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Alexandra Hugon

Ziel des Projekts

Es soll ein quantitatives Kapillarelektrophorese- (CE) Verfahren zur simultanen
Bestimmung von 3 nicht metabolisierenden Zuckern, die zur Abschatzung der
intestinalen Permeabilitédt von Patienten verwendet werden, aus Urin entwickelt
werden. Dabei soll der Probenvorbereitungsaufwand so gering wie mdglich
gehalten warden und ein LOD von 6*10° M fiir Rhamnose und Xylose und von
3*10°M fir Laktulose in Urin erreicht werden.

Methoden | Experimente | Resultate

Verschiedene Trenn- und Detektionsmethoden wurden fir die Laktulose,
Rhamnose und Xylose Bestimmung in Urin getestet. CE-Systeme mit
anschliessender Leitfahigkeits- oder indirekter UV-Detektion konnten die Zucker
trennen gaben aber ein ungeniigendes Detektionslimit von ungeféahr 3*10™" M.

APTS-Derivatisierung der Zucker und ihre Trennung mit verschiedenen CE-
Systemen ermdglichte, Rhamnose & Xylose mit UV und LIF mit einem LOD von
0.8*10° M bzw. 5*10° M zu detektieren. Laktulose hat ein ca. 20 x kleineres LOD,
d.h. mit der LIF-Detektion ist es geniigend fur das Ziel dieser Arbeit. Optimierung
der Reaktionsbedingungen (T°, Zeit, ...) verbessert die Reaktionsausbeute.
Laktulose migriert in Multi-Peaks, was seine Quantifizierung schwierig macht. Des
weiteren muss die Spezifizitdt der Methode verbessert werden, da mdgliche
Urinmatrixzucker gleichzeitig mit Rhamnose migrieren. Galaktose, ein
Monosacharidbaustein von Laktulose, kann effizient mit APTS reagieren, d.h. es
ware maoglich nach Laktulosespaltung Galaktose zu detektieren.
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Zeit (Min) Zeit (Min)

CE-Leitfahigkeitselektropherogram
einer Mischung aus 3
Zuckern : Lactulose (1), Rhamnose
(2), Xylose (3), je 0.3 mg / ml in
H,O. RB: 50 mM NaOH + 22.5
mM NaHPO,4 pH 12.4

CE-LIF-Elektropherogram : APTS-
derivatisierter Urin (schwarz) eines
Patienten 5 Stunden nach
Zuckerverabreichung und Blank
(pink). RB: 50 mM Phosphat pH
7.5, 3) ; Rhamnose (2), Xylose (3),
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Zielsetzung

1. Einleitung

1.1. Zielsetzung

Die quantitative Bestimmung der intestinalen Permeabilitdt mit Differenzialausscheidung
nach Zuckerverabreichung findet in der Gastroenterologie vielseitige Verwendung.
Verschiedene analytische Techniken ermdglichen die dazu noétige Zuckerquantifizierung
durchzufiihren. Viele Publikationen haben gezeigt, dass man mit Kapillarelektrophorese
(CE) effizient und schnell Zucker trennen und empfindlich detektieren kann. CE findent
oftmals erfolgreich Anwendung fur die Analyse von Molekilen in sehr komplexen Matricies
wie Urin, da aufgrund der hohen Trenneffizienz der Matrixbestandteile und der Analyten
erreicht werden kann und da im Gegensatz zur HPLC keine Interaktion mit einer stationdren
Phase stattfindet, d.h. es treten relative wenige Memoryeffekte auf.

Die empfindliche und prazise Analyse von Zuckern stellt eine grosse Herausforderung dar,
da sie strukturell sehr &hnlich sind, keine Chormophore tragen und sehr hydrophile
Eigenschaften haben.

Um Zucker zu trennen und zu detektieren, sind verschiedene Trennstrategien und
Detektionsarten mit oder ohne Derivatisierung mdoglich. Fur die Routineanalyse sind
Methoden ohne Derivatisierung (z.B. UV direkt mit Boratkomplex, UV indirekt, Leitfahigkeit,
arbeit bei hohen pH-Werten) interessant, da der  Probenvorbereitungsschritt der
Derivatisierung entfallt, was eine schelle Analyse erlaubt, aber auch ein geringes
Fehlerpotential auffweist. Nachteil ist die im Fall von Zuckern geringe
Nachweisempfindlichkeit. Durch Derivatisierung (z.B. mit APTS oder ANTS Derivatisierung),
wodurch Chromophore oder Fluorophore am Zucker angehangt werden, ist es maglich, sehr
geringe Mengen an Zuckern (pmol) zu bestimmen.

Die Aufgabe dieser Bachelorarbeit ist es, eine kapillarelektrophoretische Methode zu
entwickeln, die eine gleichzeitige Quantifizierung von Rhamnose, Xylose und Laktulose in
Urin zuldsst und routinetauglich ist. Es soll ein Detektionslimit von 6*10° M fir Rhamnose
und Xylose und von 3*10° M  fur Laktulose erreicht werden. Dabei soll der
Probenvorbereitungsaufwand so gering wie moglich gehalten werden.

Verschiedene Detektionsmethoden sollen getestet und miteinander verglichen werden. Als
erstes soll die Leitfahigkeitsdetektion getestet werden, da sie universell ist und keine
spezielle Probenvorbereitung erfordert. Der Nachteil dieser Methode ist eine geringe
Empfindlichkeit, die eventuell nicht dem Ziel dieser Arbeit entspricht. Parallel soll die
indirekte UV Detektion getestet werden. Wenn diese zwei Detektionsmethoden nicht zum
Ziel fUhren, soll die Zuckerderivatisierung mit verschiedenen Chromphoren und
anschliessender UV- oder LIF-Detektion getestet werden.

1.2. Formelsammlung

Tabelle 1: Formelsammlung

E elektrische Feldstarke [V/cm]
I3 Dieelektrizitatskonstante des Puffer [C*/Im]
Lget Kapillarlange bis zum Detektor [cm]
Liot totale Kapillarlange (Kapillarlange vom Inlet bis Outlet)  [cm]




Abkurzungen

Pufferviskositat [Ns/cm?]

n

q Elektrische Teilcheladung [C]

Tt STOKEscher Radius [um]

ty Migrationszeit [s]

|4 elektrische Spannung [V]
v,¢¢ | effektive Migrationsgeschwindigkeit des Analyt
VEgoF Wanderungsgeschwindigkeit des EOF [cm/s]
Vep elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit [cm/s]
WgoF elektrophoretische Mobilitat des EOF [cm?/Vs]
Hep elektrophoretische Mobilitat [cm?/Vs]

4 Zeta-Potential [V]
1.3. Abktlrzungen

Tabelle 2: Abkirzungen und Definitionen

ANTS 8-amminonaphtalene-1,3,6-trisulfonic acid

APTS 8-amminopyren-1,3,6-trisulfonic acid

Ara Arabinose

RB Background Electrolyte

CE Capillary Electrophoresis, Kapillarelektrophorese

CTAB Hexadecyltrimethylammonium bromide

CZE Capillary Zone Electrophoresis

El Electron Impact

ELSD Evaporative Light Scattering Detector

EOF Elektro(endo)osmotischer Fluf}

ESI Electrospray ionisation

Frau Fruktose

Gal Galaktose

Gluc Glukose

GC Gaz Chromatography, Gaschromatographie

HPAEC High Performance lon-Exchange Chromatography

HPLC High Performance Liquid Chromatography,
Hochleistungsfliissigchromatographi

ID Innerer Durchmesser

LIF Laser Induced Fluorescence, Laserinduzierter Frluoreszenz

LOD Limit of Detection, Detektionslimit

Man Mannose

MS Mass Spectrometry, Massenspektrometrie

NMP 1-(2-naphthyl)-3-methyl-5-pyrazolone

PMP 1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone

Rha Rhamnose

RB Running Buffer

RI Refractivity Index, Brechungsindex

THF Tetrahydrofurane

TTAB Tetradecyl-trimethyl-ammonium bromide

uv Ultraviolet

Xyl Xylose




Intestinale Permeabilitat

2. Theoretischer Teil

Dieses Kapitel behandelt die theoretischen Grundlagen, die fir diese Bachelorarbeit
notwendig sind. Die intestinale Permeabilitdt, die Kohlenhydratanalyse und besonders die
Mono- und Disaccharid-Analyse, die Kapillarelektrophorese, Mdglichkeiten und Strategien fir
eine quantitative Bestimmung von Laktulose, Rhamnose und Xylose werden behandelt.

2.1. Intestinale Permeabilitat

Der Test fur die intestinale Permeabilitdtsbestimmung ist eine nicht invasive diagnostische
Prozedur zur Beurteilung der Differenzialurinausscheidung nach oraler Zuckerverabreichung.
Er findet Anwendung in Bereichen der Gastroenterologie, Toxikologie oder der Untersuchung
von Untererndhrungsmechanismen (1).

Permeabilitat bezeichnet die Durchlassigkeit einer Membran fir einen geldsten Stoff mit
unmittelbarer Diffusion. Die Darmschleimhaut ist im Vergleich zu ihrem Grundzustand
durchlassiger fur intakte Zucker und Proteinewenn die Mukosagrenze beschadigt ist. Dies
kann z.B. durch Diabetes oder die Abdominal- und Krohn-Krankheit verursacht werden.

Verschiedenen Faktoren wirken auf die Urinausscheidung von Zuckern. Es gibt premukosale
Faktoren, wie der aktuelle Flissigkeitsgehalt im Magen, Magenentleerung, der aktuelle
Flissigkeitsgehalt im Darm, bakterielle Abbauaktivitt. Es gibt auch mukosale Faktoren wie
Permeationsweg oder Darmblutfluss und schliesslich auch postmukosale Faktoren wie
Metabolismus und endogene Produktion, Renalfunktion, Zeit und Vollstandigkeit von
Urinsammlung oder analytische Leistungen. Wenn unhydrolisierte Di- und Monosaccharid
zusammen aufgenommen werden, wirken alle diese Faktoren auf die Urinausscheidung.
Premukosale und postmukosale Faktoren wirken auf Mono- und Disaccharide
gleichermassen, folglich haben sie keinen Einfluss auf das 5-Stunden
Differenzialurineausscheidungsverhéltnis von Mono- zu Disacchariden. Das Laktulose /
Mannitol Verhéltnis wird oft als ein spezifischer Index fir intestinale Permeabilitat bendtzt (1).

Es gibt zwei Mdglichkeiten fir die Permeation von Stoffen und im besonderen von Zuckern
durch Darmmukosa. Kleinere Molekilen wie Monosaccharide gehen durch die Mukosa auf
einer transzellularen ,Route“ durch kleine Poren, und grossere Molekiile wie Dissacharide
gehen durch die Mukosa auf einer parazellularen ,Route” durch gréRere Poren. Diese zwei
Moglichkeiten sind in Abbildung 1 illustriert (2).

Laktulose, Rhamnose und Xylose sind fiir die Bestimmung der intestinalen Permeabilitat
interessant. Da diese zwei Monosacharide eine unterschiedliche intestinale Absorption
haben kann ihr Mengenverhéltnis bestimmt werden:

e Laktulose ist ein Disaccharid und geht langsam durch die parazellulare ,Route”.

¢ Rhamnose ist ein Monosaccharid und diffundiert meist auf transzellulare passive Art
durch die wasserigen Poren mit einer hdheren Rate als Laktulose.

e Xylose ist auch ein Monosacharid verwendet aber einen Carrier-vermittelten
Transport (3).



Kohlenhydratanalyse

Abbildung 1: parazellulare Diffusion von grosseren Molekiulen (links) und transzellulare Diffusion von
kleineren Molektlen (rechts) durch die Mukosa
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Die Bestimmung der intestinalen Permeabilitat hat viele verschiedene Anwendungen, am
meisten in der Gastroenterologie als Diagnostik flr gastrointestinale Krankheiten, aber auch
zur Bestimmung von Drogen- und Toxineinfliissen, oder bei Untererndhrung. Dieser Test ist
eine nicht invasive Prozedur, die eine invasive Erforschung des Darms antizipiert oder
ersetzt. Differenzialurineausscheidung von Mono- und Disacchariden ermoglicht, mehr als
90% von Patienten mit der Crohn-Krankheit zu diagnostizieren. Andere Krankheiten wie
Giardisis, Diabetes, Durchfallkrankheiten mit Beschadigungen der Magenschleimhaut oder
Rotavirus Infektion sind auch oft mit erhdhter intestinaler Permeabilitat verbunden (1).

2.2. Kohlenhydratanalyse

Kohlenhydrate spielen eine entscheidende Rolle in der Biotechnologie, in der Pharmazie
und in der Erndrungstechnologie. Die Entwicklung von angemessenen analytischen
Strategien und Techniken ist notwendig zur effizienten Kohlenhydratuntersuchung (4). Die
verwendeten Zucker fur den Test der intestinalen Permeabilitat dieser Arbeit sind zwei
Monosaccharide und ein Dissacharid. Einige ihrer physikalischen Eigenschafften sind in
Tabelle 3 zusammengefasst.

2.2.1. Kohlenhydrate

Von allen organischen Stoffen auf der Erde sind Zucker, oder Kohlenhydrate, nicht nur am
weitesten verbreitet, sondern sie kommen auch in sehr grossen Mengen vor. Kohlenhydrate
sind polyhydroxylierte Aldehyde oder Ketone, die in viele Lebensvorgange involviert sind.
Kohlenhydrate haben die folgenden wichtigen Funktionen:

e Sie dienen als Energiespeicher, Brennstoff und metabolische Zwischenprodukte

e Sie sind strukturelle Elementen in der Zellwand von Bakterien und Pflanzen und im
Exoskelett der Arthropoden
Sie sind integraler Bestandteil von Glycoproteinen und Glycolipiden

e Sie spielen Schlisselrollen in cell-to-cell Erkennungsprozessen (5)



Kohlenhydratanalyse

Die Kohlenhydrate sind in Monosaccharide, Oligosaccharide und Polysaccharide eingeteilt.
Monosaccharide sind Kohlenhydrate die mit 1 Kohlenhydratbaustein aufbaut sind,
Oligosaccharide haben weniger als 10 Kohlenhydratbausteine und Polysaccharide mehr als
10. Die Eigenschafften der Polysaccharide sind unterschiedlich von denjenigen der Mono-
und Oligosaccharide, sie sind z.B. oftmals schlechter I6slich in Wasser, sie schmecken nicht
suss und sind reaktionstrager. Bekannte Vertreter sind Stérke, Cellulose und Pektin (6). Die
Eigenschaften und die Struktur von Rhamnose, Xylose und Laktulose sind in der Tabelle 3
zusammengefasst.

Tabelle 3: Rhamnose-, Xylose- und Laktulose-Eigenschaften: Name, Vorkommen, Struktur, molare Masse
(g / mo')! pKa

Zucker Vorkommen Struktur MM pK,
OH e 0
L-Rhamnose Pflanzengummi, 3 164.16 12.04
CeH1,05 Pflanzenschleime, Glykoside OH ' '
OH OH
(0]
D- Xylose Xylane, Hemicellulosen, OH 150.13 12.70
CsH100s Pflanzengummi, Glykoside HO OH
OH
HO
o CHs,
OH HO
Laktulose Reversionsprodukt der @H 342.30 1214
C1oH0,01; Laktose "0 \ o ' '
OH
OH
OH

2.2.2. Analytische Methoden zur Bestimmung von Kohlenhydraten

Aufgrund der grossen Verbreitung und vielseitigen Rolle der Kohlenhydrate erlangt ihre
Analyse eine mehr und mehr steigende Wichtigkeit. In den letzten Jahren wurde die
Quantifizierung von Mono- und Disacchariden mit der Entwicklung von neuen Technologien
immer empfindlicher, schneller und praziser (7).

2.2.2.1. Kolorimetrie

Sehr einfache Bestimmungmethoden von Zucken basieren auf kolorimetrischen Messungen.
Die Zucker reagieren mit spezifischen Reagenzien und bilden farbige Reaktionsprodukte.
Diese kdénnen dann spektrophotometrisch gemessen werden. Kolorimetrische Methoden
basieren auf der Detektion von kolorierten Reaktionsprodukten, nach chemischen oder
enzymatischen Reaktionen. Diese Methodik erméglicht z.B. ein Detektionslimit von 1*10° M
fur Laktulose (8). Die Methodik ist einfach, quantitativ, billig und schnell (viele Proben kénnen
gleichzeitig analysiert werden). lhr Nachteil ist, dass Zucker in Mischungen bei der
spektrophotometrischen Messung interferieren und damit die Richtigkeit der Ergebnisse nicht
genlgend ist und eine Quantifizierung der einzelnen Zucker ist nicht mdglich.
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2.2.2.2. Chromatographie (LC)

Mit chromatographischen Methoden konnen die in Mischungen vorhandennen Zucker
analysiert werden und anschliessend mit verschiedenen Trenn- und Detektionsmethoden
guantifiziert / detektiert werden. Besonders die Hochleistung-Flissigchromatographie, in
Englisch high performance liquid chromatography (HPLC), erméglicht hohe Auflésung und
effizienteTrennungen, bendtigt allerdings im Verleich zur Kolorimetrie teurere Gerate.

Trennung

Eine weitverbreitete Methode zur Zuckertrennung basiert auf ihrer Trennung als negativ
geladene Molekiile bei sehr hohen pH-Werten (grosser als pH 12) mittels der
Anionaustauschchromatographie. Der Nachteil dieser Methode besteht darin, dass zur Arbeit
bei den hohen pH spezielle pH stabile HPLC Anlagen nétig sind, die im Vergleich zu
konventionellen Anlagen sehr teuer sind. Als Eluent werden Wasser / Salz und
Basengemische (NaOH) verwendet. Gebrauchlich sind auchrelativ hydrophile Amino- oder
Hylicphasen mit Wasser/Acetonitril Eluenten (9).

High Performance lon-Exchange Chromatography (HPAEC) ist eine sehr verbreitete Technik
zur Zuckerbestimmung, es werden optimierte Systeme zur Zuckertrennung und Detektion
von der Firma Dionex angeboten. Zucker sind im stark alkalischen pH Bereich negativ
geladen und kdnnen somit mit einem Anionaustauscher getrennt werden. Die Trenneffizienz
reicht jedoch nicht aus, um Laktulose und Laktose =zu trennen. lon-exchange
chromatography ist oft mit Pulsed Amperometric Detector (PAD) gekoppelt. Das
Detektionslimit von Laktulose kann 1.2*10° M erreichen. (8) Die amperometrische Detektion
hat jedoch fiir komplexe Proben und komplexe Probenmatricies Nachteile: nicht abgetrennte
Aminoséauren, Peptide oder organische Sauren koénnen interferieren, wenn sie bei
gegebenem Potential oxydierbar sind. Die Signalintensitat innerhalb einer Analytklasse ist
nicht uniform (Abhdngig vom spezifischen Oxydationspotential), d.h. jeder Analyt braucht
eine spezifische Kalibrierkurve, d.h. es entsteht ein hoher Aufwand in der Routineanalytik.
Aus diesem Grund ist diese Art der Trennung und Detektion fir das Ziel dieser Arbeit nicht
zweckmassig.

Detektion

Nach Auftrennung missen die Zucker detektiert werden. Die in der HPLC / Chromatographie
Ubliche UV-VIS Detektion von ca. 190-700 nm kann fur native Zucker nicht verwendet, da
sie keine chromophoren Gruppen tragen, d.h. diese kommt erst hach Derivatsierung mit UV-
aktiven Reagenzien zur Anwendung. Es existiren in der Literatur viele
Derivatisierungsreagenzien fir Zucker, die im Allgemeinen eine sehr empfindliche Detektion
der Zucker zulassen. Nachteil ist der zusatzliche Probenvorbereitungsschritt, der zu einer
konstanten oder 100%-igen Ausbeute optimiert werden muss und die Analysenzeit in der
Routine verlangert. Des weiteren kann die Reaktionsrate / Ausbeute fur verschiedene Zucker
unterschiedlich sein.

Die gebrauchlichste direkte Detektionsmethode flr Zucker ist die Brechungsindexdetektion
(refractivity index oder RI), da keine Derivatisierung der Zucker nétig ist. Jedoch ist diese
Methode relativ unempfindlich sondern temperaturempfindlich und es kann keine
Gradientenelution verwendet werden, was bei komplexen Zuckergemischen zu sehr langen
Retentionszeiten filhren kann (9). Dieser Detektor ist eine interessante Lésung fur Molekile
ohne einen Chromophor und Fluorophor, da er ein universeller Detektor ist. Die Nachteile
von RI sind eine beschrankte Empfindlichkeit im Vergleich zur UV-VIS Detektion, die
Inkompatibilitat mit Gradient Elution und die grosse Empfindlichkeit auf Temperatur- und
Flussveranderungen im chromatographischen System.
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Der evaporating light scattering detector (ELSD) ist eine andere Ubliche Detektionsart fir
Zucker (9). Dieser Detektor ist stabiler und empfindlicher als ein RI-Detektor und ist auch
gradientenkompatibel. Ein wichtiger Nachteil ist die Nichtlinearitat zwischen Detektorsignal
und Probenkonzentration im Bereich héherer Konzentrationen.

Massenspektrometrie (MS) ist eine selektive und empfindliche Detektionsmethode, die keine
Derivatisierung erfordert. Verschiedene lonisationsmethoden wie electrospray ionization
(ESI) oder electron impact ionization (El) existieren. Ein MS-Gerét ist jedoch teuer und fir
diese Arbeit nicht verfigbar (8). Des weiteren ist eine prazise Quantifizierung mit MS nur
sehr schwer und unter hohem Aufwand zu erreichen. Eine Arbeit Uber einer LC-MS Methode
fur die Evaluation der intestinale Permeabilitat hat eine Detektionslimit von 3*107° fiir
Lactulose ermdglicht (10).

2.2.2.3. Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)

Gaschromatographie (GC) ist eine empfindliche (Laktulose LOD = 1.5%10°® M), spezifische
und reproduzierbare Methode zur préazisen Bestimmung von Zuckern. Mit GC kann man sehr
effiziente Trennungen erhalten und kann oftmals empfindlicher als in der HPLC detektieren.
Der Hauptnachteil der GC ist, dass die Zucker derivatisiert werden mussen, was die Analyse
aufwendig und lang macht. Deshalb wird diese Methode fir Routineanalysen nur selten
gebraucht (8).

2.2.2.4. Kapillarelektrophorese

Kapillarelektrophorese (CE) ist die Methode der Wahl fir die Analyse von geladenen
hydrophilen Mono- und Oligosacchariden, mit vielen verschiedenen Trennmechanismenn
und Detektionsarten. CE verwendet ein einfaches Gerat, hat eine hohe Trennungseffizienz,
ist meist schnell und erméglicht eine Minimierung von Eluent-, Proben- und Solventvolumina.
Trotzdem ist die CE nicht eine offensichtliche Wahl, weil sie eine Technik zur Trennung von
geladenen Analyten ist (nur geladenen Molekile wandern im elektrischen Feld). Einfache
Kohlenhydrate sind bei tblichen pH Werten ungeladen. Folglich sind die elektrophoretischen
Methoden auf permanente oder dynamische chemische Veranderungen der Zucker
angewiesen. Um neutrale Kohlenhydrate in geladene Molekille zu verandern, gibt es
verschiedene Strategien: lonisierung tUber dem pK, der Hydoxylgruppen, meist Uber pH 12,
Bildung von z.B. Borat-Komplexen oder Derivatisierung. Fur eine empfindliche Detektion
wurden verschiedene Strategien entwickelt, wie direkte und indirekte UV-, RI-, oder
Fluoreszenz-Detektion (4).

2.2.2.5. Zusammenfassung

Tabelle 4 fasst die verschiedenen analytischen Methoden zur Zuckerbestimmung
zusammen:
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Tabelle 4: analytische Methode, Vorteile und Nachteile zur Kohlenhydratanalyse, Bemerkungen und
Mdglichkeiten bezlglich des Einsatzes fur diese Arbeit, Detektionslimit (LOD) von Laktulose.

Methode Vorteil Nachteil Bemerkungen HOIDVELR
Laktulose
Gerét fur Routine nicht
- lange optimal, gerat fir | 1.5+10° M
GC-MS Empfindlich Probenvorbereitung . o '
o dieser Arbeit nicht (8)
(Derivatisierung) "
verflgbar
beschrankte
. Empfindlichkeit ;
keine , ; N geringe 50410 M
LC-RI Probenvorbereitung Gradientelution nicht Empfindlichkeit
. maglich, empfindlich auf (8)
universell
Temperatur- und
Flussveranderungen
Empfindlich, Interferenzen, jeder . 1.2¥10° M
H';AAEDC' spezifisch, keine Analyt braucht eine Em gfier:Idr}i%ikeit
Probenvorbereitung Kalibrierungskurve P 8)
stabiler und Unlinearitat zwischen Detektor nicht 1.2%10°
LC-ELSD empfindlicher als Detektorsignal und vorhanden (kostet ca
RI-Detektor Probenkonzentration, 30°000) (11)
Keine
Derivatisierung, ) _ ) 3+10°
LC-MS oo teures Gerat kein Gerét vorhanden
Empfindlich und (10)
schnell (10)
hohe fat T i
- CE ist Ublich eine .
Trennungseffizienz, | \ethode fir geladene interessante Hangt von
CE . : .1 . Detektions
kurze Analysezeit, Analyte, meist UV Moglichkeiten hode ab
; ; Detektion methode a
kleine Volumina
2.3. Kapillarelektrophorese von Kohlenhydraten

Kriterium fur die Wahl der CE und Detektionsmethode fur diese Arbeit soll ein LOD kleiner
als 3*10°® M (Laktulose) und 6*10°® M (Rhamnose und Xylose) sein. Die Methode muss die 3
Saccharide gut trennen um ihre prazise Quantifizierung zu erméglichen und wenn mdglich
keine lange Probenvorbereitung haben, da die Methode in der Routine anwendbar sein soll.

2.3.1. Detektion ohne Probenvorbereitung

2.3.1.1. direkte UV Detektion

UV Detektion ist gleich der HPLC die gebrauchlichste Detektionsmethode in der CE und ist

in den meisten kommerziellen Geréten eingebaut. lhre Anwendung fir Kohlenhydratanalyse
ist limitiert, da die meisten Kohlenhydrate kein Chromophor haben.
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2.3.1.2. indirekte UV Detektion

Indirekte Detektionsmethoden sind interessante Alternativen zur Detektion von Molekilen
ohne Chromophor. Um die Saccharide zu detektieren, kann ein UV absorbierender Puffer
benutzt werden. Dieser Puffer nennt sich background electrolyte oder running buffer (RB)
und das Detektionsprinzip basiert auf einer geringeren Absortion des Zucker als der RB,
wodurch ein negatives Signal entsteht, das proportional zur Konzentration ist. Um gute
Detektionsgrenzen zu haben, muss der RB eine grosse Absorptionsféhigkeit haben, seine
effektive Mobilitat soll &hnlich der Mobilitat des Analyten sein.

2.3.1.3. Trennung in alkalischen Elektrolyten

Nur einige Kohlenhydrate haben bei pH Werten im tblichen Bereich funktionelle Gruppen,
die eine Elektromigration und damit ihre eventuelle Trennung ermoglichen. Diese
Kohlenhydrate sind zum Beispiel Aldonsaure, Uronsaure, Sialinsdure oder Aminozucker
(Glukosamin, Galaktosamin). Die meisten Kohlenhydrate wie die, die Gegenstand der Arbeit
sind, haben Hydroxylgruppen, die bei sehr hohen pH Werten, tber ihrem pK, (fir pK, von
Lactulose, Rhamnose und Xylose siehe Tabelle 3) geladen sind. Es erflogt eine differenziale
Elektromigration der Kohlenhydrate in Metalhydroxid alkalischen Losungen wie Lithium,
Natrium oder Kaliumhydroxid infolge der lonisation der Hydroxylgruppe des Sacharids bei
alkalischem pH-Werten.

Starke alkalische RB wie NaOH oder LiOH werden oft benutzt. Bei hthen pH-Werten sind
die Zucker dissoziiert und negativ geladen. Die Hydroxylgruppen im Kohlenhydratmolekl
haben eine sehr kleine Dissoziationskonstante (zwischen 10™*!-10*% M) die Kohlenhydrate
verhalten sich als sehr schwache Anionen und kdnnen somit mit CZE getrennt werden.

In der CE werden Quartzkapillaren zur Trennung eingesetzt. Flr Trennungen bei hohen pH
verwendet man naked fused silica capillary, da handelsubliche coated fused silica capillaries
einer hydrolytischen Degradationen bei solch basischen Bedingungen ausgesetzt sind (5).
Die coated capillaries eliminieren den EOF, und die Trenneffizienz flr Zucker ist deutich
hoher als in naked oder uncoated capillaries (12).

2.3.1.4. Borat Komplexierung

Polyhydroxy-Substanzen einschliesslich der Kohlenhydrate kdnnen reversible anionische
Komplexe mit Borat ausbilden. Dadurch erhalten die Zucker bei pH Werten von
Ladungen, die ihre Wanderung im eletrischen Feld ermdglichen. Des weiteren ermdglicht die
on-column Komplexierung mit Borat die UV-Detektion der Zucker bei 195 nm (12)
.Komplexierte Kohlenhydrate absorbieren 2 bis 20 Mal mehr als einfache Kohlenhydrate. Bei
der Komplexierung werden neutrale Kohlenhydraten partial negativ und wandern durch das
elektrische Feld. Die Methode bendtigt keine Derivatisierung und so keine
Probenvorbereitung, aber die Empfindlichkeit ist in vielen Falle beschrankt.

2.3.1.5. Leitfahigkeitsdetektion

Die Leitfahigkeitsdetektion ist universell und hat den Vorteil, im Vergleich zum UV-Detektor,
dass ein elektrisches Signal als Antwort ohne intermedidre physikalische Parameter wie
Lichtintensitat erhdltlich ist. Als Folge davon wird das Untergrundrauschen kleiner.
Leitfahigkeitsdetektion ist eine universelle Methode mit Mdglichkeiten von direkter oder
indirekter Messung der Analytensignals (13). Die Leitfahigkeitsdetektion kann mit
galvanischem Kontakt oder kontaktlos durchgefihrt werden. Nachteil von Kontakt-
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Leitfahigkeitsdetektion ist, dass die Elektrode polarisiert oder beschadigt werden kann.
Leitfahigkeitsdetektion ohne galvanischen Kontakt, Contactless conductivity detection, bringt
den grosse Vorteil, dass die Elektrode an keiner Korrosion leidet. Das Detektionslimit von
Glukose, Fruktose und Sukrose in Getranken ist zwischen 13 und 31*10° M (7). Die
Trennung einer Mischung von Glukose, Galaktose, Fruktose, Sukrose und Laktose kann
mit einem RB von 75 mM NaOH, pH 12.6, in 5.5 Minuten durchgefiihrt werden. Diese
Methode erfordert keine Derivatisierung und ist folglich zeitsparend. Sie erméglicht ein LOD
von 0.1*10°° M und ist zur Anwendung fiir diese Arbeit sehr interessant (14).

2.3.2. Detektion nach Derivatisierung

Zwecks direkter Detektion mit UV- oder Fluoreszensdetektion und / oder zecks Wanderung
im elektrischen Feld kann man Kohlenhydrate mit Chromophoren oder Fluorophoren
markieren. Die Derivatisierung erfordert Zeit zur Probenvorbereitung und muss optimiert
werden. Entsprechend der UV- oder LIF-Aktivitat des Derivatisierungsreagenz kann man
sehr niegrige Detektionslimite fiir Zucker erhalten (bis zu 1*10° M) (15). Wenn Methoden
ohne Derivatisierung nicht empfindlich genug sind, wird oft eine Derivatisierung verwendet,
auch wenn das fir Routine nicht optimal ist.

Erforderliche Faktoren flr eine gute Derivatisierung sind eine hohe Ausbeute, die Bildung
von moglichst einem einzigen Produkt fir jedes Molekldl, und eine minimale
Probevorbereitung.

2.3.2.1. UV-Markierung: UV und LIF

Die am meisten verwendete Methode flr pre-column Derivatisation von Zuckern ist die
reduktive Aminierung (16). Reduzierende Kohlenhydrate bestehen in Losung in Ring- oder in
offener Form. Der Karbonylgruppe kann mit einer Aminogruppe reagieren um eine
Schiff'sche Base auszubilden. Dann wird die Schiff'sche Base in ein stabiles sekundéares
Amin umgewandelt. Das LOQ fir die UV Detektion von markierten Zuckern liegt zwischen
4*10° und 3*10'M (12).

OH
OH
Glycan o Glycan OH
o)
Y
HO HO NH
JNH OH J

OH OH
Glycan OH Glycan OH
NH, - R _N-R NaCNBH, NH—R
HO NH - HO NH

H* B B

Abbildung 2: Schema der reduktiven Amimierung
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Eine gebrauchliche Methode fur die sensitive Zuckerdetektion nach
kapillarelektrophoretischer Auftrennung ist die Einfihrung eines Fluoreszenzmarkers am
Analyten. Fir die Trennung in der CE ist es zweckmalig, negativ geladene Molekile als
Fluoreszenzmarker zu nutzen, da dies den Zuckermolekiillen die nétige Ladung zur
elektrophoretischen Migration verschafft. Zudem zeigen negative geladene Molekile ein
geringeres Adsorptionspotenzial an der Kapillaroberflache als positiv geladene, was wierum
zu einer hohen Trenneffizient beitragt. In diesem Zusammenhang werden in der Regel
aromatische Aminosulfonsauren zur Markierung der Monosaccharide und ihrer
Fluoreszenzdetektion genutzt (17). Laser-induced fluorescence (LIF) ermoglicht besonders
niedrige Detektionslimite im Bereich von nM fur Zucker (15).

2.3.2.2. PMP und NMP

1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone (PMP) ist ein Molekil, welches dem Kohlenhydrat ein
Chromophor / Fluorophor gibt. PMP hat eine hohe Absorptionsintensitat im UV bei 245 nm
(3*10* M* cm™) (12). PMP fiihrt keine Ladung in die Zucker ein, d.h. um eine Migrations der
Zucker im elektrischen Feld zu erreichen, missen diese komplexiert oder bei hohen pH
Werten analysiert werden, was zur Hydrolyse der Zuckerderivate fiihren kann.

4
O0— CHy
H——OH / _N_ OH
N—N N N
HO——H HO® \ J HC~Z N
+ - =
H——OH —
HyC OH

H——OH il o
oH HO——H

D Glucose PMP H—7—OH

H——OH

\OH

Bis PMP derivative of D glucose
Abbildung 3: Schema der PMP-Derivatisierung von reduzierenden Zuckern

Eine Mischung von PMP-Aldopentosen und PMP-Hexosen kann in einem 100 mM
Boratpuffer bei pH 9.5 mit einem LOD von (1-5)*10°M fiir die UV-Detektion getrennt werden.
Diese Methode ist fiir alle reduzierenden Zucker anwendbar. Die Derivatisierung dauert ca.
30 Minuten (12).

1-(2-naphthyl)-3-methyl-5-pyrazolone (NMP) ist ein weiterentwickeltes PMP-Derivat, welches
von einer chinesischen Forschungsgruppe synthetisiert wurde (18). Das Chromophor des
PMP wird durch eine Naphthylgruppe ersetzt, welche einen hoéheren molaren
Absorptionskoeffizienten (5.5¥10* L M™* cm™) als PMP (3*10* M™ cm™) hat. So kénnen
mikromolare Konzentrationen detektiert werden. Fir eine Mischung von neun
Monosacchariden (Mannose, Galacturonic Saure, Glucuronic Saure, Rhamnose, Glukose,
Galaktose, Xylose, Arabinose und Fucose wird) mit einem 100 mM Boratpuffer pH 9.5, einer
fused silica Kapillare (50 um ID, 40 cm zum UV-Detektor) und 22 kV wurde ein LOD von
85*10° M erreicht (18). Die Derivatisierung dauert nur 30 Minuten. Falls diese Substanz

13



Kapillarelektrophorese von Kohlenhydraten

kommerziell erhéltlich ware, konnte ihre Verwendung eine gute Ldsung fur diese Arbeit
darstellen, aufgrund der kurzen Derivatisierungszeit und der hohen Empfindlichkeit.

2.3.2.3. ANTS

Kohlenhydrate kdnnen mit 8-aminonaphtalin-1,3,6-trisulfonsaure (ANTS) derivatisiert
werden. ANTS wurde zuerst zur Analyse von Kohlenhydraten mit  Polyacrylamid-
Gelelektrophorese entwickelt und wird jetzt auch fir die CE verwendet (12). Da ANTS drei
Sulfonsduregruppen tragt, kénnen die ANTS-Derivate unter alkalischen oder sauren
Bedingungen analysiert werden.

NH, SO;

05'S SOz
Abbildung 4: 8-aminonaphtalin-1,3,6-trisulfonséaure (ANTS)

ANTS hat einen hohen molaren Absorptionskoeffizienten von 6.8*10*M™*cm™ bei 238 nm in
Phosphatpuffer pH 2.5. Mit einem Kohlenhydrat gekoppelt verschiebt sich dieses
Absorptionsmaximum zu 223 nm, mit einen LOD von etwa 5*107 M (UV). Mit Glukose kann
diese Derivatisierung eine Ausbeute von 99% erreichen. (12).

Optimale Derivatisierungsbedingungen mit ANTS fir Kohlenhydratanalyse sind ein pH von
2.5, eine Temperatur von 68°C und eine Reaktionszeit von 120 Minuten, diese kénne aber
zuckerspezifisch variieren. Als Fluorophor hat ANTS eine maximale Anregungswellenlange
bei 360 nm, mit einer Verschiebung zu 360 nm fir eine ANTS-derivatisierte Maltose. Mit
einem He-Cd Laser kann ein Detektionslimit fir Monossacharide und komplexe
Oligosacharide von 5*10® M erreichtwerden (16). Diese Methode ist fiir alle reduzierenden
Zucker anwendbar, die He-Cd Laser sind jedoch sehr teuer und nicht Standard fir
kommerzielle CE Geréte.

2.3.2.4. APTS

Das Detektionslimit fir APTS-derivatisierte Monosaccharide liegt in der CE-LIF bei 50-100
pmol (15) .Obwohl APTS wie ANTS ahnlich aufgebaut sind, hat es gegentber diesem
Fluoreszenzmarker deutliche Vorteile. Die mit APTS derivatisierten Monosaccharide haben
einen hoheren Absorptionskoeffizienten als ANTS- Monosaccharid Derivate. Ein weiterer
Vorteil von APTS als Markierungsreagenz liegt in den unterschiedlichen Absorptions- und
Emissionsmaxima von APTS und APTS markierten Monosacchariden.
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SO,
OH :
o NaBH,ON O‘
HO OH OH + heat / acid HO O‘ SO3
NHCOCH, NHCOCH,
0;5S

Abbildung 5: Reaktionschema der reduktiven Aminierung am Beispiel von N-Acetyl-Glukosamin (Glc-Nac)
markiert mit 8-Aminopyren-1,3,6-Trisulfonséure (APTS)

Das Absorptionsmaximum von APTS liegt bei 424 nm, die Anregungswellenlange eines
Argon-lonen Lasers betragt 488 nm. Die Wellenlange des Absorptionsmaximums eines
APTS-Monosaccharidderivates betragt 455 nm. Bei dieser Wellenldnge zeigt das APTS-
Monosaccharid Derivat ein grof3eres Absorptionsvermdgen als APTS, wie gemesst und in
Abbildung 6 dargestellt. Des Weiteren emittiert bei Anregung mit einem Argon-lonen Laser
das APTS-Monosaccharidderivat (maximale Emissionswellenldnge Ama= 512 nm) mit einer
hoheren Intensitdt als APTS (Amax = 501 nm). Aufgrund dieser unterschiedlichen
Emissionsmaxima wird ein Emissions-Bandpass-Filter genutzt, um bevorzugt die emittierte
Strahlung der APTS-Monosaccharidderivate bei 512 nm herauszufiltern. Das Signal des
Uberschissigen APTS in der Probe beeinflusst infolge seiner geringen Absorption und seiner
aufgrund des Bandpassfilters verringerten Emission kaum das Signal der derivatisierten
Monosaccharide. Aus diesem Grund ist ein Entfernen des tberschissigen APTS nach der
Derivatisierung nicht notwendig. Im Vergleich mit dem ebenso geeigneten He-Cd Laser ist
der Ar-lonen Laser kommerziell und preiswert erhéltlich und ist daher der gebrauchlichste
Laser zur LIF Detektion in der pharmazeutischen Industrie (17). Diese Methode ist fir alle
reduzierenden Zucker anwendbar. Die Derivatisierung dauert ca. 90 Minuten (16).

0.088 T T T T

0.050 B

APTS-Zucker

APTS ‘[

Abs.

0.000

265.54 300.00 350.00 400.00 450.00 0257

Abbildung 6: UV/visible Spektrum von APTS und einem APTS-Zuckerderivat
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Tabelle 5: CE Detektionsmethoden, Vorteile und Nachteile fur Kohlenhydratanalyse, LOD, Bemerkungen
und Mdglichkeiten fur diese Arbeit

Detektion Vorteil Nachteil Moglichkeiten LOD*
UV direkt . .
(Borat- . ke_ln_e geringe nicht empfindlich genug 10° M (12)
komplex) Derivatisierung Empfindlichkeit
Detektionslimit 10-
UV indirekt keine 100 mal kleiner als : - w1 (-4
(high pH >12) Derivatisierung direkte Methoden nicht empfindlich genug | 2*10" M (12)
(19)
empfindlich, . . Gerat erhaltlich, -
Leitfahigkeit univeFr)seII keine benotigt spezial interessant fir Routine 0.110° M
Derivatisi7erung Detektor (14)
PMP kurze . . I
Derivatisierung Em[:%ier:::ir:i%ikeit nicht empfindlich genug UV.I\sll(-f;)lo
(UV : 245nm) (30 Minuten)
sehr héhe NMP musst
Emofindlichkeit synthetisiert werden, hohe Empfindlichkeit, UV: 85+10° M
NMP fUerV kurze wenige aber . (18)
Derivati,sierun Informationsquellen, Probenvorbereitung
(UV: 251nm) X 9 ungeladene notig + ungeladen
(30 Minuten) N
Molekile
ANT indli i R
T e | e | PoheETHEN |y oy
(UV: 223nm) | als PMP, negatif Derlv?v'ui:ﬁ{gg)g (120 Probenvorbereitung LIF(250)10
(LIF: 360nm) geladen notig
hoéheren
| Apsorptionskoer- hohe Empfindlichkeit
(Ar-Laser fizient und relativ lange a%er LIE: 0.6*10°
) bessere Derivatisierung (90 . o
LIF:EX fndlichkei ) Probenvorbereitung M (15)
488nm EM Empfindlichkeit Minuten) nétig
als ANTS,
520nm) i
negativ geladen

LOD*: (12) ist Detektionslimit fir Lac in Lebensmittel, (20) fur eine Mischung von GalNAc, GlcNac, Man, Glc, Gal, Fuc, Xyl, (21)
fur eine Mischung von Xyl, Ara, Glc, Rha, Man, Fuc, Gal, GIcUA, GalUA in Wasser, (15) fur Glc, Gal, GIcNAc, GalNac

2.3.3. Kapillarelektrophorese-Theorie und Gleichungen

Die Kapillarelektrophorese (CE) hat sich in letzten Jahren als bedeutende Trenntechnik in
der Analytik etabliert. Die CE ist eine physikalische analytische Methode begriindet auf der
Migration von geladenen Analyten in einer Kapillare unter dem Einfluss eines elektrischen
Feldes. Die treibende Kraft dieser Trennmethode ist Strom, wie das Prafix ,Elektro-*
andeutet. Das Begriff ,- phorese“ kommt von dem griechischen Wort ,Phoresie”, das die
Beziehung zwischen zwei Tieren verschiedener Art bezeichnet, wobei das eine Tier das
andere voriibergehend zum Transport benutzt, ohne es zu schadigen (22).
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Klassische Elektrophorese begann mit Tiselius (22) und die Methode entwickelte sich dann
rasant fur verschiedene analytische Fragestellungen in der Biochemie. Diese Methode
ermoglicht die Trennung von Makromolekilen mit sehr kleinen Ladungsdifferenzen.
Klassische Elektrophorese hat viele Anwendungen aber hat auch entscheidende Nachteile.
Sie ist schwierig zu automatisieren, schlecht reproduzierbar, und die Joulesche Erwarmung
wéchst Uber die Trennstrecke mit der Spannung quadratisch an, was zu starker Diffusion
und damit starker Bandenverbreiterung / geringer Trenneffizienz fuhrt. Das heisst die
Trennung ist ein Kopromiss aus bendtigter Trenneffizienz und Zeit. Elektrophoretische
Trennung brauchen lange, in Standardsystemen mehrere Stunden, dafiir lassen sich
mehrere Proben parallel analysieren. Ein weiterer Nachteil der klassischen Elektrophorese
ist die nur semiquantitative Detektion der diffisen Banden nach der Einfarbung (19).

Die CE ist die Weiterentwicklung der klassischen Gelelektrophorese und bietet der zur HPLC
vergleichbaren Quantifizierbarkeit, Automatisierbarkeit, kirzere Analysezeiten und eine
extrem hohe Trenneffizienz. Kapillarelektrophorese hat gegeniiber den anderen Methoden
(HPLC und Gelelektrophorese) verschiedene Vorteile, z.B. wie die Benlitzung von Kapillaren
fur die Trennung (viel billiger als eine HPLC Saule, keine stationdre Phase, kleine Mengen
von Eluent), die Leistungsfahigkeit der Trennung (vergleichbar oder bedeutend besser als in
der HPLC), die kirzere Analysezeit, geringer Verbrauch an Reagenzien Die Nachteile sind
eine geringe Schichtdicke in der UV-Detektion, was aber durch die extrem hohe
Trenneffizienz kompensiert wird und damit &hnliche Detektionslimita wie in der HPLC erlaubt
und flr nicht stabil entwickelte Trennsysteme eine ungenigende Reproduzierbarkeit, die
Methodenentwicklung in der CE ist sehr komplex und erfordert viel Erfahrung.

In der Kapillarelektrophorese unterscheidet man verschiedene Trennmechanismen. Das
universellste und verbreiteste  von allen CE  Trennverfahren ist die
Kapillarzonenelektrophorese, oder abgekirzt CZE (capillary zone electrophoresis). In CZE
die geladenen Molekile sind durch die eigene elektrophoretische Wanderung auf Grund von
Unterschieden in der elektrophoretischen Mobilitat getrennt. Wichtige Anwendungen
beinhalten Peptide und Proteine ebenso wie Kohlenhydrattrennungen. CZE ist fir geladene
Makromolekiile, organische Substanzen und lonen anwendbar.

2.3.4. Instrumentierung

Die CE-Instrumentierung ist sehr einfach. Benétigt werden eine Spannungsquelle, zwei
miteinander verbundenen Elektroden, ein Detektor (z.B. UV-VIS, LIF oder
Leitfahigkeitsdetektor) und selbstverstandlich eine Kapillare mit einem Detektorfenster fir
UV- und LIF Detektion als auch Puffergefasse.
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Detektor

Anode (+) Cathode (-)

\ Probe /

1 | Puffergefasse

L Jﬂf\ l

Spannungsquelle

\

Abbildung 7: Schema von einem CE Gerét

Eine typische Kapillare misst zwischen 30 und 100 cm und hat einen Innendurchmesser von
10 und 150 um. Die Kapillare ist in der CZE mit einer Elektrolytldsung gefillt und es wird bei
kommerziellen Geraten eine Potentialdifferenz von maximal 30 kV zwischen den zwei
Elektroden angelegt. Die Elektrolytiésung ist meistens ein wassriger Puffer mit einem
bestimmten pH und mit einer bestimmten lonenstarke. Haufig verwendete Elektrolyte sind
z.B. Phosphat- und Zitratpuffer bei saurem pH-Wert, TRIS und Boratpuffer bei basischen pH,
und auch die zahlreichen zwitterionischen Puffer wie Betain, R-Alanin, MES, MOPS und
CAPS werden eingesetzt. Der Elektrolyt kann auch Additive enthalten, um die Trennung zu
verbessern. Um die joulsche Erwdrmung und seine Konsequenzen auf die Trenneffizienz zu
vermeiden, wird der Strom kontrolliert und die Kapillare wird wenn mdglich thermostatisiert.
Die Probenaufgabe und ihre Automatisierung sind kritische Faktoren fir die Prazision von
guantitativen Analysen. Verschiedene Verfahren sind hydrodynamische Probenaufgabe
(Druck auf der Einlassseite, Probenaufgabe mit Vakuum auf der Detektionsseite oder
Probenaufgabe mit Gravitationskraft durch Anheben der Einlassseite) als auch
elektrokinetische Probenaufgabe (Hochspannung an das Probengefass). In dem Fall der
elektrokinetischen Probenaufgabe, wandern die verschiedenen Analyte entsprechend ihrer
elektrophoretischen Mobilitdt in die Kapillare, dies ist ein diskriminativer Prozess, was bei
unterschiedlicher Geschwindigkeit zuunterschiedlichen Probenmengen fir die verschiedenen
Analyten fuhrt (22).

2.3.5. Elektrophoretische Mobilitat

Die Wanderungsgeschwindigkeit eines Analyten v, hangt in Abhangikeit der Feldstarke E,
von zwei Faktoren ab: von der elektrophoretischen Mobilitat des Analyten e, und von der
elektro-endosmotischen Mobilitat der Puffer seor .

Der Zusammenhang zwischen elektrophoretischer Mobilitéat ., und der elektrophoretischer
Wanderungsgeschwindigkeit v,,, eines Analyten ist in Gleichung 1 beschrieben:.
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q |74
v () )
°p 6N Ty Lo

Vep elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit [cm/s]

Hep  elektrophoretische Mobilitat [cm?/Vs]

E elektrische Feldstarke [V/icm]

q Ladung [C]

n Pufferviskositat [Ns/cm?]

Tt STOKEscher Radius [um]

% elektrische Spannung [V]

Lo,  totale Kapillarlange (Kapillarlange vom Inlet bis Outlet)  [cm]

(Gleichung 1)

Die elektrophoretische Mobilitat ., hangt von den Eigencharakteristika der Analyten
(elektrische Ladung, Grof3e und Form des Molekile) und von den Charakteristika des
Puffers ab (ionische Starke, Elektrolyt, pH, Viskositat, Additive). Sie ist eine Stoffkonstante
im gegebenen elektrophoretischen System wund fir verschiedene Stoffe meist
unterschiedlich. Aus Gleichung 2 ergibt sich (23):

_ Vep _ (Ltcll;t) _ (Lget X Ltot)
Hep = E _(U)_ (U*tM)
LtOt

(Gleichung 2)

Hep elektrophoretische Mobilitat [cm2/Vs]

Vep elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit [cm/s]
E elektrische Feldstarke [V/icm]

Lqer  Kapillarlange zu Detektor [cm]

L:,+  totale Kapillarlange [cm]

U elektrische Spannung [V]

ty Migrationszeit [s]

2.3.6. Elektroendosmotische Mobilitat

Durch Elektroendosmose an geladenen Kapillaroberflaichen entstent ein Fluss des
Elektrolyten Losung innerhalb der Kapillare. Diesen nennt man den Elektroosmotischen
Fluss (EOF), die ,elektrische Pumpe*“ der Kapillarelektrophorese.

Die Wande einer Kapillare aus Silka besitzten Silanolgruppen, die bei einem pH héher als
1.5 (isoelektrischer Punkt des Quartzglases) deprotoniert werden (SiO’). Diese negativen
Ladungen bilden eine negative Schicht. Dadurch entsteht entlang der Wand der Kapillare
eine Potentialdifferenz zwischen den fixierten, negativen Ladung der Wand und den mobilen
Kationen des Puffers. Diese Spannung wird Zeta-Potential { genannt und ist umgekehrt
proportional zur Ladung pro Oberflacheneinheit, zur Anzahl Valenzelektronen und zur
Quadratwurzel der Elektrolytkonzentration. Die positivgeladene Schicht ist stark durch
Wasserstoffbriicken vernetzt und bildet eine Art Film, welcher sich in Richtung Kathode
bewegt sobald eine genligend grosse Spannung angelegt wird.
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Abbildung 8: "double layer" Schicht am Wand von ein Silikakapillare und electroosmotischer Fluss (EOF)

Cathode @

Der grosse Vorteil dieser ,elektrischen Pumpe® gegentber einer LC-Pumpe ist das flache
Flussprofil. Eine traditionelle Pumpe bewirkt an der Wand der Kapillare Reibungskréafte,
welche einen Geschwindigkeitsgradienten und ein parabolisches Flussprofil zur Folge
haben. Je langer die Kapillare ist, desto starker wird der Einfluss des Flussprofils auf die
Bandenverbreiterung (22).

Abbildung 9: Flussprofile einer klassischen LC- Pumpe (links) und von EOF (rechts)

Die Wanderungsgeschwindigkeit des EOF vgr, hdngt von dessen elektrophoretischer
Mobilitat ab EOF pgor und laf3t sich wie folgt (Gleichung 3) beschreiben:

x U
en )*(

)

Vgor = Hgor * E =< I
tot
(Gleichung 3)

vgor Wanderungsgeschwindigkeit des EOF [cm/s]
wgor elektrophoretische Mobilitat des EOF [cm?%/Vs]
E elektrische Feldstarke [V/icm]

€ Dieelektrizitatskonstante des Puffer [C?/Jm]
4 Zeta-Potential [V]

U elektrische Spannung [V]

L:,+  totale Kapillarlange [cm]

2.3.7. Effektive Mobilitat

Die effektive Migrationsgeschwindigkeit des Analyten v, ergibt sich aus der Summe der
elektrophoretischen und der elektroendosmotischen Mobilitaten (Gleichung 4):

Vefr = Vep + Vgor
(Gleichung 4)

Verr effektive Migrationsgeschwindigkeit des Analyt
Vep  e€lektrophoretischen Migrationsgeschwindigkeit des Analyt
Vgor e€lektroendosmotischen Migrationsgeschwindigkeit
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Der EOF muss konstant gehalten werden um reproduzierbare Trennungen zu erhalten. Ein
negativ geladener Analyt (Anion) wird in einer Quartzkapillare ohne Oberflachenmodifikation
gegen den EOF wandern. Um das Detektorfenster auf der Kathodenseite passieren zu
kénnen, muss der elektroendosmotische Fluss grésser als die elektrophoretische
Geschwindigkeit des Analyten sein. Ein positiv geladener Analyt wird in einer Quartzkapillare
ohne Oberflachenmodifikation schneller mit dem EOF-Strom zu Kathode wandern. Ein
elektrisch neutraler Analyt wird keine elektrophoretische Geschwindigkeit haben, seine
effektive Geschwindigkeit wird gleich wie dem EOF sein (v.rr = vgor). Elektrisch neutrale
Substanzen, die zur Bestimmung der Geschwindigkeit des EOF benutzt werden, nennt man
neutrale Marker (22).

Abbildung 10: Einfluss von EOF auf die effektive Migrationsgeschwindigkeit eines Cations und eines
Anions

O Vo —@®
b VEoF b
H

Verf €

Die Migrationszeit eines Analyten, wird mit der Gleichung 5 beschrieben:

_ Lget _ Lget * Ltot
Vep + Veor  (Mep + Mgor) *V

(Gleichung 5)

2.3.8. Optimierung

Verschiedenen chemischen und physikalischen Parameter wirken auf die Qualitat der
Trennung, und sind fur die Optimierung wichtig.

Die Migrationszeit ist umgekehrt proportional zur angelegten Spannung, aber mit einer zu
hohen Spannung gibt es eine starke Warmeproduktion. Diese Wéarme induziert einen
Temperatur- und einen Viskositatsgradienten in der Kapillare. Dieses Phdnomen heisst die
Joulsche-Warme und verbreitet die Banden und erniedrigt die Effizienz und Resolution.

Wenn der EOF von Anode (+) zur Kathode (-) geht ist die Polaritdt normal. Sie kann auch
umgekehrt sein, in diesem Fall geht der EOF von Kathode zur Anode. In diesem Fall werden
nur die geladenen Molekiile, deren elektrophoretische Mobilitdt grésser als der EOF ist den
Detektor erreichen.

Die Temperaturanderung wirkt sich hauptséchlich auf die Viskositat und die Leitfahigkeit des
Puffers aus, folglich wird die Migrationsgeschwindigkeit verandert.

Kapillarlange und Innendurchmesser haben Einfluss auf die Migrationszeit und die
Trennungsleistung. Wenn ein Analyt an der Wand der Kapillare adsorbiert, ist die Effizienz
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limitiert. Um diese Adsorbtion zu vermeiden ist es mdglich, die Chemie der
Kapillaroberflache zu veréndern.

Der Puffer ist wichtig fur die Optimierung. Eine Erh6hung der Pufferkonzentration verkleinert
der Migrationsgeschwindigkeit aber steigert den Joule-Effekt. Das Zeta-Potential und damit
auch die Geschwindigkeit des EOF sind umgekehrt proportional zur Wurzel der
Pufferkonzentration. Bei grosser werdender Pufferkonzentration verringert sich also die
Geschwindigkeit des EOF. In gleichem Mass wird auch die elektrophoretische
Geschwindigkeit der Analyt reduziert. Sein pH wirkt auf die Ladung der Analyt und auf die
Ladung der Kapillarwand, und ebenso die Richtung der EOF. Die Mobilitdt des running buffer
sollte in der CZE der Mobilitéat des Analyten angepasst werden, um eine effiziente Trennung
zu erlangen. Die optimale Wahl des Puffers ist entscheidend fir eine effiziente Trennung.

2.3.9. Strategie

Fur diese Arbeit werden basierend auf Literatursystemen verschiedene Trenn- und
Detektionsmethoden getestet und verglichen. Die erste Moglichkeit ist die
Leitfahigkeitsdetektion, weil sie universell ist und keine Probenvorbereitung erfordert, was fur
die Routine ein grosser Vorteil ist. Mit Leitfahigkeitsdetektion wurden verschiedene
Puffersystem getestet, und parallel wird auch mit indirekter UV gemessen. Wenn diese zwei
Methoden nicht ausreichend sind, wird eine APTS-Derivatisierung mit UV- oder LIF-
Detektion durchgefuhrt.

2.3.9.1. CE Trennmechanismus der 3 Kohlenhydrate

Die Migrationsreihenfolge der Kohlenhydrate ist proportional dem Verhdltnis des
hydrodynamischen Radius zur Ladung der Analyten (Gleichung 1). Laktulose, die ein
Disaccharid ist, hat folglich einen grésseren Radius und so eine kleinere elektrophoretische
Mobilitat als Monosaccharide. Die Ladung der Zucker wird als gleich angenommen.

2.3.9.2. Alkalischer Elektrolyte (pH > 12)

Die Kapillare aus fused silica ist im stark alkalischen Milieu bei pH-Werten (pH > 12) negativ
geladen. Bei normaler Polaritat wandern die Kohlenhydrate mit dem EOF zum Detektor an
das kathodische Ende. Bei diesen pH-Werten sind die Zuckern auch negativ geladen und
nach Anlegen der Trennspannung wandern sie in Richtung Anode, entgegen dem
elektroosmotischen Fluss. Um die Zuckern zu detektieren, muss der EOF grdsser als die
elektrophoretische Mobilitat der Zuckern sein. Laktulose elektrophoretische Mobilitat
verzdgert weniger den elektroosmotischen Fluss und so wird sie friher als Rhamnose und
Xylose zum Detektor kommen.

Bei reversed polarity sind die Anode und Kathode umgekehrt, und so die Richtung des EOF.
Die Zucker wandern in Richtung des Detektors und darum muss deren elektrophoretische
Mobilitat grésser als der EOF sein.

2.3.9.3. Borat-Komplex
Weitere negative Ladungen und damit weitere Moglichkeiten zur selektiven Trennung der

chemisch sehr ahnlichen Zucker, kdnnen durch Komplexbildung des Borats mit den vicinalen
Hydroxylgruppen der Monosaccharide hervorgerufen werden. Der Einflud der
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Boratkomplexierung auf die relative Migrationszeit ist abhangig von der Position der
Hydroxylgruppen am Monosaccharid (24).

2.3.9.4. APTS

Wie im Kapitel 2.3.2.4 beschrieben, werden durch die Derivatisierung mit APTS an jedem
ungeladenen Saccharid drei negative Ladungen anfiigt, das heisst sie haben alle die gleiche
Ladung, unterscheiden sich aber in ihren hydrodynamischen Radien. Die Kohlenhydrate
wandern in Richtung Anode Uber den gesamten pH Bereich.
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3. Experimenteller Teil

In diesem Kapital werden die gebrauchten Chemikalien, Lésungen und Materialien
aufgelistet und die Derivatisierungs- und Analysemethoden beschreiben.

3.1. Material und Methode

3.1.1. Chemikalien

Folgende Chemikalien wurden verwendet:

Tabelle 6: Chemikalien, Reinheit, Lieferant, Nummer, Formel und molare Masse (MM) in g/mol

Produkte Lieferant Nummer Formel MM
(g/mol)
Laktulose, > 98% Sigma 61360 C12H2,011 342.30
L-Rhamnose Monohydrat, > 99% Sigma R3875-5G CsH1005 * H,O 182.2
D-(+)-Xylose, > 99% Sigma X 3877-25G CsH100s 150.13
g . . 0
2,6-pyridindicarbonic acid, 99% Aldrich 380-8 CHNO, 167.12
(PDC)
Natronlauge, 1M Merck 1.09137.1000 NaOH 40.00
Tetradecyl-trimethyl-ammonium .
bromide, 99% (TTAB) Sigma T-4762 C17H3gNBr 336.4
Hexadecyltrimethylammonium .
bromide, 99% (CTAB) Slgma H-S ?? 2 C16H33N(CH3)3BI’ 364.5
Lithium hyd“ggg() monohydrat, Sigma L-4256 LiOH * H,0 41.96
Sorbic acid potassium salt, >99% Fluka 85520 Ce¢H/KO, 150.22
Natriumhydrogenphosphat- .
Monohydrat, min 99.5% Merck 6346 NaH,PO, * H,O 137.99
Essigsaure 100% (Eisessig) Merck 18317563 CH3;COOH 60.05
Borséaure Merk 1.00165.1000 HsBO3 61.83
Zitronensaure Monohydrate, .
>99 5% Merck 1.00244.1000 C,HgO7* H,O 210.14
8-Aminopyrene-1,3,4-trisulfonic  Beckman-
acid (APTS und APTS-M) Kit 477600 C1eH1aNNaOeSs - 523.40
Natrium Cyanoborohydrid, >95% Fluka 71435-10G NaBH;CN 62.84

2-Picoline-Borane Komplex,

95% Hunsdlietrich  7-7B83213-56 C,4HgMH,0NB 72.11D6.96
0

Dimethylsulfoxid, <95% Merck 2952 C,HgOs 78.13
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3.1.2. Trennpuffer und Loésungen

Folgende Losungen und Puffer wurden hergestellt und verwendet:

20mM PDC pH 12.10:

334.3 mg PDC wurden in ca. 60 ml destilliertem Wasser gelést. Der pH Wert (1,83) wurde
unter Rihren und Erhitzen mit ca. 6 ml NaOH 1M eingestellt. Anschlielend wurde die
Losung in einen 100 ml MeRkolben tberfuhrt und mit destilliertem Wasser bis zum Eichstrich
aufgefullt.

20mM PDC pH 12.40:

335.3 mg PDC wurden in ca. 60 ml destilliertem Wasser geldst. Der pH Wert (1,65) wurde
unter Rihren und Erhitzen mit ca 6ml NaOH 1M eingestellt. AnschlieRend wurde die Losung
in einen 100 ml MeRkolben Uberfihrt und mit destilliertem Wasser bis zum Eichstrich
aufgefulit.

20mM PDC pH 12.70:

335.3 mg PDC wurden in ca. 60 ml destilliertem Wasser gelést. Der pH Wert (1,90) wurde
unter Ruhren und Erhitzen mit ca 6ml NaOH 1M eingestellt. Anschliel3end wurde die Lésung
in einen 100 ml MeRkolben Uberfuhrt und mit destilliertem Wasser bis zum Eichstrich
aufgefullt.

20mM PDC + 0.5mM TTAB pH 12.10:

334.5 mg PDC wurden in ca. 60 ml destilliertem Wasser gelést. 10 ml TTAB 5mM (168.8 mg
TTAB in 100 ml Wasser gelost) wurden angefugt. Der pH Wert wurde unter Rihren und
erhitzen mit ca 6 ml NaOH 1M eingestellt. AnschlieRend wurde die Lésung in einen 100 ml
MeRkolben Uberfiihrt und mit destilliertem Wasser bis zum Eichstrich aufgefulit.

20mM PDC + 1mM CTAB  pH 12.10:

334.2 mg PDC wurden in ca. 60 ml destilliertem Wasser gelost. 10 ml CTAB 10mM (364,8
mg CTAB in 100 ml Wasser gel6st) wurden angefligt. Der pH Wert wurde unter Rihren und
erhitzen mit ca 6 ml NaOH 1M eingestellt. Anschlieend wurde die Lésung in einen 100 ml
MeRkolben Uberfiihrt und mit destilliertem Wasser bis zum Eichstrich aufgefulit.

25mM LiOH + 6mM Sorbinsaure pH 12.32:

105.9 mg LiOH und 90.1 mg Sorbinsaure wurden in ca. 80ml destilliertem Wasser geldst.
AnschlieBend wurde die Losung in einen 100ml MeRkolben Uberfiihrt und mit destilliertem
Wasser bis zum Eichstrich aufgefiillt.

50mM LiOH + 6mM Sorbinséure pH 12.66:

210.0 mg LiOH und 90.3 mg Sorbinsédure wurden in ca. 80ml destilliertem Wasser gel6st.
Anschlieend wurde die Losung in einen 100 ml MeRkolben lberfiihrt und mit destilliertem
Wasser bis zum Eichstrich aufgefiillt.

75mM LiOH + 6mM Sorbinsaure pH 12.76:

3315.9 mg LiOH und 90.1 mg Sorbinsaure wurden in ca. 80ml destilliertem Wasser gelost.
Anschlieend wurde die Losung in einen 100 ml MeRkolben berfiihrt und mit destilliertem
Wasser bis zum Eichstrich aufgefiillt.
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50mM NaOH pH 12.62:
5 ml NaOH 1M wurden in 100 ml Wasser geldst.

50mM NaOH + 22.5mM Na,HPO, pH 12.40:

510.2 mg Na2HPO4 * 2 H20 wurden in ca. 60 ml destilliertem Wasser, 10 ml NaOH 0.1M
und 2ml CTAB 10mM gel6st. AnschlieRend wurde die Losung in einen 100 ml MelRkolben
Uberfihrt und mit destilliertem Wasser bis zum Eichstrich aufgefullt.

100mM Natriumacetat pH 4.50:

572 ul Essigsaure wurden in ca. 80 ml destilliertem Wasser gelést. Der pH Wert (2.69) wurde
unter Rihren mit ca 6 ml NaOH 1M eingestellt. Anschliel3end wurde die Losung in einen 100
ml Mef3kolben Uberflhrt und mit destilliertem Wasser bis zum Eichstrich aufgefulit.

120mM Borat Puffer pH 9.0 und pH 10.20:

743.0 mg Borsdure wurden in ca. 80 ml destilliertem Wasser geldst. Der pH Wert (4.84)
wurde unter Ruhren mit ca. 6 ml NaOH 1M eingestellt. Anschlie3end wurde die Losung in
einen 100 ml MeRRkolben tberfiihrt und mit destilliertem Wasser bis zum Eichstrich aufgefullt.
50mM Phosphat Puffer pH 7.50:

690.0 mg Natriumdihydrogenphosphat monohydrat wurden in ca. 80 ml destilliertem Wasser
gelost. Der pH Wert (5.34) wurde unter Rihren mit ca 6 ml NaOH 1M eingestellt.
AnschlieRend wurde die Lésung in einen 100 ml Mel3kolben tberfihrt und mit destilliertem
Wasser bis zum Eichstrich aufgefullt.

1mg/ml 3-Zuckermix (je ca. 0.33 mg/ml = ca. 1 mM Lactulose, 2mM Rhamnose und Xylose ):

1 mg Laktulose wurde in 1ml Wasser geltst. 1 mg Rhamnose wurde in 1ml Wasser geldst. 1
mg Xylose wurde in 1ml Wasser gelést. 100 ml von jede einzele Zuckerlésung wurde
gemischt.

100mM 3-Zuckermix (je ca. 33.3mM = ca. 11 mg/ml Lactulose, 5 mg/ml Rhamnose und
Xylose):

34.2 mg Laktulose, 16.4 mg Rhamnose und 15.0 mg Xylose wurden in 1 ml Wasser gelost.

5mM 3-Zuckermix (je ca. 1.67mM = ca. 0.5 mg/ml Lactulose, 0.25 mg/ml Rhamnose und
Xylose):

Die 100 mM 3-Zuckermix wurde 20 x verdinnt.

100mM 8-Zuckermix (je ca. 12.5mM):

34.23 mg Laktulose wurde in 1ml Wasser geldst. 16.4 mg Rhamnose wurde in 1 ml Wasser
geldst. 15.0 mg Xylose wurde in 1ml Wasser geldst. 18.0 mg Fruktose wurde in 1 ml gel6st.
18.0 mg Galaktose wurde in 1 ml gelost. 34.23 mg Saccharose wurde in 1 ml geldst. 34.23
mg Laktose wurde in 1 ml gelést. 100 ml von jede einzele Zuckerlésung wurde gemischt

100mM Lactulose (34.2 mg/ml):

34.2 mg Laktulose wurden in 1 ml Wasser gelost.
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5mM Lactulose (1.7 mg/ml):
Die 100mM Lactulose wurde 20 x verdinnt.

100mM Rhamnose (16.4 mg/ml):
16.4 mg Rhamnose wurden in 1 ml Wasser gelost.

5mM Rhamnose (0.8 mg/ml):
Die 100mM Rhamnose wurde 20 x verdlnnt.

100mM Xylose (15.0 mg/ml):
15.0 mg Xylose wurden in 1 ml Wasser geldst.

5mM Xylose (0.75 mg/ml):
Die 100mM Xylose wurde 20 x verdunnt.

1M Zitronensaure:
420 mg Zitronensaure wurden in 2 ml Wasser gelost.

APTS-L6sung in Zitronenséure:
5 mg APTS wurden in 48 pl Zitronensaure 1M gelost
APTS-M-L6sung in Zitronensaure:

5 mg APTS-M wurden in 48 ul Zitronensaure 1M gelost

4.2M Essigsaure:
12 ml Eisessig wurden in 50 ml Wasser gelost

APTS-L6sung in Essigsaure:
5 mg APTS wurden in 95.5 pl Essigsaure 4.2mM gel6st

1M Natriumcyanoborohydrid (NaBH3sCN) in Thetrahydrofuran (THF):

62.84 mg NaBH3;CN wurden in 1 ml THF gelost

0.2 M Picoline-Borane:
45.1 mg Picoline-Borane wurde in 2 ml DMSO gelost

27



Probenvorbereitung

3.1.3. Gerate

Tabelle 7: verwendete Gerate, Hersteller, Software, und Seriennummern

Gerat Hersteller Software Seriennummer
Kapillarelektrophorese Gerét, PrinCE PrinCE Lauerlabs - 1343
UV Detektor Spektro Focus eDAQ Chart -
Sensor
Datenaufnahme e-corder Tracedec Technologies eDAQ Chart -
GmbH
Kapillarelektrophorese Geréat, Proteomelab Beckman Coulter 32 Karat 1792
PA800
N-CHO coated capillary ProteomeLab Beckman Coulter - 477601
. Vaudoux-
Thermomixer comfort eppendorf - 1956
Vortex Genie 2TM Laborbedorf AG - G-560E
pH-Meter Orion - -

3.2. Probenvorbereitung
Die Urine wurden filtriert und im TiefkUhlschrank (-18°C) gleich den Zuckerldsungen gelagert.
3.2.1. APTS-Derivatisierung

3.2.1.1. Mit Zitronensaure-L6sung, ,,DA" (17):

5 Milligramm APTS wurden vollstdndig in 48 ul 1M Zitronensédurelosung gelést. Zu 3.6 pl
Probe (oder 5mM Zuckerlésung) wurden 2.5ul APTS-Zitronensaureldsung und 2.5 pl
NaBH;CN 1M in THF zugegeben. Die erhaltene Losungen wurde gevortext und im
Wasserbad 90 Minuten bei 55°C (oder ganze Nacht bei 37°C) inkubiert. Die
Derivatisierungsreaktion wurde durch Zugabe von 800 ul Wasser gestoppt. Aliquote der
derivatisierten Proben wurden bei -18°C gelagert. Diese Derivatisierungsprozedur wird im
folgenden als ,DA" bezeichnet.

3.2.1.2. Mit Essigsaure Losung, ,,C&E" (24):

5 Milligramm APTS wurden vollstandig in 95.5 ul 4.2M Essigséure gelost. Zu 2 ul Probe
(oder 5mM Zucker) wurden 2 ul APTS-Essigsaureldosung und 4 ul NaBH;CN 1M in THF
zugegeben. Die erhaltene Losungen wurde in einem Vortex-Mixer homogenisiert und im
Wasserbad 60 Minuten bei 75°C (oder ganze Nacht nei 37°C) inkubiert. Die
Derivatisierungsreaktion wurde durch Zugabe von 800 ul Wasser gestoppt. Aliquote der
derivatisierten Proben wurden bei -18°C gelagert. Diese Derivatisierungsprozedur wird im
folgenden als ,C&E“ bezeichnet.
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3.2.1.3. Mit anstelle

,Picoline®:

Picoline-Borane von NaBH;CN,

5 Milligramm APTS wurden vollstdndig in 95.5 ul 4.2M Essigséaure geldst. Zu 2 ul Probe
(oder 5 mM Zucker) wurden 2 ul APTS-Essigséaureldsung und 2 ul Picoline-borane 0.2 M in
DMSO zugegeben. Die erhaltene Loésungen wurde in einem Vortex-Mixer homogenisiert und
im Wasserbad 60 Minuten bei 75°C (oder ganze Nacht bei 37°C) inkubiert. Die
Derivatisierungsreaktion wurde durch Zugabe von 800 ul Wasser gestoppt. Aliquote der
derivatisierten Proben wurden bei -18°C gelagert. Diese Derivatisierungsprozedur wird im
folgenden als ,Picoline” bezeichnet.

3.2.1.4. Hohere Zuckerkonzentration und NaBH3CN als in
3.2.1.1.-3.21.3.,,,C,L&E"“ (25):

5 Milligramm APTS wurden vollsténdig in 95.5 ul 4.2M Essigsaure gel6st. Zu 10 ul Probe
(oder Zucker 100mM) wurden 2.5 ul APTS-Essigsaurelésung und 10 ul NaBH3;CN 1M in THF
zugegeben. Die erhaltene Ldsungen wurde in einem Vortex-Mixer homogenisiert und im
Wasserbad 2.5 Stunden bei 75°C inkubiert. Die Derivatisierungsreaktion wurde durch
Zugabe von 800 ul Wasser gestoppt. Aliquote der derivatisierten Proben wurden bei -18°C
gelagert. Diese Derivatisierungsprozedur wird im folgenden als ,C,L&E* bezeichnet.

3.2.1.5. Verwendung von APTS-M geldst in Zitronensaure
sonst nach 3.2.1.4. ,,C,L&E modifiziert*:

5 Milligramm APTS wurden vollstandig in 48 ul 1M Zitronensaurelésung gelést. Zu 10 pl
Probe (oder Zucker 100mM) wurden 2.5 ul APTS-M-Zitronensaurelésung und 10 pl
NaBH;CN 1M in THF zugegeben. Die erhaltene Lésungen wurde in einem Vortex-Mixer
homogenisiert und im Wasserbad 2.5 Stunden bei 75°C inkubiert. Die
Derivatisierungsreaktion wurde durch Zugabe von 800 ul Wasser gestoppt. Aliquote der
derivatisierten Proben wurden bei -18°C gelagert. Diese Derivatisierungsprozedur wird im
folgenden als ,C,L&E maodifiziert“ bezeichnet.

3.2.1.6. Zusammenfassung von Derivatisierungsmethoden

In der Tabelle 9 wurden die getestete Derivatisierungssysteme zusammengefasst:

Tabelle 8: Derivatisierungssysteme getestet

113 113 1 1 13
Name »DA“ (17) »C&E“ (24) »Picoline“ (26) ,C,L&E* ,C,L&E
e i
,DA1“ | ,DA2¢  ,C&E.1“ ,C&E2“ ,Picoline.1* ,Picoline.2« (25) modifiziert
Probe 3.6 pl Zucker 5SmM* 2 pl Zucker 5mM* 2 pl Zucker 5SmM*  oder 1(?Lg(l)él|<;*lier 1385:\;20';3;
oder Urin oder Urin Urin . )
oder Urin Urin
) ) ) o 25l APTSin |25l APTS-Min
2.5l APTS in 2yl APTS in 2 pl APTS in Essigséure o : a
APTS Zitronenséure 1M Essigséaure 4.2M 4.2M Esmgsii*tire Zitronensaure 1
4.2M M
Reduziere- 2.5 ul NaBH3;CN 1M | 4 pl NaBH3CN 1M in T 10 pl NaBH3CN | 10 pl NaBH3CN
nde Agent in THF THF 2 Wl Picoline-borane 0.2M 1M in THF IM in THF
Inkubation ) o ’ o
55°C 37°C 75°C 37°C 75°C 37°C 75°C 75°C
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Stop: + 800 Wl H,0 | Stop: + 800 pl H,0O Stop: + 800 pl H,0 Stop: +800 i | Stop: + 800
Verdiinnung " " " H20 H20
Dil: 500x Dil: 200x Dil: 200x Dil: 500x Dil: 500x

*einzige Zucker 5 mM, 3 Zucker Mischung je 1.67mM
** ginzige Zucker 100 mM, 3 Zuckern Mischung je 33.3mM

3.3. CZE Analyse

Die Messungen wurden mit den Kapillarelektrophorese-Geraten PrinCE der Firma Lauerlabs
und einem PA800 von Beckman-Coulter durchgefiihrt. Die Detektion auf der PrinCE erfolgte
mit einem Leitfahigkeitdetektor und einem UV-Detektor bei verschiedenen Wellenlangen und
auf dem PA800 mit UV und laserinduzierter Fluoreszens (LIF) unter Verwendung eines Ar-
lonen Lasers bei einer Anregungswellenlange von 488 nm und einer Emissionswellenléange
von 520 nm.

Quarzglas (fused Silica) uncoated capillary mit einem inneren Durchmesser (ID) von 25, 20
und 50 pm und eine coated capillary von Beckman Coulter kit (50 um ID) wurden genutzt.
Die Kapillarlange betrug fir das PrinCE Gerat und uncoated capillary 80 cm (52 cm zum
Leitfahigkeitdetektor und 62 cm zum UV-Detektorfenster, ID = 25 um ), fur das PA800 und
uncoated capillary 50 cm (40 cm zum UV-Detektorfenster, ID = 50 um) und fiir das PA800
und coated capillary aus dem Beckman-Kit 60 cm (50cm zum UV- oder LIF-Detektor).

Verschiedene Feldstarken zwischen 12 und 30 kV wurden mit normal (Anode am
Autosampler) oder reversed polarity (Anode am Ende der Kapillare) angelegt. Daraus
resultierten verschiedene Stréme zwischen 4.5 pA und 30 pA. Die Kapillartemperatur betrug
35°C (PrinCE) und 20°C (PA800), wenn nicht anders angegeben.

Fur PrinCE Analysen, nach Einbau einer neuen Kapillare wurde die Kapillare mit 1M NaOH
(45, 0.1M NaOH (45%), destilliertem Wasser (459 und running buffer (RB) (20°) bei einem
Druck von 2500 mbar gesplilt. Zwischen den Laufen wurde die Kapillare 10 Minuten mit
Trennpuffer gesplilt.

Fur PA800 Analysen, nach Einbau einer neuen Kapillare (uncoated capillary / normal
polarity) wurde die Kapillare mit 1M NaOH (10°), 0.1M NaOH (10°), destilliertem Wasser (10°)
und running buffer (5°) bei einem Druck von 20 psi gespilt. Zwischen den Laufen wurde die
Kapillare 2 Minuten mit Trennpuffer gespuilt.

Fur PA800 Analysen, nach Einbau einer neuen Kapillare (coated capillary Beckman-Kit /
reversed polarity) wurde die Kapillare nur mit destilliertem Wasser (10°) und running buffer
(5%) bei einem Druck von 20 psi gespult. Zwischen den Laufen wurde die Kapillare 2 Minuten
mit Trennpuffer gespult.

Die genutzten und im Text verwendeten Analysensysteme sind in Tabellen 8 bis 11 gezeigt.

3.3.1. Analysensystem 1 (PrinCE, uncoated, 25 um)

MeRgerat: PrinCE mit Leitfahigkeitsdetektor und UV-Detektor (A = 195 nm)
Fused silica uncoated capillary: Lt = 80 cm, Lgetuv = 62 €M, Lgetrac = 52 ¢cm, ID = 25 um
Abbildungen 11-14
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Tabelle 9: Analysensystem 1

Schritt Druck / Spannung Zeit Chemikalien
Spulen 2500 mbar 6 min RB
Injektion 70 mbar 0.3 min Probe
12 kv
Trennung -30 kV (individuell) RB
30 kv

3.3.2. Analysensystem 2 (PA800, uncoated, 50 um)

MeRgerat: PA800 mit UV-Detektor ( A yyv = 200 nm )
Fused silica uncoated capillary: Lyt =50 cm, Lget= 40 cm, ID =50 um
Abbildung 15

Tabelle 10: Analysensystem 2

Schritt Druck / Spannung Zeit Chemikalien
Spulen 20.0 psi 1 min NaOH 0.1
Spulen 20.0 psi 1 min H,O
Spulen 20.0 psi 2 min RB
Injektion 1.0 psi 4 sec Probe
Trennung -20 kV 12 - 60 min RB

3.3.3. Analysensystem 3 (PA800, uncoated, 20 um)

MeRgerat: PA800 mit UV- (200 nm) und LIF-Detektor (Argon-ion Laser EX 488 / EM 520 nm)
Fused silica uncoated capillary: Ly =50 cm, Lgeruv =40 cm, ID =20 pm
Abbildungen 27- 28

Tabelle 11: Analysensystem 3

Schritt Druck / Spannung Zeit Chemikalien
Spulen 20.0 psi 1 min NaOH 0.1
Spilen 20.0 psi 2 min RB
Injektion 1.0 psi 22 sec Probe
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Wait (DIP) - 0.2 sec

Trennung 20 kV 12 - 60 min

RB

RB

3.3.4. Analysensystem 4 (PA800, coated, 50 um)

Mef3gerat: PA800 mit UV- (200 nm) und LIF-Detektor (Argon-ion Laser EX 488 / EM 520 nm)

Beckman-Kit coated capillary: Lyt =60 cm, Lget=50 cm, ID =50 pum
Abbildungen 16-17; Abbildungen 19; Abbildungen 21-23; Abbildung 25; Abbildungen 29-30.

Tabelle 12: Analysensystem 4

Schritt Druck / Spannung Zeit Chemikalien

Spilen 20.0 psi 2 min RB
Injektion 1.0 psi 4/6 sec Probe
Wait (DIP) - 0.2 sec RB
Trennung -20 kV 12 - 60 min RB
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Leitfahigkeit und indirekte UV-Detektion

4. Ergebnisse und Diskussion

Fir eine bessere Lesbarkeit werden Ergebnisse und Diskussion in 4 Teilen dargestellt und
diskutiert.

4.1. Analyse der Zucker in Wasser geldst ohne Derivatisierung mit Leitfahigkeits- und
indirekter UV-Detektion,

4.2. Analyse der Zucker in Wasser geldst nach Derivatisierung mit UV- Detektion,
4.3. Analyse der Zucker in Wasser geldst nach Derivatisierung mit LIF-Detektion,
4.4. Urinanalyse nach Derivatisierung mit LIF-Detektion,

4.5. Stabilitéat von Zucker- un Urin-Probe

4.1. Leitfahigkeit und indirekte UV-Detektion

Fir die Leitfahigkeits- und UV-Detektion wurden die Analysensysteme 1 bis 4 und
verschiedene Puffersysteme gebraucht. Die verwendete Probe ist eine 1 mg/ml Zuckermix,
mit 0.3 mg/ml von jedem Zucker in Wasser gelost (0.9 mM Laktulose, 1.8 mM Rhamnose,
2.0 mM Xylose. Die Experimente basieren auf Arbeiten von 4 verschieden
Forschungsgrupen, die verschiedene Zucker erfolgreich mit CE getrennt und mit
Leitfahigkeitsdetektion detektiert haben und dafir verschiedene Puffersysteme (RB)
entwickelt haben. Die Methoden und Bedingungen dieser 4 Groupen ( (27), (14), (7) und
(28)) sind in Anhang 1 zusammengefasst.

4.1.1. PDC Puffersysteme (26)

2,6-pyridine dicarboxylic acid (PDC) ist ein RB der die Detektion von Anionen mit indirekter
UV- oder Leitfahigkeitsdetektion ermdglicht (27). PDC ist eine schwache organische Saure
und ihre Konzentration im Milieu ist vom pH abhangig. Der Einfluss des pH Wertes des RBs
aus 20mM PDC bei pH 12.1, 12.4 und 12.7 wurde im Rhamen der Arbeit untersucht, siehe
Abbildung 11. Die Spannung war 12kV mit normaler Polaritat und die Detektion wurde mit
Leitfahigkeit und UV durchgefinhrt.

33



Leitfahigkeit und indirekte UV-Detektion

~ 022 -0.05
A o020 prizzd w pH121
S, 0.18 - S ois
® 016 T
= Karbonat S .0.20
% 0.14 | - sugars
£ 012 | sugars > 025
b=
Q@ 0.10 1 EOF -0.30 EOF
0.08 : ‘ ‘ -0.35 : : :
5 10 15 20 25 5 10 15 20 25
< 0.20 -0.20
©
5 018 WW % 025
N
= 0.16 sugars S -0.30
X 0.14 (%} 0.35
£ 012 3>
E= -0.40
g 010 EOF EOF
0.08 : : : -0.45 ‘ :
5 10 15 20 25 5 10 15 20 25
0.22 -0.05
< pH12.7
C 2o P12 0.0 |
[o
5 018 S 015
® 016 g
= 5 -0.20
< 0.14 n 0.25
5 012 2 020
E 0.10 EOF -0.30 EOF
0.08 : : : -0.35
5 10 15 20 25 5 10 15 20 25
Zeit (Min) Zeit (Min)

Abbildung 11: Zuckertrennung mit RB PDC und Leitfahigkeits- (links) / UV- (rechts) Detektion, Einfluss
des pH-Wertes auf die Trennung; Probe: 1 g/ml 3-Zuckermix ;Anaysensystem 1, 12 kV; RB: 20 mM PDC;
pH 12.1 (A), 12.4 (B) und 12.7 (C).

Die EOF Mobilitaten werden wie erwartet bei hoherem pH langsamer. Damit migrieren die
Zucker spater. Mit Leitfahigkeitsdetektion und einem pH von 12.1 (Abbildung 11, A) kommt
der EOF Peak ungefahr nach 10 Minuten, mit einem pH von 12.4 (Abbildung 11, B) nach
etwa 14 Minuten und mit einem von 12.7 (Abbildung 11, C) nach 18 Minuten.

Bei pH 12.1 (Abbildung 11, A) wird nur ein Peak fur die 3 Zucker mit Leitfahigkeit und im UV
sichtbar. Die Zuckern sind nicht getrennt. In dem Leitfahigkeitselektropherogram ist ein
zusatzlicher Peak nach ungefahr 20 Minuten sichtbar. Wenn pH des Puffers grosser als 9 ist,
wird die Luft im Puffer absorbiert, es entsteht Karbonat, was mit dem Leitfahigkeitsdetektor
detektiert wird. Manchmal ist auch die Basislinie stufenartig (29). Bei hdheren pH-Werten
wie 12.4 (Abbildung 11, B) und 12.7 (Abbildung 11, C) sind die Peaks fur beide
Detektionsmethoden kleiner als das Rauschen. Daraus folgt, der beste pH-Wert der 3
getestesten ist pH 12.1, jedoch ist unter diesen Bedingungen keine Trennung moglich. Wie
Zu sehen ist, ist mirt allen getesteten Systemen die Trennung nicht ausreichend und auch
das nétige LOD (3 und 6*10°®) kann nicht erreicht werden.

Die Analyse wurde im folgenden mit reversed polarity nach EOF Umkehrung durchgefiihrt,
um hohere Selektivitaten zu erhalten. Zwei Pufferadditive zur Umkehrung des EOF wurden
gestestet: CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide) und TTAB
(tetradecyltrimethylammonium bromide). Beide sind oberflachenaktive Chemikalien, die im
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wasserigen Milieu Uber der kritschen Mizellenkonzentration Mizellen bilden und erméglichen,
den elektroosmotischen Fluss (EOF) umzukehren. So wandern die Anionen in gleicher
Richtung wie der EOF und konnen in relativ kurzer Zeit analysiert werden. CTAB liefert auf
grund seiner hohen Eigenmobilitdt eine schnellere Mobilitdt der Zucker als TTAB. Die
Elektropherogramme sind in Abbildung 12 zusammengefasst.
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Abbildung 12: Einfluss der Pufferadditive CTAB und TTAB auf die CZE Analyse von 1 g/ml 3-Zuckermix
mit Leitfahigkeits- (links) und UV-Detektion- (rechts); Analysensystem 1, -30 kV; RB: 20mM PDC pH 12.1.
mit Zugabe von 0.5 mM TTAB (A) und 1 mM CTAB (B)

Unter den gebenen Bedingungen und bei Verwendung von reversed polarity sind mit
Leitfahigkeitsund UV-Detektion 3 Pics sichtbar, es wird aber keine vollstandige Trennung
erhalten. Das Detektionslimit wird fir die 3 Monosaccharideauf 9*10'M geschéatzt. Mit
diesem System kann die Trennung der 3 Zucker erreicht werden, jedoch noch nicht
basislienengetrennt, jedoch ist das Detektionslimit nicht ausreichend fur das Ziel der Arbeit.

4.1.2. NaOH und LiOH Puffersysteme

Die Trennung von Zuckern mit LIOH- und NaOH-Puffersysteme hat fiir verschiedene
Forschungsgruppen erfolgreiche Ergebnisse gegeben: P.Tuma & Co (14) haben mit einem
75 mM NaOH Puffer (pH 12.6) und einer 50 cm lang Kapillare (ID = 10 um) und 15 kV
Sukrose, Laktose, Galaktose und Fruktose getrennt. Carvahlo & Co (7) haben mit
verschiedenen RB (z.B. 10 mM NaOH + 4.5 mM Na,HPO, + 200 uM CTAB) und einer 44 cm
langen Kapillare (ID = 10 um) bei 25 kV, Fruktose, Glukose, Sukrose, Galaktose und Laktose
getrennt. Paroni & Co (27) haben mit 50 mM LiOH + 6 mM sorbic acid + 1.25 mM CTAB
pH12.50 Xylose, Fruktose, Rhamnose, Glukose, Laktulose, Cellobiose und Mannitol geldst in
Wasser getrennt (capillary: L = 27¢m, Lger = 20 cm, ID = 50 um; Gerat PA5500; reversed
polarity -5 kV); Laktulose wurde in diesen Publikation nicht getrennt werden.
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Hydroxid (das Hauptanion des Elektrolyten) ist ein sinnvoller RB unter Berticksichtigung der
Tatsache, dass dissoziierte Kohlenhydrate langsame Mobilitaten haben und dass Hydroxyd
die schnellste Mobilitat in wasserigem Medium hat. Lithiumhydroxid sollte das beste Alkali
sein, kann aber manchmal ausfallen. Carvahlo & Co (7) berichten, dass Additive wie
Na,HPO, kdnnen die Effizienz und die Empfindlichkeit verbessern.

Ein Puffersystem mit verschieden LiOH-Konzentrationen (25 mM, 50 mM und 75 mM) und
6mM Sorbinsdure wurde getestet, die Ergebnisse sind in Abbildung 13 zusammengefasst.
Die Konzentration des RB wirkt sich auf die Migrationszeit und die Resolution aus.
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Abbildung 13: Einfluss der Pufferkonzentration auf die CZE Analysen von 1 g/ml 3-Zuckermix;
Leitfahigkeits- (links) und UV-Detektion (rechts); Analysensystem 1, 30kV; RB: 6mM Sorbinsaure + LiOH
25mM (A), 50mM (B) und 75mM (C); Peak-ldentifizierung: Laktulose (1), Rhamnose (2), Xylose (3).

Bei kleineren LiOH-Konzentrationen sind die Peakintensitaten grosser als bei hoheren
Konzentrationen, das Rauschen ist kleiner und die Migrationszeit sind kirzer. Mit 25mM
LiOH (Abbildung 13, A) sind die Peaks am grossten, aber sie Uberlagern sich teilweise. Die
beste Trennung wird mit 50mM LiOH und 6mM Sorbinsaure (Abbildung 13, B) erreicht. Da
LiOH ausfallen kénnte, wurde die Analyse auch mit 50mM NaOH durchgefiihrt (Abbildung
14). Um die Empfindlichkeit zu vergréssern wurden auch 50mM NaOH + 22.5mM Na,HPO,
als RB getestet.

36



Leitfahigkeit und indirekte UV-Detektion

-0.1
A =018 NaOH NaOH
T 016 S 02
2 =
? 014 5 -03
° 7}
2 012 >
& 5 04
5 010 12 EOF
3 oo EOF 3 05 123
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
B < 0.21 -0.10
b
g 0.20 > -0.12
@ T -0.14
= 019 =S
) 12 ? 016
& 0.18 3 3
2 o NaOH -0.18 NaOH
3 +Na,HPO
017 a,HPO, 020 | EOF|  +NaHPO,
2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Zeit (Min) Zeit (Min)

Abbildung 14: Einfluss der Phosphatzugabe zum RB auf die CZE Analysen mit Leitfahigkeits- (links) und
UV-Detektions- (rechts) von 1 g/ml 3-Zuckermix; Analysensystem 1, 30 kV; RB: 50mM NaOH pH 12.62 (A),
50mM NaOH + 22.5mM NayHPO4 pH 12.40 (B); Peaks Identifizierung: Laktulose (1), Rhamnose (2), Xylose

).

Mit 50mM NaOH (Abbildung 14, A) sieht man, dass das signal-to-noise Verhéltnis besser ist
als mit 50mM LiOH (Abbildung 13, B). Die Peaks sind gut getrennt. Die Addition von
Phosphat (Abbildung 14, B) verbessert leicht die Empfindlichkeit bei der
Leitfahigkeitsdetektion, aber mit UV-Detektion sind keine Peaks zu identifizieren /
detektieren. Diese Analysen wurden nur einmal durchgefihrt, d.h. nicht auf ihre
Reproduzierbarkeit geprift. Dieses NaOH / Phosphat Puffersystem (Abbildung 14, B) gibt
mit Leitfahigkeitsdetektion die besten Trennung und Empfindlichkeit, und ermdglicht die
Zucker in nur 7 Minuten ohne Probenvorbereitung zu trennen, was fur Routine interessant
wére. Das Detektionslimit wird fiir Rhamnose und Xylose auf ca. 3*10™'M erreicht, ist also fiir
das Ziel diese Arbeit nicht ausreichend.

4.1.3. Diskussion

Leitfahigkeit als Detektionsmethode hat grosse Vorteile beziglich dem Ziel dieser Arbeit.
Diese Methode ist universell, das elektrische Signal gibt ein Signal ohne intermediaren
physischen Parameter wie Lichtintensitdt, und sie ermdglicht, die Zucker direkt zu
detektieren. Die Probevorbereitung ist minimal und ideal fur Routineanalyse. Die Indirekte
UV-Detektion gibt ahnliche Empfindlichkeit wie Leitfahigkeitsdetektion, und hat den grossen
Vorteil, dass sie mit fast jedem Kapillarelektrophorese-Gerate durchzufiihren ist. Aus diesem
Grunde wurde entschieden, diese 2 Methoden mit bekannten CE-Trennsytemen fiir Zucker
((27), (14), (7) und (28) ) als erstes flur Laktulose, Rhamnose und Xylose zu testen.

Die verschiedenen Versuche haben ermdéglicht, die 3 Zucker geldst in Wasser zu trennen.
Der 50mM NaOH mit Na,HPO, Puffer hat die beste Ergebnisse gegeben, aber die
Peakshdhen sind nur 3 oder 4 Mal grosser als das Rauschen. Die Konzentration der Probe
ist schon nah von dem Detektionslimit. Mit einer Menge von ungefahr 300 pg Zucker pro ml
Wasser ist die Empfindlichkeit noch weit, etwa 300 mal unter dem Ziel von ca. 1 pug/ml.
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Um die Trennung zu verbessern, ware es maglich, mit einer diinneren Kapillare zu arbeiten,
zum Beispiel von 10 um ID wie Carvahlo & Co (7) gezeigt haben, aber mit einem dinneren
Kapillardurchmesser wirde sich das Detektionslimt noch verschlechtern, im Fall einer 10 pm
Kapillare etwa um den Faktor 5 im Vergleich zur 50 um Kapillare.

4.2. APTS- Derivatisierung mit UV Detektion

Eine in der Biotechnologie sehr gebréduchliche Methode zum effizienten und sehr
empfindlichen Zuckernachweis von reduzierenden Zucker ist ihre Derivatisierung mit APTS,
Trennung mit CZE und nachfolgender UV oder LIF Detektion. Da die LIF Detektion etwa 100
x empfindlicher ist als die UV Detektion, sind in der Literatur bedeutend mehr Zitate zu dieser
als zur UV-Detektion zu finden (16). Die UV-Detektion wurde in dieser Arbiet mit einem
System parallel zur LIF Detektion getestet, um die genauen Detektionslimite fur Laktulose,
Rhamnose und Xylose zu testen damit eine universelle detektionsmethode zur Verfligung zu
haben, im Fall dass ein LIF Detektor nicht verfligbar ist.

In der Literatur sind nicht viele verschiedene APTS-Derivatisierungssysteme beschrieben,
nur die Reaktionszeit, Zuckermenge, APTS-LAdsungsmittel (Essigsaure oder Zitronsaure) und
der reduzierende Agent (Natriumcyanoborhydrid oder Picoline-Borane) sind verschieden und
wurden in vielen Arbeiten optimiert (in Anhang 2 zusammengefasst). Viele Publikation
basieren auf einer Arbeit von Chen und Evangelsita (24). In dieser Arbeit haben sie
Rhamnose, Xylose und andere Saccharide getrennt. Es wurden keine Arbeiten zur Trennung
von Laktulose nach APTS Derivatisierung gefunden.

In der vorliegenden Arbeit wurden 4 verschiede, in der Literatur fir Mono- und Disaccharide
erfolgreich angewendete Derivatisierungssyteme, gewahlt und mit verschiedenen
Trennsystenmen getestet. Die genauen Rezepte sind in Kapitel 3.2.1 (Material und Methode)
beschrieben.

4.2.1. Analyse nach Trennung mit einer uncoated capillary

Unter Verwendung einer nicht modifizierten Kapillare zur Trennung lassen sich die mit APTS
markierten Zucker entgegen dem EOF Trennen, d.h. der EOF bestimmt ihre zu messende
Mobilitat (appearent mobility), d.h. die Trennung kann z.B. Uber eine Einstellung des pH
Wertes oder der lonenstarke optimiert werden. Diese Trennung war erfolgreich fir
Rhamnose und Xylose siehe (24).

Die 3 Zucker wurden in Wasser gelost nach ,C&E" derivatisiert (24). Es wurden die
einzelnen Zucker (Laktulose 5mM, Rhamnose 5mM und Xylose 5mM) derivatisiert, als auch
eine Mischung der 3 Zucker, je 1.67mM inklusive eines Blanks (Wasser derivatisiert). Nach
Derivatisierung wurde die 3 einzeln derivatisierten Zucker gemischt.

Die Proben wurden zuerst bei, reversed polarity (-20kV) und mit einem 100mM
Natriumacetat Puffer pH 4.5 analysiert (Analysensystem 2). Die Elektropherogramme vom
Blank, den 3 derivatiserten Zuckern (3 sugars) und der Mischung der 3 einzeln
derivatisierten Zucker (Mix) sind in Abbildung 15 dargestellit.

38



APTS- Derivatisierung mit UV Detektion

3000
2500 - 3 5
o 2000 1. | 3 sugars
—
.)<
= 3
D 2
T 1500 A
g N h
(o))
» 1000 - _
mix
500 - «\A.N
blank
0 T T T
5 10 15 20 25
Zeit (Minuten)

Abbildung 15: CZE Analysen einer Mischung von den drei 5 mM derivatisierten Zuckern je geldst in
Wasser (mix), 5 mM 3-Zuckermix (3 sugars), und einem Blank (Wasser), von oben nach unten; Fur eine
bessere Lesbarkeit und Vergleichbarkeit wurden die Elektropherogramme adjustiert, Verschiebung auf
der y-Achse (+500 AU fur blank, + 1100 AU fur mix und + 2200 AU fur 3 sugars) und Verschieung auf de X-
Achse (+0.35 Minuten fur mix, -0.55 Minuten fir 3 sugars); Derivatisierung nach ,,C&E"“ (24);
Analysensystem 2; Peak-ldentifizierung: Rhamnose (2), Xylose (3).

In den Elektropherogrammen der Mischungen in Abbildung 15 sind die Zucker Rhamnose (2)
und Xylose (3) identifizierbar (aufgestockt), Laktulose kann nicht detektiert werden. Wie im
Vergleich mit dem Blank zu sehen ist, kann Xylose nur schlecht von einigen, aus dem Blank
stammendene Signalen, abgetrennt werden. Die Migartionszeiten sind nicht reproduzierbar,
der erste grosse Reagenzpeak zeigt in 6 aufeinanderfolgenden Analysen Migartionszeiten
zwischen 5.22 und 7.50 Minuten (Variationskoeffizient = 15.9 %), der letzte Peak des
Reagenz zwischen 8.35 und 16.07 Minuten (Variationskoeffizient = 29.2%). Um eine
Verbesserung der Migrationszeitreproduzierbarkeit zu erhalten, wurden 2 verschiedene
Kapillarwaschprozeduren gestestet, mit dem Ziel, eine konstante Kapillaroberflachenladung
und damit einen konstanten EOF und folglich Migartionzeiten zu erhalten. Im ersten Fall
wurde die Kapillare nur mit Puffer gespilt, im zweiten Fall mit NaOH 0.1M, Wasser und
Puffer. Beide Prodzeduren fihrten nicht zu dem gewulinschten Erfolg, die Migartionszeiten
varrierten immernoch stark. Aus diesem Grund wurden im nachsten Schritt Experimente mit
oberflachenmodifizierten Kapillaren (coated capillary CHN, Beckman Coulter Kit flr N-
Linked Oligosaccharide) geplant, bei denen die Kiesekgelkapillaroberflache und damit die
geladenen Silanolgruppen duch ein neutrales Polymer aRBschirmt werden und somit fiir den
Puffer nicht mehr zugénglich sind. Diese Kapillaren zeigen keinen EOF mehr, d.h. die
geladenen Substanzen wandern nur aufgrung ihrer Eigenmobilitét, was zu einer erhdhten
Migartionszeitreproduzierbarkeit fihren sollte.

Der Peak von Laktulose sollte auf Grund seines grosseren hydrodynamischen Radius unter

den getesteten Bedingungen nach Rhamnose migrieren, dort ist jedoch kein Peak detektiert.
Spiken mit derivatisierter 5mM Laktulose (gespiked 1:2 / mix:Lac) zeigte einen sehr kleinen
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Peak nach Rhamnose im Rauschen. Wahrscheinlich reagiert Laktulose weniger mit APTS
als die anderen 2 Zucker und ist somit nur weniger empfindlich detektierbar, auf dieses
verhalten wird spéter in Kapitel 4.3 eingegangen.

4.2.2. Analyse mit einer N-CHO coated capillary

N-CHO coated capillary erméglicht, der EOF zu elimieren. Im Vergleich zur nicht
oberfachenmodifizierten Kapillare (uncoated capillary) sind die Migartionszeiten mit der N-
CHO  coated capillary und reversed polarity gut reproduzierbar. Die
Durchschnittsmigrationszeiten von 6 Analysen haben einen Variationskoeffizienten von 0.1%
fur den ersten als auch letzten Reagenzpeak. Da unter Verwendung von
Natriumazetatpuffer sich der Xylose-Peak mit einem Reagenzpeak Uberlagert und die
Trennung nicht weiter optimiert werden konnte (Abbildung 16, A), wurden verschiedene
andere Trennpuffer getestet. Die Elektropherogramme der Mischung der 3 Zucker getrennt
in Natriumazetat, Borat und Phosphat Puffern sind in Abbildung 16 dargestelit.
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Abbildung 16: Einfluss verschiedener RB auf die CZE Analysen des Blanks (derivatisiertes Wasser)
(pink) und von 5mM 3-Zuckermix (schwarz); Fir eine bessere Lesbarkeit und Vergleichbarkeit wurden die
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Elektropherogramme adjustiert, Verschiebung auf der Y-Achse (-690 AU fur Blank (A), -1000 AU fur 3
sugars (A), +450 AU fur Blank (B), + 260 AU fur 3 sugars (B), -450 AU fur Blank (C) und -430 AU fur 3
sugars (C) und Verschiebung auf der X-Achse (+0.845 Minuten fir (B)); Derivatisierung nach ,,C&E*“ (24);
Analysensystem 4; RB: 100mM Natriumacetat Puffer pH 4.5 (A), 1220mM Borat Puffer pH 9.0 (B) und 50mM
Phosphat Puffer pH 7.5 (C); Peaks Identifizierung: Rhamnose (2), Xylose (3).

Da die Trennung nicht mehr durch den EOF beinflusst wird, d.h. keine Verlangsanmerung
der Zuckerwanderung durch den bei pH 4.5 mittelstarken EOF stattfindet, erhdlt man mit
Natriumazetatpuffer (Abbildung 16, A) kirzere Migrationszeiten, als mit der nicht
oberflachenmodifizierten Kapillare (Abbildung 15) Rhamnose und Xylose wurden in weniger
als 8 statt 20 Minuten getrennt. Jedoch ist der Xylose-Peak nicht von einem Reagenzpeak
getrennt. Mit Boratpuffer (Abbildung 16, B) sind die Zucker-Peaks auch nicht von Blank
getrennt und das Rauschen ist grosser. Die Migrationszeiten sind auch Ilanger.
Phosphatpuffer (Abbildung 16, C) ist die beste Losung, die Peaks von Rhamnose und Xylose
sind nicht von Reagenzpeaks Uberlagert und ihre Trennung erfolgt in 8.5 Minuten.

4.2.3. Diskussion

Die N-CHO coated capillary von Beckman Coulter liefert reproduzierbarere Ergebnisse als
eine nicht modifizierte fused silica Kapillare. Sie ermoglicht, Rhamnose und Xylose in
kirzeren Zeiten zu trennen als mit einer nicht modifizierten Kieselgelkapillare. 50mM
Phosphat Puffer pH 7.50 zeigt die besten Ergebnisse und wird fir die weitere Arbeit
verwendet.

Fir Rhamnose und Xylose ist die UV-Detektion nach Derivatisierung mit APTS empfindlich.
Ein 5mM Xylose Probe (Elektropherogramm nicht gezeigt) kann nach Derivatisierung und
Verdiinnung mit UV-Detektion eine Konzentration von 1.2¥10° M detektiert werden. Bei
Trennung mit dem Phosphat Puffer ist das signal-to-noise Ratio des Xylose-Peaks ungefahr
43, d.h. die Probe kénnte noch 14 Mal verdiinnt werden, um ein Detektionslimit 0.8*10° M
und ein signal-to-noise Ratio von 3 zu erreichen. Diese Empfindlichkeit ist fir Rhamnose und
Xylose gross genug, um dem Ziel dieser Arbeit von 6*10° M fiir beide zu geniigen.

Die Derivatisierung mit APTS zeigt gute Resultate fir Rhamnose und Xylose, aber Laktulose
ist nicht oder kaum detektierbar. Offensichtlich ist diese Derivatisierungsmethode (,C&E"
(24)) fur Laktulose weniger effizient als fur Rhamnose und Xylose. Die Kinetik von
Derivatisierungsreaktionen variiert flr verschiedene Zucker (30). Es scheint, das die
selektive Aminierung fir Laktulose schlechter funktioniert als fur die anderen beiden Zucker.

Im nachste Schritt um eventuell die Detektion der Laktulose zu ermdéglichen, wird die LIF-
Detektion benutzt, da sie um den Faktor von 100 empfindlicher ist als die UV-Detektion.
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4.3. LIF Detektion nach APTS-Derivatisierung

APTS-Derivatisierung mit anschliessender LIF Detektion ist fur die Zuckeranalyse in der
Literatur héufig beschrieben, ein Detektionslimit von 0.6*10° M fir Glukose (15) wird
berichtet.

In dieser Arbeit wurden 4 verschieden Systems zur Derivatisierung basierend auf
Literaturangaben getestet. Diese sind in Kapitel 3.2.1 (Material und Methode) genau
beschrieben und in der Tabelle 8 zusammengefasst.

Das erste System ,DA“ wurde in einer Diplomarbeit gebraucht, um den Gehalt an
Monosacchariden eines hochgradig glykosylierten therapeutischen Proteins zu bestimmen
a7).

Das zweite System ,C&E*“ basiert auf einer Arbeit von Chen und Evangelista, die haben
Xylose, Rhamnose, Arabinose, Ribose, Fucose, Glukose, Galaktose und Mannose
derivatisiert und getrennt. Beide Methoden benutzen eine 27 cm lange Kapillare mit einem
Innerendurchmesser von 20 um, 120 mM Boratpuffer pH 10.2 und eine elektrische
Spannung von 25 kV. Chen und Evangelista (24) haben Pauch hosphat- und Azetat-Puffer
verwendet.

Natriumcyanoborohydrid (NaBHsCN) wird in beiden Sytemen als reduzierendes Agent zur
Aminierung gebraucht. Es reduziert die schiffsche Base zu einem stabilen sekundaren Amin.
Ein bedeutender Nachteil von Natriumcyanoborhydrid ist, dass es das toxische volatile
Hydrogenzyanid (HCN) bildet. Darum haben Ruhaak & Co (26) ein Protokoll mit Picoline-
Boran statt Natriumcyanoborhydrid fur die Derivatisierung von Oligossacharide und N-Glycan
entwickelt und erfolgreich fir Glukose und Galaktose getestet. Das System ,Picoline“ benutzt
Picoline-Borane statt Natriumcyanoborhydrid.

Néachste System ,C,L&E“ wurde einer Publikation von Chen, Lui und Evangelista (25)
entnommen, die Mono- und Oligosaccharide mit reduzierenden Enden trennen. Sie haben in
dieser Publikation Rhamnose, Mannose, Glukose, Fruktose, Xylose, Fucose und Galaktose
mit Borat und Phosphat Puffer und eine 27 cm lang Kapillare mit innere Durchmesser von 20
oder 50 um analysiert.

Alle diese Systeme verwenden CZE mit normaler Polaritat und fused silica capillary, ausser
die Trennung und Detektion mit dem Picoline-Bborane-System (26), die werden mit RP-
HPLC-LIF durchgefiihrt. Es ist zu bemerken, dass die Trennung 60 Minuten dauert und die
Zuckerpaeks gut von den Matrixpeaks des Derivatisierungsreagenz abgetrennt werden.

4.3.1. Derivatisierungsysteme

Die drei ersten Derivatisierungsmethoden ,DA“ (17), ,C&E" (24), ,Picoline®, (26) ) wurden mit
UV-Detektion und LIF-Detektion getestet. Die im UV-analysierten Proben wurden fir die LIF
Detektion weiter mit Wasser verdinnt. Entsprechend ,DA® derivatisierte Proben wurden
etwa 500 x zu verdiinnt, entsprechend ,C&E*“ und ,Picoline* 200 x.

In Abbildung 17 sind die Elektropherogramme der 3-Zuckermix mit den 3 verschiedenen
Derivatisierungsmethoden, immer mit N-CHO coated capillary, Phosphat Puffer und reversed
polarity dargestellt. Die Analyse derivatisierter Laktulose (5 mM Ldsung, Elektropherogramm
nicht gezeigt) hat ermdglicht, Laktulose zu identifizieren, wie erwartet wandert Laktulose mit
der geringsten Geschwindigkeit.
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Abbildung 17: Einfluss der Derivatisierungmethode auf die CZE Analyse von Reagenzienblank (pink) und
5 mM 3-Zuckermix (schwarz); Derivatisierung nach ,DA.2“ (A), ,,C&E.2“ (B), ,Picoline.2* (C);

Analysensystem 4; RB: 50 mM Phosphat Puffer pH 7.5; Peaks-ldentifizierung: Laktulose(1), Rhamnose (2),
Xylose (3).

In Abbildung 17 sind die Peaks von Rhamnose und Xylose fiir alle 3 getetsten Systeme gut
sichtbar und vom Reagenzpeak gut getrennt. Picoline-Boran (Abbildung 17, C) hat weniger
Reangenzpeaks. Viele Reagenzpeaks kommen wahrscheinlich von Natriumcyanoborohydrid
(NaBH3;CN). Picoline-Boran ist weiterhin interessant, da es fur Gesundheit und Umwelt

weniger gefahrlich ist als NaBHsCN. Um Laktulose empfindlich zu detektieren, ist die
Derivatisierung nach ,DA® (Abbildung 17A) am empfindlichsten.

Die Signalintensitat fir Laktulose ist viel geringer als fiir Rhamnose und Xylose, teilweise
kann man 2 oder sogar 3 Peaks detektieren. Um die Mehrfachpeaks zu erklaren, sind
verschiedene  Hypothesen  mdglich: entweder wird Laktulose wahrend der
Derivatisierungsreaktion in seine Monosacharide gespalten, die dann als einzelne Peaks
auftreten oder Laktulose existiert in 2 oder mehren verschiedenen Formen oder Isomeren die
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dann nach Trennung detektiert werden. Die Hypothese der Aufspaltung in Monosacharide ist
jedoch unwahrscheinlich, weil die Monosccharide Rhamnose und Xylose ganz andere
Migrationszeiten haben, d.h. Monosaccharide Fruktose und Galaktose sollten aufgrund des
geringeren hydrodynamischen Radius eher als die gleich geladenen Disaccharide migrieren
(siehe Gleichung 1).

1.67mM Laktulose (aus der 3-Zuckemix) ist mit der ,DA*- (17) und ,C&E"-Derivatisierung (24)
(Abbildung 17, A und B) detektierbar, aber mit einer ungefahr 20 x kleineren Intensitat als
Rhamnose. Eine weitere Analyse von Laktulose (5mM Laktulose gel6st in Wasser) hat einen
Peak fur Laktulose mit allen 3 Derivatisierungsmethoden gezeigt, aber in Abbildung 17 mit
den 3-Zuckermix (nur 1.67mM Laktulose) ist der Peak von Laktulose nur mit ,DA" (Abbildung
17, A) und ,C&E" (Abbildung 17, B) Derivatisierungen sichtbar. Wie erwartet war das Signal
etwa 3 hoher als bei 1.67mM, d.h. Laktulose ist fur alle 3 Derivatisierungsmethoden etwa 20
x weniger empfindlich zu detektieren als Xylose und Ramnose. Wie erwartet, ist die LIF
Detektion viel empfindlicher als die UV-Detektion. Ein 100mM 3-Zuckermix
(Elektropherogramm nicht gezeigt) enthalt 3.33*10" mM jede Zucker, und nach
Derivatisierung nach ,DA* und Verdinnung mit Wasser konnte Xyolse oder Rhamnose in
einer Konzentration von 8,1*107 M mit Analysensystem 3, 50mM Phosphat Puffer pH 7.5,
detektiert werden. Das signal-to-noise Verhaltnis vom Xylose und Rhamnose Peak ist
ungefahr 2500, d.h. die Probe kann noch etwa 800 Mal verdinnt werden, um ein
Detektionslimit von 1*10° M und ein signal-to-noise Ratio von 3 zu erreichen. Das Ziel
dieser Arbeit ist 6*10° M fiir Rhamnose und Xylose und von 3*10°M fiir Laktulose d.h. unter
gebebenen Bedigungen ist die Methode auch fir Laktulose genug empfindlich.

Um den kleineren Leistungsgrad der APTS-Derivatisierung fur Laktulose zu verstehen, ist es
interessant, sich in die chemische Struktur der Zucker vertiefen. Was primer Laktulose von
Rhamnose und Xylose differenziert, ist dass Laktulose ein Disaccharid ist. Laktulose, wie der
Name zeigt (4-O-B-D-Galactopyranosyl-D-Fructofuranose) ist aus Galaktose und Fruktose
aufgebaut. Die reduktive Aminierung funktioniert mit der endstandigen Fruktose. Fruktose
differenziert sich von Rhamnose und Xylose, weil sie eine Ketose und keine Aldose ist.

In der Literatur wurden keine Beispiele einer Laktulose APTS-Derivatisierung gefunden,
jedoch einige von Fruktose. Es gibt verschiedene Feststellungen und Ergebnisse, einige
Gruppen konnten Fruktose derivatisieren, und andere konnten Fruktose nicht derivatisieren.
Z.B. Lamari & Co (31) stellen in ihrem Review zur Kohlenhydratderivatisierung fest, dass die
Derivatisierung von Ketosen ein spezifisches Problem ist, weil nur einige
Derivatisierungsagentien mit Ketosen reagieren, oftmal ist die Reaktion nicht quantitativ. Im
Patent von Chen & Co (32) Basis fiir das Beckman-Zuckeranalysekit ist zu lesen: “APTS
unexpectedly also reacts with ketoses and therefore provides a mechanism for the analysis
of nonreducing sugars”. Ahnlich unseren Ergebnissen Abbildung 18 zeigen Bui & Co (33),
das der Fruktosepeak viel kleiner (ungefahr 15 x kleiner) als der Xylosepeak ist. Tseng & Co
(34) beschreiben die reduktive Aminierung von Fruktose mit 4-fluoro-7-nitrobenzofurazane
(NBD-F), sie haben 2 Peaks fir Fruktose erhalten. Sie schreiben dieses Phanomen der
Unstabilitdt des Ketose-Skeletons der Fruktose zu. Des weiteren stellen sie auch kleinere
Markierungseffizienz fur Fruktose im Vergleich zu Glukose fest (Faktor ca. 1 zu 20) .
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Fig. 1. Capillary zone electropherogram of a mixture of (a) galactosamine (GALA), glucosamine (GLUA), mannose (MAN), glucose (GLU), fructose (FRU), xylose
(XYL) and galactose (GAL) and (b) stachyose (STA), lactose (LAC), melibiose (MEL), N-acetyl-galactosamine (GALNAC), N-acetyl-glucosamine (GLUNAC),
mannose (MAN) and saccharose (SACH) conjugated with APTS. Experimental conditions: conjugation reaction were performed as described in Material and methods
applying 1:1 molar ratio (dye:carbohydrate, respectively). The electrophoresis was performed in a fused silica capillary, length: 60 cm, effective length 48 cm, 1D:
20 pm. Detection was made with LIF detection with a 488 nm laser. Running buffer: 10 mM borate, pH = 10.2; sample injection 0.23 min, 20 mBar; applied voltage
30 kV. During the run a 50 mBar pressure was applied for a faster detection of the zones.

Abbildung 18: Elektropherogram der Publikation von Bui & Co (33), unterschiedliche
Derivatisiierungseffizienz fir Aldosen und Ketosen

4.3.2. Optimierung der Bedingungen zur Laktulose Derivatisierung /
Analyse

Alle APTS-Publikationen stimmen in einer Frage Uberein: die Derivatisierungsausbeute fir
jeden Zucker ist zuckerspezifisch und von den Reaktionsbedingungen wie Reaktionszeit,
Temperatur, pH, Solvent, APTS- und Zuckerkonzentration abhangig.

Eine interessante Publikation von Chen, Liu und Evangelista (25) geben spezielle
Bedingungen zur Fruktose Derivatisierung. Sie konvertieren Fruktose zu seinem APTS
Addukt mit einer langeren Reaktionszeit von 2.5 Stunden (75°C) als Ublich fur die anderen
Zucker, fur diese ist 1 Stunde ausreichend. Diese Derivatisierung (25) wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit getestet, und ,C,L&E"“ gennent (Abbildung 19, C). Es wurde auch die
,DA®- Methode (17) mit 2.5 Stunden getestet (Abbildung 19, A).

Im Beckman-Zuckeranalsekit wird APTS-M, eine sehr reinere Form von APTS, zur
Derivatisierung von Monosachariden vorgeschlagen, da es flr schwer derivatisierbare
Zucker hohere Ausbeuten liefert. APTS-M wurde in Zitronensaure (Erklarung siehe unten)
statt in Essigsaure geldst und sonst wurden die Bedingungen wie ,C&E* (25) getestet. Diese
wurde ,C,L&E modifiziert“ gennent (Abbildung 19, B).
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Abbildung 19: Einfluss der Derivatisierungmethode auf die CZE Analyse von des Reagenzienblank (pink)
und 5mM (A) oder 100mM (B und C) Laktulose geldst in Wasser (schwarz); Derivatisierung nach ,,DA“
aber mit Derivatisierungszeit von 2.5 Stunden / 75°C (A), nach ,,C,L&E modifiziert“ (B) und nach ,,C,L&E*
genau wie in Literatur (C); Analysensystem 4; RB: 50mM Phosphat Puffer pH 7.5; Peak-ldentifizierung:
Laktulose (1), Unbekannt (*).

Bei gleichen Bedingungen wie die ,DA“Derivatisierung (17) aber mit 2.5 Stunden
Inkubationszeit und bei 75°C (Abbildung 19, A) erhalt man noch kleinere Peaks als mit 16
Stunden bei 37°(Abbildung 17, A). Laktulose verschwindet fast im Rauschen. Wahrscheinlich
ist die Menge von Laktulose (3.6 pl Zucker 5mM) zu klein. Andere Konzentrationen mit
gleicen Bedingungen wurden allerdings nicht getestet.

Mit ,C,L&E“-Derivatisierung (Abbildung 19, C) und mit ,modifizierte C,L&E"-Derivatisierung

(Abbildung 19, B) gibt es fur Laktulose mehrere Peaks nach etwa 10 Minuten. Die
modifizierte Methode (B) gibt aber grossere Peaks als die originale. APTS-M in
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Zitronensaure (Abbildung 19, B / ,C,L&E modifiziert®) ist hier fur die Laktulose Derivatisierung
besser geeignet als normales APTS in Essigsaure gelost(Abbildung 19, C / ,C,L&E"). Mit der
,C,L&E modifizierten“ Methode sind die Peaks viel grosser, aber es ist auch klar sichtbar,
dass mehr als 2 Peaks entstehen, was Fragen zu einer eventuellen Hydrolyse / Degradation
von Laktulose generiert.

Zitronensaure ist fir APTS-Derivatisierung theoretisch besser als Essigsaure, weil sie saurer
ist. Evangelista & Co (35) haben verschiedene organische Sdure getestet und gezeigt, dass
sich die Ausbeute der Derivatisierung mit wachsender Saure verbessert, Beispiel siehe
Abbildung 20.
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Fig. 3. Capillary electrophoresis separations of N-linked oligosaccharides released from ribonuclease B atter APTS lubeling in acetic. malic,
citric and malonic acids. Separation buffer: 150 mA sodium phosphate pH 2.5: applied field strength 18 kV. current 27 pA: reversed
polarity.

Abbildung 20: Evangelista & Co (35) Elektropherogramme von Oligosachariden markiert mit APTS geldst
in verschiedenen organischen Sauren, unter ihnen Zitronen- und Essigsaure

APTS-M ist ein APTS mit héherer Reinheit, speziell fir Monosacharide entwickelt, und sie
sollte besser als normales APTS mit den Zuckern reagieren. Dieser Fakt wurde in Abbildung
21 bestatigt, wo das Laktulosesignal nach Derivatisierung mit APTS-M (Abbildung 21, B)
grosser ist als mit normalem APTS (Abbildung 21, A) unter &hnlichen Bedingugen.
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Bild 21: Einfluss der APTS-Reinheit auf die CZE Analyse von Reagenzienblank (pink) und 100mM
Laktulose geldst in Wasser (schwarz); Derivatisierung nach ,,C,L&E modifiziert“ mit APTS normal (A)
oder mit APTS-M (B); Analysensystem 4; RB: 50 mM Phosphat Puffer pH 7.5; Peak-ldentifizierung:
Laktulose (1), Unbekannt (*).

Entsprechend dem ,C,L&E® (25) modifizierten Derivatisierungsprotokol unter Verwendung
von hochreinem APTS (APTS-M) (Abbildung 21, B) ist ein dem anderen Zucker in 10-maliger
Intensitéat entsprechendes Signal fur Laktulose erhalten worden, darauf aufbauend wurden
die weiteren Experimente durchgefiihrt. In einem zweiten Schritt, wie oben diskutiert wurde
mit der Reaktionszeit experimentiert. Die Derivatisierung von 100mM Laktulose in Wasser
wurde mit 2.5, 5 und 16 Stunden durchgefiuhrt, Ergebnisse siehe Abbildung 22.
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Abbildung 22: Einfluss der Derivatisierungszeit auf die CZE Analyse von Reagenzienblank (pink) und
100mM Laktulose in Wasser (schwarz); Fir eine bessere Lesbarkeit und Vergleichbarkeit wurden die
Elektropherogramme adjustiert, Verschiebung auf der Y-Achse(+ 2E+4 AU fur 5h, + 4E+4 AU fur 16h) und
Verschiebung auf der X-Achse (+0.03 Minuten fir 5h, -0.05 Minuten fur 16h); Derivatisierung nach ,,C,L&E
modifiziert*; Analysensystem 4; RB: 50m M Phosphat Puffer pH 7.5; Peak-ldentifizierung: Laktulose(1),
Unbekannt (*), Unbekannt (**).

In Abbildung 22 gibt es zwischen 2.5 und 5 Stunden fast keine Differenz in der Intensitat der
Laktulosepeakgruppe, aber die Intensitst der Peaks die nach 16 Stunden
Derivatisierungszeit erhalten wurde ist eindeutig starker. Unter diese Bedingungen sieht man
auch einen zusatzlichen Peak nach ungefahr 8.5 Minuten, der mit steigender
Derivatisierungszeit grosser wird. Diese Migrazionszeit ist im Bereich der Migartionszeit von
Rhamnose, einem Monozucker. Wie vorher schon andiskutiert, hydrolysiert / degradiert
Laktulose moglicherweise wahrend der sauren Derivatisierung, je langer um so starker, und
eines der enstehenden Produkte ist moglicherweise Galaktose. Die Hypothese von Spaltung
und Abbau kénnte das Vorhandensein von Multipeaks erklaren und wird in Unterkapitel
(4.3.3) weiter betrachtet.
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Laktulose reagiert weniger stark als Rhamnose und Xylose mit APTS, der Grund liegt
eventuell in der unterschiedlichen chemischen Struktur der Laktulose im Vergleich zu den
zwei anderen Zuckern. Xylose und Rammnose bilden eine stabile Aldoform nach
Ring6ffnung im sauren Medium getestet, die die Voraussetzung fiir die effektive reduktive
Aminierung und damit Derivatisierung sind. Fruktose liegt nach der Ring6ffnung in saurem
Medium in einer Ketoform vor, diese kann sich in der Kettenform intramolekular tber eine
Endiol-Form zu Glukose umlagern. Beglnstigt wird dieser Prozess durch ein alkalisches
Milieu (Katalysatorwirkung). Da dies eine Gleichgewichtsreaktion ist, findet auch eine
Ruckreaktion statt. Diese Reaktion kommt nicht zum Stillstand solange Fruktose / Glukose
vorhanden sind (36). Glukose ist ein reduzierender Zucker, der sich aufgrung seiner
Aldoform gut derivatisieren lasst. So konnte vielleicht ein alkalisches Milieu fur die
Derivatisierung interessant sein, weil Glukose keiner Ketose aber eine Aldose ist und somit
effizienter reagiert als Fruktose. Es ist jedoch fraglich, ob die Derivatisierung unter solchen
Bedingungen noch funkionieren wird. Paulus & Co (12) haben das bejaht: ,Although the
reductive amination works best in a pH range of 6 to 8, the reaction has been shown to work
successfully at a pH as low as 4 and as high as 10.“ Um diese Aussage flr Laktulose zu
testen, wurden 100mM Laktulose Losung in Wasser, in NaOH 0.1M und in Ammoniak nach
einer ,modifizierten C,L&E“-Methode derivatisiert, d.h. im vergleich zur urspriinglichen
Prozedur wurden das Zuckerlosungsmittel veréndert, die Ergebnisse sind in
Elektropherogrammen Abbildung 23 gezeigt.
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Abbildung 23: : Einfluss des Zuckerlésungsmittels auf die CZE Analyse von Reagenzienblank (Wasser)
(pink) und 100mM Laktulose gelést (schwarz) in 0.1 M NaOH, in Wasser und in 32% Ammoniakldésung;
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Fur eine bessere Lesbarkeit und Vergleichbarkeit wurden die Elektropherogramme adjustiert,
Verschiebung auf der Y-Achse (+ 4E+4 AU fur Wasser, + 8E+4 AU fir NaOH); Derivatisierung nach ,,C,L&E
modifiziert“; Analysensystem 4,; RB: 50mM Phosphat Puffer pH 7.5; Peak-ldentifizierung: Laktulose(1),
Unbekannt (*) , Unbekannt (**).

Die basischen Bedingungen zur Derivatisierung einer Laktuloselésung in 32%
Ammoniaklésung pH 12.65 und in 0.1 M Natronlauge, pH = 12.70 (Abbildung 23) fordern
klar die Bildung des Peaks mit einer Migrationszeit von ca. 8.4 Minuten, der im
Migrationsbereich der Monosaccharide kommt und der im Falles des NaOH als
Losungsmittel am grossten ist. Wahrscheinlich ist das Disaccharid hydrolisiert und ist dieser
Peak ist ein Monossacharid. Diese Hypothese wird in Kapitel 4.3.3 diskutiert. Da dieser
Peak eine adhnliche Migrationszeit wie Rhamnose hat, ist er ein Problem fur die Analyse des
interessierenden Zuckergemisches, um ihn zuminimieren wurden fir die nachfolgende
Derivatisierung neutrale Bedingungen zum Lésen des Zuckers verwendet.

In einer weiteren Trennung, Elektropherogram nicht gezeigt, mit diesen optimisierten
Bedingungen (-,C,L&E modifiziert®, neutrale Bedingungen, 2.5 Stunden
Derivatisierungsreaktion, Analysensystem 4, RB: 50mM Phosphat pH 7.50, 5mM 3-
Zuckermix) zeigt, dass der Laktulosepeak immer noch ungefahr 20x kleiner als Rhamnose
und Xylose ist, das heisst dass die Ausbeute fur diese 2 Zucker auch grosser ist, ein LOQ
von ca. 5*10°M wird geschétzt, niedriger als die mit der ,DA“-Derivatisierung (1*10°M).

4.3.3. Untersuchung weiterer Mono- und Disaccharide

Um die Hypothese der Hydrolyse von Laktulose (4-O-B-D-GalaKtopyranosyl-D-
Fruktofuranose) zu bestétigen, wurden die Monosaccharidbausteine der Laktulose, Fruktose
und Galaktose derivatisiert und analysiert. Da das Problem der schlechten Ausbeute der
Derivatisierungsreaktion fur mit Laktulose wahrscheinlich auf seinen Fruktose Teil
zurtckzufuhren ist, wurde Saccharose (1-a-D-Glukopyranosyl-2-3-D-Fruktofuranose) auch
derivatisiert, das auch endstandige Fruktose enthalt. Um eine weitere Hypothese der
mdglichen Umwandlung der Laktulose in Laktose (1-a-D-Glucopyranosyl-4-LaktuloseR3-D-
glucopyranose) zu bestéatigen wurde auch Laktose analysiert.

Die 8 Zucker wurden gemischt und nach ,C,L&E modifiziert“ derivatisiert und mit
Analysensystem 4 analysiert. Die einzelnen Zucker wurden auch derivatisiert und analysiert,
um die Peaks zu identifizieren. Das Elektropherogram der Mischung der 8 Zucker ist in
Abbildung 25 gezeigt, die Peakhthen und Migrationszeiten den einzeln analysierten
derivatisierten Zucker (die Elektropherogramme sind nicht gezeigt) sind in der Tabelle 13
zusammengefasst.

Tabelle 13 Peakhthen und Migrationszeiten von 8 einzeln derivatisieren und analysierten Zuckern gelést
in Wasser (je 100 mM) nach C,L&E derivatisiert und mit Analysensystem 4 analysiert

N° Zucker Hohe (RFU) Migrationszeit (Min) Monosacharid Disacharid

1 Laktulose 0.2 9.890 - Gal + Fruc
2 Rhamnose 7.8 8.396 v
3 Xylose 10.8 8.012 v
4 Laktose 7.4 9.871 - Gal + Gluc
5 Glukose 8.7 8.417 v
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6 Fruktose 0.5 8.379 v
7  Saccharose 1.3 8.417 - Gluc + Fruc
8  Galaktose 10.0 8.546 v

Galaktose und Fruktose, die zwei Einheiten von Laktulose, haben eine Migrationszeit von
ungefahr 8.5 und 8.4 Minuten, was bedeutet, dass die Peakgruppe von Laktulose, die bei ca.
9.5 Minuten kommt, nicht diese Monosacharide sind.

Die Intensitat des Fruktosepeaks (H=0.5) ist fast so gering wie Laktulose (H=0.2), was
nahelegt, dass Laktulose mit APTS nicht gut reagieren kann, da die reduktive Aminierung an
seinem Fruktoseteil stattfindet. Saccharose, wo auch der Fruktose Teil reagiert, ist etwas
besser derivatisiert, d.h. zeigt eine etwas hoéhre Peakintensitat (H=1.3). Die Fruktosereste
von Saccharose und Laktulose haben eine verschiedene glykosytische Bindung zwischen
den 2 Monosaccharidbausteinen. Der C-1 Karbonkohlenstoff von Laktulose ist in einer
Halbacetalstruktur und der von Saccharose ist einer Ketalstruktur (Abbildung 24). Dieser ist
aber nicht so gut derivatisiert wie Galaktose (H=10.0), Glukose (H=8.7), Rhamnose (H=7.8)
oder Xylose (H=10.8). Saccharose hat die genau gleichen Migrationszeit wie Glukose, ein
von seinen Monosacharidbausteinen, was bedeuten kann, dass sie wahrend der
Derivatisierungsreaktion in seine Monosaccharidbausteine aufgespalten wird und somit als
Glukose migriert und detektiert wird.

Entsprechend dieser Beobachtungen kann man mit Sicherheit annehmen, das bei der
Derivatisierung unter basischen Bedingungen (Abbildung 21 / 4.3.2) Laktulose teilweise
gespalten wird und seine Monosaccharide detektiert werden, dabei Glukose mit einer
héheren Intensitat als Fruktose.

HO OH
0 OH
H HO
OH 0 o
OH 0
HO 0 OH HO
o}
OH HO 0]
OH OH OH OH
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Abbildung 24: Chemische Struktur von Laktulose (4-O-3-D-Galactopyranosyl-D-Fructofuranose) (links)
und Saccharose (1-a-D-Glucopyranosyl-2-3-D-Fructofuranose) (rechts)
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Abbildung 25: CZE Trennung von 8 Mono- und Disacchariden (100mM 8-Zuckermischung),
Reagenzienblank (pink) und 8-Zuckermix (schwarz); Derivatisierung nach ,,C.L&E modifiziert®;
Analysensystem 4; RB: 50mM Phosphat Puffer pH 7.5.; Peak Identifizierung: Laktulose (1), Rhamnose (2),
Xylose (3), Laktose (4), Glukose (5), Fruktose (6), Saccharose (7), Galaktose (8).

Abbildung 25 zeigt das Elektropherogram der 8-Zuckermix; es ist klar sichtbar, dass die 8
Zucker nicht gut getrennt sind, anstelle von 8 Peaks erhalt man nur 4 Peaks. Rhamnose (2)
Uberlappt mit anderen Zuckern. Laktulose (1) und Laktose (4) sind nicht getrennt, aber der
Peak ist sehr symmetrisch, so wahrscheinlich dominiert Laktose und tberdeckt den kleinen
Laktulose-Peak.

Die Anwendung der N-CHO coated capillary ist vorteilhaft, weil die Migrationszeiten
reproduzierbar sind. Wie die Versuche in Abbildung 25 zeigen, ist die Trennung fur die
verschieden Zucker unter gebenen Bedingungen nicht selektiv. Da im Urin Laktose oder
Glukose vorkommen konnen, was bei bestimmten Krankheitsbildern der Fall ist, ist die
Methode fiir Laktulose und Rhamnose nicht spezifisch genug und wiirde zu Falschresultaten
fuhren.

In der Publikation von Chen, Liu und Evangelista (25) sind die Zucker aus Abbildung 25 gut
getrennt (Abbildung 26), aus diesem Grund haben wir versucht, diese Analyse zu
reproduzieren (Abbildung 27, Analysensystem 3). Mit einer nicht modifizierten
Quartzkapillare (20 um Innendurchmesser, 40 cm lang), -20 kV und 100 mM Borat Puffer pH
10.2 wurden tatsachlich die 8 Zucker besser getrennt, jedoch nicht vollstéandig (Abbildung
27). Um die Peaks zu identifizieren, war es nétig, mit gespikten Proben zu arbeiten.
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Abbildung 26: Elektropherogram einer Publikation von Chen, Liu und Evangelista (C,L&E) (25)
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Abbildung 27: Trennung von 8 Mono- und Disachariden mit CZE; 100mM 8-Zuckermix in Wasser geldst;
Derivatisierung nach ,,C,L&E modifiziert; Analysensystem 3; RB: 100mM Borat Puffer pH 10.2; Peak
Identifizierung: Laktulose (1), Rhamnose (2), Xylose (3), Laktose (4), Glukose (5), Fruktose (6), Saccharose
(7), Galaktose (8), Reagenzpeak (x).

In Abbildung 27 sind Glukose, Fruktose und Saccharose nicht getrennt, jedoch Rhamnose ist
abgetrennt. Galaktose (8) ist auch von den anderen Zuckern getrennt, was die Mdglichkeit
eroffnet, Laktulose nach enzymatischer Spaltung in Galaktose und Fruktose als Galaktose
statt Laktulose zu detektieren und quantifizieren.

Allerdings, mit der uncoated Kapillare sind die Migationszeiten nicht reproduzierbar, d.h. in
der Routine misste immer eine Peakindentifizierung erfolgen oder man miusste die
elektrophoretischen Mobilitdten mittels eines Markers berechnen, was von beiden
Alternativen die zeitsparendere Variante darstellt und eher routinetauglich ist.
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4.3.4. Diskussion

Wie die Ergebnisse mit LIF-Detektion nach APTS Derivatisierung zeigen, sind die 5
Derivatisierungsmethoden (,DA*, ,C&E*, ,Picoline“, ,C,L&E* und ,C,L&E modifiziert") fur
Rhamnose und Xylose erfolreich. Picoline-Boran ist ein sehr interessanter Ersatz fir Natrium
Cyanoborhydrid, das fir die Umwelt und die Gesund gefahrlich ist, und ausserdem
zusatzlich Matrixpeaks zeigt.

Wie erwartet, ist die LIF Detektion viel empfindlicher als die UV-Detektion. Eine LOD von
5%10° M mit ,C,L&E modifizierte*-Derivatisierung, Analysensystem 3 und 50mM Phosphat
Puffer pH 7.50 wurde erreicht. Diese Empfindlichkeit ist etwa 1000 x grosser als die der UV-
Detektion und liegt etwa 1000 fach unter der Konzentration von 6*10° M, dem Ziel dieser
Arbeit. Damit ist auch die Detektion der etwa 20 x weniger empfindlichen Laktulose im
geforderten Konzentrtionsbereich maglich.

Die ,C,L&E moadifiziert*-Derivatisierungsmethode mit APTS-M in Zitronsdure zeigt fur
Rhamnose und Xylose eine hohe, dem Ziel dieser Arbeit entsprechende Ausbeute. Die
Zucker-APTS-Derivate, kann man reproduzierbar mit der coated N-CHO -capillary von
Beckman Coulter reversed polarity und Phosphat Puffer pH 7.50 gut trennen und mit LIF
Detektion empfindlich detektieren. Jedoch kann Rhamnose nicht von anderen, im Urin
eventuell vorkommenden Monosacchariden, abgetrennt werden. Laktulose zeigt in allen
Fallen (Temperatur-, pH-, Reaktionszeitanderung) eine geringere Intensitdt als die zwei
Monozucker, ungefahr 20 x kleiner als Rhamnose oder Xylose, auch Temperatur und pH
Optimierung bringen keine Ideallésung. Fruktose und Saccharose sind im Vergleich zu den
Aldosen schwierig derivatisierbar, wie schon von anderen Forschungsgruppen dargestellt
(33). Mit basischen Bedingungen oder mit wachsender Reaktionszeit entsteht als
Hydrolyseprodukt der Laktulose Glukose, die nach 8.5 Minuten gleich Rhamnose migriert,
und sich damit mit Rhamnose Uberlapt. So ist es besser, mit 2.5 Stunden
Derivatisierungszeit und in neutrale Bedingungen zu arbeiten.

Um die Monosaccharide Rhamnose / Xylose von anderen eventuell im Urin vorkommenden
Monosacchariden abzutrennen ist es ndétig, die Trennung mit einer uncoated fused silica
capillary, normal polarity und Borat Puffer pH 10.2 durchzufuihren. Der Nachteil dieser
Methode ist, dass die Migrationszeiten nicht sehr reproduzierbar sind. Auf der anderen
Seiten ware es moglich, empfindlich Glalaktose als Spaltprodukt der nicht empfindlich
nachweisbaren Galaktose zu detektieren.

Zusammenfassend lasst sich sagen:

Im Rahmen dieser Bachelorarbeit wurde ein optimiertes Probenvorbereitungs-, Trenn- und
Detektion flUr Laktulose, Xylose und Rhamnose entickelt (,C,L&E modifiziert®,
Analysensystem 3) das ihre effiziente Trennung mit einer Migrationszeit von 9.9 fir
Laktulose, 8.4 fir Rhamnose unf 8.0 flr Xylose mit der coated N-CHO capillary von
Beckman Coulter, reversed polarity und Phosphat Puffer pH 7.50 ermdglicht. Die drei Zucker
sind auch von moglichen Matrixzuckern des Urins abgetrennt. Das Detektionslimit ist ftr
Xylose und Rhamnose etwa 5*10° M mM und fiir die Laktulosepeakgruppe etwa 1*10”7 mM.

Dieses ,C,L&E modifiziert* optimierte System hat Potential um eine routinetaugliche Methode
fur die Gastrountersuchung von Zuckern zu erhalten. Es muss jedoch noch
Entwicklungsarbeit geleistet werden, was im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr méglich war.
Die Vorteile diese Systems bestehen in:
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1. Routinetauglich: sehr reproduzierbar, schnelle Trennung (10 Minuten), gute Abtrennung
von Matrixkomponenten aus dem Urin,

2. Empfindlich genug zur Bestimmung von Xylose, Rhamnose und Laktuloseentsprechend
dem geforderten Detektionslimit von 5*10° M fiir Rhamnose und Xylose und ca 1*10” M hr
fur Laktulose, trotzdem das Laktulose 20 x weniger empfindlich detektiert werden kann als
Rhamnose und Xylose.

Seine Nachteile bestehen in:

1. Die Methode ist fur Laktulose und Rhamnose nicht spezifisch genug und wirde zu
Falschresultaten fihren, da im Urin Laktose oder Glukose vorkommen kénnen, d.h. das
Trennsystem muss so optimiert werden, dass Glukose und Rhamnose als auch Laktulose
und Laktose getrennt werden

2. Laktulose migriert in mehreren Peaks und die Derivatisierungsreaktion ist etwa 20x
weniger effizient als fir Rhamnose und Xylose. Die Derivatisierungsreaktion fir Laktulose
muss im Detail untersucht werden, z.B. lauft sie quantitativ ab? Was sind die Bestandteile
der Peakgruppe? Kann ein einzelner Peak dieser Gruppe zur Laktulosequantifizierung
herangezogen werden? Dementsprechend sollte die Reaktion optimiert werden.

Das optimierte System wird im Folgenden fir Urinproben getestet.
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4.4, Urinanalyse

Am Institut fir Klinische Pharmakologie und Viszerale Forschung Universitat Bern wurde
2010 eine Arbeit auf ahnlichem Gebiet zur quantitativen Bestimmmung von Laktulose,
Rhamnose und Xylose in Urin durchgefuhrt. Die Zucker wurden in Urin mit GC-MS
guantifiziert. Die gleichen Proben wurden auch von einer Arbeitsgruppe in England mittels
LC-MS analysiert, beide Methoden ergaben vergleichbare Ergebnisse.

Fir diese Arbeit waren 7 Urinproben verfiigbar, einige von Patienten und einige von
gesunden Testpersonen. Bei allen Personen wurde vor und nach der Zuckeraufnahme Urin
gesammelt. Die Urinprobe vor Zuckerabnahme ist eine ,overnight Probe, d.h. der Urin
wurde nach Zuckerverabreichung am Morgen gesammelt. Die Probe nach Zuckeraufnahme
wurde 5 Stunden nach der Zuckeraufnahme gesammelt.

Der Urin kann verschieden konzentriert sein, abhangig davon, wieviel die betreffende
Person getrunken hat. Das war auch an den untersuchten Urineproben sichtbar, die
sovernight Proben sind fur fast alle Patienten dunkler als die 5 h Proben, was einer
erhdéhten Ureakonzentration zuzuschreiben ist. Wenn keine zuséatzlichen Matrixeffekte
auftreten, ist das fir den intestinalen Permeabilitatstest kein Problem, da nicht die
Urinmengen wichtig sind, sondern die Verhaltnis zwischen Laktulose und Rhamnose oder
zwischen Laktulose und Xylose. Da mit der entwickelten Analysenmethode Laktulose in
mehreren Peaks migriert, kann man dieses Verhaltnis nicht genau berechnet werden. Es
wurde in den folgenden Urinuntersuchungen daher das Xylose / Rhamnose Verhaltnis
berechnet.

Um den Urin vor und nach Zuckeraufnahme zu vergleichen, missen die Probe gleich
konzentriert sein. Dafir wurde die Leitfahigkeit jede Probe gemessen, und die Urine wurden
verdiinnt (1.5 bis 5 x), um &ahnliche Werte zu haben (auf 5.0-5.6 mS/cm normalisiert). Diese
normalisierten Proben wurden dann derivatisiert und analysiert. Die Verdinnungsfaktoren
sind in Tabelle 14 zusammengefasst.

Tabelle 14: Verdunnungsfaktoren von Urin entsprechend Testpersonen und Patienten, vor
Zuckeraufnahme (,,overnight“ Probe: ON) und 5 h nach Zuckeraufnahme (5h)

Verdinnungsf. Verdinnungsf.
Patient Testperson

ON 5h ON 5h
H.M 3.8 3.45 P.N 2.88 1.52
S.E 3.98 2.34 M.A 4.40 1.81
G.M 3.13 2.93 H.A 1.44 -
F.C 4.83 1.78 CJ 4.80 -
M.T 2.12 2.21

Die Urinproben wurden meistens als ,normalisierte” Probe d.h. verdinnt gemessen, einige
wurden jedoch auch vor der Normalisierung gemessen. Wenn normalisiert, wird das in der
Legende der Elektropherogramme angegeben.

Die 9 Proben wurden nach ,C,L&E modifizeirt“ derivatisiert und mit Analysensystem 3 und 4
analysiert. Wie schon erwahnt liefert das Analysensystem 4, reproduzierbare Resultate
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bezogen auf Migrationszeiten und Peakflachen. Die Urine von Patient F.C, dem Rhamnose,
Xylose und Laktulose verabreicht wurde, wurde nach ,C,L&E modifiziert® derivatisiert und mit
Analysensystem 4 analysiert. Nach dem gleichen Verfahren wurde der Urin der Testperson
H.A., die keinen Zucker aufgenommen hat, ungespiked und mit den 3 Zuckern gespiked
(H.A. + 3 sugars) analysiert (Abbildung 28).
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Abbildung 28: CZE Trennung von Urinproben Patient (F.C) 5 Stunden nach Zuckerverabreichung (A),
Testperson (H.A.) ohne Zuckerverabreichung (B) und (H.A.) mit einer 3-Zuckerlésung nicht quantitativ
gespiked (C); Derivatisierung nach ,,C,L&E modifiziert“; Analysensystem 3; RB: 100 mM Borat Puffer pH
10.2; Peak-ldentifizierung: Rhamnose (2), Xylose (3), Reagenzpeak (x).

Der Rhamnose- und Xylosepeaks von F.C. (Abbildung 28, A) sind gut sichtbar, Laktulose
konnte nicht detektiert werden. In den Proben von H.A. (Abbildung 28, B) sind die Zucker wie
erwartet nicht detektierbar. Fur kleine Peaks ist die Peakzuordnung aufgrung leicht
schankender Migationszeiten schwierig, d.h. eine Identifizierung nur Uber die Mobilitaten mit
Hilfe eines internen Mobilitdtsstandards oder durch Spiken mdglich (Abbildung 28, C).

Das Analysensystem 4, mit einer N-CHO coated capillary von Beckman Coulter liefert vielen
reproduzierbare Resultate bezogen auf die Migrationszeit. Aus diesem Grund, und trotz
Uberlappungsproblemen von Rhamnose mit Glukose, Fruktose, Saccharose und Galktose
wurde dieses System fiir die folgende Urinanalyse und fir die Quantifizierung gebraucht. Die
Urine einer Testperson (H.A.), die keine Rhamnose, Xylose und Laktulose aufnommen hat,

wurde nach ,C,L&E modifiziert” fur 2.5 und 5 Stunden derivatisiert. Die Elektropherogramme
sind in Abbildung 29 gezeigt.
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Abbildung 29: Einfluss der Derivatisierundzeit auf die CZE Trennung von humanen Urinproben,
Reagenzienblank (pink) und Urin (schwarz); Testperson (H.A.) ohne Zuckeraufnahme 2.5 h (A) und 5 h (B)

derivatisiert; Derivatisierung nach ,,C,L&E modifiziert; Analysensystem 4; RB: 50mM Phosphat Puffer
pH 7.50; Peak-Identifizierung: Unbekannt (a)-(d).

Nach 2.5 Stunden (Abbildung 29, A) gibt es zwischen 7.5 und 8.5 Minuten 2 Peaks (a und b),
die mit der gleichen Migrationtionszeit wie Rhamnose und Xylose kommen. Jin & Co (37)
haben gefunden, dass der Urin einer ,normalen, gesunden“ Person Laktose, Glukose,
Xylose und Arabinose enthélt. Entsprechend der Migrationszeiten der 8-Zuckeranalyse
(Kapitel 4.3.3.) ist Peak (a) wahrscheinlich Xylose und den Peak (b) Glukose. Diese

Hypothese wurde jedoch mit gespikten Proben noch nicht bewiesen, aus diesem Grund sind
die Namen in der Legende ,Unbekannt®.

Nach 5 Stunden (Abbildung 29, B) sind die Peaks der derivatiserten Zucker viel grésser und
die von der Marix / Reagenzien relativ kleiner. Peaks (b/c) sind eventuell Glukose und

Arabinose, die auch ein Monosaccharid ist. Ein Peak (d) ist auch sichtbar, wahrscheinlich
Laktose.

Der Urin von Patient (F.C.), Probennahme 5 Stunden nachdem er 1g Rhamnose, 0.5¢
Xylose und 5g Laktulose aufgenommen hat, wurde mit dem einer Testperson ohne
Zuckeraufnahme (H.A.) verglichen. Die Leitfahigkeit dieser 2 Proben wurde zuerst gemessen

und die Proben wurden normalisiert. Die zwei Elektropherogramme sind in Abbildung 30
dargestellt.
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Abbildung 30: CZE Trennung von normalisierten humanen Urinproben Reagenzienblank (pink) und
normalisiertem Urin (schwarz) einer Testperson (H.A.) ohne Zuckeraufnahme (A) und einer (F.C.) 5h nach
Zuckeraufnahme (B); Derivatisierung nach ,,C,L&E modifiziert“; Analysensystem 4; RB: 50mM Phosphat
Puffer pH 7.50; Peak-ldentifizierung: Rhamnose (2), Xylose (3), Unbekannt (x), Unbekannt (y).

In Abbildung 30 sieht man klar einen Unterschied zwischen den Proben der Testperson ohne
(H.A.) und mit (F.C.) Zuckeraufnahme. Die Menge der Zucker im Urin der Testperson ohne
Zuckeraufnahme ist unbedeutend. Die Peaks 2 und 3 sind sehr wahrscheinlich Rhamnose
und Xylose und die Peaks x und y Glukose und Xylose oder Arabinose. Es ist sehr
warscheinlich, dass unten den Rhamnose- und Xylosepeaks von F.C. (Abbildung 30, B)
kleine Glukose- und Xylospeaks vorhanden sind, die nicht abgetrennt sind.

Der Arbeit mit der GC-MS Analyse der gleichen ertsen 7 Proben hatte
Konzentationsbereiche von 8 bis 40 ug/ml (20-120 uM) Laktulose, 40 bis 180 pg/ml (200-
1000 puM) Rhamnose und 70 bis 250 ug/ml (460-1650 uM) Xylose fir die Patienten ergeben.
Um sich ein Bild von der Prazision und Spezifizitdat der Methode zu machen, wurde eine
Quantifizierung durchgefiihrt, zuerst fiir jeden Zucker mit einer spezifischen Eichkurve in
Wasser und dann auch in Urin, um den Matrixeffekt zu testen.

4.4.1. Eichkurve in Wasser

5 Proben mit zunehmenden Konzentrationen von Rhamnose und Xylose gelést in Wasser
wurden nach ,C,L&E modifiziert* derivatisiert und mit ,Analysensystem 4“ analysiert. Die
Peakflachen-Konzentrationsgeraden von 2 Eichkurven zeigen einen
Regressionskoeffizienten r?> von 0.9997 (Eichkurve und Peakfliche sind im Anhang
dargestellt). Die Rhamnose- und Xylosekonzentrationenen wurden mit diesen Eichkurven
berechnet und sind in Tabelle 15 zusammengefasst.
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Tabelle 15: Rhamnose- und Xylose Konzentrationen (pg/ml) in normalisiertem Urin von Testpersonen und
Patienten, ohne und mit Zuckeraufnahme, mit Eichkurve aufgenommen mit in Wasser geldsten
Zuckerstandrds berechnet, Verdiinnungsfaktor, Rhamnose- (Crnam) Und Xylosekonzentration (Cxy) vor
Zuckeraufnahme (Overnight Probe : ON) und nach Zuckeraufnahme (5 Stunden nach Zuckeraufnahme :
5h)

Patient Testperson
CRham (Hglm|) nyl ('J'g/ml) CRham (Hg/ml) nyl (Hg/m|)
Name Name
ON 5h ON ON ON 5h ON 5h
H.M * 79.4 * 1211 | P.N 29.4 91.1 116.4 1615
S.E 5.5 74.9 8.9 116.2 | M.A 32.7 106.7 40.4 136.7
GM 407 42.6 12.3 36.8 H.A 13.7 - 18.8 -
F.C 53.3 141.3 321 2058 | C.J 26.6 - 41.2 -
M.T 35.2 127.7 21.4 155.6

*technisches Problem mit der Analyse

Die erwartenden Werte fur Zucker in Urin nach Zuckeraufnahme sollen in einem Bereich von
40 bis 180 pg/ml fir Rhamnose und 70 bis 250 pug/ml fir Xylose liegen. Trotz der Unspezifitat
der Trennmethode sind die erhaltenen Werte im erwartende Bereich, was bedeutet, das die
Methodik akkurat ist und die Menge von anderen im Urin enthaltenen Zuckern
wahrscheinlich so gering sind, dass sie die Richtigkeit der Rhamnose und
Xylosebestimmung nicht stéren. Wie erwartet, sind die Konzentrationen nach
Zuckeraufnahme in allen Fallen groésser als vor Zuckeraufnahme.

In den friiheren Arbeiten wurden die Konzentrationen nach Zuckeraufnahme mit GC-MS
gemessen. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 16 zusammengefasst und mit den CE-Werte
verglichen. Die GC-MS Werte waren nicht normalisiert, daraus folgt, dass die CE-Werte mit
dem entsprechenden Verdinnungsfaktor multipliziert wurden.

Tabelle 16: Rhamnose- und Xylose Konzentrationen (Crham Und Cxyi) in pg / ml im normalisiertem Urin von
Testpersonen oder Patienten nach Zuckeraufnahme (5h) mit Kapillarelektrophorese (CE) analysiert,
Eichkurve in Wasser, Ergebnisse mit Verdinnungsfaktor multipliziert, vergleichen mit LC-MS (liquid
chromatography - mass spectrometry) Werte einer frilheren Arbeit mit den gleichen Proben (nicht
normalisiert).

Crham (rg/ml) Cxyi (ng/ml)
Patient /
Testperson CE GC-MS (a)/(b) CE GC-MS  (c)/(d)
(@ (b) (c) (d)
H.M 273.8 123.8 2.2 417.9 235.8 1.8
S.E 175.2 91.8 1.9 271.8 172.0 1.6
G.M 124.9 34.8 3.6* 107.8 71.2 15
F.C 251.6 151.3 1.7 366.4 253.3 1.4
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M. T 282.1 176.9 1.6 343.8 255.4 13
P.N 138.5 89.5 15 245.5 188.2 13
M.A 193.1  126.0 15 247 .4 191.9 13

*Aussreisser (Q-Test)

Die CE-Werte sind alle grosser als die GC-MS Werte. Ausser einem Aussreisser (3.6 wurde
nach einem Q-Test eliminiert) sind die Werten relative konstant, sie sind zwischen 1.3 x und
2.2 x grosser als GC-MS Werte (Durchschnitt = 1,7 x grosser, Variationskoeffizient 16.0%).
Ursache der grosseren Werte aus den CE Analysen konnte sein, das die Methode auch
andere Zuckern detektiert, und die nicht von den Rhamnose und Xylose Peaks abgetrennt
sind. Auf der anderen Seite haben die vorangeghenden Untersuchungen keine grosse
Mengen an patienteneigenen Zuckern gezeigt, d.h. die Diskrepanz kénnte auch in einer nicht
akkuraten GC-MS-Methode liegen, um genauere Aussagen zu liefern, missten die
Wiederfindungsrate, Prazion und Richtigkeit bekannt sein, was nicht der Fall ist.

Die Methode zum Testen der intestinalen Permeabilitdt verwendet die Rhamnose/Laktulose
und Rhamnose / Xylose Verhaltnis. Die sind hier nicht berechenbar, da Laktulose nicht
bestimmt wurde, jedoch wurden die Rhamnose/Xylose in der folgenden Tabelle berechnet.

Tabelle 17: Rhamnose- und Xylose Konzentrationen (Crham und Cxy) in pg pro ml im normalisiertem Urin
von Testpersonen oder Patienten nach Zuckeraufnahme (5h) mit Kapillarelektrophorese (CE) analisiert,
Eichkurve in Wasser, Ergebnissemit Dilutionsfaktor multipliziert, verglichen mit GC-MS (liquid
chromatography - mass spectrometry) Werten einer friiheren Arbeit in der die gleichen Proben analysiert
wurden (nicht normalisiert).

Name er:aEm/Xyl Rham/Xyl CE ratio / GC-MSiatio
ratio GC-MS atio
H.M 1.5 1.9 1.2
S.E 1.6 1.9 1.2
G.M* 0.9 2.0 2.4
F.C 1.5 1.7 11
M.T 1.2 14 1.2
P.N 1.8 2.1 1.2
M.A 1.3 15 1.2

*Aussreisser (Q-Test)

Die Tabelle 17 zeigt, dass die Rhamnose/Xylose Verhdltnisse bestimmt mit CE
(Analysensystem 4, Derivatisierungsmethode ,C,L&E modifiziert”) alle (ausser einem
Aussreisser) etwa 1.2 x grosser sind als das Rhamnose/Xylose Verhéltnis bestimmt mit GC-
MS (Variationskoeffizient 2.7%). Das zeigt, dass es sich um einen systematischen Fehler /
Abweichung handelt und dass nicht die im Patientenurin vorhandnen Zucker die
hauptséchlich Ursache flir die verschiedenen Werte der Methoden sein kénnen, da es
unwahrscheinlich ist, dass die verschiedenen Patieneten alle die gleichen Zuckermengen
haben, die sollten von Patient zu Patient schwanken.
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4.4.2. Eichkurve in Urin

Eine Eichkurve von Zuckerstandards geldst in Wasser ermdglicht sich ein Uberblick tiber den
linearen Konzentrationsbereich zu verschaffen, jedoch um Matrixeffekte auszuschliessen, ist
es besser, die Kalibration in der Messmatrix (hier Urin) mit Standardaddition durchzufiihren,
diese sollte genaue Werte und Widerfindungsraten liefern. Diese Kalibrationsart ist jedoch fir
die Routine nicht optimal, da sie viel Zeit bendtigt.

Es wurde eine Probe von Patient (F.C) nach Zuckeraufnahme und von Testperson (H.A). vor
Zuckeraufnahme mit Analysensystem 4 und Probenvrbereitungssystem ,C,L&E modifiziert®,
2.5 h Derivatisierung analysiert. Das gespikte Volumen von Zuckerstandards geldst in
Wasser wurde so klein wie moglich gewahlt, um die Probe wenig zu &ndern, jedoch so
gross, um eine nicht zu grosse Pipettierungenauigkeit zu haben. Es wurden 2 ul
Zuckerlosung (100 mM) zu 200 pl Urin gegeben. Die Zuckersignale vom nicht gespikten
Urin (Blank) wurden von den Signalen des gespikten abgezogen.

Die Eichkurven der F.C Proben haben einen Regressionskoeffizienten r* von 0.9625 fiir
Rhamnose und 0.9163 fir Xylose. Die Eichkurven der H.A Proben haben einen Koeffizienten
von 0.9993 fur Rhamnose und 0.9991 fur Xylose. Die auf Basis dieser Regressionskurven
berechnete Werte sind in Tabelle 18 mit Werten der aufgrund der in Wasser gelosten
Zuckerstandrads erstellten Eichkurve vergleichen.

Tabelle 18: Rhamnose- und Xylose Konzentrationen (pug/ml) im normalisierter Urin eines Patienten und
einer Testperson mit CE analysiert und mit Eichkurven in Urin und in Wasser berechnet.

Eichkurve in Urin Eickurve in Wasser

Name Crham (rg/ml) Cyyi (ng/ml) Crham (g/ml) Cyi (ng/ml)

F.C. 231.6 324.8 141.3 205.8

H.A. 17.4 25.7 13.7 18.8

Man sieht dass die Werte mit der Eichkurve in Urin noch hoher als die in Wasser sind,
speziell fur F.C. Die Werte sind konstant ewta 1.4 bis 1.5 mal grésser, was wieder auf einen
systematische Abweichung hindeutet.

Die Werten mit Messmatrixkalibration fur F.C. (231.6 und 324.8 pg/ml) sind noch héher als
die mit GC-MS gemessenen (151.3 und 253.3 pg/ml), was die Hypothese verstarkt, dass
zwischen den verschiedenen Analysenmethoden systematische Abweichungen vorliegen.

4.4.3. Diskussion

Die Analyse von Urin ist mit Analysensystem 3 (uncoated capillary) komplex. Da die
Migrationszeiten Zeiten nicht sehr reproduzierbar sind, ist es schwierig, die Peaks zu
identifizieren. Mit Analysensystem 4 (coated capillary von Beckman Coulter) ist diese
Reproduzierbarkeit viel besser. Diese Methode ist jedoch fliir Rhamnose unspezifisch, und
somit noch nicht fiir die Routine bereit, es gibt jedoch Méglichkeiten die Methode so zu
optimieren, das auch quantitative Aussagen zu Rhamnose mdglich sind. Diese Methode
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kann Xylose von anderen getesteten Zucker trennen jedoch nicht Rhamnose von Glukose,
Fruktose, Saccharose und Galaktose und jedoch nicht Laktulose von Galaktose.

Die Quantifizierung von Rhamnose und Xylose, basierend auf Eichkurven gemessen mit in
geldsten Zuckerstandards Wasser sowie in Urin geldsten Zuckerstandards, haben logische
Werte ergeben, im erwartenden Konzentrationsbereich.

Alle Werte sind jedoch grosser als die mit GC-MS gemessen. Wie vorher diskutiert, der
grosseren Werte aus den CE Analysen kdnnte sein, das die Methode auch andere Zuckern
detektiert. Auf der anderen Seite kdnnte die Diskrepanz auch in einer nicht akkuraten GC-
MS-Methode liegen, um genauere Aussagen zu liefern, missten die Wiederfindungsrate,
Prazion und Richtigkeit bekannt sein, was nicht der Fall ist.

Urin ist eine komplexe Matrix, mit vielen verschiedenen Komponenten und auch
verschiedenen Zuckern. Um dem Rechnung zu tragen, basiert die Methode zur Bestimmung
der intestinalen Permeabilitat auf Zuckerverhaltnissen und nicht auf absoluten
Zuckermengen. Die Rhamnose/Xylose Verhéltnisse sind fir CE konstant grosser als fur GC-
MS. Das deutet auf eine systematische Abweichung der 2 Methoden hin.
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4.1. Stabilitat der Probe

Eine Urin- und die ,3-Zucker-Probe“ wurden derivatisiert, aliquotiert und bei verschieden
Bedingungen gelagert. Eine Probe wurde im Tiefkiihlschrank (-18°C) gelagert, eine im
Kihlschrank (4°C), eine bei Raumtemperatur (vor Licht geschitzt) und eine bei
Raumtemperatur (nicht lichtgeschiitzt). Die Proben wurden tber 14 Tage gelagert.
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Abbildung 31: Einfluss der Lagerungsbedingungen und Zeitdauer einer Proben fir die 5mM 3-Zuckermix,
direkt nach Derivatisierung analysiert (0) oder nach 3 Tagen bei verschiedenen Bedingungen gelagert: im
TeifkUhlschrank -18°C (TK), in Kiihlschrank 4°C (K), beim Raumtemperatur von Licht geschutzt (dunkel:
RTd), beim Raumtemperatur in der Licht (RTI); Fur eine bessere Lesbarkeit und Vergleichbarkeit wurden
die Elektropherogramme adjustiert, Verschiebung auf der X-Achse (+2 fir TK, +4 fur K, +6 fir RTd und +8
fur RTd) Derivatisierung nach C,L&E modifiziert; Analysensystem 4; RB: 50mM Phosphat Puffer pH 7.50;
Peaks Identzifizierung: Rhamnose (2), Xylose (3).

Folgende Ergebnisse wurden erhalten:

Tabelle 19: Migrationszeit (Z) und Peaksflache (P) von Rhamnose und Xylose einer 5mM 3-Zuckermix 3-
Zuckermix, direkt nach Derivatisierung analysiert (0) oder nach 3 Tagen in verschiedenen Bedingungen
gelagert: im Teifkiihlschrank -18°C (TK), in Kihlschrank 4°C (K), beim Raumtemperatur von Licht
geschitzt (dunkel: RTd), beim Raumtemperatur in der Licht (RTIl), mit Durchsnitt (D) und
Variationskoeffizient (VK) in %

0 TK K RTd RTI D VK (%)
e Z 8.346 8.204 8.188 8.121 8.125 8.1968 1.11
©
®  p 11187079 15105474 17090362 16944134 16679309  45424071.6 16.14
oz 7.971 7.846 7.825 7.767 7.771 7.836 1.06
>
x

P 16703842 23305684 25663211 25601321 25041816  23263174.8 16.29

Aus diesen Ergebnissen kann man schlussfolgern, dass die derivatisierten Zuckerlésungen
wahrend mindestens 3 Tagen ohne Problem unter all diesen Bedingungen gelagert werden
kénnen (VK flr Peakszeitent sind kleiner als 1.5% und kleiner als 20% fiir die Peakshohe). In
Abbildung 31 ist klar zu sehen, dass die 2 Peaks (Rhamnose und Xylose) immer fast gleich
gross sind. Die Peaks nach 3 Tagen sind noch etwas grésser als nach 0 Tagen, was nicht
logisch ist. Diese Differenz kénnte eventuell von Injektionsungenauigkeiten kommen.

65



Stabilitat der Probe

100

80 -
0 TK K RTd
T 60- 3
o 3
= 3 3
g 40 -
=) 2
7] 2 2 2
20
RTI
i} " il
6 8 10 12 14 16 18 20 22

Zeit (Minuten)

Abbildung 32: Einfluss der Lagerung einer 5mM 3-Zuckermix, direkt nach Derivatisierung analysiert (0)
oder nach 14 Tagen bei verschiedenen Bedingungen gelagert: in Teifkiihlschrank -18°C (TK), in
Kuhlschrank 4°C (K), beim Raumtemperatur von Licht geschutzt (dunkel: RTd), beim Raumtemperatur in
der Licht (RTI); Fir eine bessere Lesbarkeit und Vergleichbarkeit wurden die Elektropherogramme
adjustiert, Verschiebung auf der X-Achse (+2 fur TK, +4 fir K, +6 fir RTd und +8 fir RTd) Derivatisierung
nach C,L&E modifiziert; Analysensystem 4; RB: 50 mM Phosphat Puffer pH 7.50; Peaks ldentzifizierung:
Rhamnose (2), Xylose (3).

Folgende Ergebnisse wurden erhalten:

Tabelle 20: Migrationszeit (Z) und Peaksflache (P) von Rhamnose und Xylose einer 5mM 3-Zuckermix,
direkt nach Derivatisierung analysiert (0) oder nach 14 Tagen in verschiedenen Bedingungen gelagert: im
TeifkUhlschrank -18°C (TK), in Kiihlschrank 4°C (K), beim Raumtemperatur von Licht geschutzt (dunkel:
RTd), beim Raumtemperatur in der Licht (RTI), mit Durchsnitt (D) und Variationskoeffizient (VK) in %

0 TK K RTd RTI D (\é/io()
e 4 8.346 9.696 11.033 11.292 - 10.09175 | 46.21
@
e P 11187079 22386970 29263360 21494739 - 21083037  54.20
_ 4 7.971 9.229 10.112 10.446 - 9.4395 45.86
>
X

P | 16703842 32884653 53013978 40582364 35796209.3 57.89

Wenn die derivatisierte Zuckerlosungen 14 Tage bei den verschiedenen Bedingungen
gelagert werden, erfolgt eine Zersetzung, eine genaue Quantifizierung ist nicht mehr
mdglich, mit VK fur Migrationszeiten und Peaksflache von ungefahr 50%. Das Signal der
Probe in Tiefkihlschrank (TK) ist gleich gross wie bei der t(0) Probe, jedoch ist der Peak
breiter als bei t(0). Die 2 Signale der im Kihlschrank (K) und bei Raumtemperatur (geschitzt
vom Licht: RTd) gelagerten Probe sind noch breiter. Die Probe beim Raumtemperatur und in
der Licht (RTI) gibt ein flaches Signal. Man kann daraus schlussfolgern, dass es wichtig ist,
die derivatisierten Zuckerprobeniber langere Zeit vor Licht zu schitzen und im
Tiefkiihlschrank zu lagern.
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Abbildung 33: Einfluss der Lagerung einer humanen Probe, CZE Analyse von von normalisiertem Urin
einer Testperson (H.A.) ohne Zuckeraufnahme, direkt nach Derivatisierung analysiert (0) oder nach 3
Tagen bei verschiedenen Bedingungen gelagert: Teifkiihlschrank -18°C (TK), Kihlschrank 4°C (K), bei
Raumtemperatur vor Licht geschiitzt (dunkel: RTd), bei Raumtemperatur im Licht (RTIl). Verschieden
skaliert (A und B); Fir eine bessere Lesbarkeit und Vergleichbarkeit wurden die Elektropherogramme
adjustiert, Verschiebung auf der X-Achse (+5 fur TK, +10 fur K, +15 fur RTd und +25 fir RTd)
Derivatisierung nach C,L&E modifiziert; Analysensystem 4; RB: 50mM Phosphat Puffer pH 7.50; Peaks
Identzifizierung: Rhamnose (2), Xylose (3), Unbekannte (*).

Folgende Ergebnisse wurden erhalten:

Tabelle 21: Migrationszeit (Z) und Peaksflache (P) der grosste Peak von normalisiertem Urin einer
Testperson (H.A.) ohne Zuckeraufnahme, direkt nach Derivatisierung analysiert (O)oder nach 3 Tagen in
verschiedenen Bedingungen gelagert: im Teifktuhlschrank -18°C (TK), in Kuhlschrank 4°C (K), beim
Raumtemperatur von Licht geschutzt (dunkel: RTd), beim Raumtemperatur in der Licht (RTI), mit
Durchsnitt (D) und Variationskoeffizient (VK) in %

0 TK K RTd RTI D VK (%)

4 7.329 7.325 7.242 7.183 7.192 7.2542 0.97

P 1216768 1362267 1389944 1403375 1234423 19213554  6.73

In Urinproben ist die Stabilitdt der derivatisierten Zuckeproben schlechter als die von in
Wasser derivatisierten Zuckern. Die Ergebnisse sind in Tablelle 20 zusammengefasst. Nach
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3 Tagen sind die Laktulose- und Rhamnosepeaks der Probe beim Raumtepmeratur in der
Licht gelagert (RTI) schon 2 x kleiner. Es gibt auch einen zusatzlichen Peak. Die
Reagenzpeaks sind auch ungefahr 25 x kleiner.
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Abbildung 34: Einfluss der Probenlagerung auf die CZE Analyse von normalisiertem Urin einer
Testperson (H.A.) ohne Zuckeraufnahme, direkt nach Derivatisierung analysiert (0) oder nach 14 Tagen in
verschiedenen Bedingungen der behalten: in Teifkihlschrank -18°C (TK), in Kihlschrank 4°C (K), beim
Raumtemperatur von Licht geschitzt (dunkel: RTd), beim Raumtemperatur in der Licht (RTI), und mit
verschiedene Skala (A und B); Fir eine bessere Lesbarkeit und Vergleichbarkeit wurden die
Elektropherogramme adjustiert, Verschiebung auf der X-Achse (+10 fur TK, +20 fur K, +30 fir RTd und
+40 fur RTd) Derivatisierung nach C,L&E modifiziert; Analysensystem 4 RB: 50mM Phosphat Puffer pH
7.50; Peaks ldentzifizierung: Rhamnose (2), Xylose (3).

Wie fir die in Wasser geloste Zuckerldsung, gibt die Urineprobe nach 14 Tagen beim
Raumtemperatur und Licht gelagert fast kein Signal mehr. Die Basislinie den
Elektropherogramme ist nicht stabil, auch nicht fir im Tiefklhlschrank gelagerte Proben. Fir
eine genaue Quantifizirung ist es noétig, die Urinprobenspatestens 3 Tage hach der
Derivatisierung zu analysieren.
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5. Schlussfolgerungen und Perspektiven

Die Aufgabe dieser Bachelorarbeit ist es, eine kapillarelektrophoretische Methode zu
entwickeln, die eine gleichzeitige Quantifizierung von Rhamnose, Xylose und Laktulose in
Urin zuldsst und routinetauglich ist. Es soll ein Quantifizierungslimit von 6*10° M fir
Rhamnose und Xylose und von 3*10° M firr Laktulose erreicht werden. Dabei soll der
Probenvorbereitungsaufwand so gering wie moglich gehalten werden.

Basierend auf Literaturangaben zur quantitativen Zuckerbestimmung wurden verschiedene
CE-Trennmethoden und Detektionsmethoden fiir die quantitative Bestimmung von Laktulose,
Rhamnose und Xylose gelést in Wasser und Urin getestet, mit dem Ziel eine
routinetaugliche Methode flr die gastrologische Untersuchungen zu entwickeln.

Alle Methoden haben Vor- und Nachteile. Die Trennung der Zucker in einem CE
Trennsystem und der Anwendung der Leitfahigkeitsdetektion ist flr Zucker, also Molekile
ohne Chromophore / Fluorophore eine elegante Analysenmethode, die universell ist und bei
entsprechender Trennung der Matrixbestandteile und der Analyten keine Probenvorbereitung
erfordert. Fur das Ziel dieser Arbeit ist diese Methode jedoch nicht empfindlich genug, mit
einem Detektionslimit von ca. 3*10™" M liegt sie etwa einen Faktor von 100000 iiber dem
geforderten LOD. Mit indirekt UV-detektion erhalt man fur die getestenten Zucker &hnliche
Nachweisgrenzen wie fur die Leitfahigkeitsdetektion.

Eine Moglichkeit die Nachweisgrenze fir die Zucker zu erniedrigen besteht darin, sie mit
einem Chromophor / Fluorophor zu markieren. Da die Zucker bei nur bei extremen pH
Werten von Uber pH Uber 12 geladen sind, ermdglicht eine APTS-Derivatisierung nicht nur
eine sehr empfindliche Detektion der Zucker im UV oder mit LIF sondern auch noch die
Eigenwanderung der Zuckerderivate bei sauren oder neutralen pH Werten im elektrischen
Feld. Mit der UV-Detektion konnte fiir Rhamnose und Xylose ein LOD von ca. 0.8*10° M
erreicht werden, mit der LIF-Detektion wurde ein LOD von 5*10° M fiir Rhamnose und
Xylose und von ca. 1*10” fiir Laktulose erreicht. Das Ziel von 6*10°® M fiir Rhamnose und
Xylose wurde mit beiden Detektionsmethoden und einer Trennung mit einem 50 mM
Phosphat Puffer pH 7.50 erreichet, was interessant ist, da im Gegensatz zum UV-Detektor
nicht alle CE Gerate mit einem LIF-Detektor ausgestattet sind. Laktulose reagiert jedoch viel
schlechter mit APTS als die anderen beiden Zucker. Mit der LIF-Detektion gab sie ein etwa
20 x kleineres Signal als Rhamnose und Xylose. Des weiteren migrierte das Laktulosederivat
in mehrern Peaks, deren Ursprung nicht aufgedeckt werden konnte. D.h. die entwickelte
Methode kann zur empfindichen Bestimmung von Rhamnose und Xylose eingesetzt werden
jedoch nicht fur Laktulose.

Es wurden Picoline-Boran und Natriumcyanoborohydrid als reagenzien fir die reduktive
Aminierung getestet, Natriumcyanoborohydrid wird in der Literatur (26) als Reduktionsmittel
erfolgreich eingesetzt und garantiert eine hohe Ausbeute der Derivatisierungsreaktion.
Trotzdem das Picoline-Boran ungeféahr 4 x teurer als Natriumcyanoborohydrid ist, ist seine
Anwendung ist vorteilhaft, da es weniger toxisch und environmentaly friendly ist. Ein weiter
Vorteil ist, dass die reduktive Aminierung ebenso unter wasserigen oder nicht wassirgen
Bedingungen ausgefiihrt werden kann, was eien geringeren Verbrauch an organischen
Ldsungsmitteln ermoéglicht.

Um Laktulose quantitativ zu bestimmen, gabe es verschiedene Méglichkeiten, einige wurden
getestet. Eine ware, die Laktulose mit einem spezifischen Enzym oder chemisch in seine
Monomerbausteine zu spalten, und das Spaltprodukt Galaktose statt Laktulose zu messen,
da Galaktose (ahnlich Glukose, Xylose und Rhamnose) sehr gut mit APTS reagiert. Dazu
muss jedoch das Trennsystem angepasst werden. Mit einer modifizietren Kapillare und
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Phosphat Puffer pH 7.5 ist Galaktose nicht von anderen Zuckern wie Rhamnose, Glukose,
und Fruktose, die in humanem Urin vorkommen koénnen getrennt. Der Vorteil dieses
Trennsystems besteht in seiner hohen Migrationszeit und Peakflachenreproduzierbarkeit.
Eventuell kénnte man durch Zusatz von Pufferadditiven wie TTAB oder CTAB die
Trennleistung dieses Systems erhdhen. Mit einer fused Silika Kapillare nicht modifiziert und
100mM Boratpuffer pH 10.2 kann Galaktose von Rhamnose, Gukose und Fruktose getrennt
werden jedoch sind in diesem System die Migartionszeiten nicht sehr reproduzierbar (RSD =
29.9 %, n = 6). R-Galaktosidase spaltet Laktulose in Fruktose und Galaktose. Dieses Enzym
spaltet aber auch Laktose in Glukose und Galaktose. Kleine Menge von Laktose kdnnen
schon im Urin vorhanden sein, d.h. man misste ein Laktulose spezifisches Enzym finden,
dass Laktulose quantitativ in Fruktose und Galaktose aufspaltet.

Eine andere Mdglichkeit wéare, die 3 Zucker mit einem anderem Derivatisierungsagents zu
derivatisieren und eine andere Selektivitat fir die Trennung und eine &hnliche
Derivatisierungsausbeite fur alle drei Zucker zu erhalten. Tseng & Co (34) haben zum
Beispiel verschiedene Mono-, Di- und Oligosaccharide mit 4-fluoro-7-Nitrobenzofurazan
derivatisiert. Das LOD war fiir Galaktose 8.0*10°®, fiir Rhamnose 6.9*10® und Xylose 9.2*10°
8 aber auch hier ist die Laktulose nicht oder nur schlecht derivatisierbar.

Eine weitere Moglichkeit ware, den Urin vor der Derivatisierung zu extrahieren. Jin & Co (37)
haben Kohlenhydrate (Glukose, Galaktose, Fruktose, Laktose, Ribose, Maltose, Mannose
und Xylose) in Urin mit CE-LIF semiquantitativ analysiert, sie entfernen potenzielle
Matrixsinterferenzen (Urin ist eine komplexe biologische Probe, mit vielen Komponenten wie
Kohlenhydrate, Aminosauren, Proteine, usw.) mit einer Mischung aus Wasser und Ethanol
oder Acetonitril. Acetonitril ist bekannt als ein exzellent deproteinization reagent fur
biologische Probe. (37) Im Anschluss konnten die aufkonzentrierten Zuckerproben mit eine
Leitfahigkeits- oder indirektem UV CE Sstem analysiert werden.

Urin vor Derivatisierung zu verdinnen resultiert in einem besseren Signal zu
Rauschverhéltnis, jedoch wird die Empfindlichkeit geinger, d.h. es muss das Optimum
zwischen Verdinnung und Signalgrésse gefunden werden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen:

Analysensystem 4 (N-CHO coated capillary von Beckman Coulter, reversed polarity,
Phosphatpuffer pH 7.5 ) mit LIF-Detektion (Argon-ion Laser EX 488 nm / EM 520 nm)und
APTS Derivatisieung nach ,C,L&E modifiziert ist stabil (die Migartionszeiten sind sehr
reproduzierbar, Analyse sind empfindlich, Peakflachen reproduzierbar) und schnell
(Trennung mit weniger als 12 Minuten), jedoch ist die Methode nicht spezifisch fir
Rhamnose und Laktulose. Analysensystem 3 (silica- capillary, normal polarity, 100 mM
Boratpuffer pH 10.2) mit LIF-Detektion und APTS Derivatisieung nach ,C,L&E modifiziert*
trennt Rhamnose, Xylose und Galaktose von anderen im Urin vorkommenden Mono- und
Disacchariden. Aber diese Methode ist weniger stabil, die Migartionszeiten sind nicht
reproduzierbar. Vielleicht mit einer Optimierung der Kaipllarkonditionierung kdnnten bessere
Resultate erreicht werden. Fir die Anwendung in der Routine muss die Methode nocht
entwickelt werden, und seine Stabilitat, Wiederholbarkeit und Robustess getestet werden.
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