte wurden im Stickstoffstrom bei RT zur Trockene eingedampft.
Die neun Rickstadnde wurden in je 1 ml Wasser aufgenommen und im US-Bad (10 min)
gelost. Jeweils drei Losungen wurden in einem 4-ml-Probenglas vereinigt und im
Stickstoffstrom bei 30°C zur Trockene eingedampft. Die drei Rickstande wurden
anschlieBend in 570 pyl Wasser aufgenommen, im US-Bad (10 min) gelést, in einem 12 ml-
Zentrifugenglas (neoLAB) vereinigt und bei 4500 U/min fir 10 min (Zentrifuge Universal 30F)
zentrifugiert. 1.5 ml des Uberstandes wurden gemaB Abschnitt 5.7 grdBenfraktioniert. Es
wurden jeweils 430 ul von 4 ml der makromolekularen PM2.5-Fraktion in neun 2-ml-Proben-
glaser pipettiert und im Stickstoffstrom bei 30° C zur Trockene eingedampft. Drei von neun
PM2.5-Fraktionen wurden in 340 pl einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v)
Phenol und 3 mM Ascorbinsdure und 11 pl einer Lésung von 1.02 g/| BSA (11.2 pg) und
487.8 uM Norvalin (5.4 nmol) bzw. drei weitere PM2.5-Fraktionen in 240 ul 8.8 M HCI,
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15 %(w/v) TFA, 1.5 %(w/v) Phenol und 4.4 mM Ascorbinsaure und 110 pl einer Lésung von
1.02 g/l BSA (112.2 pg) und 487.8 uM Norvalin (53.7 nmol) aufgenommen. Die verbleiben-
den PM2.5-Fraktionen wurden in 347 pl einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v)
Phenol und 3 mM Ascorbinsaure und 3 pl 514.1 pM Norvalin-Lésung (1.5 nmol) gelést. Alle
Rackstande wurden im US-Bad (10 min) behandelt. Von diesen Lésungen wurden je 320 pl
in ein Hydrolysevial Uberflhrt, dies entpricht einer Absolutmenge an addiertem BSA von 10.2
und 102.6 pg. Ein Hydrolyseeinsatz wurde mit einer nichtaufgestockten PM2.5-Fraktion, mit
zwei der mit BSA aufgestockten PM2.5-Fraktionen und einer BSA-Probe (102.0 ug,
1.53 nmol) bestlickt. Die Hydrolyse wurde in einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA,
1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinsdure (10 ml) in Hydrolyseeinsatz Il in der Mars5-
Mikrowelle bei 5 bar fir 35, 45 bzw. 60 min (HM7, HM8 und HM9) durchgefiihrt. Die
Hydrolysen erfolgten jeweils im XP1500plus-ReferenzgeféaB. Die Hydrolysatrickstéande
wurden nach Eindampfen in 1 ml Wasser aufgenommen und im US-Bad (10 min) gelést. Die
nichtaufgestockte PM2.5-Probe wurde 1:10 und 1:30 mit BSA aufgestockten PM2.5-Proben
1:60 und 1:600 verdinnt. Die HPLC-Analytik erfolgte nach Derivatisierung OPA-VD1 mit
Gradient OPA-G1.

5.8.4.5 Standardaddition von BSA in PM2.5-Matrix (C)

Ein Glasfaserfilter der PM2.5-Probe IWC05-50 (10.2 pg/m?, 65.7 mg) wurde vollstandig nach
Methode EM2 in Wasser extrahiert. Der Rickstand wurde in 3.2 ml Wasser aufgenommen,
im US-Bad (10 min) gelést und anschlieBend 2 x 1.45 ml in je ein Multi-ReaktionsgefaBi
pipettiert. Die beiden Suspensionen wurden bei 20 000xg fir 10 min bei 4°C (Zentrifuge
Biofuge 28RS) zentrifugiert. Fir Wiederfindungsexperimente in der WSP(>5 kDa)-Fraktion
wurden 1.45ml eines Zentrifugats gemaB Abschnitt 5.7 gréBenfraktioniert und die
makromolekularen PM2.5-Fraktionen im Stickstoffstrom bei 30° C zur Trockene eingedampft.
Der Ruckstand wurde in 1 ml einer Lésung von 8.8 M HCI, 15 %(w/v) TFA, 1.5 %(w/v)
Phenol und 4.4 mM Ascorbinsdure aufgenommen, im US-Bad (10 min) gelést und 4 x 240 pl
der Lésung in je ein 2-ml-Probenglas tberfihrt. Es wurden 11 pl einer Lésung von 0.11 g/I
BSA (1.2 ug) und 416.9 uM Norvalin (4.6 nmol) und 99 ul Wasser zu einer Probe pipettiert.
Zwei weitere Proben wurden mit 110 pl einer Lésung von 0.11 g/l BSA (12.0 ug) und
91.0 uM Norvalin (10.0 nmol) bzw. 110 ul einer Lésung von 1.02 g/l BSA (112.2 ug) und
474.7 uM Norvalin (52.2 nmol) aufgestockt. Zu der vierten Probe wurden 100 pl Wasser und
10 pl 500.3 pM Norvalin-Lésung (5.0 nmol) zugegeben. Fir Wiederfindungsexperimente in
der WSP-Fraktion wurden 700 pl eines Zentrifugats im Stickstoffstrom bei 30°C zur
Trockene eingedampft. Der Rlckstand wurde in 1 ml in einer Lésung von 8.8 M HCI,
15 %(w/v) TFA, 1.5 %(w/v) Phenol und 4.4 mM Ascorbinsdure aufgenommen, im US-Bad
(10 min) gelést und 4x240 pl der Lésung in je ein 2-ml-Probenglas Uberfihrt. Die Standard-
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addition wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt. Von diesen Lésungen wurden je 320 pl
in ein Hydrolysevial tberflhrt, dies entpricht einer Absolutmenge an addiertem BSA von 1.1,
10.9 und 102.6 ug. Die Hydrolyse wurde in einer Lésung von 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA,
1 %(w/v) Phenol und 3 mM Ascorbinsaure (10 ml) in Hydrolyseeinsatz Il in der Mars5-
Mikrowelle bei 5 bar fur 35, 45 bzw. 60 min (HM7, HM8 und HM9) durchgefiihrt. Die Proben
einer Fraktion wurden in je einem XP1500plus-ReaktionsgefaB hydrolysiert. Zur Kontrolle der
Hydrolyse wurden 1.1, 10.9 und 102.0 ug BSA mit 4.2, 9.1 und 47.5 nmol Norvalin sowie
eine Blindlésung mit 0.1 nmol Norvalin parallel zu den aufgestockten Realproben in einem
weiteren Hochdruckbehalter zersetzt. Die Hydrolysatrickstande wurden nach Eindampfen in
1 ml Wasser aufgenommen und im US-Bad (10 min) gel6st. Die nichtaufgestockte und die
mit BSA aufgestockten WSP(>5 kDa)-Fraktionen wurden 1:30-1:90 bzw. 1:600 verdinnt,
wahrend die entsprechenden WSP-Fraktionen 1:30- 1:300 bzw. 1:600 verdinnt wurden. Die
HPLC-Analytik erfolgte nach Derivatisierung OPA-VD1 mit Gradient OPA-G1.

5.9 NITROPROTEINANALYTIK

5.9.1 Synthese von Nitroproteinen

5.9.1.1 Nitro-(7.4)-BSA

Es wurden 2 ml einer 0.05 g/ml BSA-Lésung (0.1 g, 1.5 umol, 66428.5 Da, NCBI-Datenbank:
AAN117824) in PBS-Puffer in einem Rollrandglas (Roth) vorgelegt und 120 pul einer 0.5 M
TNM-Lésung (60 mmol) in Methanol unter Rihren zugegeben. Es wurde eine leichte Tri-
bung der Lésung beobachtet, die sich im Verlauf der Reaktion wieder I6ste. Es wurde flr 2 h
bei RT gerthrt. Eine PD10-Saule (Amersham Biosciences) wurde mit 40 ml PBS-Azid-Puffer
gespllt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurden 1.7 ml der Reaktionslésung auf die Saule
pipettiert. Nach Einsickern der Lésung wurden 0.8 ml PBS-Azid-Puffer aufgetragen und
300 ul-Fraktionen auf einer Mikrotiterplatte aus Glas gesammelt. Das Nitroprotein wurde
anschlieBend durch Auftragen von 4 ml PBS-Azid-Puffer von der Saule eluiert. Zur Identi-
fizierung der Nitroproteinfraktionen wurde die Mikrotiterplatte im 8-Kanal-Photometer bei
450 nm gemessen. Die positiven Fraktionen wurden in einem 4-ml-Probenglas vereinigt und
deren Volumen notiert. Die Proteinprobe wurde 1:60 mit 0.05 N NaOH-L&ésung in einer
Kuvette (Brand) verdiinnt und der Nitrotyrosingehalt des nitrierten BSA wie in Abschnitt
5.9.1.4 beschrieben bestimmt. Es wurde ein Nitrotyrosingehalt von 7.4 Molekdle pro Bet v 1-
Molekul ermittelt.
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5.9.1.2 Nitro-(4.6)-Ovalbumin

Es wurden 1.5 ml PBS-Puffer in einem Rollrandglas vorgelegt, 0.5 ml einer 0.034 g/ml OVA-
Lésung (0.017 g, 0.40 umol, 42 750 g/mol, NCBI-Datenbank: P01012) in PBS-Puffer und
anschlieBend 30 pl einer 1 M TNM-L&sung (0.030 mmol) in Methanol unter Rihren zupipet-
tiert. Es wurde fur 3 h und 40 min bei RT gerdhrt, dann erneut 15 pl einer 1 M TNM-L6sung
(0.015 mmol) in Methanol zugegeben und far 1 h bei RT gerthrt. Eine PD10-Saule
(Amersham Biosciences) wurde wie in Abschnitt 5.9.1.1 vorbereitet, die Fraktionen auf einer
Mikrotiterplatte aus Glas gesammelt und die Nitroproteinfraktionen im 8-Kanal-Photometer
bei 450 nm identifiziert. Die positiven Fraktionen wurden in einem 4-ml-Probenglas vereinigt
und das Volumen notiert. Die Proteinprobe wurde 1:5 mit 0.05 N NaOH-Lésung in einer
Kivette verdinnt und der Nitrotyrosingehalt des nitrierten OVA wie in Abschnitt 5.9.1.4
beschrieben bestimmt. Es wurde ein Nitrotyrosingehalt von 3.4 Molekule pro OVA-Molekdl

ermittelt.

5.9.1.3 Nitro-(3.4)-Bet v 1

Es wurden 400 pl einer 3 mg/ml Betv 1-Lésung (1.2 mg, 0.07 umol, 17 569.4 Da, NCBI-
Datenbank: P43185) in PBS-Puffer in einem 2-ml-Probenglas vorgelegt, 45 pl einer 0.5 M
TNM-Lésung (0.0225 mmol) in Methanol unter Rihren zupipettiert und 90 min bei RT
gertihrt. Es wurde eine leichte Tribung der Ldésung beobachtet, die sich im Verlauf der
Reaktion wieder l6ste. Eine PD10-Saule (Amersham Biosciences) wurde wie in Abschnitt
5.9.1.1 vorbereitet und 440 pl der Reaktionslésung nach Ablauf der Reaktionszeit auf die
Saule aufgetragen. Nach Einsickern der Lésung wurden weitere 2.060 ml PBS-Azid-Puffer
auf die Saule pipettiert und 300 pl-Fraktionen auf einer Mikrotiterplatte aus Glas gesammelt.
Das Nitroprotein wurde anschlieBend durch Auftragen von 4 ml PBS-Azid-Puffer von der
Séule eluiert. Zur ldentifizierung der Nitroproteinfraktionen wurde die Mikrotiterplatte im
8-Kanal-Photometer bei 450 nm gemessen. Die positiven Fraktionen wurden in einem 2-ml-
Probenglas vereinigt und das Volumen notiert. Die Proteinprobe wurde 1:2 mit 0.1 N NaOH-
Lésung in einer Klvette verdinnt und der Nitrotyrosingehalt des nitrierten Betv 1 wie in
Abschnitt 5.9.1.4 beschrieben bestimmt. Es wurde ein Nitrotyrosingehalt von 3.4 Molekile
pro Bet v 1-Molekil ermittelt.

5.9.1.4 Spektrophotometrische Nitrotyrosinbestimmung

Es wurde eine Verdinnungsreihe von 3-Nitrotyrosin in den Konzentrationen 0.5 mM,
0.25 mM, 0.125 mM, 0.05 mM, 0.01 mM, 0.005 mM aus einer 1 mM 3-Nitrotyrosin-Lésung in
0.05 N NaOH-Lésung in Rollrandglasern hergestellt. Die Absorptionen der Kalibrierlésungen
und verdlnnten Nitroproteinproben wurden am UV/VIS-Spektrophotometer in Kuvetten bei
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428 nm 3-mal gemessen. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze wurden gemaB der
Kalibriermethode, die in Abschnitt 5.4.2 beschrieben wurde, bestimmt. Die Berechnung des
Nitrotyrosingehaltes der Nitroproteine erfolgte aus dem Verhéltnis der aus der Anfangs-
konzentration berechneten Stoffmenge des Proteins und der ermittelten Stoffmenge von
3-Nitrotyrosin in der Kiivette. Die Konzentration der Proteinprobe wurde mittels BCA-Assay
als BSA- oder OVA-Aquivalent iiberpriift.

5.9.2 Enzymimmunoassays

5.9.2.1 Einseitiger nichtkompetitiver Immunoassay

Flr die Kalibrierung des einseitigen nichtkompetitiven Enzymimmunoassays wurde eine
Verdlinnungsreihe von Nitro-(14.3)-BSA in PBS-Azid-Puffer in den Konzentrationen 0.1, 1,
10, 50, 100 und 1000 pg/l aus einer 5 g/l Nitro-(14.3)-BSA-Lésung in PBS-Azid-Puffer
hergestellt. 100 pl einer Kalibrierlésung wurden in 4facher Wiederholung und PBS-Azid-
Puffer als Blindlésung in 8facher Wiederholung in je eine Kavitat einer Mikrotiterplatte
pipettiert, die Mikrotiterplatte mit Parafilm abgedichtet und bei RT auf dem Orbital-Schittler
dber Nacht inkubiert. StraBenstaub- bzw. Feinstaubextrakte wurden in einer geeigneten
Menge PBS-Azid-Puffer aufgenommen und ebenfalls in 4facher Wiederholung zu je 100 pl
auf die Mikrotiterplatte aufgetragen.

Die Platte wurde 3-mal mit PBS-Waschpuffer mit einem 8-Kanal-Waschgerat gewaschen,
wobei die Kavitaten bei jedem Durchgang 2-mal aufgefillt und abgesaugt wurden. Nach dem
Waschschritt wurden noch anhaftende FlUssigkeitsreste durch Ausklopfen entfernt. Das
Blocken freier Bindungsstellen auf der Mikrotiterplatte erfolgte mit 150 ul einer 20 g/l BSA-
Lésung und 100 pl einer 20 g/l Casein-Lésung in Wasser pro Kavitat. Das Casein wurde
zuvor durch kurzes Erhitzen geldst. AnschlieBend wurde wie oben beschrieben gewaschen.
Die Miktrotiterplatte wurde bei RT auf dem Orbital-Schdttler far 1.5 h inkubiert.

Es wurden 100 pl einer Primarantikérper-Lésung (1:2 500) in jede Kavitat pipettiert und bei
RT auf dem Orbital-Schttler fur 1 h inkubiert. Die Primarantikérper-Lésung wurde aus 5 pl
des Primarantikérpers pAb Oxis 24312, 310 pl einer 2 % BSA-Lésung in Wasser und 12.2 ml
PBS-Puffer frisch hergestellt. Die Mikrotiterplatte wurde wie oben beschrieben gewaschen.
Es wurden anschlieBend 100 pl der Sekundarantikérper-Lésung (1:10 000) in jede Kavitat
pipettiert und bei RT auf dem Orbital-Schuttler fur 1 h inkubiert. Die Sekundéarantikérper-
Lésung wurde aus 1.2 ul des Sekundarantikdrpers Anti-Schaf-IgG-POD, 300 ul einer 2 %
BSA-Lésung in Wasser, 100 ul einer 12.5 g/ TMB-Stammlésung und 11.6 ml PBS-Puffer
(wichtig: ohne Azidzusatz!) hergestellt. Die Mikrotiterplatte wurde wie oben beschrieben
gewaschen.



NITROPROTEINANALYTIK 223

Far die Enzymreaktion wurden 100 pl der frisch hergestellten Substratiésung in jede Kavitat
pipettiert. Die Herstellung der Substratlésung erfolgte aus 25 ml Substratpuffer, 300 ul einer
12.5 g/l TMB-Stammlésung und 100 pl einer 1 % Wasserstoffperoxid-Stammlésung. Die
Enzymreaktion wurde bei RT auf dem Orbital-Schdttler fir ca. 5 min durchgefihrt und durch
Zugabe von 100 pl einer 5 % Schwefelsdure-Lésung abgestoppt (analog in der Reihenfolge
bei Zugabe der Substratlésung). Die Absorptionsmessung erfolgte stets innerhalb von
10 min nach dem Abstoppen der Enzymreaktion im 8-Kanal-Photometer bei 450 nm gegen

einen Referenzfilter von 620 nm.

5.9.2.2 Sandwich-Immunoassay

Es wurden 100 ul einer Fangerantikérper-Lésung (1:2500) in je eine Kavitat einer
Mikrotiterplatte pipettiert, diese mit Parafilm abgedichtet und bei RT auf dem Orbital-Schuttler
Uber Nacht inkubiert. Die Fangerantikérper-Lésung wurde aus 5 pl einer 3 g/l anti-Schaf-IgG-
Lésung und 12.5 ml Coating-Puffer hergestellt. Die Mikrotiterplatte wurde wie in Abschnitt
5.9.2.1 beschrieben gewaschen und geblockt.

Es wurden 100 pl der 1. Primarantikdrper-Lésung (1:2 500) in jede Kavitat pipettiert und bei
RT auf dem Orbital-Schdittler fir 1 h inkubiert. Die 1. Primarantikdrper-Lésung wurde aus 5 pl
des 1. Primarantikdrpers pAb Oxis 24312, 310 pl einer 2 % BSA-L6sung in Wasser und
12.2 ml PBS-Puffer frisch hergestellt. Die Mikrotiterplatte wurde wie in Abschnitt 5.9.2.1
beschrieben gewaschen.

Es wurden sofort 20 ul PBS-Puffer in je eine Kavitat pipettiert, damit die Platte nicht
austrocknet. FuUr die Kalibrierung des Sandwich-Enzymimmunoassays wurde eine
Verdlnnungsreihe von Nitro-(14.3)-BSA in PBS-Azid-Puffer in den Konzentrationen 0.001,
0.01, 0.1, 1, 10 und 100 mg/l aus einer 5 g/l Nitro-(14.3)-BSA-Lésung in PBS-Azid-Puffer
hergestellt. Je 100 pl einer Kalibrierlésung wurde in 4facher Wiederholung und PBS-Azid-
Puffer als Blindldsung in 8facher Wiederholung in je eine Kavitat pipettiert, die Mikrotiter-
platte mit Parafiim abgedichtet und bei RT auf dem Orbital-Schuttler flr 1 h inkubiert.
StraBenstaub- bzw. Feinstaubextrakte wurden in einer geeigneten Menge PBS-Azid-Puffer
aufgenommen und ebenfalls in 4facher Wiederholung zu je 100 ul auf die Mikrotiterplatte
aufgetragen. Die Mikrotiterplatte wurde wie in Abschnitt 5.9.2.1 beschrieben gewaschen.

Es wurden 100 pl der 2. Primarantikérper-Lésung (1:10 000) in jede Kavitat pipettiert und bei
RT auf dem Orbital-Schuttler fir 1.5 h inkubiert. Die 2. Primarantikdrper-Losung wurde aus
1.5 pl des 2. Primarantikérpers mAK 39B6 (Alexis), 375 pl 2 % BSA-Lésung in Wasser und
14.62 ml PBS-Puffer frisch hergestellt. Die Mikrotiterplatte wurde wie in Abschnitt 5.9.2.1
beschrieben gewaschen.

Es wurden anschlieBend 100 ul der Sekundarantikérper-Lésung (1:20 000) in jede Kavitat
pipettiert und bei RT auf dem Orbital-Schittler fir 1 h inkubiert. Die Sekundé&rantikérper-
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Lésung wurde aus 1.5 pl des Sekundarantikérpers Anti-Maus-lgG-POD (Vector Labs), 750 ul
einer 2 % BSA-Lésung in Wasser, 240 ul einer 12.5 g/l TMB-Stammlésung und 29 ml PBS-
Puffer (wichtig: ohne Azidzusatz!) hergestellt. Die Enzymreaktion und Absorptionsmessung
wurde nach Waschen der Mikrotiterplatte wie in Abschnitt 5.9.2.1 beschrieben durchgefihrt.

5.9.2.3 Kompetitiver Immunoassay

FOr den kompetititven Enzymimmunoassay wurde eine Mikrotiterplatte mit je 100 pl einer
0.05 mg/I Nitro-(14.3)-BSA-Lésung in PBS-Azid-Puffer pro Kavitat bei RT auf dem Orbital-
Schittler Gber Nacht vorbeschichtet. Die Mikrotiterplatte wurde wie in Abschnitt 5.9.2.1
beschrieben gewaschen und geblockt.

Die Kompetition wurde mit 3-Nitrotyrosin in den Konzentrationen 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100
und 1 000 pM in PBS-Puffer (pH = 9.0) durchgefihrt. Die Inhibitionslésungen wurden dabei
aus einer 16.7 mM 3-Nitrotyrosin-Lésung in PBS-Puffer hergestellt. Es wurden 100 pl der
Inhibitionslésungen in je eine Kavitét in 4facher Wiederholung und der entsprechende Puffer
als Blindlésung in 8facher Wiederholung auf die Mikrotiterplatte aufgetragen. StraBenstaub-
und Feinstaubextrakte und HPLC- und IAC-Fraktionen wurden evtl. nach Aufnahme in PBS-
Puffer und/oder nach Verdinnung auf die Mikrotiterplatte transferiert.

Unmittelbar im Anschluss wurden 100 pl der Primérantikérper-Lésung (1:2 500) in jede
Kavitat pipettiert und bei RT auf dem Orbital-Schattler fiir 1 h inkubiert. Die Primarantikérper-
Lésung wurde aus 2.5 pl des Primarantikdrpers pAb Oxis 24312, 155 pul einer 2 % BSA-
Lésung in Wasser und 6.1 ml PBS-Puffer hergestellt. Die Mikrotiterplatte wurde wie in
Abschnitt 5.9.2.1 beschrieben gewaschen.

Es wurden anschlieBend 100 pl der Sekundarantikérper-Lésung (1:10 000) in jede Kavitat
pipettiert und bei RT auf dem Orbital-Schuttler fur 1 h inkubiert. Die Sekundéarantikdrper-
Lésung wurde aus 1.2 ul des Sekundarantikdrpers Anti-Schaf-IgG-POD, 300 pl einer 2 %
BSA-L6sung in Wasser, 100 ul einer 12.5 g/l TMB-Stammlésung und 11.6 ml PBS-Puffer
(wichtig: ohne Azidzusatz!) hergestellt. Die Enzymreaktion und Absorptionsmessung wurde
nach Waschen der Mikrotiterplatte wie in Abschnitt 5.9.2.1 beschrieben durchgefihrt.

5.9.3 AG1-X8-Anreicherung

0.6 g AG1-X8-Anionenaustauscherharz (Bio-Rad) wurden in 6 ml Wasser suspendiert und in
eine mit Fritte versehene Glassaule Uberfihrt. Das Harz wurde mit 4 ml Ethanol und 4 ml
Wasser gewaschen. Es wurden 4 ml einer 1 M Essigsaure auf die Saule aufgetragen. Der
Eluent hatte nach Ende der Zugabe einen pH-Wert von 2 erreicht. AnschlieBend wurde mit
Wasser (20 ml) gewaschen bis der Eluent einen pH-Wert von 5 erreicht hatte. Auf das Harz
wurde eine Fritte aufgebracht und die Saule mit 4 ml 50 MM Ammoniumacetat-Puffer



NITROPROTEINANALYTIK 225

aquilibriert. Die Aufnahme eines StraBenstaubhydrolysates, das durch Extraktion von
100 mg StraBenstaub (Abschnitt 5.6.4), GroBenfraktionierung (Abschnitt 5.7) und Proteinhy-
drolyse HM2 (Abschnitt 5.8.2.2) gewonnen wurde, erfolgte durch Zugabe von 0.9 ml 50 mM
Ammoniumacetat-Puffer im Hydrolysevial. Die Lésung wurde im US-Bad (10 min) gelést und
auf die Fritte der Glassaule aufgetragen. Es wurde mit 3.2 ml Wasser gewaschen und
3-Nitrotyrosin mit 4 ml 1 M Essigsaure vom Harz eluiert. Es wurde anschlieBend mit 2 ml
Wasser nachgewaschen und jede Fraktion in einem 4-ml-Probenglas gesammelt und im
Stickstoffstrom bei 30° C zur Trockene eingedampft.

5.9.4 Immunaffinitatschromatograhie (IAC)

5.9.4.1 Allgemeines

Es wurden kommerziell erhaltliche HiTrap-Saulen (Amersham Biosciences) mit NHS-
aktivierter Sepharose-Matrix verwendet. Alle Puffer und L&sungen wurden mit einem
Spritzenfilter mit 0.22 pum-CME-Membran (Roth) filtriert und mit Einmalspritzen (Braun) auf
die Saule aufgetragen. Die Injektion von 100 ul Standardldsungen wurde mit Hilfe einer
Probenschleife (PEEK, 100 pl) und einem 10-Port-2-Wege-Ventil (Rheodyne) durchgefihrt.
Die Saulen wurden mit Kapillaren (PEEK, 1/16", 0.02" ID), entprechenden Fittings (V4 - 28,
0.125" ID) und Ferrules (PEEK, 1/8") mit dem Ventil verbunden. Alle Lésungen wurden
manuell mit Einmalspritzen auf die Sdulen aufgetragen. Zu Beginn der Experimente wurden
die y-Globulin- und Oxis-IAC-Saule stets mit einer Flussrate von V2 Trp./s mit 10 ml PBS-
Puffer aquilibriert. Sowohl die Bindung des Analyten auf die Saule als auch die Elution mit
PBS-Puffer erfolgte mit einer Flussrate von "4 Trp./s. Die Spulschritte mit organischem
Lésungsmittel wurden mit einer Flussrate von V2 Trp./s durchgefihrt. Das Eluat wurde auf
einer Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One) a 4 Trp. fraktioniert. Das Volumen einer Fraktion
wurde als mittleres Volumen V., das sich aus dem Volumen der am Sauleneingang
aufgetragenen und der entsprechenden Anzahl der am S&ulenausgang eluierenden Trp.
bzw. Anzahl der gesammelten Fraktionen berechnete, angegeben. Die Saulen wurden nach
den Versuchen stets mit mind. 2 ml Phosphat-Azid-Puffer gespult und anschlieBend bei 4° C

gelagert.

5.9.4.2 Immobilisierung von y-Globulin

Nach dem Offnen einer HiTrap-Saule (Amersham Biosciences) wurde mit 3x2 ml eisge-
kihlter 1 mM Salzsadure gespult. Eine 5 mg/ml y-Rinderglobulin-Lésung (Serva Electro-

phoresis) in Coupling-Puffer wurde in einem Multi-ReaktionsgefaB bei 20 000xg, 4° C fir
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10 min (Zentrifuge Biofuge 28RS) zentrifugiert und anschlieBend 1 ml des Uberstandes auf
die HiTrap-S&ule aufgetragen. Die S&ule wurde fur 1 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde
mit 1.5 ml Coupling-Puffer gewaschen und das gesamte Eluat fir die Bestimmung der
Kopplungsausbeute in einem Multi-ReaktionsgefaB gesammelt. Es wurde mit 3x2 ml
Blocking-Puffer und 3x2 ml Waschpuffer zur Entfernung UGberschissiger NHS-Gruppen
gespult und die Saule fir 20 min bei RT inkubiert. Diese Arbeitschritte wurden 2-mal
wiederholt.

5.9.4.3 Immobilisierung von pAk Oxis 24312

Der polyklonale Antikérper Oxis 24312 aus Schaf wurde mittels einer PD-10-
GrdBenausschlusschromatographie-Saule (Amersham Biosciences), die zuvor mit 30 ml
Coupling-Puffer aquilibriert wurde, durchgeflihrt. Das Schafserum wurde bei 20 000xg, 4°C
fir 10 min (Zentrifuge Biofuge 28RS) zentrifugiert und 550 pl des Uberstandes auf eine
HiTrap-Saule (Amersham Biosciences) aufgetragen. Nach Einsickern der Lésung wurden
weitere 1.45 ml Coupling-Puffer aufgegeben. Es wurden weitere 2.1 ml des Coupling-Puffer
auf die Saule pipettiert und die dabei eluierende Lésung als makromolekulare Fraktion in
zwei Muylti-ReaktionsgeféaBen aufgefangen. Zur Kopplung des Antikérpers an die NHS-
aktivierte Sepharose-Matrix wurde 1.0 ml der makromolekularen Fraktion aufgetragen und

analog wie bei der Herstellung der y-Globulin-Saule verfahren.

5.9.4.4 Kapazitatsbestimmung

Die Kapazitatsbestimmung erfolgte Uber einen Vergleich der Durchbruchskurven von 3-Nitro-
tyrosin auf der y-Globulin-Saule (Kurve 1) und der Oxis-IAC-Saule (Kurve IlI) sowie von

Norleucin (Kurve 1ll) und 3-Nitrotyrosin (Kurve 1V) auf der Oxis-IAC-Séaule.

Durchbruchskurve |

Es wurden 2 ml einer 6 uM 3-Nitrotyrosin-Lésung in PBS-Puffer auf die y-Globulin-Saule
aufgetragen und anschlieBend mit 2x2 ml PBS-Puffer eluiert. Das erste Eluat (2 ml) wurde
als Fraktion 1-13 (V,, = 154 pl), das zweite und dritte Eluat (je 2 ml) als Fraktion 14-26 bzw.
27-39 (Vm = 154 pl) gesammelt. 100 pl einer Fraktion wurden als Inhibitorlésung im
kompetitiven EIA (Abschnitt 5.9.2.3) zur Detektion von 3-Nitrotyrosin eingesetzt.

Durchbruchskurve Il

Es wurden 2 ml einer 6 pM 3-Nitrotyrosin-Lésung in PBS-Puffer auf die Oxis-IAC-Saule
aufgetragen und anschlieBend mit 2 ml PBS-Puffer und 3 ml 20 %(v/v) ACN eluiert. Das
erste und zweite Eluat (je 2 ml) wurden als Fraktion 1-13 bzw. als Fraktion 14-26 (V,, =



NITROPROTEINANALYTIK 227

154 pl), das dritte Eluat von 0.8 ml als Fraktion 27-31 gesammelt (V,, = 154 pl). 100 pl einer
Fraktion wurden als Inhibitorlésung im kompetitiven EIA (Abschnitt 5.9.2.3) zur Detektion von
3-Nitrotyrosin eingesetzt.

Durchbruchskurve Ill und IV

Es wurden 2 ml einer Lésung aus 6 uM 3-Nitrotyrosin und Norleucin in PBS-Puffer auf die
Oxis-IAC-Saule aufgetragen und das Eluat als Fraktion 1-14 (V,, = 143 pl) gesammelt. Die
Séule wurde anschlieBend mit 2 ml 50 % MeOH gespult. Die Fraktionen wurden 1:2 bzw.
1:100 verdlnnt und mittels Methode NBD-F-VD2/NBD-F-G2 auf ihren Gehalt an Norleucin
(Durchbruchskurve IIl) und 3-Nitrotyrosin (Durchbruchskurve 1V) untersucht.

5.9.4.5 Chromatographie

Trennung von 1 nmol 3-Nitrotyrosin und Norleucin in PBS-Puffer

Es wurden 100 pl einer Lésung aus 10 uM 3-Nitrotyrosin und Norleucin in PBS-Puffer auf die
v-Globulin-S&ule injiziert und anschlieBend mit 2 ml PBS-Puffer eluiert. Das Eluat wurde als
Fraktion 1-13 & 4 Trp. und Fraktion 14 & 2 Trp. (V, = 148 pl) gesammelt. Die Fraktionen
wurden 1:2 bzw. 1:100 verdinnt und mittels Methode NBD-F-VD2/NBD-F-G2 auf ihren
Gehalt an Norleucin und 3-Nitrotyrosin untersucht.

Es wurden 100 pl einer Lésung aus 10 uM 3-Nitrotyrosin und Norleucin in PBS-Puffer auf die
Oxis-IAC-Saule injiziert und anschlieBend mit 2x2 ml und 1 ml PBS-Puffer eluiert. Das erste
Eluat (2 ml) wurde als Fraktion 1-14 (V,, = 146 ul), das zweite Eluat (2 ml) als Fraktion 15-29
(Vm = 138 pl) und schlieBlich das dritte Eluat (1 ml) als Fraktion 30-35 a 4 Trp. und Fraktion
36 & drei Trp. (V, = 133 ul) gesammelt. Es wurde mit 3 ml 20 %(v/v) ACN gewaschen. Die
ACN-Fraktion wurde in einem 4-ml-Probenglas aufgefangen und im Stickstoffstrom bei 30°C
zur Trockene eingedampft. Der eingedampfte Rlckstand wurde in 1 ml Wasser aufge-
nommen. Die Fraktionen wurden 1:2 bzw. 1:100 verdinnt und mittels Methode NBD-F-VD2/
NBD-F-G2 auf ihren Gehalt an Norleucin und 3-Nitrotyrosin untersucht.

Trennung von 0.1 nmol 3-Nitrotyrosin und Norleucin in PBS-Puffer

Es wurden 100 pl einer Lésung aus 1 pM 3-Nitrotyrosin und Norleucin in PBS-Puffer auf die
Oxis-IAC-Saule injiziert und anschlieBend mit 2x2 ml PBS-Puffer eluiert. Das erste Eluat
(2 ml) wurde als Fraktion 1-14 (V,, = 146 pl) und das zweite Eluat (2 ml) als Fraktion 15-27 &
4 Trp. und Fraktion 28 &4 2 Trp. (Vi = 143 pl) gesammelt. AnschlieBend wurde die Saule mit
2ml 50 % MeOH und 1 ml Phosphat-Azid-Puffer gespllt. 0.8 ml des Eluates wurden als
Fraktion 28 & 2 Trp. und Fraktion 29-32 und Fraktion 33 a drei Trp. aufgefangen (V., =
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152 pl). Die danach eluierende Lésung (2.2 ml) wurde in einem 4-ml-Probenglas aufge-
fangen und im Stickstoffstrom bei 30° C zur Trockene eingedampft. Die Fraktionen wurden
1:2 bzw. 1:100 verdinnt und mittels Methode NBD-F-VD2/NBD-F-G2 auf ihren Gehalt an
Norleucin und 3-Nitrotyrosin untersucht. Die eingedampfte MeOH-Fraktion wurde in 250 pl

Wasser aufgenommen und unverdinnt derivatisiert.
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6.1 PROTEINHYDROLYSE

Tabelle 6.1: Zeitabhdngigkeit der Aminosdurezusammensetzung von BSA (102 ug) und der
prozentualen Ubereinstimmung (CA) bei Hydrolyse in 6 M HCI, 10 %(w/v) TFA, 1 %(w/v) Phenol und
3 mM Ascorbinsdure fir 30, 45 und 60 min bei 5 bar (HM7, HM8 und HM9) und Extrapolation der
Hydrolysekinetikdaten (Abschnitt 3.1.4.8).

AA Extrapolation Hydrolyse ty [min]
30 45 60
ne'” ne? Ing-Ne| Ne  INpnel Ne Ing-nel Ne Ing-nel
Asx 54.0 58.4 4.4 57.5 35 56.3 2.3 56.6 2.6
Glx 79.0 82.3 3.3 84.2 5.2 82.6 3.6 82.3 3.3
Ser 28.0 29.9 1.9 24.3 3.7 21.2 6.8 18.8 9.2
His 17.0 18.1 1.1 19.1 2.1 19.0 2.0 19.6 2.6
Gly 16.0 145 15 15.7 0.3 15.2 0.8 15.3 0.7
Thr 34.0 31.7 2.3 31.2 2.8 31.0 3.0 29.6 4.4
Arg 23.0 21.4 1.6 22.3 0.7 22.9 0.1 22.9 0.1
Ala 46.0 47.4 1.4 48.9 2.9 47.6 1.6 48.1 2.1
Tyr 20.0 19.8 0.2 17.5 25 20.5 0.5 20.2 0.2
Val 36.0 38.3 2.3 35.9 0.1 39.5 35 40.2 4.2
Met 4.0 3.7 0.3 4.0 0.0 3.8 0.2 4.1 0.1
Phe 27.0 26.0 1.0 27.3 0.3 27.6 0.6 27.8 0.8
lle 14.0 13.6 0.4 13.3 0.7 14.3 0.3 14.4 0.4
Leu 61.0 61.1 0.1 63.1 2.1 64.6 3.6 64.9 3.9
Lys 59.0 51.7 7.3 53.9 5.1 51.9 7.1 53.2 5.8
CA®[%] 100 94.4 93.8 93.0 92.2

(1) - np = theoretische Aminosaureanzahl pro BSA-Molekdl; (2) - ne = experimentell ermittelte Aminos&ureanzahl
pro BSA-Molekiil; (3) - CA = compositional agreement (prozentuale Ubereinstimmung der Aminosaurezusammen-
setzung).
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Tabelle 6.2: Aufstockungswiederfindungen (AW) von Aminosduren aus BSA in makromolekularer
WSP(>5 kDa)-Matrix der PM2.5-Proben IWC05-33 und IWC05-34 (Standardadditionsexperiment
B, Abschnitt 3.2.4.3). Histidin, Arginin und Lysin siehe (1).

AA AW
103 pug BSA 10 pg BSA
£,=30 t=45 =60 =30 t=45 =60
[%] [%] [%] [%] [%] [%]

Asx 83.4 84.4 79.9 76.9 74.8 76.4
Glx 82.1 83.7 80.4 75.8 74.8 75.7
Ser 72.6 62.3 47.2 59.0 48.4 42.4
Gly 77.7 68.5 59.5 44.7 27.5 24.9
Thr 74.9 74.1 66.2 68.7 63.2 62.5
Ala 83.0 82.5 78.0 75.1 73.4 75.1
Tyr - 83.1 76.9 M 75.1 74.4
Val 85.7 88.2 84.1 80.4 80.6 83.1
Phe 83.1 82.9 78.3 77.6 75.2 74.8
lle 82.8 82.7 77.9 75.2 72.6 73.3
Leu 83.5 84.3 80.0 78.7 76.7 78.4

(1) - <NWG (OPA-HPLC-Methode) in der nichtaufgestockten Probe.

Tabelle 6.3: Aufstockungswiederfindungen (AW) von Aminosduren aus BSA relativ zu
AW(Alanin) in makromolekularer WSP(>5 kDa)-Matrix der PM2.5-Proben IWC05-33 und IWC05-
34 (Standardadditionsexperiment B, Abschnitt 3.2.4.3). Histidin, Arginin und Lysin siehe (1).

AA AW,
103 pg BSA 10 pg BSA
t4=30 t=45 t4=60 t4=30 t=45 t4=60
[%] [%] [%] [%] [%] [%]
Asx 100.6 102.3 102.3 102.5 101.9 101.7
Glx 99.0 101.4 103.0 100.9 101.9 100.8
Ser 87.5 75.5 60.5 78.6 65.9 56.4
Gly 93.7 83.0 76.3 59.5 37.4 33.1
Thr 90.3 89.9 84.8 91.5 86.1 83.2
Ala 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Tyr M 100.7 98.5 -0 102.3 99.0
Val 103.3 106.9 107.8 107.1 109.7 110.6
Phe 100.2 100.5 100.3 103.3 102.5 99.6
lle 99.8 100.2 99.8 100.1 98.9 97.5
Leu 100.7 102.2 102.5 104.7 104.5 104.3

(1) - <NWG (OPA-HPLC-Methode) in der nichtaufgestockten Probe.



PROTEINHYDROLYSE

231

Tabelle 6.4: Aminosédurestoffmengen der WSP(>5 kDa)-Fraktion des gemein-
samen Extraktes der PM2.5-Proben IWC05-33 und IWC05-34 (19.8 mg PM2.5,
Standardadditionsexperiment B, Abschnitt 3.2.4.3). Histidin, Arginin und Lysin

siehe (1).

AA CAAwsp(>5 kpa)

ty =30 ty =45 ty =60

[nmol] [nmol] [nmol]
Asx 95 + 0.3 10.2 =+ 0.0 11.6 =+ 0.6
Glx 9.1 =+ 0.7 99 £+ 0.7 11.6 £ 1.1
Ser 3.7 £+ 0.2 44 + 04 6.9 + 3.4
Gly 369 + 1.8 40.8 + 2.7 431 + 3.2
Thr 3.8 £+ 0.3 39 + 03 53 £+ 1.0
Ala 82 + 0.2 8.8 £ 0.1 10.3 =+ 1.1
Tyr R 08 + 0.4 1.2 + 0.2
Val 35 + 0.1 36 + 0.0 44 + 0.1
Phe 09 + 0.2 1.1 + 0.2 1.4 + 0.1
lle 2.0 + 0.1 22 + 0.0 27 £ 0.2
Leu 35 + 0.0 38 + 0.3 48 + 0.0

(1) - <NWG (OPA-HPLC-Methode).
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6.2 HOHENPEISSENBERG (MOHP)

Tabelle 6.5: Atmosphérische PM2.5- und WSP(>5 kDa)-Konzentrationen. Messkampagne: Meteoro-
logisches Observatorium HohenpeilBBenberg, Probenahmejahr: 2003. Blindwert (PM2.5): 0.48 + 0.28
mg (0.0-1.0 mg, N = 27), Blindwert (WSP(>5 kDa)): 0.029 + 0.018 mg (0.012-0.054 mg, N = 7), 15
Blindfilter <NWG. Die WSP(>5 kDa)-Konzentrationen wurden nach Extraktion gemdfB EM1 in PBS-
Azid-Puffer (1:10), GréBenfraktionierung mit PBS-Puffer (1:10) mittels BCA-Assay als BSA-
Aquivalentkonzentration bestimmt. Fortsetzung: Tabelle 6.6.

Bezeichnung  Zeitraum PM2.5 WSPgca(>5 kDa) WSPB;@E%"D"‘)’
[mg]  [ug/m°] [mg] [ug/m?°] [%]
MOHP03-05 16.03-19.03 495 259 176 + 0.02 092 + 0.01 3.6
MOHP03-06 19.03-22.03 554 294 148 + 002 079 + 0.01 27
MOHP03-07 22032503 41.8 223 173 + 002 092 + 0.01 4.1
MOHP03-08 25.03-28.03 51.0 27.6 275 + 041 1.49 + 0.06 5.4
MOHP03-09 28.03-31.03 25.7 138  1.53 + 0.09 0.82 + 0.05 6.0
MOHP03-10 31.03-03.04 245 130 059 + 002 031 + 0.01 2.4
MOHP03-11 03.04-06.04 21.7 113 090 + 0.02 047 + 0.01 4.2
MOHP03-12 06.04-09.04 163 85  1.06 + 003 055 + 0.01 6.5
MOHP03-13 09.04-12.04 410 217 242 + 005 1.42 + 0.02 5.2
MOHP03-14 12.04-15.04 217 115 224 + 003 1.9 + 0.02 10.3
MOHP03-15 15.04-19.04 424 170 297 + 0.07 1.19 + 0.03 7.0
MOHP03-16 19.04-23.04 231 92 244 + 0.06 097 + 0.02 10.5
MOHP03-17 23.04-27.04 30.9 124 152 + 001 061 + 0.01 4.9
MOHP03-18 27.04-01.05 19.0 7.6 039 + 002 0.6 + 0.01 2.0
MOHP03-19 01.05-05.05 152 61 040 + 0.02 0.6 + 0.01 26
MOHP03-20 05.05-09.05 815  33.2 i i i
MOHP03-21 09.05-13.05 147 58 : i i
MOHP03-22 13.05-18.05 20.2 6.1 : i i
MOHP03-23 18.05-23.05 95 3.0 045 + 002 0.14 + 0.01 4.7
MOHP03-24 23.05-28.05 264 85  1.00 + 0.04 032 + 0.01 3.8
MOHP03-25 28.05-02.06 299 9.6 149 + 0.06 038 + 0.02 4.0
MOHP03-26 02.06-07.06 37.4 124 178 + 002 058 + 0.01 4.8
MOHP03-27 07.06-12.06 345 112 154 + 0.05 050 + 0.02 45
MOHP03-28 12.06-17.06 306 99 131 + 004 042 + 0.01 43
MOHP03-29 17.06-22.06 33.2 107 : i i
MOHP03-30 22.06-27.06 39.8  12.9 i i i
MOHP03-31 27.06-02.07 294 95 i i i
MOHP03-32 02.07-07.07 176 5.6 i i i
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Tabelle 6.6: Erlduterungen vgl. Tabelle 6.75.

Bezeichnung  Zeitraum PM2.5 WSP(>5 kDa) WSFF’,(I\jlz ';Da)’

[mg]  [ug/m’] [mg] [ug/m”] [%]
MOHP03-33 07.07-12.07 39.6 127 - - -
MOHP03-34 12.07-17.07 29.8 9.7 - - -
MOHP03-35 17.07-22.07 225 7.3 1.00 + 0.02 0.32 + 0.01 4.4
MOHP03-36 22.07-27.07 24.4 7.9 0.98 + 0.01 0.32 + 0.00 4.0
MOHP03-37 27.07-01.08 21.1 7.0 0.91 + 0.04 0.30 + 0.01 4.3
MOHP03-38 01.08-06.08 423  13.7 1.35 + 0.03 0.44 + 0.01 3.2
MOHP03-39 06.08-11.08 56.9  18.5 215 + 0.03 0.70 + 0.01 3.8
MOHP03-40 11.08-16.08 449 145 1.79 + 0.14 058 + 0.04 4.0
MOHP03-41 16.08-21.08 30.2 9.7 0.99 + 0.03 0.32 + 0.01 3.3
MOHP03-42 21.08-26.08 319  10.3 1.23 + 0.03 0.40 + 0.01 3.9
MOHP03-43 26.08-29.08 212  10.8 0.71 + 0.03 0.36 + 0.01 3.3
MOHP03-44 04.11-05.11 3.1 6.1 0.11 + 0.01 0.22 + 0.01 3.6
MOHP03-45 05.11-10.11 382  12.0 1.36 + 0.04 0.43 + 0.01 35
MOHP03-46  10.11-15.11 - - - - -
MOHP03-47 15.11-20.11 11.9 3.8 0.57 + 0.01 0.18 + 0.00 4.8
MOHP03-48 20.11-25.11 15.0 4.8 0.40 + 0.01 0.13 + 0.00 2.7
MOHP03-49 25.11-30.11 22.8 7.2 0.96 + 0.02 0.31 + 0.01 4.2
MOHP03-50 30.11-05.12 15.0 4.8 0.56 + 0.01 0.18 + 0.00 3.7
MOHP03-51 05.12-10.12 20.2 6.3 0.80 + 0.04 0.25 + 0.01 4.0
MOHP03-52 10.12-15.12 125 3.9 0.50 + 0.02 0.16 + 0.01 4.0
MOHP03-53 15.12-20.12 10.6 3.3 0.34 + 0.02 0.11 + 0.01 3.2
MOHP03-54 20.12-25.12 9.0 2.8 0.32 + 0.01 0.10 + 0.00 3.6
MOHP03-55 25.12-30.12 12.7 4.0 0.42 + 0.02 0.13 + 0.01 3.3
MOHP03-56 30.12-04.01 33.3  10.3 1.06 + 0.02 0.33 + 0.01 3.2
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Tabelle 6.7: Atmosphdrische PM2.5-Konzentrationen, Messkampagne: Meteorologisches Observato-
rium HohenpeiBenberg, Probennahmejahr: 2004. Blindwert: 0.45 +0.30 mg (-0.1-1.0 mg, N = 32).

Bezeichnung Zeitraum PM2.5 Bezeichnung Zeitraum PM2.5
[mg]  [ug/m’] [mg]  [ug/m’]

MOHP04-01 04.01-09.01 111 3.5 MOHPO04-32 17.06-22.06 15.9 5.1
MOHP04-02 09.01-14.01 5.8 1.8 MOHPO04-34 02.07-07.07 16.9 54
MOHP04-03 14.01-19.01 7.4 2.3 MOHP04-35 07.07-12.07 14.7 4.7
MOHP04-04  19.01-24.01 20.9 6.5 MOHP04-36 12.07-17.07  15.9 5.1
MOHP04-05 24.01-29.01 19.6 6.1 MOHP04-37 17.07-22.07 31.8 10.2
MOHP04-06  29.01-03.02 8.2 2.6 MOHP04-38 22.07-27.07 30.4 9.7
MOHPO04-06A 03.02-08.02 17.6 55 MOHPO04-39 27.07-01.08 48.6 15.6
MOHPO04-07  08.02-13.02 20.1 6.2 MOHP04-39A 01.08-06.08 55.7 18.0
MOHP04-08 13.02-18.02 51.1 15.9 MOHPO04-40 06.08-11.08 11.4 3.7
MOHP04-09  18.02-23.02 39.1 12.3 MOHP04-41 11.08-16.08  15.5 5.0
MOHP04-10  23.02-28.02 39.2 12.2 MOHP04-42 16.08-21.08  15.1 5.0
MOHP04-11 28.02-04.03 62.1 19.2 MOHP04-43 21.08-26.08 12.3 3.9
MOHPO04-12 04.03-09.03 66.2 20.6 MOHPO04-44 26.08-31.08 13.2 4.2
MOHP04-13  09.03-14.03 96.5 30.3 MOHP04-45 31.08-05.09  30.1 9.6
MOHPO04-14 14.03-19.03 24.1 7.6 MOHPO04-46 05.09-10.09 38.6 12.3
MOHP04-15  19.03-24.03 20.5 6.5 MOHP04-47 10.09-15.09  25.1 8.0
MOHP04-16  24.03-29.03 39.0 12.2 MOHP04-48 15.09-20.09 22.7 7.2
MOHP04-17  29.03-03.04 56.0 17.9 MOHP04-49 20.09-25.09  13.7 4.3
MOHPO04-18  03.04-08.04 144 4.5 MOHP04-50 25.09-30.09 11.6 3.6
MOHPO04-19 08.04-13.04 32.2 10.1 MOHPO04-51  30.09-05.10 21.5 6.8
MOHP04-20 13.04-18.04 45.6 14.4 MOHPO04-52 05.10-10.10 26.0 8.3
MOHP04-21 18.04-23.04 16.1 5.1 MOHP04-52A 10.10-15.10 16.6 5.3
MOHP04-22  23.04-28.04 33.9 10.7 MOHP04-53 15.10-20.10 6.6 2.1
MOHP04-23  28.04-03.05 21.3 6.8 MOHP04-54 20.10-25.10 13.8 4.4
MOHP04-24 03.05-08.05 11.6 3.7 MOHPO04-55 25.10-30.10 14.4 4.6
MOHP04-25 08.05-13.05 16.3 5.1 MOHPO04-56  30.10-4.11 12.9 4.1
MOHP04-26 13.05-18.05 25.0 7.9 MOHP04-57  4.11-09.11 23.3 7.3
MOHP04-27  18.05-23.05 34.1 10.4 MOHP04-58 9.11-14.11 28.2 8.8
MOHP04-27A  23.05-28.05 33.1 6.7 MOHP04-59 14.11-19.11 24.7 7.7
MOHP04-28  28.05-02.06 21.1 71 MOHP04-60 19.11-24.11 14.1 4.4
MOHP04-29 02.06-07.06 225 7.2 MOHPO04-61 24.11-29.11 23.6 7.4
MOHP04-30 07.06-12.06 225 6.4 MOHP04-62 29.11-04.12 18.9 5.9
MOHP04-31 12.06-17.06 16.4 5.1 MOHP04-63 04.12-09.12 24.5 7.6
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Tabelle 6.8: CAAwseiskoay/Filter von sechs Blindfiltern (MOHP 2004). Nachweis(NWG)- und
Bestimmungsgrenzen (BG) wurden geméaB Blindwertmethode ermittelt (Abschnitt 3.2.5).

AA MOHPO04 Mittelwert NWG BG

-BO1 -B04 -B05 -B11 -B13 -B22 (3s)  (10s)

[nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol]  [nmol]
Asx 1.9 3.4 2.9 3.8 3.4 12 28 + 10 58 12.7
Glx 3.1 6.9 5.4 8.7 75 1.2 55 + 28 139 337
Ser 7.20 7.20 7.5 710 7.3" 69" 72+ 02 78 9.3
His 06" 0.6" 0.7 0.6" 0.7 06" 06 + 00 07 0.8
Gly 2.4 7.2 3.3 4.7 7.0 2.1 44 + 23 112 270
Thr  1.40 1.5 1.4 1.4 1.5 149 15 + 00 16 1.9
Arg 06" 1.2 0.9 0.9 1.2 06" 09 +02 16 3.3
Ala 15 4.1 2.1 2.8 2.0 09" 23+ 11 56 135
Tyr  0.3" 0.3" 0.3" 0.3" 0.3" 03" 03+ 00 04 0.4
Val 0.6 15 0.9 1.9 1.0 057 11 + 05 27 6.4
Phe  0.4% 0.5 0.6 0.7 0.8 04" 06 + 02 11 2.3
lle 0.5 1.1 0.8 1.7 1.2 04" 10 + 05 24 5.8
Leu 1.0 1.8 1.7 25 25 05" 17 + 08 4.0 9.5
Lys  0.6" 2.0 0.7 1.8 1.3 06" 12 + 06 3.1 7.4

(1) - angegeben ist die auf den Filter hochgerechnete NWG (OPA-HPLC-Methode).

Tabelle 6.9: CAAwsp 5 kpa VOn atmosphdrischen PM2.5-Proben (MOHP 2004). Fettgedruckte Amino-
sduren <NWG gemé&B Tabelle 6.8. Fortsetzung: Tabelle 6.10.

AA CAAysp-5 kpa)/Filter

MOHP-01 MOHP-07 MOHP-14 MOHP-19 MOHP-26 MOHP-34 MOHP-64

[nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol]
Asx 34 + 01 36 + 0.2 12.4 83 + 0.1 9.0 7.2 4.2
Gx 43 + 01 50 + 0.0 12.1 71 + 0.1 8.9 6.5 71
Ser ) KU KU KU) KU) KU) )
His ) KU KU KU) KU) KU) )
Gly 139 + 0.2 154 + 0.1 44.3 484 + 23 95.9 28.1 26.6
Thr -0 0 3.4 30 + 06 2.8 2.3 1.5
Arg 0 A0 0.8 A0 1.0 0.6 0.7
Aa 25 + 03 31 + 03 10.2 75 + 0.2 6.2 5.9 5.9
Tyr ) KU KU) KU) 05 KU) )
Val 1.0 + 02 1.1 + 0.3 24 1.5 + 0.2 15 1.8 2.2
Phe - 0 0.8 0 0.7 0.4 0.4
le 07 + 00 06 + 00 1.6 0.8 + 0.0 1.1 15 1.2
leu 14 + 01 14 + 0.2 2.8 1.6 + 0.2 22 1.7 2.1
Lys 09 + 00 13 + 0.1 2.0 1.7 + 0.1 1.9 1.8 1.8

(1) - <NWG (OPA-HPLC-Methode).
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Tabelle 6.10: Erlduterungen vgl. Tabelle 6.9.

AA CAAysp-s5 kpay/Filter
MOHP-12 MOHP-22 MOHP-37 MOHP-40 MOHP-46 MOHP-52 MOHP-58

[nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol]
Asx 10.3 30,3 + 0.9 274 + 0.3 28.1 27.2 16.2 9.3
Glx 9.0 353 + 1.7 203 + 1.3 22.4 21.6 13.1 9.8
Ser 7.2 13.4 + 3.7 78 + 0.5 8.0 6.8 5.0 10.4
His 0.6 1.7 + 0.5 1.0 £+ 0.2 0.8 0.9 1.3 1.8
Gly 72.7 876 + 78 814 + 14 106.4 130.6 52.7 26.4
Thr 4.0 11.0 £+ 1.2 73 + 0.2 8.1 7.5 4.1 3.7
Arg 0.8 10.2 + 0.8 1.7 + 041 1.6 1.6 2.8 2.6
Ala 9.6 18.4 + 0.8 196 + 2.0 23.2 26.5 11.9 8.0
Tyr 0.7 05 + 0.3 05 + 0.1 0.3 0.6 0.9 1.5
Val 1.8 95 + 0.6 42 + 0.1 5.2 4.2 3.0 2.6
Phe 0.7 1.7 + 0.1 14 + 0.0 1.3 1.4 1.4 1.7
lle 1.3 54 + 0.2 29 + 0.0 3.0 23 2.6 23
Leu 2.6 6.9 + 0.1 45 + 0.1 4.8 4.7 4.3 3.8
Lys 3.7 147 + 1.6 42 + 04 4.2 4.3 5.6 3.8

Tabelle 6.11: Aminosdurezusammensetzung der WSP(>5 kDa)-Fraktion von atmosphérischen
Feinstaubproben (Abbildung 3.64). Die Daten der linken Spalte sind nicht-korrigierte Werte, die der
rechten Spalte wurden mit den Aminosdurewiederfindungen nach Hydrolyse HM6 von BSA Korrigiert.

AA Stoffmengenanteil
MOHP04-22 MOHP04-37 MOHP04-40 MOHPO04-46 MOHPO04-52
[Mol%] [mol%] [mol%] [Mol%] [mol%]
Asx 10.8 10.6 13.1 12.7 11.4 11.1 10.0 9.7 114 11.2
Glx 12.6 11.9 9.7 9.1 9.1 8.5 79 74 93 8.7
Ser 4.8 6.4 3.7 4.9 3.3 4.3 25 3.3 3.6 4.7
His 0.6 0.5 0.5 0.4 0.3 0.3 03 03 0.9 0.7
Gly 31.3 314 39.0 389 43.1 43.0 48.0 48.0 37.2 37.4
Thr 3.9 4.9 3.5 4.3 3.3 4.0 28 34 29 3.6
Arg 3.6 2.9 0.8 0.6 0.7 0.5 06 05 20 1.6
Ala 6.6 6.4 9.4 9.1 9.4 9.2 9.7 95 84 8.2
Tyr 0.2 0.2 0.2 0.2 0.1 0.1 0.2 0.2 0.6 0.7
Val 3.4 3.4 2.0 2.0 21 21 1.5 1.5 2.1 2.1
Phe 0.6 0.6 0.7 0.6 0.5 0.5 05 05 1.0 1.0
lle 1.9 1.9 1.4 1.4 1.2 1.2 09 08 1.8 1.8
Leu 25 2.4 2.1 2.1 2.0 1.9 1.7 1.7 3.1 3.0
Lys 5.3 4.6 2.0 1.7 1.7 1.5 16 14 39 3.4
Trp, Pro, Cys, Met 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 118 11.8 11.8
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Tabelle 6.12: Aminosdurezusammensetzung verschiedener Proteine. Erlduterungen vgl. Abbildung

3.66.
AA Stoffmengenanteil
WSP(>5 kDa) PGRS36 GRP2 GRP1 BSA Betv1
[mol%] [mol%] [mol%] [mol%] [Mol%] [mol%]
Asx 111 £ 1.1 9.4 9.5 7.8 9.3 11.3
Glx 91 + 1.7 3.1 8.9 7.2 13.6 10.0
Ser 47 + 141 6.3 4.2 7.8 4.8 6.9
His 04 + 0.2 0.8 0.0 0.0 2.9 2.5
Gly 39.7 + 6.2 39.3 38.7 39.2 2.7 8.8
Thr 41 + 0.6 3.1 3.6 3.0 5.8 5.6
Arg 1.2 + 1.1 2.0 7.1 7.8 3.9 1.9
Ala 85 + 1.2 13.8 5.4 4.2 7.9 6.9
Tyr 03 + 0.2 1.0 6.0 5.4 3.4 4.4
Val 22 + 07 4.1 3.6 3.0 6.2 7.5
Phe 06 + 0.2 2.2 3.6 3.0 4.6 5.0
lle 14 + 04 2.4 2.4 2.4 2.4 8.1
Leu 22 + 05 6.7 2.4 2.4 10.5 5.6
Lys 25 + 14 0.2 1.2 2.4 10.1 9.4
Trp, Pro, Cys, Met 11.8 55 3.6 4.2 11.8 6.3
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6.3 MUNCHEN-GROSSHADERN (IWC)

Tabelle 6.13: Atmosphérische PMZ2.5-Konzentrationen, Messkampagne: Insitut flir Wasserchemie
und chemische Balneologie Miinchen-GroBhadern (IWC), Probennahmejahr: 2005. Blindwert:
0.76 +0.34 mg (0.4-1.9 mg, N = 25).

Bezeichnung Zeitraum PM2.5 Bezeichnung Zeitraum PM2.5
[mg]  [pg/m’] [mg]  [ug/m’]
IWC05-01 23.12-28.12 21.0 6.5 IWC05-33 09.05-13.05 17.7 6.8
IWC05-02  28.12-02.01 21.7 6.6 IWC05-34 13.05-17.05 21.5 8.3
IWC05-03  02.01-07.01 13.0 3.9 IWC05-35 17.05-21.05  26.0 10.0
IWC05-04 07.01-12.01 24.5 7.5 IWC05-36 21.05-25.05 15.9 6.2
IWC05-05 12.01-17.01 50.2 15.3 IWC05-37 25.05-29.05 26.8 10.5
IWC05-06 17.01-22.01 16.1 4.9 IWC05-38 29.05-03.06  36.1 11.3
IWC05-07 22.01-27.01 454 13.8 IWC05-39 03.06-08.06  20.5 6.3
IWC05-08 27.01-01.02 74.1 224 IWC05-40 08.06-13.06  28.0 8.7
IWC05-09 01.02-06.02 50.8 15.4 IWC05-41 13.06-18.06  30.1 9.4
IWC05-10  06.02-10.02 87.6 33.8 IWC05-42 18.06-23.06  35.7 11.2
IWC05-11 10.02-14.02 10.3 4.0 IWC05-43 23.06-28.06 46.1 14.6
IWC05-12 14.02-18.02 41.4 15.8 IWC05-44 28.06-03.07 25.0 7.8
IWC05-13 18.02-22.02 61.5 23.5 IWCO05-45 03.07-08.07 14.7 4.6
IWC05-14  22.02-26.02 124.8  48.2 IWC05-46 08.07-13.07 24.2 7.5
IWC05-15  26.02-02.03 62.1 234 IWC05-47 13.07-23.07 67.0 10.6
IWC05-16  02.03-06.03 113.6  44.4 IWC05-48 23.07-02.08 60.2 9.5
IWC05-17 06.03-10.03 56.7 21.5 IWC05-49 02.08-12.08 447 7.0
IWC05-18 10.03-14.03 31.1 11.9 IWCO05-50 12.08-22.08 65.7 10.2
IWC05-19 14.03-18.03 28.9 11.2 IWCO05-51 22.08-01.09 68.7 10.7
IWC05-20  18.03-22.03 34.5 13.3
IWC05-21 22.03-26.03 64.9 25.1
IWC05-22 26.03-30.03 40.4 15.7
IWC05-23  30.03-03.04 64.9 24.9
IWC05-24  03.04-07.04 42.7 16.5
IWC05-25  07.04-11.04 25.8 9.9
IWC05-26  11.04-15.04 59.9 23.2
IWC05-27  15.04-19.04 24.1 9.4
IWC05-28 19.04-23.04 22.8 8.8
IWC05-29  23.04-27.04 17.3 6.7
IWC05-30 27.04-01.05 18.1 7.0
IWC05-31 01.05-05.05 22.1 8.7
IWC05-32  05.05-09.05 13.5 5.2
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Tabelle 6.14: Gesamtaminosduregehalt der TP-Fraktion (TAArp) von Blindfilter- und PM2.5-Proben

(IWC 2005).
AA TAA
IWC05-B19 IWC05-B21  IWC05-B25 IWC05-37 IWC05-40 IWC05-43

[nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol]
Asx 172 + 02 156 + 0.0 422 + 22 1337 + 25 925 + 10.0 1761 + 3.3
Glx 313 + 01 267 + 03 77.0 + 27 1606 + 1.7 1015 + 3.7 1695 + 1.9
Ser 294 + 05 159 + 11 344 + 13 671 + 130 83.0 + 305 40.0 + 5.1
His 36 + 0.3 25 + 0.0 66 + 0.6 212 + 0.8 - 18.7 + 0.3
Gly 635 + 1.4 519 + 0.8 76.4 4427 + 259 502.3 + 149 780.0 + 2.2
Thr 79 + 04 55+ 00 174 + 06 515 + 34 439 + 65 442 + 05
Arg 101 + 01 103 + 03 371 + 15 436 + 1.1 295 + 06 390 + 0.5
Ala 152 + 01 161 + 06 411 + 1.9 1639 + 84 1281 + 13.8 186.4 + 0.1
Tyr 37 + 02 41 + 02 101 + 0.7 @ @ @
Val 135 + 05 146 + 0.3 398 + 28 725 + 52 450 + 11 713 + 58
Phe 37 +01 42+ 00 112+ 05 269 + 03 169 + 05 283 + 0.7
lle 77 + 01 100 + 01 181 + 0.6 453 + 1.3 436 + 20 491 + 05
leu 113 + 05 115 + 01 354 + 09 757 + 07 411 + 38 762 + 50
Lys 94 + 12 95+ 08 131 + 0.1 1241 + 33 988 + 11.3 1292 + 7.5

(1) - <NWG (OPA-HPLC-Methode); (2) - nicht quantifizierbar - Coelution.

Tabelle 6.15: Aminosduregehalt von Methoden-, Extraktions-, SEC- und Hydrolyseblindproben.

AA TAAp TAAp TAAwsp CAAwspi5kpa) CAAwspi-5kpay CAAwsp(s5 kDa)
Methode Extraktion Extraktion Extraktion SEC Hydrolyse
[nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol]
Asx 8.4 + 0.1 15+ 00 70 £ 0.0 1.0 + 0.0 1.3 + 0.0 0.7
Glx 141 £ 0.2 09 + 0.0 10.7 + 0.0 1.6 + 0.0 22 + 0.0 1.1
Ser 119 + 0.3 42 + 03 28 + 02 1.0 + 0.1 1.8 + 0.1 0.7
His 1.5 + 0.0 06 £+ 0.0 1.0 + 0.0 0.1 + 0.0 0.3 £ 0.0 0.1
Gly 30.7 £ 0.2 73 £ 03 151 + 0.2 26 + 0.1 3.8 + 0.2 1.6
Thr 35 + 0.1 1.4 + 0.1 1.8 + 0.1 04 + 0.0 0.6 = 0.0 0.3
Arg 50 £ 0.2 04 + 00 32 + 0.0 0.3 = 0.0 0.7 = 0.0 0.3
Ala 6.6 + 0.1 22 + 01 44 + 0.0 0.7 + 0.1 1.5 + 0.0 0.5
Tyr 1.9 + 0.1 Ay 16 + 0.1 Ay 0.3 + 0.0 0.1
Val 72 + 0.0 11 + 00 32 <+ 0.1 0.5 + 0.0 0.7 = 0.0 0.4
Phe 1.8 + 0.1 0.5 + 0.1 1.2 + 0.0 0.2 + 0.0 0.3 = 0.0 0.2
lle 3.3 £ 0.0 05 + 00 22 + 0.0 0.3 = 0.0 05 = 0.0 0.2
Leu 52 + 0.1 0.7 £+ 0.0 38 + 0.1 0.4 + 0.0 0.7 £ 0.0 0.5
Lys 3.5 + 0.1 09 £+ 01 43 + 0.2 0.5 + 0.1 0.8 + 0.1 0.5

(1) - nicht quantifizierbar - Coelution.
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Tabelle 6.16: Freier (FAA), gebundener (CAA) und gesamter Aminoséuregehalt (TAA) der TP-, WSP-
und WSP(>5 kDa)-Fraktionen des Blindfilters IWC05-B25.

AA IWC05-B25

TAAw CAAp TAAwsp FAAwsp CAAysp CAAWSP(>5 kDa)

[nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol]
Asx 422 + 22 181 + 22 446 + 03 291 + 03 155 + 0.5 6.0 + 0.1
Glx 77.0 + 2.7 703 + 27 1117 + 06 6.7 + 0.3 1050 + 0.7 133 + 0.2
Ser 344 + 1.3 -83.8 + 1.8 427 + 05 1182 + 1.2 -755 + 1.3 7.4 + 0.3
His 6.6 + 0.6 16 + 0.7 123 + 03 50+ 04 73 + 05 12 + 0.1
Gly 76.4 177 + 0.3 1048 + 20 588 + 0.3 46.0 + 20 109 + 0.2
Thr 174 + 0.6 72 + 08 168 + 00 245 + 05 -78 + 05 3.7 + 0.1
Arg 371 + 15 356 + 1.5 44 + 0.1 15+ 02 29+ 02 09 + 00
Ala 411 + 1.9 21 + 19 495 + 05 391 + 0.1 105 + 05 4.1 + 0.1
Tyr  10.1 + 0.7 46 + 07 60+ 00 55+ 03 05+ 03 R
Val 398 + 28 284 + 29 171 + 04 114 + 04 57 + 05 21 + 0.0
Phe 112 + 05 68 £+ 05 41 + 00 44 +02 -03+02 04+ 0.0
le 181 + 0.6 114 + 0.7 80 + 0.1 67 + 02 13 +02 1.1 + 0.0
Leu 354 + 0.9 273 + 1.0 104 + 00 82 + 04 22+ 04 1.4 + 0.0
Lys 131 + 0.1 90 + 09 184 + 06 41 + 09 143 + 10 26 + 0.1

(1) - nicht quantifizierbar - Coelution.

Tabelle 6.17: Freier (FAA), gebundener (CAA) und gesamter Aminoséuregehalt (TAA) der TP-, WSP-
und WSP(>5 kDa)-Fraktionen der PM2.5-Probe IWC05-48.

AA IWC05-48

TAAw CAAp TAAysp FAAysp CAAysp CAAwsp(>5 kpa)

[nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol]
Asx 3262 + 6.9 2808 + 7.0 1474 + 33 454 + 14 1020 + 35 287 + 04
Glx 3314 + 25 3076 + 26 1592 + 11 238 + 0.7 1354 + 13 227 + 0.2
Ser 1051 + 119 154 + 119 965 + 92 896 + 00 6.8 + 92 174 + 0.
Hs 442 + 12 399 + 13 93 + 03 42 + 06 50 + 06 19 + 0.1
Gly 10239 + 21.8 8194 + 26.8 8221 + 12.6 2045 + 155 6176 + 20.0 1044 + 1.5
Thr 1006 + 41 906 + 42 333 + 03 100 + 0.7 234 + 0.8 123 + 0.2
Arg 944 + 59 786 + 6.0 174 + 08 159 + 09 152 + 12 3.0 + 0.0
Ala 3589 + 41 2227 + 46 1909 + 18 1361 + 19 548 + 26 26.1 + 0.3
Tyr 402 + 1.3 @ _(M _(M _@ _(M
Val 1585 + 66 1528 + 66 30.0 + 03 57 + 04 243 + 05 87 + 0.2
Phe 660 + 02 636 + 02 116 + 06 24 + 00 92 + 06 21 + 0.0
le 106.1 + 04 1019 + 05 196 + 05 43 + 03 1583 + 06 49 + 01
Leu 1802 + 13 1626 + 1.3 400 + 19 176 + 02 223 + 19 91 + 0.0
Lys 2022 + 42 1511 + 42 611 + 12 511 + 07 100 + 14 161 £+ 0.2

(1) - nicht quantifizierbar - Coelution; (2) - siehe FAAwsp.
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Tabelle 6.18: Freier (FAA), gebundener (CAA) und gesamter Aminosduregehalt (TAA) der TP-,
WSP- und WSP(>5 kDa)-Fraktionen der PM2.5-Probe IWC05-50.

AA IWC05-50

TAA CAAp TAAwsp FAAwsp CAAysp CAAWSP(>5 kDa)

[nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol]
Asx - - 1348 + 42 330 + 0.3 1018 + 42 294 + 0.2
Glx - - 130.1 + 0.8 150 + 0.0 1151 + 0.8 236 + 0.4
Ser - - 1008 + 16.7 287 + 02 721 + 167 114 + 1.1
His - - 82 + 0.2 3.1 + 0.0 51 + 0.2 25 + 0.0
Gly - - 7551 + 39.5 167.8 + 0.0 587.3 + 39.5 120.1 + 0.8
Thr - - 335 + 2.0 51 + 0.0 284 + 20 11.7 + 0.1
Arg - - 122 + 0.0 106 + 1.8 15 + 1.8 3.6 + 0.0
Ala - - 2044 + 25 1000 + 1.3 1044 + 28 29.0 + 0.2
Tyr - - 395 + 0.3 @ @ @
Val - - 241 + 0.1 @ - 8.4 + 0.1
Phe - - 9.6 + 0.1 R - 1.8 + 0.1
lle - - 176 + 0.2 @ M 52 + 0.0
Leu - - 325+ 05 102 + 01 223 + 05 8.6 + 0.1
Lys - - 56.0 + 40 436 + 1.6 124 + 43 202 + 04

(1) - <NWG (OPA-HPLC-Methode); (2) - nicht quantifizierbar - Coelution; (3) - siehe FAAwsp.

Tabelle 6.19: Freier (FAA), gebundener (CAA) und gesamter Aminosduregehalt (TAA) der TP-, WSP-
und WSP(>5k Da)-Fraktionen der PM2.5-Probe IWC05-51.

AA IWC05-51

TAAw CAAp TAAysp FAAwsp CAAysp CAAysp(>5 kpa)

[nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol] [nmol]
Asx 323.2 + 0.8 280.7 + 1.3 1384 + 7.7 426 + 1.0 958 + 7.7 23.8 £ 0.9
Glx 3595 + 2.0 3440 + 21 153.7 £+ 49 155 + 0.4 1382 + 4.9 20.2 + 0.1
Ser 964 + 0.5 132 + 3.0 1002 + 95 831 + 3.0 171 + 99 10.1 + 04
His 457 + 0.9 441 + 1.0 56 + 0.0 1.5 + 0.3 41 + 0.3 1.5 + 0.0
Gly 1156.8 + 30.8 1077.7 + 315 8108 + 146 791 + 6.3 731.7 £+ 159 1113 + 125
Thr 106.6 + 1.3 999 + 1.3 340 £+ 04 6.7 + 0.2 273 + 05 8.8 =+ 0.1
Arg 940 = 1.0 848 + 1.2 9.0 £ 0.0 92 + 06 -0.2 + 0.6 21 + 0.0
Ala 3724 + 1.9 2755 + 1.9 1995 + 96 969 + 0.5 1026 + 9.6 252 + 0.0
Tyr 570 + 0.7 @ @ K0 @ K0
Val 178.0 £+ 16.0 1747 + 16.0 293 + 05 34 + 0.3 259 + 0.6 70 + 0.3
Phe 805 + 1.9 @ 11.8 + 0.3 - @ 1.4 + 0.0
le 1139 + 1.3 @ 20.1 + 0.1 0 @ 36 + 0.1
Leu 2046 + 9.2 182.6 + 9.2 458 £+ 1.2 220 + 05 239 + 1.3 8.4 + 0.1
Lys 2318 + 3.2 165.7 + 3.2 73.0 + 44 66.1 + 0.0 70 =+ 44 221 + 141

(1) - nicht quantifizierbar - Coelution; (2) - keine Berechnung mdglich,

da Coelution bei FAAwsp-Bestimmung.
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Tabelle 6.20: Aminosdurezusammensetzung von atmosphdrischen PM2.5-Proben (Abschnitt 3.2.6.4).

AA Stoffmengenanteil

IWC05-48 IWC05-50 IWC05-51

WSP WSP(>5kDa) WSP WSP(>5kDa) WSP  WSP(>5kDa)
[mol%] [mol%] [mol%)] [mol%] [mol%] [Mol%]

Asx 8.1 9.4 6.5 8.7 6.1 7.9
Gilx 10.2 7.5 7.0 6.6 8.3 6.3
Ser 0.8 5.7 6.9 5.1 1.6 5.1
His 0.4 0.6 0.3 0.7 0.3 0.5
Gly 52.3 34.3 39.9 37.8 49.4 39.3
Thr 2.1 4.1 2.1 3.9 2.0 3.3
Arg 0.1 1.0 0.1 1.0 -0.0 0.6
Ala 4.4 8.6 6.7 8.6 6.5 8.4
Tyr @ @ K 5 6 6
Val 1.9 29 - 25 1.7 24
Phe 0.8 0.7 - 0.5 - 0.5
lle 1.2 1.6 - 1.5 - 1.2
Leu 1.8 3.0 1.4 25 1.5 2.8
Lys 0.7 5.3 0.7 5.3 0.4 6.6
(1) 15.3 15.3 - 15.3 - 15.3
(2) - - - - 22.2 -
(3) - - 28.5 - - -

(1) - Tyr, Trp, Pro, Cys, Met; (2) - Tyr, Phe, lle, Trp, Pro, Cys, Met; (3) - Tyr, Val, Phe, lle, Trp, Pro, Cys, Met;
(4) - siehe FAAWSP und CAAWSP(>5 kDa) in Tabelle 6.17; (5) - siehe FAAWSP und CAAWSP(>5 kDa) in Tabelle 6.78;
(6) - siehe FAAWSP und CAAWSP(>5 kDa) in Tabelle 6.19.
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6.4 ZUGSPITZE (SCAVEX)
Tabelle 6.21: Atmosphdrische PMZ2.5-Konzentrationen, Messkampagne: Schneefernerhaus
Zugspitze, Probenahmejahr: 2003. Blindwerte: 0.11 + 0.77 mg (-0.5-1.4 mg, N = 5), 1 AusreiBer:
5.3 mg.
Bezeichnung Zeitraum PM2.5
[mg] [ug/m’]
SCAVEX03-01 09.09 - 13.09 45 2,0
SCAVEX03-02 13.09 - 17.09 4.4 2,0
SCAVEXO03-03 17.09 - 21.09 13,0 5,8
SCAVEX03-04 21.09 - 25.09 14,7 6,5
SCAVEX03-05 25.09 - 29.09 10,8 4,8
SCAVEX03-06 29.09 - 03.10 7,3 3,2
SCAVEX03-07 03.10 - 06.10 0,9 0,6
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AA
ACN
AF
API
AW

BG
CA
CAA

d
DABS-CI
EC

EIA

ESI
EtOH
FMOC-CI
Fuer
HOAc
HM

HSA
HPLC
HULIS
IAC

IC

ISTD
IwC

Aminosaure(n)

Acetonitril

Aufstockungsfaktor

atmospheric chemical ionization
Aufstockungswiederfindung

Ordinatenabschnitt

Bestimmungsgrenze

compositional agreement

combined amino acids (proteingebundene Amino-
sauren)

Durchmesser
4-Dimethylaminoazobenzol-4’-sulfonyl-chlorid
elemental carbon (elementarer Kohlenstoff)
Enzymimmunoassay

electrospray ionization

Ethanol

9-Fluorenylmethoxycarbonyl-chlorid
derivatisierungsbezogener Verdinnungsfaktor
Essigsaure

Hydrolysemethode

Humanserumalbumin
Hochleistungsflissigchromatographie

humic-like substances (huminstoffahnliche Substanzen)
Immunaffinitdtschromatographie
lonenchromatographie

Interner Standard

Institut fir Wasserchemie und Chemische Balneologie
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LC Flissigchromatographie

m Steigung der Kalibriergeraden

mAk monoklonaler Antikérper

M mol/I

MALDI matrix assisted laser desorption ionization
MeOH Methanol

MOHP Meteorologisches Observatorium HohenpeiB3enberg
MPA 3-Mercaptopropionsaure

MS Massenspektrometrie

M, 25 25 % getrimmtes Mittel

MTP Mikrotiterplatte

Mw Mittelwert

m/z Masse-zu-Ladung-Verhaltnis

N Anzahl Kalibrierldésungen bzw. Datenpunkte
N’ Anzahl Parallelmessungen je Kalibrierlésung
NAC N-Acetyl-L-Cystein

NBD-F 4-Fluoro-7-nitro-benzoxadiazol

N4 Anzahl von Protonen als Ladungstrager
NTP Normalbedingungen (p = 1013,25 hPa, T = 0°C)
NWG Nachweisgrenze

oC organic carbon (organischer Kohlenstoff)
OPA o-Phthaldialdehyd

OVA Ovalbumin

pAk polyklonaler Antikérper

PBAP priméare biologische Aerosolpartikel

PEEK Polyetherethylketon

PH Hydrolysedruck

PITC Phenylisothiocyanat

PM particulate matter

PVDF Polyvinylidendifluorid

RG XP1500 Reaktionsgefal

RefG XP-1500 Referenzreaktionsgefa3

RH Relative Feuchte

RP reversed phase

RT Raumtemperatur

R; Retentionszeit

SEC GréBenausschlusschromatographie
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SDS
TAA
TC
th

Ty
TNM
TP
Trp.
TSP
Vini

W2
WSP

Natriumdodecylsulfat

total amino acids (Gesamtaminosauren)
total carbon (Gesamtkohlenstoff)
Hydrolysezeit
Hydrolysetemperatur
Tetranitromethan

total protein (Gesamtprotein)
Tropfen

total suspended particles
Injektionsvolumen
Probenahmevolumen

Peakbreite auf halber Peakh6he

wasserlosliches Protein
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