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CWROM. 4105 

Eine Routinemethode zur quantitativen Bestimmung van ATP und sein’en 
Abbauprodukten Em !Muskel post mortem’ 

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

Saulenchromatographische Verfahren i-4 haben den Nachteil, dass sie sehr zeit- 
raubend und daher fur Routineuntersuchungen wenig geeignet sind. Die Elektro- 
phorese von Nucleotiden”p6 setzt eine Entsalzung der Extrakte voraus, da h6here 
Konzentrationen an Fremdionen die Trennung erheblich storen. Eine Vorentsalzung 
ohne Substanzverluste ist nur schwer durchftihrbar. Aus diesem Grunde kommt die 
Elektrophorese zur quantitativen Bestimmung von Nucleotiden, Inosin und ,Hypo- 
xanthin lcaum in Frage. Ebenso wie die S3.ulcncl~romatograpl~ie erfordern such 
papierchromatographische Verfahrenls ‘9 g einen erheblichen Zeitaufwand. Sie sind 
dtinnscl~icl~tcl~romatographiscl~en Untersuc1~ungsmethodcnD-l’ such hinsichtlich der 
Empfindlichkeit unterlegen. Diinnscl~icl~tcl~romatograpl~iscl~en Untersuchungsme- 
thoden ist daher der Vorzug zu geben. Zur quantitativen Dtinnschichtchromatographie 
empfiehlt PATAKI 1% 12 die direkte fluorimetrische und remissions-spektroskopische 
Auswertung der Dtinnscl~icl~tcl~romatogramn~e. Die bei diesem Verfahren angewandte 
zweidimensionale Dtinnscl~icl~tcl~romatograpl~ie ist jedoch ftir Serienuntersuchungen 
wenig geeignet, da jeweils nur eine Probe analysiert werclen kann. 

Unser Bestreben war es, ein Verfahren zu entwickeln, das (I) die Bestimmung 
samtlicher Abbauprodukte des ATI? durch eindimensionale Diinnscl~ichtchromato- 
graphie und (2) die Mtiglichkeit zur direkten quantitativen Auswertung auf der Platte 
gestattete, Beide Forderungen werden von kcinem der bekannten Verfahren erftillt. 

Wir prtiften daher verschiedene Tragersubstanzen und Fliessmittel auf ihre Eig- 
nung fur die Dilnnschichtchromatographie von ATP und seinen Abbauprodukten. 
Einem Hinweis von STAHL~~ folgend, dass die Nachweisbarkeit von fluoreszierenden 
Stoffen durch fluoreszenzversttirkende Stoffe erhoht wird, versuchten wir eine dtinn- 
scl~icl~tcl~romatograpl~ische Trennung auf Kieselgel HP**-Platten. Nach geeigneter 
Variation alkoholisch-ammoniakalisch- wassriger Fliessmittel erhielten wir eine sau- 
bere, quantitativ auswertbare Trennung von ITP/ATP/IDP/ADP/IMP/AMP/Inosin 
und IIypoxanthin” * * in der angegebenen Reihenfolge. 

Sztbsta~zze~z,. Als Trggermaterial wurde Kieselgel HI;,,, nach ST..\HL der Pa. 
Merck, Darmstadt, verwendet. Athylenglykol-mono-athylather (GMAA), Athylen- 

* Dicsc Arbeit wurdc durch lMitte1 clcs Vcrbancles clcr Dcutschen Flcischwarcn uncl Peinlcost- 
inclustrie c.V. untersttitzt. ** I? = Fluoreszenzstoff. 

l * * ITP und IDP wurclen mit einbezogcn, obwohl sic im Skeletmuslccl nicht in nenncnswcrtcn 
Mengen vorlcommen. 
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glykol-mono-butylgther (GMBA) und Dioxan wurden ebenfalls von der Pa. Merck 
bezogen. Der Pa. Zellstoff-Fabrik Waldhof, Mannheim, danken wir ftir die freundliche 
Uberlassung der Nucleotide, des lnosins und des Hypoxanthins. 

Geriite. Die Trennung wurde durch aufsteigende Dtinnschichtchromatographie 
durchgeftihrt. Fiir die quantitative Auswertung der Chromatogramme wurde ein mit 
dem Aminco Bowman Spektrophotofluorimeter kombiniertes Auswertgerat fur Dtinn- 
scliicl~tplatten16~ l6 verwendet. Das Spektrophotofluorimeter war mit einer Xenon- 
Lampe und einer Photozelle IP-z8 ausgestattet:, Als Spaltprogramm wurde gewahlt : 

(a) auf der Seite des Anregungsmonochromators: 5 mm, 0.5 mm, 0.5 mm und (b) auf 
der Seite des Emissionsmonochromators: 5 mm, 5 mm. Die Fluoreszenzintensitat 
wurde tiber einen “Meter Multiplier” (Einstellung 0.3) mit einem logarithmischen 
Schreiber registriert. Die Feineinstellung erfolgte tiber einen Empfindlichlceitsregler. 

Herstcllung der Platten. 27 g Kieselgel HI? nach STAHL werden mit 60 ml Ha0 und 
4 ml Methanol sorgfaltig in einem Miirser verrtihrt. Der Zusatz von Methanol bewirkt 
eine Herabsetzung der Oberflachenspannung des Wassers und damit eine bessere 
Homogenisierbarkeit des Materials. Die Menge reicht aus fiir fiinf Dtinnschichtplat- 
ten von der Griisse 20 x 20 cm bei einer Schichtdicke von 0.25 mm. Die Platten 
werden wahrend I Std. an der Luft vorgetrocknet und 2 Std. lang bei 105’ imTrocken- 
schrank aktiviert. 

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

Bei der Untersuchung von Muskelextrakten treten bisweilen St8rungen auf, die 
siclz durch Zugabe von 20 Teilen Diathylather zum Fliessmittel beseitigen lassen. Die 
Empfindlichkeit des Nachweises fur Inosin und Hypoxanthin l&sst sich verbessern, 
wenn man den NH,/Wasser-Anteil urn die HBlfte verringert. Unter diesen Be- 
dingungen werden die Nucleotide jedoch kaum getrennt, Sehr gute Trennungen werden 
such mit einem Gemisch aus Isobutylalkohol-Oktylalkohol-GMAA-NHs-HzO im 
Verh&ltnis 30 : I0 : 70 : 15 : 55 erzielt. 

Dacrclzfiihrzc9zg der chronzatogm~~Izische?z Trennacng. Die Diinnschichtplatten wer- 
den mit einer Schablone in gleich breite Streifen von 0.9 cm eingeteilt. Im Abstand von 
etwa 2 cm vom unteren Plattenrand wird die Lijsung der Nucleotide mijglichst gleich- 
massig tiber die Streifen verteilt aufgetragen. Mit Hilfe eines Iions werden die Auftrag- 
stellen im warmen Luftstrom angetrocknet. Anschliessend wird die Platte in die mit 
dem Fliessmittel-Dampf gestittigte Kammer gestellt. Die Laufzeit fur eine Strecke 
von 17 cm, bei der die Nucleotide ausreichend getrennt werden, betrggt 2:s Std. Nach 
Hernusnahme aus dem Fliessmittel wird das Chromatogramm wahrend 20 Min. bei 
105 O getrocknet. 

Qaditative acwi! gtiantitative Auswevt?,cgag des Claronaatogramns. Zur Identifizierung 
der Nucleotide wird aas Chromatogramm unter einer kurzwelligen U.V.-Lampe be- 
trachtet. Mengen von etwa 0.3 p.g Nucleotid lcijnnen mit dem Auge noch deutlich 
erkannt werden. Aufgrund des optischen Eindrucks kijnnen bei einiger Ubung bereitss 
halbquantitative Aussagen gemacht werden. 

Die quantitative Auswertung der Chromatogramme erfolgt durch direkte Mess- 
ung der Fluoreszenz in Transmission, wathrend PATAICI 1% l3 die Remissionsanordnung 
anwendet. Die Eigenfluoreszenz des in der Kieselgel HP-Schicht verarbeiteten l?luor- 

f 
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eszenzstoffes wird im kurzwelligen U.V.-Bereich bei einer WellenlSinge von 270 nm 
angeregt. Das Emissionsmaximum liegt bei 520 nm. Dort, wo im Chromatogramm die 
Nucleotide erscheinen, tritt eine Fluoreszenzliischung auf, die proportional der Kon- 
zentration ist (s. Fig. I). 

. . 

Hypoxanthin 
> lnosin 

25- 

AT P D 0.79lyg /VI 

AMP I 0.868pg /VI 

Fig. I, Originaldiagramm der Iogarithmischcn Aufzcichnung einer Trennung von ATP, IDP, ADP, 
EMI?, Inosin uncl I-Iypoxanthin. Die Konzentration ist proportional cler von den Kurvcn um- 
schriebenen FlOchcn. 

Fig. 2. Eichlcurven ftir ATP und AMP. Bcicle Kurvcn weiscn zwei linestre Bereichc auf (siche Text). 

Zur Ausftihrung der Messung wird die Dtinnschichtplatte mit der beschichteten 
Seite nach unten in Richtung des anregenden Lichtstrahles auf den Transporttisch des 
Dtinnschichtchromatographie-Prtifgerates gelegt. Nachdem ein Blindwert mit einer 
maximalen Fluoreszenzintensit%t von IOO o/o eingestellt ist, wird der Transporttisch 
mittels eines Synchronmotors so iiber den feststehenden Lichtstrahl bewegt, dass das 
Licht durch das Zentrum der auf der Dtinnschichtplatte vorgezeichncten Streifen geht. 

NADH und NADPH k6nnen -unabh&ngig von der Fluoreszenzl6schung im 
kurzwelligen U.V.-Bereich _im langwelligen U.V.-Licht aufgrund der starken Eigen- 
fluoreszenz dieser Stoffe bestimmt werden. Bei einer Anregung mit Licht der Wellen- 
l%nge 366 nm wird ein Emissionsmaximum bei 470 nm gemessen. Da die quantitativen 
Veranderungen durch Emissionszunahme bestimmt werden, wird der Nullwert am 
Verstgrker auf IO y. eingestellt. Auf diese Weise ist nur die Bestimming der reduzierten 
For-men NADH und NADPH meglich. 
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Lincare Abhtingigkeit der Fludreszenzliischung van- der aufgetragenen Sub- 
stanzmenge ergab sich fiir die folgenden Stoffe in den Bereichen’ : 

ATP . 
JDP 

0.1 fig-5 /Ag 
o* 1 c1g-4 (48 

i;i 6.5 IAg-14 /Jg 

ADP 
5 Leg-= 2 pg 

IMP 
0.1 pg-2.5 pg und 5 /4g--T4 pg 
0.1 (Ag-4 r”1g und 

Ai0.P 
5 pg-12 pg 

Inosin 
0.1 tig-4 lug ufia 6 /Ag-13 (Ag 
0.1 IAg-1.5 1~6 uncl 2.4 pg- G pg 

Hypoxanthin 0.1 /Ag-1 /Ag und 1.5 pg- 3 pg 
3 

I . 

1 
. 

Die Ergebnisse sind gut reproduzierbar. Bei routindm&sige$ Untersuchungen von 
Muslcelextralcten l&men daher ftir Konzentrationsberechnungen Eichkurven ver- 
wendet werde’n (s. Fig. 2). Bei Aufstellung der Eichkurven wtirde der Mittelwert von 
vier Konzentrationsbestimmungen verwendet. Die Schwankungen,der Messergebnisse 
beliefen sich fiir Mengen von 0.1 pg bis I pg auf IO %,lftir Mengen urn 5 pg auf weniger 
als 5 yo. 

, 1 

Ftir die Untersuchung von MuskeQewebe . wurden- Petichlors%ureextrakte des 
Gewebes nach Neutralisation mit KOH iund Abtrennung des “KClO,-Niederschlages 
durch Zentrifugation (9500 U/.min) .ohrie weitere Entsalzung aufgetragen. Der Extrakt 

.* .’ ,* 
. I 

TABLE I 

VERCLEICM ZWISCI-IEN DER FLUORIMETRISCMEN ATP-BESTIMMUNG AUS DEM D~~JNSCIUCHTCI-IRO- 
MATOGRAMM TJND DER ENZYMATISCHEN ATP-BESTIMMUNG AN EINEM RINDERMU~~KEL-EXTRAKT 

ATP bezogen auf Gramm Frischgcwebe. 
. I 

Probe (mg/g) 

I II III . 

Enzymatischc ATP-Bcstimmung 
Fluorimctrischc ATP-Bestimmung 

1.72 
4*:7 

2.39 
1.Gg 4.&9 2.27 : 

--- -- -- ! . 

TABLE II 

QUANTITATIVE D~NNSCHICHTCI~ROtiATOGRAPHISCHE BESTIMMUNG VON n'L'P UND SEINEN ABBAU- 
PRODUICTEN 2u VERSCHIEDENEN ~331~13~ post ~zfwtcm (SICELETMUSKEL DES scwwmw) 

‘* 
Avtalytisck evmitteEtev G&aft 
@g/g Fvischgewebe) . 

Utngevecltnet auf A TP 
!(dg/g E~ischgepvebe) I ~ 

I I It 3 J& G it 7d a 
-_- 

xrr .* 2340 761 35G - 

ADP 1082 290 I52 
IAMI’ 288 2;: 1459 1275 
AMP 376 
Znosin &; 336 4:: 7% 
Hypoxanthin - 39 103 I24 

. 

I It 3 k’ G h . 7d 

1 2340 7G1 I 356 
1283 516 344 ;80 

332. 1297 2122 1857 
28 ,549 Go 

It33 636 1440 
- 145 461 

I .I ) 

Summc: 4151 3904 3993 3998 
Bilanz (%) : I00 93*9 95.9 96.1 
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wurde durch Homogenisieren von 2 g Gewebe mit 6.5 ml Perchlorsaure im Btihler- 
Homogenisator, anschliessende Filtration durch eine Glasfritte G, und Neutralisation 
eines aliquoten Filtratanteiles bei elektrometrischer pH-Anzeige hergestellt. 0.02 ml 

des Extraktes wurden fur die Chromatographie eingesetzt. 
Die Zuverlassigkeit der Methode wurde durch Vergleick fluorimetrisch ermit- 

telter ATP-Gshalte mit enzymatischen ATP-Bestimmungen nach der Methode von 
LAMPRECWT UND TRAUTSCWOLDT~' in Muskelextrakten geprtift. Hierbei ergab sich 
eine gute Ubereinstimmung; dies geht aus den in Tabelle I angeftihrten Ergebnissen 
hervor. 

Ein weiterer Beweis fur die Zuverlassigkeit der Methode folgt aus dem in Ta- 
belle II angeftihrten Beispiel einer Untersuchung von Schweinemuskelgewebe. Wie 
aus Tabelle II hervorgeht, l&St sich der zeitliche Verlauf des ATP-Abbaues mit diesem 
Verfahren gut verfolgen. Dartiber hinaus kann aus der Bilanz gefolgert werden, dass’ 
ausser ATP such die tibrigen Nucleotide, sowie Inosin und Hypoxanthin mit der 
erforderlichen Genauigkeit erfasst werden. 

Da nach der beschriebenen Methode auf einer Diinnschichtplatte bis zu ftinfzehn 
Muslcelextrakte gleichzeitig aufgetrennt und quantitativ bestimmt werden konnen, 
erscheint das Verfahren ftir Serienanalysen besonders geeignet. Zweckmassigerweise 
sollte man jedoch statt einer Einzelbestimmung jeweils eine Doppel- ocler Dreifach- 
bestimmung durchftihren, urn auf diese Weise Fehler, die in der Qualitat der Dtinn- 
schichtplatte liegen, zu vermeiden. 

I?astit& fiir Chemie wad Physik der Bwzdesamtalt 
fiir Fleischforschung’, 
KulmbaclzlOfr. (B.R.D.) 
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