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1 Vorwort und Fragestellung

Die Identifizierung von Substanzen als Tumormarker bei Krebserkrankungen
steht seit langem im Fokus der Forschung. Viele der etablierten Tumormarker in
der klinischen Praxis sind dennoch nicht spezifisch und/oder sensitiv genug und
korrelieren nur bei einem Bruchteil der untersuchten Falle mit der Erkrankung.
Andere Marker sind zur Uberwachung einer Therapie geeignet, nicht aber fiir

die Diagnose.

Modifizierte Nucleoside sind Endprodukte des RNA-Metabolismus und werden
aufgrund des gesteigerten Stoffwechsels bei Tumorerkrankungen in erhéhten
Konzentrationen im Urin ausgeschieden. Dieses Phanomen wurde in vielen
Studien und bei verschiedenen Krebserkrankungen beobachtet und die
modifizierten Nucleoside daher als Tumormarker vorgeschlagen. Die
guantitative Messung im Urin wére eine einfache, nicht-invasive Methode zur
Diagnose, wahrend die meisten anderen Marker im Biopsiegewebe oder
Plasma gemessen werden mussen. Insbesondere bei Brustkrebs ist die
Diagnose in frihen Stadien schwierig. Modifizierte Nucleoside kdnnten hier eine

Alternative zu den etablierten Tumormarkern bieten.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten verschiedene massenspektrometrische
Techniken angewendet werden, um modifizierte und unmodifizierte Nucleoside
aus Proben biogenen Ursprungs zu charakterisieren und zu identifizieren.
Dabei stand die Analytik von Nucleosiden aus Urinproben von
Mammakarzinompatientinnen und aus Zellkulturiberstanden von
verschiedenen Brustkrebszelllinien im Vordergrund. Die Untersuchung der
Zellkulturiberstande sollte Aufschluf? tber die von den Tumorzellen direkt

ausgeschiedenen Nucleoside und deren Muster geben, wahrend die
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Ergebnisse der Urinanalytik samtliche weitere Umwandlungen im Korper

zwischen Bildung und Ausscheidung widerspiegeln.
Fur die Analytik ergaben sich zwei Schwerpunkte:

- die Identifizierung von bisher unbekannten Nucleosid-Modifikationen und

deren Uberpriifung auf inr Potenzial als Tumormarker

- die Untersuchung des veranderten Nucleosid-Musters, d. h. des relativen
Konzentrationsverhaltnisses der einzelnen Nucleoside zueinander, als Folge

der Erkrankung.

Bei den Experimenten sollten insbesondere Minorkomponenten untersucht und
identifiziert werden. Diese sollten anschlieRend neben bekannten Nucleosiden
und sonstigen unbekannten Ribosylderivaten auf ihr Potenzial als Tumormarker
untersucht werden. Dazu sollte eine Klassifizierungsstudie unter Einsatz von
Methoden der Bioinformatik zur Unterscheidung von Brustkrebspatientinnen
und gesunden Probandinnen auf Basis der Konzentrationsverhaltnisse der

Ribosylderivate im Urin durchgefuhrt werden.



2 Einleitung

2.1 Brustkrebs und Tumormarker

2.1.1 Auftreten von Brustkrebs

Etwa jede neunte Frau in Deutschland erkrankt im Laufe ihres Lebens an
Brustkrebs. Im vergangenen Jahr betrug die Zahl der Erkrankungen rund
50000, wahrend 18000 Patientinnen verstarben. Brustkrebs ist mit 25 % aller
malignen Tumore die haufigste Krebserkrankung der Frau. In der Altersklasse

zwischen 35 und 55 Jahren ist er die haufigste Todesursache.*

Nur 5 % der Mammakarzinom-Erkrankungen sind auf Vererbung zurtick-
zufuhren. In diesen Fallen treten Mutationen verschiedener Gene auf,
insbesondere der Breast Cancer Gene 1 und 2 (BRCA-1 und BRCA-2). Bei
weiteren 10 % sind Haufungen in Familien zu beobachten, ohne dass eine

Vererbung nachgewiesen werden kann.*

Die Stadien bei Mammakarzinomen werden durch die so genannten TNM-
Marker beschrieben. Die T-Klassifizierung gibt den Durchmesser des
Primartumors an. Der Befund TO bedeutet: kein Tumornachweis. Die
TumorgréRe wird in den Stadien T1 (Tumor kleiner als 2 cm), T2 (Tumor mit
Durchmesser zwischen 2 und 5 cm), T3 (Tumor groRer als 5 cm) und T4
(Tumor mit Ausdehnung auf benachbarte Organe) angegeben. Die
N-Klassifizierung beschreibt den Befall der Lymphknoten wund die
M-Klassifizierung gibt an, ob bereits Metastasen im Koérper diagnostiziert

wurden.?

Obwohl Brustkrebs eine weit verbreitete Krankheit ist und die Diagnose- und
Behandlungsmaoglichkeiten im Fokus der Forschung liegen, gelten selbst bei

optimaler Therapie nur ca. 36 % der Mammakarzinomfalle als geheilt, d.h. frei
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von Metastasen.? Es gibt nach wie vor keine verlasslichen Tumormarker fiir die
Diagnose im frilhen Stadium.* Wird der Tumor friihzeitig erkannt, liegt die
Heilungsrate bei tiber 90 %.*

Auffallig ist die geographische Verteilung der Erkrankungszahlen. Wahrend in
Nordamerika und Westeuropa die hochsten Zahlen zu verzeichnen sind,
erkranken in Afrika und Ostasien deutlich weniger Frauen. Dass in asiatischen
Regionen sehr viel weniger Mammakarzinomfalle auftreten und auch die
Sterblichkeit bei Erkrankungen niedriger liegt, kénnte auf die unterschiedliche

Ernghrung und Umwelteinfliisse zuriickgefiihrt werden.®

2.1.2 Risikofaktoren

Das Auftreten von Mammakarzinomen wird mit Faktoren wie korperlicher
Aktivitat, Ernahrung, exogener Ostrogenzufuhr, gutartigen Brusterkrankungen
und Vererbung in Verbindung gebracht.® Der groRte Risikofaktor fiir ein
Mammakarzinom ist das Alter. In Deutschland treten 80 % der Falle nach dem
50. Lebensjahr auf, das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 63 Jahren. Daneben
wird bei friiher erster Regelblutung, spat einsetzender Menopause (>54 Jahre),
spater Schwangerschaft oder Kinderlosigkeit ein erhtéhtes Risiko fur eine

Erkrankung festgestellt.!

2.1.3 Behandlungsmethoden und Vorsorge

Zu den etablierten Behandlungsmethoden des Mammakarzinoms und etwaiger
Metastasen gehoéren die Operation, die Chemotherapie, die Hormontherapie,
die Immuntherapie und die Strahlentherapie.” AuRerdem gibt es neue Ansétze,
wie z.B die stammzellgestitzte Hochdosischemotherapie oder neoadjuvante

Methoden.3®

Frauen mit vererbtem Brustkrebsrisiko wird ab dem 35. Lebensjahr eine
Mammographie pro Jahr empfohlen. Weiterhin wird die monatliche
Selbstuntersuchung der Brust, eine halbjahrliche Tastuntersuchung beim

Gynékologen und eine jahrliche Mammographie angeraten.*
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Da bei Mammakarzinomerkrankungen sehr heterogene Krankheitsbilder
auftreten, ist es schwierig, fur jede Patientin die optimale Therapie zu wahlen.
Insbesondere bei Diagnose im fortgeschrittenen Stadium sind die Moéglichkeiten
zur erfolgreichen Therapie bisher begrenzt. Daraus folgt die Notwendigkeit der

Entwicklung von Methoden zur Pravention und Friherkennung.

2.1.4 Tumormarker fir Brustkrebs

Tumormarker sind Substanzen, die aufgrund einer Krebserkrankung in
biologischen Medien in veranderten Konzentrationen auftreten und so auf die
Erkrankung hinweisen. Die Bestimmung von Tumormarkern bei Brustkrebs

bzw. Krebs allgemein hat mehrere Ziele:

- Abschétzung des Risikos fir eine Erkrankung bei Vererbung

- Diagnose eines Tumors und Einteilung in benigne und maligne

Erkrankungen sowie Ermittlung des Stadiums

- Prognose bei diagnostiziertem Tumor (Vorhersage von Rickfallwahr-
scheinlichkeit, Fortschreiten der Krankheit und Uberlebenswahrschein-
lichkeit)

- Uberwachung der Therapie

Beim Mammakarzinom existieren diverse Tumormarker, die in verschiedene
Kategorien eingeteilt werden kénnen. Auf die modifizierten Nucleoside wird in
diesem Zusammenhang in 2.2.2.4 eingegangen, daher wird im Folgenden kurz

auf die Gbrigen Marker eingegangen.
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2.1.4.1 Keimlinienmarker

Es gibt genetische Anzeichen fir das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken, die
als Keimlinienmarker bezeichnet werden. Die wichtigsten Keimlinienmarker sind
BRCAL1 und BRCA2 (Breast Cancer Gene 1 und 2), deren Status — normal,
mutiert oder deletiert — Patientinnen aus Hochrisikofamilien Aufschluss tUber das
individuelle Risiko gibt. Bei diesen genetischen Anzeichen kdnnen spezielle

VorsorgemaRnahmen getroffen werden.’

2.1.4.2 Marker im Tumorgewebe

Daneben treten Marker wie HER-2, Estrogen- und Progesteronrezeptoren und
Cathepsin D auf, die im Tumorgewebe selbst nachgewiesen werden kdnnen
und das Vorhandensein desselben anzeigen.’

Bei 20 % bis 40 % aller Mammakarzinome wird eine Amplifikation von
HER-2/neu bzw. die Uberexpression des codierten Proteins beobachtet.’®*?
Diese Phanomene weisen teilweise auf Resistenzen gegen Therapien wie z.B.
Chemotherapie, Radiotherapie oder endokrine Therapie hin oder deuten auf

schlechtere Heilungschancen.™

Die Uberexpression von ERo (Estrogenrezeptor o) wird bei Brustkrebs-
erkrankungen zur Prognose herangezogen. Die Aussagekraft von ERB in

diesem Zusammenhang ist noch nicht hinreichend geklart.

Insbesondere bei Erkrankungen ohne Lymphknotenbefall konnte eine
Korrelation zwischen erhéhten Cathepsin-D-Werten und der Entwicklung von

Metastasen festgestellt werden. 4"

Cathepsin-D wurde aufgrund dieser
Ergebnisse fiur den Einsatz als Prognosefaktor fur Riuckfall oder Tod

vorgeschlagen.®
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2.1.4.3 Zirkulierende Marker

Weiterhin gibt es die zirkulierenden Marker, die im Serum oder Plasma
nachgewiesen werden konnen. Diese werden wiederum in verschiedene

Untergruppen eingeteilt:

1. Tumor-assoziierte Antigene (TAASs), z.B. CEA, CA 15-3

2. Stimulierung oder Inhibition von Proliferation oder Angiogenese (wird

durch biologische Essays nachgewiesen)
3. Antikorper als Antwort auf TAAS, z.B. Anti-p53

4. freie Tumorzellen oder DNA-Bruchstlicke, die im Blut detektiert werden

kdnnen

CEA

Das karzinoembryonale Antigen CEA (carcinoembryonal antigen) ist ein
membran-assoziiertes Glykoprotein, das zu 45-60 % aus Kohlenhydraten
besteht. Adenokarzinome fast aller Organe exprimieren CEA.Y Das
Expressionsmuster kann sowohl von Tumor zu Tumor als auch innerhalb eines
Tumors sehr stark variieren. Verschiedene Typen von Mammakarzinomen
weisen bezlglich CEA verschiedene Expressionsmuster auf. Etwa ein Drittel

der lobuléren und fast 90 % der duktalen Karzinome exprimieren CEA.*®

CA 15-3

CA 15-3 ist ein hochmolekulares Kohlenhydrat-Antigen der Milchfettkiigelchen-
Muzin-Familie, das mit Hilfe monoklonaler Antikérper detektiert werden kann.
CA 15-3 findet sich vorwiegend in Mammakarzinomen, aber auch bei benignen
Brustveranderungen und zu ca. 10-20 % in normalem Milchgangsepithel.*®

Beim Mammakarzinom steigt die Inzidenz erhdhter Serumkonzentrationen in
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Abhangigkeit vom klinischen Stadium von 20-40 % (Stadium 1) auf 60-85 %
(Stadium V).

Eine Verwendung von CA 15-3 fir Screening, Diagnose, Einstufung des
Stadiums oder Beobachtung des Therapieverlaufs wird von der ASCO nicht
empfohlen. Obwohl CA 15-3 mit fortschreitendem Stadium ansteigt, ist
ausgehend vom Einzelwert keine Einstufung moglich. Insbesondere bei
niedrigen Konzentrationen ist eine Beurteilung schwierig, da hier Metastasen

nicht ausgeschlossen werden kénnen.?

2.1.4.4 Methoden zur Bestimmung der Zellproliferation

Die Zellteilungsrate eines Tumors (Proliferationsrate) ist ein wichtiger
Parameter fir die Erstellung von Prognosen bei Krebserkrankungen. Zu den
Methoden fir die Bestimmung der Zellproliferation z&hlen die DNA-
DurchfluRzytometrie, das Antigen Ki-67 und das Phosphoprotein Mitosin.

2.1.4.5 Modifizierte Nucleoside

Die modifizierten Nucleoside sind Endprodukte des RNA-Metabolismus. In
verschiedenen Studien wurde nachgewiesen, dass ihre Konzentration im Urin
bei Krebserkrankungen allgemein und Brustkrebspatientinnen im Speziellen
gegenuber gesunden Personen erhoht ist. Auf die modifizierten Nucleoside,
den RNA-Metabolismus und ihre Verwendung als Tumormarker wird im

folgenden Kapitel naher eingegangen.



2.2 Nucleoside und RNA-Metabolismus 9

2.2 Nucleoside und RNA-Metabolismus

2.2.1 Modifizierte Nucleoside

Nucleoside sind die Bausteine der Nucleinsauren (Ribonucleinsaure, RNA und
Desoxyribonucleinsdure, DNA). Sie bestehen aus einer Purin- oder
Pyrimidinbase, die Uber eine N-glycosidische Bindung an Ribose bzw.
Desoxyribose geknupft ist. Die Hauptnucleoside sind die vom Purin
abgeleiteten Nucleoside Adenosin und Guanosin und die auf Pyrimidin
basierenden Nucleoside Cytidin, Uridin (bei RNA) und Thymidin (bei DNA). Von
diesen Nucleosiden leiten sich alle weiteren, teilweise stark modifizierten

Nucleoside ab.

Bis zum heutigen Tag sind etwa 100 modifizierte Nucleoside bekannt, wobei
das Ausmald der Modifizierung in den verschiedenen RNA-Arten, wie z.B.
transfer RNA (tRNA), messenger RNA (mRNA), ribosomale RNA (rRNA) und
small nuclear RNA (snRNA), stark variiert.? Unter den RNA-Arten ist die tRNA
die am starksten modifizierte. In ihr wurden 79 verschiedene Nucleoside
nachgewiesen.? In einigen Eukaryoten weisen bis zu 25 % der in der tRNA
enthaltenen Nucleoside Modifikationen auf. Die Modifizierungen reichen von
ein- oder mehrfacher Methylierung an Base oder Zucker Uber Isomerisierung,
Reduktion, Thiolierung und Deaminierung bis hin zur Hypermodifikation mit
komplexen Seitenketten. Eine Auswahl von Nucleosiden ist in Abbildung 1

gezeigt.
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Abbildung 1: Strukturen einiger modifzierter und unmodifizierter Nucleoside
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Die meisten der Modifikationen, insbesondere die Methylierungen, erfolgen
posttranskriptional im Zellkern in der pr&-RNA an den normalen Nucleosiden
Adenosin, Guanosin, Uridin und Cytidin.?®> Dabei kommen hochspezifische
Enzyme zum Einsatz, die haufig eine Ortsspezifitat aufweisen. So wird Uridin
an unterschiedlichen Positionen in der tRNA durch verschiedene Enzyme in

Pseudouridin tberfiihrt,**%

Bereits 1987 wurde das Ausmald der Aktivitat der modifizierenden Enzyme mit
verschiedenen Faktoren wie der dreidimensionalen Struktur der tRNA oder der
Nucleotidsequenz in der Umgebung des zu modifizierenden Nucleotids in

Verbindung gebracht.?®

Bisher wurde nur eine geringe Anzahl von RNA-modifizierenden Enzymen
isoliert und charakterisiert, allerdings nur selten aus humanen Zellen, haufiger
aus Ratten, Mausen, Saccharomyces Cervisiae oder E. Coli. Bei den meisten
der identifizierten Enzyme handelt es sich um hochspezifische RNA-Nucleosid-
Methyltransferasen. Als Beispiel sei die in humanen Zellen identifizierte tRNA-
(Cytosin-5)-methyltransferase genannt, die die Ubertragung einer Methylgruppe
von S-Adenosylmethionin auf das C5-Atom des an Position 48 oder 49 in der
tRNA lokalisierten Cytosins katalysiert. Hier zeigt sich eine hohe
Ortsspezifitat.?” Die tRNA-(Cytosin-5)-methyltransferase war bis 1998 das
einzige aus humanen Zellen isolierte und charakterisierte modifizierende Enzym
der tRNA. Es wurde gezeigt, dass es nicht nur humane tRNA, sondern auch
verschiedene andere RNAs, u.a. von E. Coli und Hefe, methylieren kann. Ein
Bruchsttick eines dieser Substrate, das die entsprechende
Methylierungsposition enthielt, wurde nicht methyliert. Daraus wurde
geschlossen, dass die dreidimensionale Struktur der gesamten tRNA eine Rolle

bei der Erkennung des Substrates spielt.?®

Bei Desaminierungen, Isomerisierungen oder Alkylierungen handelt es sich um
weitere einfache Modifikationen, die durch die Beteiligung von héchstens zwei
Enzymen entstehen. Bei komplexeren Modifikationen werden Multi-Enzym-

Reaktionen beobachtet, oder es werden andere biosynthetische Vorstufen
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einbezogen. Zu diesen modifizierten Nucleosiden zahlen Queosin und

Archaeosin.?’

Die bis 1998 in humanen Zellen identifizierten und charakterisierten RNA-

modifizierenden Enzyme sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: In humanen Zellen identifizierte RNA-modifizierende Enzyme?®’

Enzym Substrat

tRNA (Cytosin-5-)-methyltransferase tRNA-48/49

MRNA (Guanin-7-)-methyltanferase MRNA
MRNA (2°-O-)-methyltransferase MRNA
mRNA (adenosin-N°-)-
MRNA
methyltransferase
Doppelstrang-RNA Adenosin
pp g RNA

Desaminase

2002 identifizierten Ching et al. in humanen Zellen das Gen einer potentiellen
RNA Methyltransferase, das starke Homologien mit einer in E. Coli
identifizierten Uridin-2°-O-Methyltransferase aufweist.”® Wie hier beschéftigen
sich die meisten Arbeitsgruppen in diesem Forschungsbereich mit der
Identifizierung der Gene fir modifizierende Enzyme, nicht aber mit der Struktur

der Enzyme selbst.

Modifizierte Nucleoside spielen eine wichtige Rolle fur die RNA-Aktivitat. Je
nach Position in der RNA beeinflussen sie die Translation. Modifikationen in
Nachbarschaft zur 3'-Region des Anticodons wirken sich auf die Effizienz und
Prazision des Translationsprozesses aus und sorgen fur die Erhaltung des
Leserasters. An Position 34, dem Nucleotid an der 5-Seite des Anticodons,
treten haufig Modifikationen auf, die einen Einfluss auf die Bindung der tRNA an

das Codon der mRNA und die Prazision des Translationsprozesses haben.



2.2 Nucleoside und RNA-Metabolismus 13

Modifikationen aulRerhalb des Anticodonbereichs tragen zur Stabilisierung der

dreidimensionalen Struktur der tRNA bei.?®

In einer jungeren Publikation wurde die Isolierung und Charakterisierung von
MTU1 (Mitochondriale tRNA-spezifische 2-Thiouridylase 1) in humanen Hela-
Zellen beschrieben.®® Dieses Enzym katalysiert die 2-Thiolierung des 5-
Taurinomethyl-2-uridins innerhalb der mitochondrialen tRNALys. Wird das
MTU1-Gen inaktiviert, nimmt die mitochondriale Aktivitat ab.*® Dieses Ergebnis

zeigt, wie wichtig einige RNA-Modifikationen fur die Funktion von Zellen sind.

2.2.2 tRNA-und Nucleosidmetabolismus

2.2.2.1 De-novo-Synthese von Nucleotiden

Die Synthese der Purinnucleotide beginnt mit der de-novo-Synthese von Inosin-
5’-monophosphat (IMP), ausgehend von Glutamin. Aus IMP werden die
anderen  Purinnucleosidphosphate  Xanthosin-5-monophosphat ~ (XMP),
Adenosin-5"-monophosphat (AMP) und Guanosin-5-monophosphat (GMP)
gebildet.** AnschlieRend erfolgt die weitere Phosphorylierung der Nucleotide bis
zu den entsprechenden Triphosphaten. Diese werden zur RNA-Synthese

eingesetzt.

Bei den Pyrimidinen ist die de-novo-Synthese von UMP, ebenfalls ausgehend
von Glutamin, der erste Schritt. Diesem folgt die Bildung von Cytidin-5-
monophosphat (CMP). Kinasen setzen die Nucleosid-Monophosphate zu den

Triphosphaten um, die in die RNA-Synthese eingehen.

2.2.2.2 tRNA und Proteinbiosynthese

Die tRNA ist eine Ribonucleinsaure, die aus etwa 80 Nucleotiden besteht. Sie
vermittelt bei der Proteinsynthese die richtige Aminosédure zum entsprechenden
Codon auf der mRNA. Im tRNA-Molekil treten einige Paarungen von
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konjugierten Basen auf, wobei Adenin und Uracil bzw. Cytosin und Guanin
durch Wasserstoffbriicken-Bindungen verbunden werden. Durch diese
Paarungen entsteht die charakteristische Kleeblattstruktur der tRNA, wie
schematisch in Abbildung 2 gezeigt. Die tatsachliche dreidimensionale Struktur

ist eher einem L &hnlich, wie in Abbildung 3 zu sehen.

Die Proteinbiosynthese besteht im Wesentlichen aus zwei Schritten: der
Transkription und der Translation.

Im ersten Schritt wird die Information der DNA Uber den Aufbau eines Proteins
im Zellkern auf die mRNA Ubertragen. Die tRNA hat die Aufgabe, die
entsprechenden Aminosauren aus dem Cytosol zur mRNA an den Ribosomen
zu transportieren, wo das codierte Protein gebildet wird. Die Sequenz einer
tRNA gibt vor, mit welcher Aminosaure sie beladen wird, um anschlieRend an
den Ribosomen bei der Proteinbiosynthese die entsprechende Aminosaure zu
liefern. Das Anticodon am unteren Ende der Anticodonschleife lagert sich an die
messenger RNA (mRNA) an. Die Zuordnung der Basenfolge des Codons zu
den codierten Aminoséuren nennt man den genetischen Code. Er wird in 5°-3"-
Richtung der mRNA-Sequenz gelesen. Eine Darstellung zur Entschlisselung

des genetischen Codes ist in Abbildung 4 gezeigt.
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Abbildung 2: Tyrosin-tRNA schematisch mit Codon einer mMRNA
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Abbildung 3: Dreidimensionale Struktur der tRNA (violett: Aminosaurearm, griin: C-Schleife, rot:
D-Schleife, blau: Anticodonschleife, grau: Anticodon)Quelle: http://de.wikipedia.org/wiki/tRNA

Abbildung 4: Der genetische Code, Quelle: http://www.biology.lsu.edu
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2.2.2.3 Abbau der tRNA und Ausscheidung von Nucleosiden

Nach der Proteinsynthese an den Ribosomen werden die beteiligten RNA-Arten
wieder abgebaut. Zunachst werden sie durch Endonucleasen zu
Oligonucleotiden, dann durch Phosphodiesterasen zu Nucleosiden und
schlie3lich unter Katalyse von Phosphorylasen und Abspaltung von Ribose-1-
phosphat zu den Basen abgebaut. Diese kdnnen wieder zum Aufbau von neuer
RNA recycelt werden. 3 Dazu ist anzumerken, dass fiir die beim Abbau der
RNA entstehenden modifiziertn Nucleoside keine spezifischen Phosphorylasen
existieren und diese daher quantitativ ausgeschieden werden. Die
unmodifizierten Nucleoside werden zu den Basen abgebaut. Adenosin wird in
Inosin Uberfihrt, Inosin und Guanosin in die Basen Hypoxanthin und Guanin.
Aus beiden wird unter Abspaltung von Ammoniak bzw. Wasserstoffperoxid
Xanthin gebildet, das im Weiteren zu Harnsédure umgesetzt wird. Diese wird in
den Blutkreislauf eingeschleust und Uber die Nieren aus dem Korper

ausgeschieden.®

Bei den Pyrimidinen wird Cytidin zunachst in Uridin umgewandelt, welches
unter Abspaltung von Ribose-1-phosphat zur Uracilbase abgebaut wird. Uracil
wird Gber mehrere Stufen zu B-Alanin abgebaut, das schliel3lich in Ammonium
und Kohlendioxid gespalten wird. Ammonium wird in Harnstoff umgewandelt,
der aus den Zellen in den Blutkreislauf transportiert und schlie3lich Uber die

Nieren aus dem Korper ausgeschieden wird.®

Die modifizierten Nucleoside werden durch spezifische Transportproteine in der
Plasmamembran aus den Zellen in den Blutkreislauf abgegeben.** Hydrophile
Stoffe wie Nucleoside passieren die Leber weitgehend unverandert, da sie die
lipophile Barriere der Leberzellmembran nicht bzw. nur sehr langsam

iiberwinden kénnen. Es folgt eine rasche renale Eliminierung.**
Abbildung 5 zeigt einen Uberblick tiber den tRNA-Metabolismus.

Da die modifizierten Nucleoside weitgehend quantitativ im Urin ausgeschieden
werden, kann ihre Konzentration zur Abschatzung des RNA-Metabolismus im

Kérper herangezogen werden.’*® Der RNA-Umsatz ist bei erwachsenen
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Menschen konstant, wobei weder Unterschiede zwischen verschiedenen

Altersklassen noch zwischen Mannern und Frauen zu erkennen sind.3%#?

Dagegen fallt der RNA-Umsatz bei Kindern bis zum Alter von 16 Jahren

wesentlich hoher aus.**3

tRNA Metabolismus
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/—’\i Transkriptior(g) ™.,
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cTPuUTP | / PrERNA sacomel %, ‘>
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CmP UMP unmodifizierte modifizierte
Nucleoside Nucleoside
I:E’;:I PI
Ausscheidung
Nucleinbasen | l Ribose-1-phosophat ‘
lAusscheidung
Harns&ure (Purine) modifizierte
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(2) Endonucleasen (7) Nucleosid-Diphosphat Kinasen
(3) Phosphodiesterasen (8 Helicase, DNA Polymerase, DNA Ligase
(4) Phosphorylasen

(5) Nucleosid-Phosphoribosyltransferasen

Abbildung 5: Uberblick iiber den tRNA-Metabolismus



2.2 Nucleoside und RNA-Metabolismus 19

2.2.2.4 Nucleoside aus Urin als Tumormarker

In humanem Urin sind bis jetzt mehr als 50 verschiedene modifizierte
Nucleoside nachgewiesen worden.** Bei Krebspatienten wurden einige von
ihnen in héheren Konzentrationen nachgewiesen als bei gesunden Probanden.
Diese Veranderungen sind auf den erhghten Stoffwechsel in Tumorgewebe und
damit hoheren RNA-Metabolismus zuriickzufilhren.* Insbesondere die tRNA
spielt hier eine grol3e Rolle, da sie den héchsten Anteil an Modifikationen unter
den RNA-Arten aufweist. Dariiber hinaus ist ihr Umsatz bei der Proteinsynthese
sehr hoch, da hier fur ein Codon innerhalb der mRNA-Sequenz ein ganzes
tRNA-Molekil steht, das aus ca. 80 Nucletiden besteht.

Die erhohte Ausscheidung von verschiedenen modifizierten Nucleosiden im

Urin wurde in verschiedenen Studien insbesondere bei Brustkrebs®**™,

51-53 54-56

Lungenkazinomen und Leukamie nachgewiesen. Diese Beobachtungen

lassen auf das Potenzial modifizierter Nucleoside als Tumormarker schlieRen.>’

Eignung von Methoden fur eine Klassifizierung

Die Eignung von Substanzen als Tumormarker kann durch Angabe der
Sensitivitat und die Spezifitdt der Methode abgeschéatzt und verglichen werden.
Die  Sensitivitat ist  definiert als Anteil der richtig positiven
Untersuchungsresultate geteilt durch die Gesamtzahl der Probanden mit der
Erkrankung. Die Spezifitat ist der Anteil der richtig negativen
Untersuchungsresultate geteilt durch die Gesamtzahl der Probanden ohne die

Erkrankung.

Im Idealfall liegen die Verteilungen der jeweiligen Werte in getrennten
Bereichen, wie in Abbildung 6 zu sehen. Es wird ein ,,Cut-Off-Wert" definiert, der
die Grenze zwischen den zu klassifizierenden Gruppen, hier gesund und krank,
darstellt. Alle Proben, deren Werte unterhalb des Cut-Offs liegen, werden richtig

als gesund eingestuft, die Spezifitat liegt bei 100 %. Die Proben mit Werten
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oberhalb des Cut-Offs sind die als krank eingestuften, die Sensitivitat betragt
100 %.

|dealfall
Spezifitat: 100% Sensitivitat: 100%
Richtig-negativ: 100% Richtig-positiv: 100%
Falsch-positiv: 0% ; Falsch-negativ: 0%
gesund : krank
Wert
,Cut-Off*

Abbildung 6: Idealfall bei Tumormarkern (Abbildung nach Fateh-Moghadam und Stieber 58)

In der Realitat ist gewdhnlich jedoch keine solche Trennung mobglich. Der
Realfall stellt sich eher wie in Abbildung 7 2zu sehen dar. Die
Verteilungsbereiche der gesunden und kranken Proben Uberschneiden sich.
Wird nun dennoch ein Cut-Off-Wert gewéahlt, kommt es zu falsch-positiven
und/oder falsch-negativen Zuordnungen. Wird eine Spezifitdt von 100 %
gewahlt, damit alle Kontrollproben als solche erkannt werden, ergibt sich daraus
eine geringere Sensitivitdt. Umgekehrt sinkt die Spezifitat, wenn alle kranken
Proben richtig erkannt werden, d.h. es wird ein groRer Teil der gesunden
Patienten als krank eingestuft.
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Realitat
Sensitivitat steigt « ’ » Spezifitat steigt
Sensitivitat: 100% Spezifitat:  100%
Spezifitat:  50% ; Sensitivitat: 50%
gesund AN krank
Z 1N Wert
falsch-negativ | falsch-positiv
,Cut-Off*

Abbildung 7: Beispiel fir einen Realfall bei Tumormarkern (Abbildung modifiziert nach Fateh-
Moghadam und Stieber)>®

Die Abhangigkeit der Spezifitdt und der Sensitivitdt voneinander kann in
sogenannten ROC-Kurven (Receiver Operator Characteristic) graphisch
dargestellt werden, wie in Abbildung 8 beispielhaft gezeigt. Je weiter sich die
Kurve dem linken oberen Bereich annahert, desto verlasslicher ist der jeweilige
Test fur eine Klassifizierung. Bei Annaherung an die gestrichelte Linie nimmt die
Niitzlichkeit ab.
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Abbildung 8: Beispiel fiir die graphische Darstellung der Abhéngigkeit von Sensitivitat und
Selektivitat

Meist wird eine Spezifitdit von 95 % gewahlt, um nur wenige falsch-postive

Ergebnisse zu erhalten. Allerdings sinkt damit die Sensitivitat.

Uberblick Giber bisherige Arbeiten zur Klassifizierung

In verschiedenen Studien wurden bioinformatische Methoden angewendet, um

Patienten aufgrund von analytischen Daten zu klassifizieren.

In der Literatur wird fur eine Gruppe von Mammakarzinompatientinnen in den
Stadien T1 und T2, ausgehend von den Werten des Markers CA 15-3, eine
Sensitivitat zwischen 14 und 23 % bei einer Spezifitat von 95 % angegeben.®
Dies lasst auf die mangelnde Eignung dieses Parameters zur Diagnose

schlieRen.

In einer vorangegangen Arbeit wurde ein neuronales Netz zur Klassifizierung
von Brustkrebspatientinnen und Kontrollproben nach Quantifizierung von 16
Nucleosiden mittels HPLC-UV verwendet.”’ In den Proben dieser Studie
wurden aullerdem die Marker CA 15-3 und CEA bestimmt. Selbst bei
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Kombination beider Marker wurde nur eine Sensitivitat von 14.5 % erreicht, d.h.
nur 14.5 % der erkrankten Personen wurden als solche erkannt. Die Spezifitat
war hierbei nicht bekannt. Dies zeigt, dass diese Methode ungeeignet fir die

Diagnose von Brustkrebs ist.

Bei Betrachtung der einzelnen Nucleosidkonzentrationen und Vergleich der
beiden Gruppen mittels Mann-Whitney-U-Test konnte flr finf der untersuchten
Nucleoside (Pseudouridin, Inosin, 1-Methylinosin, Guanosin und 3-Methyluridin)
eine signifikante Erhéhung bei der Gruppe der Mammakarzinom-Patientinnen
festgestellt werden. Die ermittelten Sensitivitaten bei einer Spezifitdat von 95 %
liegen jedoch bei diesen Nucleosiden nur zwischen 7 und 37 %. Bei einer
geringeren Spezifitdt von ca. 83 % bewegen sich die Sensitivitaten zwischen 22
und 67 %.

Bei Auswertung mit dem neuronalen Netz ergaben sich eine Spezifitat von
83.4 % und eine Sensitivitat von 73.5 %. Dieses Ergebnis ist eine Steigerung
gegenuber den bekannten Markern CA 15-3 und CEA sowie dem Ergebnis bei
Betrachtung der einzelnen Nucleoside. Allerdings ist das Ergebnis nicht

ausreichend, um eine routinemafige Anwendung zuzulassen.

Yang et al. bezogen 113 aus Urin isolierte cis-Diole in eine Auswertung mittels
Hauptkomponentenanalyse ein.®® Dabei wurden Urinproben von gesunden
Kontrollpersonen und Proben von Patienten mit Leberkrebs, Hepatitis oder
Leberzirrhose mittels HPLC-UV untersucht und eine Klassifizierung
vorgenommen. Ausgehend von 15 Nucleosiden wurden 83 % der Leberkrebs-
Patienten richtig identifiziert. Fir die bekannten Marker fur diese Erkrankung
ergaben sich Sensitivitaten zwischen 6 und 73 %. Ausgehend von allen 113
Komponenten erfolgten durch eine auf zwei Hauptkomponenten basierende
Hauptkomponentenanalyse weniger falsch-positive Zuordnungen als bei

Anwendung des Leberkrebs-Markers AFP.
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2.3  Analytische Methoden zur Untersuchung von

Nucleosiden

Fur die Quantifizierung modifizierter Nucleoside im Urin wurden verschiedene
Methoden entwickelt. Die Extraktion erfolgte immer durch
Affinitatschromatographie an Phenylboronsduregel, welches Uziel et al.

entwickelten, um spezifisch cis-Diol-Strukturen zu isolieren.®®

Gehrke et al. etablierten eine analytische Methode zur Trennung von
Nucleosiden mittels Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC) und UV-
Detektion.®® Liebich et al. entwickelten diese weiter*® und beschrieben daneben
eine Methode mit Kapillarelektrophorese.®

In den letzten Jahren wurden zusatzlich zur UV-Detektion massen-
spektrometrische Detektionsverfahren eingesetzt, wie ESI-ITMS (lonenfallen-
MS)°%®7 ES| Tandem MS®® und Fast Atom Bombardment (FAB)®.

ESI ist die am weitesten verbreitete lonisierungstechnik, da sie die Méglichkeit
bietet, an eine HPLC gekoppelt zu werden. Dies ist mit anderen
lonisierungstechniken wie MALDI, El, CI oder FAB nur eingeschrankt maglich.
Daneben erfolgt durch ESI eine sanfte lonisierung, wéhrend bei anderen
Methoden eine komplexe Fragmentierung erfolgt, die h&ufig schwer zu
kontrollieren ist. Bei der lonenfalle kann die Fragmentierung durch Optimierung
der lonisierungsparameter prazise gesteuert und an bestimmte
Substanzklassen angepasst werden. Ein weiterer Vorteil gegentber anderen
lonisierungstechniken ist die Mdglichkeit, in der Gasphase Quasimolekularionen

ZU erzeugen.

Bei MALDI und FAB werden Matrices verwendet, deren lonen und Fragmente
auch in den Spektren auftreten. Wird im Massenbereich dieser lonen

gemessen, mussen diese bertcksichtigt werden.
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Ein lonenfallen-Massenspektrometer hat gegentber einem Triple-Quadrupol
aulRerdem den Vorteil, dass MS"-Experimente durchgefiihrt werden konnen,
wahrend der Triple-Quadrupol auf MS/MS-Spektren beschrankt ist.

Auf die verwendeten Methoden und deren Anwendung bei der Untersuchung

von Nucleosiden wird in den einzelnen Kapiteln naher eingegangen.
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3.1  Entwicklung einer MS-kompatiblen HPLC-Methode zur

Trennung von Nucleosiden

3.1.1 Uberblick tiber bisher publizierte HPLC-Methoden zur Trennung

von Nucleosiden

Bereits in den Jahren 1967 bis 1974 wurden Nucleoside, Nucleinbasen und
Mononucleotide durch Kationen- und Anionenaustausch-Chromatographie mit

UV-Detektion getrennt.”>"3

1978 entwickelten Gehrke et al. eine HPLC-Trennung von Nucleosiden aus
biologischen Materialien. Auf einer C18-Saule wurden 24 Nucleoside mit einem
Elutionsmittel aus 6 % Methanol in 0.01 % Ammoniumdihydrogenphosphat (pH
7.0) getrennt. Die Detektion erfolgte bei 254 nm.”* Die Extrahierung der
Nucleoside aus dem untersuchten Urin erfolgte hier unter Verwendung eines
Boronat-Affinitats-Gels, das nach einer modifizierten Methode nach Uziel et al.
synthetisiert wurde. An diesem Gel werden die Nucleoside unter alkalischen
Bedingungen (pH 8-9) Uber ihre cis-Diol-Funktion an der Ribose reversibel an
die Boronsdure gebunden. Nach Waschschritten zur Entfernung anderer
Substanzen, wie z.B. Salzen, werden die Nucleoside im Sauren eluiert.*®* Das
Prinzip der Affinitatschromatographie ist in Abbildung 9 gezeigt. Zu beachten ist
hierbei, dass nur solche Nucleoside erfasst werden, die Uber freie OH-
Funktionen in 2" und 3"-Position verfligen. Desoxyribose kann z.B. aufgrund der

fehlenden cis-Diolgruppe nicht gebunden werden.

In der gleichen Arbeitsgruppe wurde die Methode 1979 weiterentwickelt und auf

die Trennung von Nucleosiden aus tRNA-Hydrolysaten angepasst.”
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Abbildung 9: Prinzip der Affinititschromatographie an Phenylboronséure zur Isolierung von cis-
Diolen

Liebich et al. stellten 1997 eine HPLC-UV-Methode (Detektion bei 260 nm) zur
Quantifizierung von Nucleosiden aus Urin vor, mit der 16 Nucleoside erfasst
wurden. Als  Losungsmittel diente ein Gradient aus 25 mM
Kaliumdihydrogenphosphatpuffer und Methanol-Wasser (3/2). Die Extraktion
der Nucleoside aus Urin erfolgte auch hier an Phenylboronsauregel.*%"® Der
Nachteil dieser Methode besteht in der UV-Detektion, da insbesondere
Minorkomponenten, die mit anderen Komponenten koeluieren, nicht erfasst

werden.

In dieser Arbeit wurde ausgehend von der von Liebich et al. etablierten
Methode eine HPLC-Methode entwickelt, die auch fur die Anwendung mit
massenspektrometrischer  Detektion geeignet ist. Bei der massen-
spektrometrischen Detektion sind Kationen wie Natrium und Kalium zu
vermeiden, da bei deren Anwesenheit eine erhebliche, nicht reproduzierbare
Adduktbildung auftritt.

Esmans et al. berichten Uber zahlreiche Methoden zur Bestimmung von
Nucleosiden mittels Flussigkeitschromatographie und massenspektrometrischer
Detektion nach Elektrospray-lonisierung. Bei diesen Methoden wurde meist
Ammoniumacetat eingesetzt, um eine Natrium- oder Kaliumadduktbildung zu

verhindern. ©°
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Ito et al. etablierten eine Methode zum Screening von Stérungen im Purin- oder
Pyrimidin-Stoffwechsel mittels LC-ESI Tandem-MS, wobei die Trennung von
Nucleinbasen und Nucleosiden vor der massenspektrometrischen Detektion auf
einer C18-Saule und einem Gradienten aus Ammoniumformiatpuffer (pH 5.0)

und Methanol erfolgte.”’

Dudley et al. entwickelten eine Methode zur Trennung von Nucleosiden aus
Urin auf einer C18-Saule mit anschlielender massenspektrometrischer
Detektion mittels lonenfalle. Auch hier wurde ein Gradient aus

Ammoniumacetat (pH 5.0) und Methanol als Eluent verwendet.®®®®

3.1.2 Methodenoptimierung

3.1.2.1 Standardl6sung

Fur die Methodenoptimierung wurde eine Nucleosidstandardldsung der in
Tabelle 2 genannten Zusammensetzung gewahlt. Zum Vergleich sind die von
Lieich et al. mit HPLC-UV ermittelten mittleren Konzentrationen der Nucleoside
in Urinproben von 29 gesunden Probanden angegeben. Die Standardlésung
spiegelt in etwa die realen Verhaltnisse der Nucleoside in humanem Urin wider.
Ausgenommen sind 6-Methyladenosin, welches in Urin als Minorkomponente
vorkommt, und 1-Methylinosin, welches in Urin in wesentlich ho6heren

Konzentrationen enthalten ist.

3.1.2.2 Anpassung der bestehenden Methode an die Kopplung mit MS-Geraten

Ausgehend von der von Liebich et al. etablierten Methode wurde eine an die
zusatzliche massenspektrometrische Detektion angepasste Methode entwickelt.

Dazu wurden die folgenden Anderungen und Optimierungen vorgenommen:
1. Saule

Die bisherige Methode basiert auf einer Trennung auf einer LIiChroCART
Lichrospher® Saule (RP 18 e, 4.6x250 mm, 5 pm KorngréRe, Merck) bei einem
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Fluss von 1 mL/min. Dieser Fluss ist zu hoch, um direkt in die lonenfalle
eingeleitet zu werden. Eine Mdglichkeit ware, den Fluss vor der lonenfalle zu
splitten und nur einen Bruchteil einzuleiten. Um einen daraus folgenden Verlust
von Probensubstanz zu vermeiden, wurde eine Saule mit geringerem
Durchmesser bei einem Fluss von 125 pL/min benutzt (LIiChroCART
Superspher® 100 RP 18 e, 2x125 mm, 4 pm KorngréRe, Merck). Mit dieser
Saule und bei geringem Fluss kann das gesamte Eluat direkt in die lonenfalle

geleitet werden.

Tabelle 2: Zusammensetzung des zur Optimierung verwendeten Nucleosidstandards, zum
Vergleich angegeben: mittlere Konzentrationen in Urin von gesunden Probandinnen nach "

Nucleosid c ¢ C in Urin™
[nmol/ mL] [ug/ mL] [nmol/umol Creatinin]
Cytidin 4.05 0.99 0.07
Uridin 8.2 2.01 0.21
Guanosin 4.05 1.15 0.06
Adenosin 17.1 4.59 0.21
Inosin 16.3 4.39 0.30
Xanthosin 16.15 4.61 0.59
m5U 15.95 4.14 n.u.
m3U 8.3 2.15 0.11
m1l 4.05 1.15 1.13
milG 16.0 4.77 0.74
m2G 4.35 1.30 n.u.
m6A 16.45 4.64 n.u.
m1A 83.7 23.61 2.19
Pseudouridin 638.8 156.57 25.52
MTA 9.1 2.72 0.12
DHU 170.8 42.05 6.37
Isoguanasin (I1S) 125 35.41 -
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2. Ammoniumformiatpuffer statt Kaliumdihydrogenphosphat

Um eine HPLC-Methode zu entwickeln, die auch gekoppelt mit
massenspektrometrischen Detektionsverfahren anwendbar ist, wurde die von
Liebich et al. verwendete KH,PO4-Lésung durch Ammoniumformiatpuffer
(5 mM, pH 5.0) ersetzt, um eine Kaliumadduktbildung zu vermeiden. Der
Gradient wurde fir die optimale Trennung der Nucleoside angepasst wie in der

folgenden Zusammenfassung der Methode gezeigt.

3.1.2.3 Zusammenfassung

Die optimierte HPLC-Methode fir die massenspektrometrischen Detektion ist

im Folgenden dargestellt:

Gerat: HPLC UV: Chemstation 1100 (Hochdruckgradientenpumpe,
Degaser, Autosampler, PDA-Detektor), Agilent (Waldbronn)

Saule: Merck LiChroCART Superspher® 100 RP 18 e, 2x125 mm, 4 pm
mit Vorsaule (LiChroCART Superspher® 100 RP 18 e, 2x10 4 pm)

Flussrate: 125 pL/min

Detektion: UV, 210 und 260 nm

Temperatur: 30 °C

Eluent: Gradient aus 5 mM Ammoniumformiatpuffer und MeOH/H,O

(3/2, viv), 0.1 % FA wie in Tabelle 3 angegeben

Tabelle 3: Optimierter Gradient fiir die HPLC-Trennung

Zeit Ammoniumformiatpuffer MeOH/H,0 pidest.
[min] 5 mM, pH 5 [%] (3/2, viv), 0.1 % FA [%]
0 100 0
30 85 15
40 40 60
50 100
55 100
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Ein Nucleosid-Standardchromatogramm bei Anwendung der optimierten

Methode ist in Abbildung 10 gezeigt.
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Abbildung 10: Standard-HPLC-Chromatogramm (UV-Detektion bei 260 nm)
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3.2 MALDI-TOF-Analytik von Nucleosiden aus Urin

3.2.1 Uberblick tiber publizierte Methoden zur Messung von
Nucleosiden und kleinen Molektlen mittels MALDI-TOF-MS

Obwohl die MALDI-TOF-Massenspektrometrie vorwiegend fur grof3e Molekile
wie Proteine und Polymere oder Peptide im Bereich der Proteomics-Forschung
Anwendung findet, gibt es einige Beispiele fur die erfolgreiche Anwendung auf
verschiedene kleine Molekiile im Massenbereich unter 1500 Da.”®®° Die hierbei
Ublichen Matrices sind 2,5-Dihydroxybenzoesdure (DHB) und o-Cyano-4-
hydroxyzimtsaure (CHCA). Andere Studien ergaben, dass auch feine Metall-
oder Metalloxidpulver als Matrices fir die Bestimmung von kleinen Molekilen

eingesetzt werden kénnen.®

Die MALDI-TOF-Massenspektrometrie zeichnet sich vor allem durch die
Moglichkeit aus, in einem groBen Massenbereich zu messen (bis zu 1.5
Millionen Da). AuRerdem konnen hohe Sensitivitaten erreicht werden und im
Vergleich zu anderen Techniken hohe Massengenauigkeiten. Die Analyse ist in

kurzer Zeit durchfiihrbar und unempfindlich gegen Kontaminationen.”®

Lidgard et al. benutzten ebenfalls DHB und CHCA als Matrices zur Bestimmung
kleiner Molekiile mittels MALDI-TOF-MS.®* Fiir die Nucleoside Guanosin,
Adenosin, 2“-Deoxyadenosin, Thymidin und Cytidin wurde hier CHCA-Matrix
verwendet. In den Spektren zeigten sich sowohl die protonierten
Molekilmassen als auch das jeweilige Basenfragment, das durch Spaltung der

N-glykosidischen Bindung zwischen dem Zucker und der Nucleinbase entsteht.

Zwei Arbeitsgruppen beschatftigten sich mit der Lokalisierung von Pseudouridin
in tRNA nach Derivatisierung des Pseudouridins und RNAse-Verdau.?4%® Beide
Gruppen verwendeten ein MALDI-TOF-Massenspektrometer fir diese
Untersuchungen. Die eingesetzten Matrices waren 3-Hydroxypicolinsdure
(HPA)®? bzw. eine Mischung aus 2,4,6-Trihydroxyacetophenon (THAP) und

Diammoniumcitrat.®®
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Insbesondere fur die ldentifizierung von bereits bekannten Nucleosiden aus
Urin ist die Bestimmung der genauen Masse von besonderem Wert, da davon
ausgehend eine Summenformel generiert werden kann. Hierfur ist die MALDI-

TOF-Massenspektrometrie aufgrund des TOF-Analysators gut geeignet.

Die genaue Masse ergibt sich bei interner Kalibrierung aufgrund der
Fokussierung durch ein Reflektorfeld. Dabei unterliegen auch lonen gleicher
Masse aufgrund von geringfigig unterschiedlichen Abstanden zur
Beschleunigungselektrode nach der lonisierung noch einer gewissen
Geschwindigkeitsverteilung. Um diese zu kompensieren, wird nach der
Auftrennung im Flugrohr ein Gegenfeld angelegt, in das die lonen mit héherer
kinetischer Energie weiter eindringen als diejenigen mit geringerer kinetischer
Energie. Sie werden dann in entgegen gesetzter Richtung beschleunigt, wobei
die lonen mit geringerer Energie friher reflektiert werden. Die Detektion erfolgt
an dem Punkt, an dem die lonen gleicher Masse gleichzeitig eintreffen. Durch
Optimierung der Parameter des MALDI-TOF-MS kdnnen auf diese Weise hohe
Massengenauigkeiten erreicht werden. Ausgehend von der genauen Masse
wird mittels Massenkalkulator (Molecular Weight Calculator 6.22, Matthew
Monroe) die Summenformel berechnet. Diese wird anschlie3end zur gezielten
Datenbanksuche nach Nucleosidstrukturen eingesetzt.

3.2.2 Messung von Standardnucleosiden

Fir die Methodenentwicklungen wurden Nucleosidlésungen mit einer
Konzentration von ca. 1 mg/mL in 0.1 % TFA bzw. 1 % TFA angesetzt. Aus
diesen Stammlésungen wurden alle weiteren Losungen hergestellt. Die
untersuchten Standardnucleoside waren: Adenosin, 1-Methyladenosin, N6-
Methyladenosin, MTA, Cytidin, Inosin, Guanosin, Uridin, Pseudouridin und

Xanthosin.
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3.2.2.1 MALDI-TOF-Messungen

Um die Messung von Nucleosiden mittels MALDI-TOF-MS zu optimieren,
wurden verschiedene Praparationstechniken, Matrices und Targets verwendet,

die unter 5.3 beschrieben sind.

Optimierung der Methodenparameter

Wabhl des Targets

Fur die Messungen standen zwei verschiedene Targetarten zur Verfligung:
herkdbmmliche Edelstahltargets und AnchorChip-Targets mit unterschiedlichen
Anchor-Gréf3en (200, 400, 600, und 800 um Durchmesser). Bei AnchorChip-
Targets handelt es sich um hydrophob beschichtete Edelstahltargets mit
hydrophilen ,Ankern“. Die Probelésung verdunstet nach Probenaufgabe
langsam und die Kristallisation erfolgt konzentriert auf der Ankerflache und

gleichmafiiger als beim gewohnlichen Edelstahltarget.

Fur den Vergleich der beiden Targets wurden die Nucleosidstandardldsungen in
0.1 % TFA je auf einem Spot eines Edelstahltargets und einem 400 pm-Anchor
eines AnchorChip-Targets mit der Dried-Droplet-Methode und DHB-Matrix wie
unter 5.3.4 beschrieben préapariert. Als Beispiel sind in Abbildung 11 die
Spektren fur Uridin gezeigt. Bei dem Edelstahltarget ist der Molekilpeak des
Uridins im Vergleich zu den Ubrigen Peaks, die als Matrixpeaks identifiziert
wurden, klein, wahrend er beim AnchorChip-Target wesentlich gro3er erscheint.
Fur die dbrigen Nucleoside ergaben sich vergleichbare Ergebnisse. Daher

wurde fir alle folgenden Messungen das AnchorChip-Target verwendet.
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Abbildung 11: MALDI-TOF-Spektren von Uridin, Préparation: Dried Droplet mit DHB-Matrix, je
1.7 nmol absolut, a) auf Edelstahltarget (S/N 65), b) auf 400um AnchoChip-Target (S/N 95))

Auswahl der Anchor-Grofie

Da bei einem 200 pm-Anchor eine hohere Aufkonzentrierung stattfindet als bei
einem 400 pm-Anchor, wurde vermutet, dass durch die Verwendung eines
200 pm-Anchors eine weitere Sensitivitatssteigerung im Vergleich zum 400 um-
Anchor erreicht werden kann. Um dies zu tberprufen, wurde eine Dried-Droplet
Praparation mit DHB-Matrix der Standardnucleoside jeweils auf einem
200 pm-Anchor und einem 400 um-Anchor durchgefiihrt. Wie am Beispiel von
Guanosin in Abbildung 12 zu sehen, war jedoch kein wesentlicher Unterschied
zwischen den beiden Anchor-Grol3en feststellbar. Das Verhaltnis des
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Guanosinpeaks zu den Matrixpeaks ist vergleichbar. Da bei einem 400 pm-
Anchor eine grol3ere Flache zum Messen zur VerflUgung steht, was
insbesondere fur die spatere Aufnahme von PSD-Spektren von Vorteil ist,

wurden in den weiteren Versuchen die 400 um-Anchors verwendet.

EE 153.837 284112 2)
5 Matrix N\ 176.860 Z
e 1 = o
600 \ %
S
1 O
4009 Na-Addukt
1 306.134
200
n 4 T T T T T T T T | T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350
m/z
< Matrix
£, 800 b
% / |177.040 . )
5 137032 Guanosin
E 284.162
Na-Addukt
. 306.161
400
200
0 | 1,| AR
l(')O T T T Iléo T T T T 2(')0 T T T T 25|0I T T T 3(')0 T T T I3é0 T T
m/z

Abbildung 12: MALDI-Spektren von Guanosin, Praparation:; Dried-Droplet mit DHB-Matrix, je
2pmol absolut, a) auf 200um Anchor (S/N 93), b) auf 400um Anchor (S/N 90)

Saurekonzentration der Standardlésungen

Auch wenn die Matrix bereits als Protonenspender fungiert, ist ein Zusatz von
Saure (TFA) in der jeweiligen Messlosung fur die Protonierung von Vorteil.
Daher wurden zum Vergleich L6ésungen der Nucleoside in 0.1 % TFA und

1 % TFA hergestellt, 1:1000 verdinnt und diese vermessen. Wie in Abbildung
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13 am Beispiel von Adenosin zu erkennen ist, ergab sich kein erkennbarer
Unterschied fir die verschiedenen Saurekonzentrationen. Die Saure-
konzentration von 0.1 % TFA als Lésungsmittel wurde daher beibehalten.
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Abbildung 13: MALDI-TOF-Spektren von Adenosin, Praparation: Dried-Droplet mit DHB-Matrix,
je 1.9pmol absolut, a) in 0.1 % TFA, b) in 1 %TFA

Sensitivitat

Eine hohe Sensitivitat ist insbesondere bei Messung von Fraktionen aus der
HPLC-Trennung von Bedeutung, da hier Minorkomponenten enthalten sind, die

identifiziert werden sollen.



3.2 MALDI-TOF-Analytik von Nucleosiden aus Urin 39

Vergleich von DHB und CHCA-Matrix mit abgeschatzten Nachweisgrenzen

Zum Vergleich der Nachweisgrenzen fir die beiden Pré&parationstechniken
(Dried-Droplet mit DHB-Matrix und Thin-Layer-Methode mit CHCA-Matrix, vgl.
5.3.4) wurden die Nucleoside Adenosin, 1-Methyladenosin, Cytidin, Inosin,
Uridin, Pseudouridin und Xanthosin mit beiden Methoden untersucht. Dazu
wurden Ldsungen von ca. 1 mg/ mL in 0.1 %TFA verwendet, von denen bei
beiden Methoden je 0.5 pL auf das AnchorChip-Target (0.4 um) aufgegeben
wurde. Wie in Abbildung 14 am Beispiel von Xanthosin gezeigt, wird das Signal
des Xanthosin-Molekilpeaks bei der CHCA-Methode bereits bei einer
absoluten Konzentration von 1.8 nmol von zahlreichen Matrixpeaks begleitet
und Uberragt. Bei Verwendung der DHB-Methode liefert Xanthosin bei
vergleichbarer Konzentration eindeutig das vorherrschende Signal. Fir die
weiteren untersuchten Nucleoside ergaben sich ahnliche Ergebnisse, daher ist
fur Messungen mit hoher Sensitivitdit die DHB-Dried-Droplet-Methode zu

bevorzugen.
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Abbildung 14: MALDI-TOF-Spektren von Xanthosin, je 1.8 pmol absolut a) CHCA Thin-Layer-
Préaparation (S/N 123), b) DHB Dried-Droplet-Préaparation (S/N 135)

Fir die Abschatzung der Nachweisgrenzen wurden die in Tabelle 4
aufgefuhrten Nucleoside in absoluten Konzentrationen von 2 nmol, 200 pmol,
20 pmol, 2 pmol und 100 fmol mit der Dried-Droplet-Methode mit DHB-Matrix
gemessen. Als Nachweisgrenzen wurden diejenigen Konzentrationen
festgelegt, bei der die Intensitdt des Molekiulmassenpeaks des jeweiligen
Nucleosids ca. 3-mal hdher lag als das Untergrundrauschen im Spektrum. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 4 angegeben.
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Tabelle 4: Ermittelte absolute Nachweisgrenzen der MALDI-TOF-Methode mit DHB-Préparation

Nucleosid Nachweisgrenze
Adenosin 100 fmol
1-Methyladenosin 100 fmol
N6-Methyladenosin 100 fmol
MTA 100 fmol
Cytidin < 2 pmol
Guanosin < 2 pmol
Inosin < 10 pmol
Uridin <4 pmol
Pseudouridin <10 pmol
Xanthosin < 2 pmol

Von den beiden verwendeten Praparationstechniken erwies sich die Dried-
Droplet-Methode mit DHB als am besten geeignet, um Nucleoside mit hoher
Sensitivitat zu messen. Allerdings wurde hier eine Reduktion bei einigen
Nucleosiden beobachtet, insbesondere bei Adenosin und seinen Metaboliten.
Der Vergleich der Praparationen mit beiden Matrices ist in Abbildung 15
gezeigt. Bei der DHB-Praparation ist eine Veranderung im Isotopenmuster zu
sehen. Die erhOhte Intensitat des um 2 Da grol3eren Massenpeaks spricht fur

die Reduktion einer Doppelbindung.

Ahnliche Effekte wurden von Koomen und Russel beobachtet.®® Zur
Vermeidung dieses Phanomens sollte CHCA als Matrix verwendet werden,

allerdings mit einem Verlust an Sensitivitat.
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Abbildung 15: a) Adenosin mit CHCA Matrix prapariert, b) Adenosin mit DHB prépariert

DHB hat die Eigenschaft, gro3e unregelméaiiige Kristalle zu formen, daher ist
die resultierende Massengenauigkeit nicht optimal. Es wurde eine
Massengenauigkeit von unter 100 ppm bei externer und unter 40 ppm bei
interner Kalibrierung ermittelt. Bei einer gleichméafigen CHCA Thin Layer Matrix
dagegen konnte bei interner Kalibrierung eine Massengenauigkeit von unter 10

ppm erreicht werden.

Mit der Dried-Droplet-Methode und DHB Matrix wurden 18 Nucleoside mittels
MALDI-TOF-MS gemessen. Es wurden Aufldsungen zwischen 5000 und 9000
erreicht. Die abgeschéatzten Nachweisgrenzen (bei S/N = 300) liegen zwischen
100 fmol und 10 pmol, wobei die Nucleoside geringerer Basizitat, insbesondere
diejenigen mit Pyrimidinbasen, eine hohere Nachweisgrenze zeigen als
diejenigen mit Purinbasen. Dudley et al. konnten mittels LC-ESI-IMS
Nachweisgrenzen zwischen 19 und 110 pmol erreichen.®® Im Vergleich ist also
MALDI-TOF eine weitaus sensitivere Methode mit hoher Auflosung und

Massengenauigkeit.
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Interne Kalibrierung auf DHB/CHCA mit Vergleich der Massengenauigkeit

Zum Test der Massengenauigkeit wurden Loésungen von zwei Arzneistoffen,
Atenolol und Cimetidin, mit interner Kalibrierung sowohl mit der CHCA-

ThinLayer-Methode als auch mit der DHB-Dried-Droplet-Methode vermessen.

Dazu wurde je 0.5 pL DHB (5 g/l in TA) auf einen 400 pm-Anchor gegeben,
jeweils 0.5 puL MALDI-Standard,
Cimetidinlésung (je 20 pg/mL in 0.1 % TFA) aufgegeben und 4-mal gemessen.

getrocknet und Atenolollésung und

Die resultierenden Massengenauigkeiten sowie Auflosungen sind in Tabelle 5

dargestellt.

Tabelle 5: Massengenauigkeit (MG) und Auflésung bei Anwendung der DHB-Dried-Droplet-
Methode

Cimetidin Atenolol
MG [ppm] | Auflésung | MG [ppm] | Auflésung
33 4262 35 3472
6 5284 43 3590
18 3419 16 4098
27 3657 8 3839

Die Massengenauigkeiten schwanken erheblich und sind mit 43 ppm zu hoch,
um eine Summenformel von unbekannten Substanzen zu generieren. Auch die

Auflésungen sind mit Werten zwischen 3400 und 5300 nicht optimal.

AuRerdem wurde wie unter 5.3.4 beschrieben eine CHCA-Dunnschicht
hergestellt, 0.5 pL des Kalibrier-Standards (siehe 5.3.5) und je 0.5 uL der
und bei
die

beiden LOsungen der Arzneistoffe auf einen Spot pipettiert
Nach

Massengenauigkeiten und Auflésungen verglichen wie in Tabelle 6 gezeigt.

Raumtemperatur  getrocknet. 7-maligem Messen wurden
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Tabelle 6: Massengenauigkeit (MG) und Auflésung bei Anwendung der CHCA-Thin-Layer-
Methode

Cimetidin Atenolol Eehler der
MG [ppm] | Auflésung | MG [ppm] | Auflésung | Kalibranten [ppm]
2.5 6896 3.9 5969 1.0-6.3
9.6 7446 2.4 6802 10-44
0.3 8117 9.5 8290 1.7-9.2
1.7 6956 6.2 6924 05-4.2
5.3 7910 2.8 7324 0.5-3.7
1.7 9282 2.0 8026 0.7-3.9
3.4 8125 5.0 8873 0.1-4.7

Die Massengenauigkeiten liegen unter 10 ppm, sowohl bei den Kalibranten als
auch bei den gemessenen Substanzen Atenolol und Cimetidin. Auch die
Auflésung ist mit Werten zwischen 6000 und 9000 sehr gut.

Fur eine interne Kalibrierung und optimale Auflésung und Massengenauigkeit

ist also die Thin-Layer-Methode mit CHCA-Matrix besser geeignet.

3.2.2.2 Aufnahme von PSD-Spektren

Bei der Aufnahme von Post Source Decay (PSD)-Spektren werden Massen
selektiert, deren Fragmentierungsverhalten untersucht werden soll. In den
Spektren werden die Fragmente, die durch metastabilen Zerfall nach der

lonenquelle entstehen, abgebildet.

Die untersuchten Nucleoside zerfallen unter Verlust von 132 Da. Dieses
Phanomen lasst sich mit der charakteristischen Struktur der Nucleoside
erklaren, denen die Ribose als Zucker gemeinsam ist. Die N-glycosidische
Bindung zwischen Nucleobase und Zucker ist labil und wird leicht gespalten.
Eine Ausnahme bildet Pseudouridin, erklarbar durch die starkere C-C-Bindung
an Stelle der labilen N-glykosidischen Bindung der Gbrigen Nucleoside. Dudley
et al. beobachteten bei der Fragmentierung von Pseudouridin mittels LC-
lonenfallen-MS die Fragmente m/z 209, 179 und 155.°® Diese Massen waren

auch im PSD-Spektrum von Peudouridin zu sehen (vgl. Abbildung 16). Das
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Fragment m/z 155 entsteht durch Aufspaltung der Ribose, wie von Crow et al.
bei FAB-MS/MS-Messungen beschrieben.?®
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Abbildung 16: PSD-Spektrum und Fragmentierungsschema von Pseudouridin (modifiziert nach

Dudley et al.®)
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Die Ubrigen Nucleoside zeigen im PSD-Spektrum die Nucleinbase als Peak von
hoher Intensitat. Daneben sind weitere Fragmente zu erkennen, die fur jedes
Nucleosid charakteristisch sind. Isomere Strukturen ergeben weitgehend
identische PSD-Spektren, sie missen durch die Retentionszeiten bei der

HPLC-Trennung und ihre UV-Spektren unterschieden werden.

Uridin, DHU, 3-Methyluridin und 5-Methyluridin zerfallen unter Bildung eines
Fragments mit m/z 133. Im PSD-Spektrum von DHU sind die Fragmente
m/z 115, m/z 157 und m/z 181 zu sehen. Uridin zeigt entsprechende um je 2 Da
kleinere Fragmente (m/z 113, m/z 155, m/z 179). Diese Spaltprodukte enthalten
daher vermutlich die intakte Nucleinbase. Die Fragmente m/z 155 und m/z 179
treten sowohl bei Uridin als auch bei Pseudouridin auf. Diese Fragmente
konnen durch Sl1-Fragmentierung (vgl. Abbildung 16) bzw. Abspaltung von
Wasser erklart werden, wie von Dudley et al. beschrieben. Die S1-
Fragmentierung wurde erstmals von Crow et al. bei Fast Atom Bombardment
(FAB) Experimenten berichtet.®® Auch Wilson und McCloskey beobachteten

diese Fragmentierung in Experimenten mit Cl-Fragmentierung.®®

Das Fragment m/z 136 trat in den PSD-Spektren von Adenosin und den
Metaboliten 1-Methyladenosin, N6-Methyladenosin und MTA auf. Die
methylierten Adenosine bilden unter Abspaltung der Methylgruppe die

Adeninbase. Beide Methyladenosine zeigen aul3erdem eine S1-Spaltung.

Eine Zusammenfassung der Fragmentmassen aller untersuchter Nucleoside ist
in Tabelle 7 zu sehen. Zum Vergleich sind die entsprechenden Fragmente in
FAB-, CI- und ESI-Fragmentierungsexperimenten angegeben.
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Tabelle 7: Fragmentmassen aus den PSD-Spektren der untersuchten Nucleoside (n.u.: nicht

untersucht)
Charakteristische
Nucleosid PSD-Fragmente FAB & ClI % ESI %8
(m/z2)
268, 250, 268, 136, 164, 268. 250
Adenosin 136, 166, 181 237, 178, 178, 135, 150, 1,36 ’
164, 136 176
1- 268, 136, 164,
Methyladenosin 136, 150, 180, 192 n.u. 150, 178, 192 n-u.
N6- 282, 150, 178,
Methyladenosin 136, 150, 180, 192 n.u. 192, 136 n.u.
MTA 136, 163 n.u. n.u. n.u.
- 244, 154, 244,112, 140,
Cytidin 112,137, 228 140, 133 154 244,112
Inosin 137, 261 n.u. n.u. 269, 137
1-Methylinosin 136, 151, 201, 271 n.u. n.u. n.u.
: 266, 253, 284, 266,
Guanosin 136, 152, 271, 194 194. 180, 152 n.u. 152
Isoguanosin 136, 152, 271 n.u. n.u. n.u.
1- 298, 267,
Methylguanosin | 00 136:211 15487194 166 n.u. n.U.
N2- 298, 208,
Methylguanosin 166, 136, 211 180, 166 n.u. n.u.
247, 229,
DHU 1151’8113?;2%957’ 157, 143, n.u. n.u.
' 115, 133
_— 113, 133, 155, 245, 221, 245,113, 141, 245, 227,
Uridin 179 231 155, 141, 155 113
' 113, 133
259, 241,
3-Methyluridin 127,133, 169 169, 155, n.u. n.u.
127, 133
5-Methyluridin 127, 133, 169 n.u. n.u. n.u.
245, 227,
Pseudouridin 155, 179, 209, 113 214, 155, 21‘; 1117% 12%; 2;;% 21%95
137, 133, 209 ' ' '
Xanthosin 136, 153, 200, 271 n.u. n.u. n.u.
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3.2.3 Anwendung der optimierten Methode auf Nucleoside aus

Urinproben

3.2.3.1 Proben und Vorbereitung

Funf aufgearbeitete Urinproben, davon zwei von Brustkrebspatientinnen und
drei Kontrollproben, wurden semipraparativ mit der unter 3.3.9 beschriebenen
Methode getrennt, die einzelnen Peaks in Fraktionen gesammelt und in je
10 pL 0.1 % TFA aufgenommen. Je 1 uL dieser Losungen wurde, wie unter
5.3.9 beschrieben, mit DHB-Matrix fur die MALDI-TOF-Messung prapariert.
Massen im Bereich zwischen 240 und 450 Da wurden daruber hinaus mittels
MALDI-PSD untersucht, um aus dem Fragmentierungsverhalten Rickschlisse
auf die Struktur ziehen zu koénnen und Hinweise auf Nucleosidstrukturen zu

erhalten.

3.2.3.2 MALDI-TOF- und PSD-Ergebnisse

Bei der semipraparativen Auftrennung der extrahierten Nucleoside wurden in
den 37 Peakfraktionen von Probe FK 380 (HPLC-Chromatogramm siehe
Abbildung 17) zehn Nucleoside anhand der Retentionszeit und der UV-
Spektren identifiziert. Ausgenommen Uridin, Inosin, 5-Methyluridin, N6-
Methyladenosin und Guanosin wurden die im Nucleosidstandard enthaltenen
Nucleoside auch in den untersuchten Urinproben nachgewiesen, Bei diesen

Nucleosiden handelt es sich um Minorkomponenten im Urin.?’

Die MALDI-TOF-Messungen der entsprechenden Fraktionen bestéatigten die
Zuordnung zu den bekannten Standardnucleosiden. Als Beispiel sind in
Abbildung 18 und Abbildung 19 das MALDI-TOF-Spektrum von Fraktion 19
sowie das im Anschluss daran aufgenommene PSD-Spektrum von m/z 285
gezeigt. Im MALDI-TOF-Spektrum treten neben dem Xanthosin weitere Massen
auf, die der verwendeten DHB-Matrix zugeordnet wurden. M/z 139, 154, 172
und 177 sind typische Massen der DHB-Matrix, was bei der Auswertung der
MALDI-TOF-Spektren bertcksichtigt wurde.
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Abbildung 17: HPLC-Chromatogramm der untersuchten Urinprobe FK 380

Neben den bekannten Nucleosiden traten in den Fraktionen verschiedene
Massen auf, die mittels PSD-MALDI untersucht wurden. Durch Basenfragmente
mit einer Massendifferenz von 132 u zur selektierten Masse erhalt man
Hinweise auf Nucleosidstrukturen, die bei der Fragmentierung die Ribose
abspalten. In Tabelle 8 sind alle mit PSD untersuchten Massen angegeben, die
in den Fraktionen der Probe FK 380 auftraten. Neben den bekannten
Standardnucleosiden sind hier alle weiteren Substanzen aufgefihrt, die im
PSD-Spektrum einen Neutralverlust von 132 u zeigten sowie solche
Komponenten, bei denen dies nicht der Fall war. Insbesondere die zweite
Gruppe soll weiter betrachtet werden, da es sich bei diesen Komponenten

vermutlich um Nucleoside handelt.
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Abbildung 19: PSD-Spektrum von m/z 285 aus Fraktion 19
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Tabelle 8: In den Fraktionen von Probe FK 380 enthaltene Komponenten

Eraktion Bel_<annte . Weitere Magsen mit Sonstige mit PSD
Nucleoside ([M+H]") | CNL 132 uim PSD | untersuchte Massen
1 - - -
2 DHU (247) 255, 269 259, 285, 392
3 Pseudouridin (245) - 250, 267
4 - - 298
5 - - 304
6 Cytidin (244) 282, 346 230, 255
7 - 258 317
8 m1A (282) 267 -
9 m1A (282) - -
10 m1A (282) - -
11 m1A (282) 271, 252 -
12 - 271 -
13 Isoguanosin (284) - -
14 - 298 371, 429
15 - 271 253, 282, 286
16 - 271 -
17 - - 212, 241
18 - 271, 282, 293 310
19 Xanthosin (285) - -
20 - - 408
21 1ml (283) 384 -
22 - 293 265, 385
23 m1G (298) - 265
24 - 244, 286 -
25 m1G (298) - 314, 314
26 m2G (298) - -
27 Adenosin (268) 299 -
28 - 299 -
29 - 326 -
30 - 326 -
31 - 312 -
32 - 326 279, 303, 319
33 - 413 -
34 - 313,413 393
35 - - 283, 311, 340
36 MTA (298) - 314
37 - - 327, 394, 459, 481
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In Tabelle 9 sind die Ergebnisse aller funf untersuchten Urinproben

zusammengefasst, wobei nur diejenigen Massen in Elutionsreihenfolge

angegeben sind, die im PSD-Spektrum einen Neutralverlust von 132 u zeigten.

Dabei ist zu beachten, dass bei den verschiedenen Proben eine

unterschiedliche Anzahl von Fraktionen aufgefangen wurde. Es st

wahrscheinlich, dass in einigen Proben bestimmte Nucleoside von anderen in
diesen Fraktionen unterdrickt wurden. Dies trifft insbesondere auf die
Kontrollproben zu, bei denen weniger Fraktionen gesammelt wurden. Daher ist
es nicht sinnvoll, aufgrund dieser Ergebnisse Kontrollproben und Proben von

Brustkrebspatientinnen zu vergleichen.

Tabelle 9: Vergleich der in den funf Urinproben auftretenden Massen ([M+H"]) mit Verlust von
132 u im PSD-Spektrum (in Elutionsreihenfolge angegeben), Proben A: gesunde Probandinnen,
Proben FK: Mammakarzinompatientinnen

Probe A 96 Probe A 104 Probe A 129 Probe FK 380 | Probe FK 411
21 Fraktionen | 21 Fraktionen | 21 Fraktionen | 37 Fraktionen | 38 Fraktionen
247 (DHU) 247 (DHU)
255 255 255
259 259
300
269
244 (Cytidin) 244 (Cytidin) 244 (Cytidin) 244 (Cytidin)
228
282
346 346
258 258 258 258
282 (m1A) 282 (m1A) 282 (m1A) 282 (m1A) 282 (m1A)
267 267
271 271 271 271 271
268 268 268
284 (Is0G) 284 (IsoG) 284 (Is0G) 284 (IsoG) 284 (Is0G)
252 252
269 (Inosin)
298 298 298 298
255




3.2 MALDI-TOF-Analytik von Nucleosiden aus Urin

53

Probe A 96

21 Fraktionen

Probe A 104

21 Fraktionen

Probe A 129

21 Fraktionen

Probe FK 380

37 Fraktionen

Probe FK 411

38 Fraktionen

271

271

271

271

271

259 (m3 u)
282 282 282 282
293
285 285 285 285 285

(Xanthosin)

(Xanthosin)

(Xanthosin)

(Xanthosin)

(Xanthosin)

268

328
283 (m1l) 283 (m1l) 283 (m1l)
384 384
293
298 (m1G) 298 (m1G) 298 (m1G) 298 (M1G) 298 (m1G)
244 244 244 244 244
286 286 286 286 286
298 (m2G) 298 (m2G) 298 (m2G) 298 (M2G) 298 (m2G)
301
268 268
(Adenosin) (Adenosin)
299
376
398
326 326 326 326 326
301
312 312 312 312 312
384
269
253
413 413 413 413 413
313 313
298 (MTA) 298 (MTA) 298 (MTA) 298 (MTA) 298 (MTA)
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Eine der Komponenten, die in allen Proben auftrat, war m/z 271, die in Probe
FK 380 in Fraktion 12 nachgewiesen wurde. Das MALDI-TOF-Spektrum dieser
Fraktion ist in Abbildung 20 gezeigt. Das anschlielRend aufgenommene PSD-
Spektrum von m/z 271 (siehe Abbildung 21) enthédlt einen intensiven
Massenpeak bei 139 Da, welcher eine Massendifferenz von 132 u zu m/z 271
aufweist. Dies spricht fur eine Substanz, die die Ribose enthalt. Diese

Komponente wurde weiter untersucht, wie im folgenden Kapitel beschrieben.

J 154.09
. [a.u.]] —_— ?
] N 271.25
3000 1 .
] Matrix Matrix
] 137.06 /
2000 1 —_— o
172.14
T 9
1 241.24
1000 212,18 ————
0 | L ﬁl\l | l 1 . L... od o L
T 71 T T L T T T T T T T 1 T T T T T T T L T T T T T T T
10 150 200 250 300 350 400m/z

Abbildung 20: MALDI-TOF-Spektrum von Fraktion 12
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Abbildung 21: PSD-Spektrum von m/z 271 aus Fraktion 12
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3.2.3.3 Ermittlung einer genauen Masse und Generierung einer Summenformel

zur ldentifizierung von bislang unbekannten Nucleosiden mittels

Datenbanksuche

Um unbekannte Substanzen zu identifizieren, ist es hilfreich, eine genaue
Masse zu generieren. Daraus lassen sich mogliche Summenformeln berechnen
(Molecular Weight Calculator 6.22), die durch Kiriterien fir Nucleoside
eingeschrankt werden konnen. Nucleoside bestehen aus mindestens neun
Kohlenstoffatomen, drei Sauerstoffatomen und zwei Stickstoffatomen.
Ausgehend von diesen Einschrdnkungen und einer Massengenauigkeit von
unter 10 ppm bleiben nur wenige mdgliche Summenformeln zur Auswahl. Zu
diesen konnen mittels SciFinder (2003) entsprechende Strukturen ermittelt
werden, die wiederum eine Riboseeinheit aufweisen mussen. Dabei ist zu
beachten, dass eine interne Kalibrierung nur fur solche Komponenten maoglich
ist, die in ausreichender Konzentration vorliegen. Unter Umstanden ist eine

Aufkonzentrierung notwendig.

Als Beispiel fur die oben beschriebene Prozedur wurde eine
Xanthosinstandardlosung mittels interner Kalibrierung am MALDI-TOF-MS
vermessen. Es ergab sich eine monoisotopische Masse von 285.0818 u. Der
Molecular Weight Calculator berechnete fiir diese Masse unter Annahme einer
Massengenauigkeit von 10 ppm 24 mdgliche Summenformeln, von denen nur
eine die oben erwéhnten Kriterien fur Nucleoside erfullte. Eine SciFinder-Suche
ergab 132 Treffer, die durch Vorgabe der Ribose als Strukturelement auf 40
eingegrenzt wurde. Einer dieser Treffer war Xanthosin. Bei den meisten
anderen handelte es sich um Syntheseprodukte und keine natirlichen

Substanzen.

Fur die Datenbanksuche nach neuen Nucleosiden in den untersuchten
Urinproben wurden von ausgewahlten Substanzen aus den HPLC-Fraktionen,
die in den PSD-Spektren einen Neutralverlust von 132 Da zeigen, eine interne

Kalibrierung, wie unter 5.3.5 beschrieben, vorgenommen.
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Acht der bisher unbekannten Nucleoside zeigten sich in mindestens vier der
funf untersuchten Urinproben. Dies sind m/z 258 (Fraktion 7 in Probe Fk 380),
zwei m/z 271 (Fraktionen 12 und 16), m/z 298 (Fraktion 14) m/z 286 (Fraktion
24), m/z 326 (Fraktion 30), m/z 312 (Fraktion 31) sowie m/z 413 (Fraktion 33).
In den Proben der Brustkrebspatientinnen wurde in der zweiten Fraktion
aulRerdem m/z 255 nachgewiesen, welches eine hohe Intensitét zeigte. Diese
HPLC-Fraktionen wurden mit der beschriebenen Methode untersucht. Die
Ergebnisse der internen Kalibrierung sowie die auftretenden PSD-Fragmente

sind in Tabelle 10 gezeigt.

Tabelle 10: Ergebnisse der internen Kalibrierung fiir ausgewahlte Substanzen aus Urinproben

HPLC RT m/z [Dal PSD .
Fraktion [min:sec] (MG [ppm]) Fragmente Nucleosid-Vorschlag
2 5:00-6:00 255.00817 114, 123 Unbekanntes
Nucleosid
8 12:20-15:00 | 258.10966, (2.6) | 126,138, 154 Methylcytidin
12 19:30-21:30 | 271.09417, 4.3) | 3% 125525 164, PCNR
Ao 166, 281, 136, .
14 | 23002420 | 298.11381,(62) | 120950 14 | 7-Methylguanosin
16 26:00-27:40 | 271.09257, (1.6) | +°% 125:’% 164, PCNR
24 | 37:303840 | 308.08740,(45) | % 739200 N4-Acetylcytidin
29 42:00-43:40 326.14514, (4.0) 136, 112? 176, Trimethylguanosin
N 138, 165, 180, N2,N2-Dimethyl-
30 | 43:00-43:50 | 312.12905, (5.4) 96, 296 Suancan
. . 136, 214, 272, | N6-Carbamoylthreonyl-
33 | 46:20-47:00 | 413.13964, (5.9) 2. 259 Damoyt!

Die Substanz mit m/z 255 aus Fraktion 2 zeigte im PSD-Spektrum den Verlust
der Ribose, allerdings brachte die auf der ermittelten Masse basierende
Datenbanksuche nur synthetisch erzeugte Strukturen und keine natirlich

vorkommenden Substanzen als Ergebnisse.
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Neben diesem noch unbekannten Nucleosid wurden ein methyliertes Guanosin,
ein acetyliertes Cytidin, zwei PCNR-Isomere, ein weiteres methyliertes
Guanosin, ein zweifach methyliertes Guanosin, ein dreifach methyliertes

Guanosin und N6-Threonylcarbamoyladenosin identifiziert.

In den HPLC-Fraktionen 12 und 16 traten Komponenten mit m/z 271 und einem
Basenfragment m/z 139 auf. In Fraktion 16 wurde durch interne Kalibrierung
eine Masse von m/z 271.0918 ermittelt. Unter Annahme einer
Massengenauigkeit von 10 ppm wurden fur diese Masse 16 Summenformeln
berechnet, von denen nur zwei die Nucleosidkriterien erfullten. Nur eine dieser
Formeln erbrachte bei einer SciFinder-Recherche Ergebnisse. Es blieben 33
Strukturen, die Ribose enthielten, zurtick. Darunter waren 1-Ribosylpyridin-4-
on-3-carboxamid und 1-Ribosylpyridin-2-on-5-carboxamid (Strukturen siehe
Abbildung 22). Bei den Ubrigen Strukturen handelte es sich um keine natdrlich

vorkommenden Substanzen.

O O ﬁ
N o~ N
HO HO
0 0
H=—fH H=—fH
OH OH OH OH
a) b)

Abbildung 22: Strukturen von a) 1-Ribosylpyridin-4-on-3-carboxamid und b) 1-Ribosylpyridin-2-
on-5-carboxamid

1-B-D-Ribofuranosylpyridin-4-on-3-carboxamid wurde von Dutta et al. bereits
1979 aus humanem Urin isoliert und identifiziert.®® Mills et al. identifizierten
1989  zusatzlich  1-Ribosylpyridin-2-on-5-carboxamid  in  Urin.®*Beide
Komponenten scheinen in der untersuchten Urinprobe vorzuliegen, da m/z 271
in zwei Fraktionen nachgewiesen wurde. Der Ursprung dieser beiden
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Komponenten liegt vermutlich bei Nicotinamidmononucleotid (NMN) oder
Nicotinamiddinucleotid (NAD).%

Da 1-Methylguanosin und N2-Methylguanosin bereits in anderen Fraktionen
identifiziert wurden, ist die wahrscheinlichste Struktur fur das Nucleosid in

Fraktion 14 N7-Methylguanosin, welches ein bekannter Bestandteil von Urin ist.

N2,N2-Dimethylguanosin und N6-Threonylcarbamoyladenosin sind bekannte
Nucleoside und wurden bereits im Zusammenhang mit Brustkrebs als

Tumormarker vorgeschlagen.®

Fraktion 29 enthielt ein Nucleosid der Masse m/z 326, das im PSD-Spektrum
ein Basenfragment von m/z 194 zeigte. Diese Masse lasst auf ein dreifach
methyliertes Guanosin schlie3en, was durch die Bestimmung einer genauen
Masse bestatigt wurde. Es handelt sich vermutlich um N2,N2-7-
Trimethylguanosin, das einzige bekannte Trimethylguanosin mit drei

Methylgruppen an der Nucleinbase.
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3.3 Untersuchung von Nucleosiden mittels lonenfallen-MS

3.3.1 Uberblick Giber bisher veréffentlichte Methoden zur

massenspektrometrischen Detektion von Nucleosiden

Es gibt zahlreiche Vertffentlichungen zur massenspektrometrischen
Untersuchung von Nucleosiden und Nucleinbasen, wobei verschiedene
Verfahren zur lonisierung und unterschiedliche massenspektrometrische
Techniken angewendet wurden. Fur die direkte Untersuchung des
Fragmentierungsverhaltens von Standardsubstanzen wurde zur lonisierung
meist die ElektronenstofZionisation (El) eingesetzt. Diese Studien beschéatftigten
sich mit der ElektronenstoR-Fragmentierung von Adenin®’, Guanin®, Cytidin

und einigen seiner Derivate®® und weiteren Pyrimidinbasen®.

Die Fragmentierung der Nucleinbasen wurde teilweise gezielt durch den
Einsatz einer Kollisionszelle erreicht, in der die ionisierten Molektle durch
StoRe mit einem Kollisionsgas (z.B. N2, He, Ar) fragmentieren (Collision
Induced Dissociation, CID). Bei diesen Studien findet die lonisierung meist
durch Fast Atom Bombardment (FAB) statt, wobei die zu untersuchende
Substanz in flussiger, schwerflichtiger Matrix (z.B. Glycerin) mit einem
Partikelstrom von Gasen wie Xenon oder Argon beschossen wird. Die so
untersuchten Substanzen umfassen unter anderem Uracil und seine Derivate®,
Guanin®” und verschiedene methylierte Guanosine®. Font et al. untersuchten

antiretrovirale Nucleoside mit CID nach Elektrosprayionisation (ESI).%

FAB ist ebenso wie MALDI und ESI ein sanftes lonisierungsverfahren, bei dem
hauptséachlich positiv geladene Molekilionen entstehen. Bei der Auswertung
der Spektren sind Cluster aus Matrix und Probe sowie Clusterionen der Matrix

mit sich selbst zu bertcksichtigen.

Beim Vergleich des Fragmentierungsverhaltens der durchgefuhrten ESI-MS-
Untersuchungen mit den Literaturdaten ist zu beachten, dass EI-MS-Spektren

sich von ESI-MS-Spektren unterscheiden. Dies ist auf den unterschiedlichen



60 3 Ergebnisse und Diskussion

Verlauf des Zerfalls bei der lonisierung zurickzuftihren. Bei der EI wird meist
wird ein Elektron aus dem Molekil herausgeschlagen, sodass ein geladenes
Radikalkation entsteht. Im Allgemeinen verbleibt nach der lonisierung ein Tell
der Energie im Molekulion. Durch diesen Energietberschuss kommt es zur
Fragmentierung in Radikalkationen, Kationen oder Neutralteilchen, die
wiederum zerfallen. Dabei werden haufig Umlagerungen unter Verschiebung

von Wasserstoffatomen beobachtet.%

Bei der ESI-MS werden hauptsachlich Quasimolekilionen gebildet, die im Falle
der positiven ESI einfach positiv geladen sind. Durch Anregung der Kationen im
Massenspektrometer durch Stdél3e mit Gasmolekilen (He, Ar) koénnen
Fragmentierungen induziert werden, deren Ausmal® durch die zugefihrte
Energie gesteuert werden kann. Hier erfolgt die Fragmentierung am haufigsten
unter Verlust von Neutralteilchen wie Ammoniak oder Wasser, wobei wieder

Kationen entstehen.

Fiar die Untersuchung von Nucleosiden und Nucleinbasen aus biologischen
Matrices muss vor der massenspektrometrischen Detektion eine Auftrennung

erfolgen, die in der Regel tber HPLC-Verfahren erfolgt.

Zur Detektion werden tUberwiegend lonenfallen-Massenspektrometer (lon Trap,
ITMS) und Triple-Quadrupol-Massenspektrometer eingesetzt. Bei beiden
Verfahren wird nach der Massenselektion eine Fragmentierung durch St63e mit
Gasmolekilen (z.B. Argon, Helium) angeregt. Es kommt haufig zum Verlust von
Neutralteilchen wie HCN, Wasser oder Ammoniak. Der Vorteil der lonenfalle
gegenuber dem Triple-Quadrupol ist die Madglichkeit, MS"-Spektren
aufzunehmen. Wahrend der Triple-Quadrupol auf MS/MS-Spektren beschrénkt
ist, sind bei der lonenfalle mehrere Fragmentierungszyklen hintereinander
madglich. Insbesondere bei der Untersuchung von Nucleosiden ist dies ein
entscheidender Vorteil, da im ersten Fragmentierungsschritt die N-glycosidische
Bindung zwischen Ribose und Nucleinbase gespalten wird und im
Massenspektrum das Basenfragment zu sehen ist. Zur Charakterisierung eines
Nucleosids ist aber besonders die Struktur der Base wichtig, sodass MS3- und

MS*-Spektren von dem entsprechenden Basenfragment essentiell fir die
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Strukturaufklarung sind. Um unbekannte Nucleoside zu charakterisieren, ist
daher eine LC-ESI-ITMS-Methode sinnvoll.

Dudley et al. etablierten verschiedene Methoden zur Untersuchung von
Nucleosiden aus Urin, die auf der Trennung mittels Flussigkeits-
chromatographie (HPLC oder CapLC), anschlieBender ESI-lonisierung und

Detektion mit lonenfalle oder Triple-Quadrupol beruhen %810

Fur die Quantifizierung ist ein Triple-Quadrupol-Massenspektrometer zu
bevorzugen, da hier eine hdhere Sensitivitat und Spezifitat durch Messung im

Selected lon Monitoring (SIM)-Modus erreicht werden kann.®®

3.3.2 Spritzenpumpeninjektionen von Standard-Nucleosiden zur
Untersuchung des Fragmentierungsverhaltens durch MS"-

Experimente mit der lonenfalle

Die Fragmentierungsmuster  von 21 Nucleosiden und sechs
korrespondierenden Nucleinbasen wurden mittels Spritzenpumpeninjektion von
Standardlésungen (100 pg/ mL in 0.1 % TFA) ermittelt. Diese Standards waren
Adenosin (A), 1-Methyladenosin (m1A), N6-Methyladenosin (m6A), N6,N6-
Dimethyladenosin (m®A), 5°-Deoxy-5"-methylthioadenosin (MTA), Cytidin (C),
5-Methylcytidin (m5C), N4-Acetylcytidin (ac4C), Inosin (1), 1-Methylinosin (m1l),
7-Methylinosin ~ (m71), Guanosin (G), 1-Methylguanosin (m1G), 2-
Methylguanosin  (m2G), 7-Methylguanosin (m7G), N2,N2-Dimethylguanosin
(m%G), Uridin (U), 5,6-Dihydrouridin (DHU), 3-Methyluridin (m3U), 5-
Methyluridin (m5U), Xanthosin (X) und die Basen Adenin, Cytosin, Guanin,
Hypoxanthin, Uracil und Xanthin. Zunachst wurden die Basiseinstellungen des
IT-MS-Systems (Kapillarspannung, Cap Exit Spannung, Skimmerspannung,
Octopol Spannungen, Trap Drive) fir jedes Nucleosid optimiert und
anschlieBend durch manuelle MS"-Experimente im Massenbereich zwischen 50

und 500 Da die Fragmentierung untersucht.
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3.3.2.1 Vergleich der Fragmentierungsmuster von Nucleosiden und

Nucleinbasen

Nucleinbasen

Nelson und McCloskey untersuchten die Collision Induced Dissociation der
Nucleinbasen Adenin und Uracil.’*® Das Fragmentierungsverhalten dieser
beiden Basen ist durch den Neutralverlust von Ammoniak gekennzeichnet. Bei
der Purinbase Adenin wurde auRerdem der Verlust von HCN nachgewiesen,

wahrend die Pyrimidinbase Uracil Wasser abspaltet.

Diese Fragmentierungen wurden auch bei den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Experimenten beobachtet. Die am haufigsten auftretende
Fragmentierung der Nucleinbasen Adenin, Cytosin, Guanin, Uracil und Xanthin
war der Verlust von Ammoniak. Bei den Purinen war eine Abspaltung von HCN
in weiteren Fragmentierungsschritten charakteristisch. Im Fall von Hypoxanthin
wurde die Abspaltung von Wasser beobachtet, wie auch bei Uracil, hier

allerdings nur geringfiigig.

Nucleoside

Bei den untersuchten Nucleosiden zeigte sich im ersten Fragmentierungsschritt
ein charakteristischer Zerfall in Nucleinbase und Ribose, wobei der Zucker als
Neutralteilchen abgespalten wird, wahrend die Base in protonierter Form im
Massenspektrum auftritt und im MS3-Schritt weiter fragmentiert werden kann.
Der Verlust der Ribose wird auf die schwache N-glykosidische Bindung

zuruckgefuhrt.

Die weitere Fragmentierung der jeweiligen Basen ist identisch mit der oben
beschriebenen Fragmentierung der Nucleinbasen. In Abbildung 23 sind die
MS*-Spektren von Guanosin und der Vorschlag fir die Fragmentierungs-

kaskade dargestellt.
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Abbildung 23: MS"-Spektren und Fragmentierungsvorschlag fiir Guanosin (a)MS-Spektrum,
b)MS?-Spektrum, c)MS>-Spektrum, d)MS*-Spektrum, e)Fragmentierung von Guanosin)
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Tabelle 11 gibt einen Uberblick tiber die Fragmentierung der Nucleinbasen und

der korrespondierenden Nucleoside.

Tabelle 11: Vergleich: Fragmentierung von Nucleosiden und Nucleinbasen

Substanz MS | MS? ms® | mMs* | ms®
94 67
. 109
Adenosin 268 | 136 -
119
92 65
94 67
i 136
Adenin 110 67
92
95 68
Cytidin 244 | 112 90
69
. 69
Cytosin 112
95 68 40.5
94 67
Inosin 269 | 137 110 82
119 92
94 67
. 110 82
Hypoxanthin | 137 -
119
92 65
110 82 69.2
. 80
Guanosin 284 | 152
135 93
107 80
110 82 69
. 80
152
Guanin 155 o
107 80
- 7
Uridine 245 | 113 0
96 68 40.6
. 70
Uracil 113
96 68
110 82 55.4
. 81
Xanthosin 285 | 153
136 93 65
108
110 82
. 81
153
Xanthin 136 -
108
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3.3.2.2 Fragmentierungsschemata fiir die untersuchten Nucleoside

Die Ergebnisse der MS"-Experimente von Standardnucleosiden sind in Tabelle
12 zusammengefasst. Da keine isotopenmarkierten Verbindungen zur
Verfiigung standen, handelt es sich bei den folgenden Schemata (Abbildung 24
bis 44) lediglich um Vorschlage fur die Fragmentierung. Diese muissen in

weiteren Untersuchungen verifiziert werden.

Tabelle 12: Ergebnisse der manuellen MS"-Experimente

Nucleosid MS MS? ms® ms*
119 (BH" -NH3) 92 (119 —HCN)
Adenosin 268 (MH") | 136 (BH") | 109 (BH" -HCN)
94 (BH" -NH,CN) 67 (94 —HCN)

106 (133 —HCN)
92 (133 — CHsCN)

133 (BH" -NHs)

123 (BH" -HCN)
109 (BH" -CH3NC)

94
(BH" -CH,NH -HCN)

1-Methyladenosin | 282 (MH") | 150 (BH")

106 (133 — HCN)

133 (BH" -NHa) 92 (133 - CHsCN)
79 (133 - 2 HCN)
108
N6-Methyladenosin | 282 (MH") | 150 (BH") | 123 (BH" -HCN) 96 (123 — HCN)

82 (123 - CH3CN)

108 (BH" -NH,CN)

94 69
(BH" - CHzNH - HCN) | ©g

. 94 (121 —HCN)
121 (BH* -CHNCHa)

108
DimemsiaN(f(;nosin 296 (MH") | 164 (BH") | 149 (BH" -CHs")
135 (BH" -CH2NH)
96
119 (BH" -NH3) 92 (119 -HCN)
5°-Deoxy-5'- 298 (MH") | 136 (BH") | 109 (BH' -HCN) 82 (109 —HCN)

methylthioadenosin

94 (BH" -NH,CN) 67 (94 —HCN)
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Nucleosid MS MSs? ms® ms*
- . .. | 95 (BH" -NH3) 68 (95 —HCN)
Cytidin 244 (MH") | 112 (BH") -
69 (BH" -HNCO)
109 (BH" - NHs)
. .. | 95 (BH" - NH,CHs)
5-Methylcytidin 258 (MH") | 126 (BH") -
83 (BH" - HNCO)
69
o . . . 95 (112 —NH3)
N4-Acetylcytidin 286 (MH") | 154 (BH") | 112 (BH" -CH,CO)
69 (112 -HNCO)
119 (BH" -H;0) 92 (119 —HCN)
Inosin 269 (MH") | 137 (BH") | 110 (BH" -HCN) 82 (110 —CO)
94 (BH" -HCNO) 67 (94 —HCN)
110
128
98
79 (133 — 2xHCN)
1-Methylinosin 283 (MH") | 151 (BH") | 133 (BH -H,0) 96
106 (133 —HCN)
110 (CH3NC) 82 (110 —CO)
94 (151 - CH3NCO)
. 106 (133 —HCN)
133 (BH" -H;0)
79 (133 —2HCN)
7-Methylinosin 283 (MH") | 151 (BH") | 124 (BH" -HCN)
108 (BH" -HNCO)
96 (BH" -HNC —CO)
107 (135 —CO)
. .. | 135 (BH" -NHa) 93 (135 —-NH,CN)
Guanosin 284 (MH") | 152 (BH")
80 (135 —-CO —HCN)
110 (BH" -NH,CN)
, . .. | 149 (BH" -NHy) 94 (149 —HCN - CO)
1-Methylguanosin 298 (MH") | 166 (BH") "
109 (BH" -CH3NCO)
. .. | 149 (BH" -NHy) 121 (149 —CO)
2-Methylguanosin 298 (MH") | 166 (BH") "
110 (BH" -CH3NHCN)
121 (149 —CO)
107 (149 —NH2CN)
. .. | 149 (BH™ -NHy) B B
7-Methylguanosin | 298 (MH") | 166 (BH") 94 (149 -HCN —CO)

80 (149 —NH,CN
HCN)

124 (BH" -NH,CN)
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Nucleosid MS Ms? ms® ms*
162 (BH" - H,0)

153 (BH" - HCN)

312 (MH") | 180 (BH") | 137 (BH' - H3CNCH,)
122 (BH" - CHgze)

110 (137 — HCN)

96 (BH" -NHz) 68 (96 —CO)
70 (BH" -HNCO)

98 (BH" -NHz)

73 (BH" - C;H,0)
109 (BH" - H,0)

96 (BH" - NH,CHs)
110 (BH" -NHs)

82 (BH" - NHz — CO)

N2,N2-
Dimethylguanosin

Uridin 245 (MH") | 113 (BH")

DHU 247 (MH") | 115 (BH")

3-Methyluridin 259 (MH") | 127 (BH")

5-Methyluridin 259 (MH") | 127 (BH")

108 (136 —CO)

_ . .| 136 (BH" -NHy) 81 (136 —-HCN -CO)
Xanthosin 285 (MH") | 153 (BH")
93 (136 —-HNCO)
110 (BH" -HNCO) 82 (110 —CO)

Das Fragment mit der héchsten Intensitit in den MS3-Spektren der
untersuchten Nucleoside war meistens das durch Abspaltung von Ammoniak
entstandene. Daneben konnte sowohl im MS® als auch in héheren
Fragmentierungsschritten der Verlust von HCN beobachtet werden und bei
Nucleosiden, die eine Ketogruppe enthalten, der Verlust von CO nach der
Abspaltung von Ammoniak. Auf weitere charakteristische Abspaltungen von
Neutralteilchen kann durch die in Tabelle 12 gezeigten Massendifferenzen

geschlossen werden.

Adenosin und abgeleitete Nucleoside

Wie von Nelson und McCloskey fiur Adenin beschrieben, wird im zweiten
Fragmentierungsschritt bei Adenosin und 5 -Deoxy-5"-methylthioadenosin aus
der Adeninbase Ammoniak abgespalten, und zwar nach Ring6ffnung des
Pyrimidins sowohl von N°® als auch N'. Bei N6-Methyladenosin ist die

Abspaltung von N°® aufgrund der Methylgruppe nicht moglich, wahrend bei
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1-Methyladenosin N* blockiert ist, sodass bei den methylierten Adenosinen
jeweils nur eine Mdglichkeit zur Abspaltung zur Verfiigung steht. Die weitere
Fragmentierung der Isomere verlauft somit verschieden und kann zur
Unterscheidung herangezogen werden. Die Fragmentierungsvorschlage fur
Adenosin und die von ihm abgeleiteten Nucleoside sind in Abbildung 24 bis
Abbildung 28 gezeigt.

NS N\\\C
Sc N N
4
NH, miz 119 I y M e S
3 -HCN C~N
-NH _N" N
NZ SN HCZ® H
k | \> NH+ m/z 92
S = NS
HO MS2 NZ MS3 N
o RNy D - HCN j: 3 miz 109
NT N HNT N
H .
protoniertes - NH,CN N
. N 4
OHOH Adenin m/z 94 | \> MS m \> iz 67
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Adenosin 2N H H
m/z 268 HC

Abbildung 24: Fragmentierungsvorschlag fur Adenosin (erweitert nach %)
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Abbildung 25: Fragmentierungsvorschlag fur 1-Methyladenosin
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Abbildung 26: Fragmentierungsvorschlag fir N6-Methyladenosin
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Abbildung 27: Fragmentierungsvorschlag fir N6,N6-Dimethyladenosin
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Abbildung 28: Fragmentierungsvorschlag fur MTA

Guanosin und abgeleitete Nucleoside

Guanosin ist ein Purin-Nucleosid mit einer Aminogruppe in C2-Position. Die
Abspaltung von Ammoniak nach Ringoffnung ist prinzipiell von N? und N1
maoglich. Die Abspaltung aus der Imidazoleinheit ist unwahrscheinlich, wahrend
die Pymiridineinheit zwischen N1 und O° sowie C2 und N3 zwei schwache
Bindungen besitzt, die leicht gespalten werden konnen.”® Die weitere
Fragmentierung des Fragmentes m/z 135 ergibt ein Fragment m/z 107. Die
Massendifferenz von 28 u spricht fiir den Verlust von CO (C6 und O°). Das
Fragment m/z 110 entsteht durch retro-Diels-Alder-Reaktion unter Abspaltung

von Cyanamid, wie von Rice und Dudek beschrieben.*

Die drei isomeren Methylguanosine zeigen ahnliche Fragmente in den MS? und
MS3-Spektren. Wie Guanosin verlieren sie in den MS*-Experimenten zunachst
Ammoniak, wobei ein Fragment m/z 149 entsteht. Bei 1-Methylguanosin ist N1
durch die Methylgruppe blockiert, daher wird Ammoniak vermutlich an N?
abgespalten. Das zweite MS3-Fragment m/z 109 kénnte durch Abspaltung von
CHsNCO (C*, N1, C6 und O°) entstanden sein. Das MS® Fragment m/z 94 ist
ein mdogliches Produkt der Eliminierung von HCN und CO aus m/z 149.
2-Methylguanosin zeigt aufgrund der Position der Methylgruppe in Position N2
in MS3- und MS*-Experimenten eine abweichende Fragmentierung im Vergleich
zu den anderen Methylguanosinen. Hier ist die Abspaltung von Ammoniak nur
an Position N1 moglich. Im nachsten Fragmentierungsschritt wird vermutlich
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CH3NHCN  (Cethy, N2, C2, N3) eliminiert, wobei m/z 110 entsteht. Der
vergeschlagene Mechanismus fir die Fragmentierung ist in Abbildung 31
gezeigt.

Das Fragment m/z 124 aus dem MS3-Spektrum von 7-Methylguanosin ist
wahrscheinlich auf den Verlust von NH.CN (N2 C2, N3) zuriickzufihren.
NH,CN ist ein Fragment, das bei Nucleosiden haufig vorkommt. Auf dessen
Abspaltung kann durch eine Massendifferenz von 42 u geschlossen werden,

wie z.B. auch bei Adenosin und Guanosin.

Durch die oben beschriebene unterschiedliche Fragmentierung ist es maoglich,
zwischen den  drei Methylguanosin-Isomeren  zu unterscheiden.
In  Abbildung 29 bis Abbildung 32 sind die Vorschlage fur die

Fragmentierungswege von Guanosin und seinen Metaboliten gezeigt.
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Abbildung 29: Fragmentierungsvorschlag fir Guanosin (erweitert nach °")
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Abbildung 30: Fragmentierungsvorschlag fur 1-Methylguanosin
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Abbildung 31: Fragmentierungsvorschlag mit Mechanismus flir 2-Methylguanosin
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Abbildung 32: Fragmentierungsvorschlag fur 7-Methylguanosin

N2,N2-Dimethylguanin, die Nucleinbase von N2,N2-Dimethylguanosin, erzeugt
im MS3-Fragmentierungsschritt die Fragmente m/z 110, m/z 122, m/z 137, m/z
153 und m/z 162. Ein Vorschlag fur den Fragmentierungspathway ist in
Abbildung 33 gezeigt.

Das Fragment m/z 162 mit einer Massendifferenz von 18 u zum Basenfragment
spricht fur den Verlust von Wasser. Das Fragment m/z 153 kénnte durch die

Abspaltung von HCN entstanden sein, wobei diese im 5-Ring erfolgen muss.

Durch Eliminierung von H3CNCH, wird die Seitenkette entfernt, wobei das
Fragment m/z 137 entsteht. AnschlieRend kann HCN unter Bildung von m/z 110

abgespalten werden.

Eine andere Erklarung fur das Fragment m/z 137 ist der Verlust von HNCO.
AuRerdem tritt im MS® ein Fragment m/z 122 auf, welches zu m/z 137 eine
Massendifferenz von 15 u aufweist. Diese Massendifferenz ist ein Hinweis auf
den Verlust eines Methylradikals von N? im Anschluss an die HNCO-

Abspaltung.
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Abbildung 33: Fragmentierungsvorschlag fir N2,N2-Dimethylguanosin

Inosin und abgeleitete Nucleoside

Inosin und seine Metabolite besitzen eine Ketogruppe und zeichnen sich durch
den Verlust von Wasser (0°) aus. Die Abspaltung von Ammoniak wird nicht
beobachtet. Der auffalligste Unterschied zu den Ubrigen Nucleosiden mit
Ketogruppe ist die freie C2-Position. Substituenten wie Amino- oder
Ketogruppen destabilisieren moglicherweise die N1-C2-Bindung. Diese Bindung
ist bei Inosin stabiler. Daher wird nur die Eliminierung von Wasser beobachtet.

Das Fragmentierungsschema von Inosin zeigt Abbildung 34.

Die an Position 1 bzw. 7 methylierten Inosine lassen sich, ahnlich wie die
methylierten  Guanosine, anhand ihrer MS®-Spektren  voneinander
unterscheiden (vgl. Abbildung 35 und Abbildung 36).
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Uridin und abgeleitete Nucleoside

Nelson et al. untersuchten den Zerfall von Uracil und dessen Metaboliten mittels
CID (Collision Induced Dissociation) und ermittelten zwei verschiedene
Fragmentierungswege.®® Die protonierte Uracilbase zerfallt, indem zunachst
Ammoniak (N3) und anschlieBend CO (C4, O*) abgespalten werden. Der zweite
Fragmentierungsweg nach Nelson und McCloskey beginnt mit dem Verlust von
Wasser (sowohl von O? als auch 0%, gefolgt von der Eliminierung von HNCO
(hauptsachlich N3, C2 und O?).

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurde nur der
zuerst beschriebene dieser beiden Fragmentierungswege beobachtet.

Die Abspaltung von HNCO wurde ebenfalls beobachtet, wie in Abbildung 37
dargestellt, allerdings keine Eliminierung von Wasser. Dieser Unterschied
kénnte auf die unterschiedlichen Kollisionsgase zurtickgefuhrt werden. In der
lonenfalle wird Helium verwendet, wahrend bei der Kollisionszelle Argon
eingesetzt wird. Argon ist schwerer und daher effizienter fiir die Generierung

von Fragmentionen.*%?

Die Bildung des Fragmentions m/z 70 durch Abspaltung von HNCO aus der
protonierten Uracilbase erfolgt unter retro-Diels-Alder-Reaktion, wie von Nelson

und McCloskey beschrieben.®

Bei 5,6-Dihydrouridin erfolgt analog zum Uridin Abspaltung von Ammoniak.
Aufgrund der fehlenden Doppelbindung kommt es nicht zum retro-Diels-Alder-
Mechanismus, sondern zur Abspaltung von C,H,O unter Bildung von m/z 73
wie in Abbildung 38 gezeigt.
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Abbildung 38: Fragmentierungsvorschlag mit Mechanismus fir DHU
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Nelson und McCloskey zeigten die Fragmentierung von 3-Methyluracil und 5-
Methyluracil mittels CID. Dabei ergaben sich fur 3-Methyluracil u.a. die
Fragmente m/z 109 (MH'-H,0), m/z 96 (MH"-CHsNH,) und m/z 70 (MH*-
CH3NCO) und fiir 5-Methyluracil u.a. m/z 110 (MH'-NHs) und m/z 84 (MH'-
HNCO).%

Die ESI-ITMS-Fragmentierung der entsprechenden Nucleoside ergab &hnliche,
aber nicht identische Fragmente. Bei 3-Methyluridin sind ebenfalls die
Fragmente m/z 109 und m/z 96 zu sehen (Abbildung 39). 5-Methyluridin verliert
bei Anwendung von CID nach Nelson und McCloskey im MS? durch den retro-
Diels-Alder-Mechanismus HNCO. Dieses Fragment konnte bei den
durchgefuhrten Fragmentierungsexperimenten nicht nachgewiesen werden,
daflr aber analog zu Nelson und McCloskey m/z 110 und m/z 82, welches
durch Abspaltung von Ammoniak sowie CO erklart werden kann, wie in
Abbildung 40 zu sehen.
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Abbildung 39: Fragmentierungsvorschlag fur 3-Methyluridin
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Abbildung 40: Fragmentierungsvorschlag fur 5-Methyluridin

Xanthosin

Xanthosin verhalt sich bei der Fragmentierung &hnlich wie Uridin. Beide
Nucleoside besitzen zwei Ketogruppen in analogen Positionen (C2, C4), die
durch ein Stickstoffatom getrennt sind. Wie bei Uridin wurde bei Xanthosin
keine Abspaltung von Wasser beobachtet, sondern eine Eliminierung von
HNCO durch retro-Diels-Alder-Reaktion (N1, C2 und O?). Im Anschluss erfolgt
der Verlust von CO (C2 und O% unter Bildung von m/z 82.
Der zweite Mechanismus zur Ringoffnung ist die Abspaltung von Ammoniak
(N1), wobei m/z 136 entsteht. AnschlieRend kénnen sowohl HNCO (N3, C2, O?)
als auch CO (O? oder 0% und HCN eliminiert werden. Das Fragmentierungs-

schema mit Mechanismus fur Xanthosin ist in Abbildung 41 gezeigt.
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Abbildung 41: Fragmentierungsvorschlag mit Mechanismus fiir Xanthosin
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Cytidin und abgeleitete Nucleoside

Cytidin ist ein weiteres Pyrimidin-Nucleosid, das wie Uridin im MS® der
Cytosinbase Ammoniak verliert (N3 oder N*). Es entsteht ein Fragment m/z 95,
welches im nachsten Fragmentierungsschritt HCN abspaltet. Daneben tritt ein
Fragment m/z 69 auf, das durch retro-Diels-Alder-Reaktion unter Abspaltung
von HNCO entsteht. Das Fragmentierungsschema ist in Abbildung 42 gezeigt.

Aus N4-Acetylcytidin bildet sich nach Abspaltung der Riboseeinheit zunachst
unter Eliminierung der Acetylgruppe Cytidin, welches wie oben beschrieben
weiter zerfallt (vgl. Abbildung 43).

5-Methylcytidin zeigt im Fragmentierungsverhalten im Gegensatz zum Cytidin
eine Abspaltung von HNCO. Daneben werden Ammoniak (N3 oder N*) und
NH,CHs eliminiert (Abbildung 44).
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Abbildung 42: Fragmentierungsvorschlag fur Cytidin



82 3 Ergebnisse und Diskussion

I
H,N" CH, N
? - NH; m/z 95
N~ - NH., 07N
//I\ | HN  CH, ? H
(0] N MS2 MS3 N MS4
HO T N7 —_— |
o P | O)\N NH,
07 °N H )\ .
H H . N cC m/z69
protoniertes protoniertes - HNCO gH
OHOH N4-Acetylcytosin Cytosin 2
protoniertes m/z 154 m/z 112
N4-Acetylcytidin

m/z 286

Abbildung 43: Fragmentierungsvorschlag fur N4-Acetylcytidin
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Abbildung 44: Fragmentierungsvorschlag fur 5-Methylcytidin
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Aufgrund der Strukturen der untersuchten Nucleoside und deren
Fragmentierungsmuster konnten verschiedene Massendifferenzen bestimmten
Fragmentierungen zugeordnet werden. Eine Ubersicht uber die héaufig

auftretenden neutralen Verluste bei der Fragmentierung bietet Tabelle 13.

Tabelle 13: Ubersicht zur Zuordnung von Massendifferenzen bei der Fragmentierung von
Nucleosiden

Massendifferenz | Neutralverlust von
17 NH3
18 H,O
27 HCN
28 CO
29 CH2NH
30 HCHO
31 NH>CH3
41 CH3CN
42 NH>CN oder C,H,0
43 HNCO
44 CO, oder C,H,O
46 HCOOH
57 CH3NCO
60 CH3;COOH
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3.3.2.3 Auto-MS3-Methode

Fur die Entwicklung einer neuen LC-auto-MS®-Methode wurden zunéchst die
Tune Parameter der lonenfalle fir die zur Verfigung stehende
Standardnucleosid-Losungen (je 10 pg/ mL in MeOH/H,0, 1/1, viv, 0.1 % FA)
mittels  Spritzenpumpeninjektion untersucht. Die Basis-Parameter des
lonenfallen-MS-Systems (Kapillarspannung, Cap Exit Spannung,
Skimmerspannung, Octopol Spannungen, Trap Drive) wurden einer
Optimierung in Bezug auf lonenintensitat unterzogen. Da die optimalen Tune
Parameter fur die verschiedenen Nucleoside unterschiedlich ausfielen, wurde
der HPLC-Lauf in sechs Zeitsegmente mit jeweils zwei bis vier Nucleosiden der
Standardldésung eingeteilt, um fur alle Nucleoside moglichst hohe Intensitaten
zu erhalten. Der Massenbereich wurde fir alle Segmente zwischen 50 und 500
Da gewahlt, da alle bekannten Nucleoside Massen in diesem Bereich

aufweisen.

Die Parameter der lonenfalle wurden flr maximale Sensitivitat im positiven
lonenmode im Massenbereich von 50 bis 500 Da optimiert. Dazu wurden 16
Standardnucleoside in Konzentrationen von 10 pg/ mL mittels Spritzenpumpe
injiziert. FUr die einzelnen Segmente wurden die Parameter so gewahlt, dass
die Intensititen fur alle in den einzelnen Segmenten liegenden
Standardnucleoside mdglichst maximal waren. Dazu wurde aus den optimierten
Werten ein Mittelwert gebildet. Bei stark unterschiedlichen Optima wurden die
Werte denen der Minorkomponenten angendhert, um diese in jedem Fall

erfassen zu konnen.

Weiterhin wurden bevorzugte Massen fur die Fragmentierung angegeben.
Diese werden im Fall ihres Auftretens auch dann fragmentiert, wenn sie nicht
die hochste Intensitat der gleichzeitig eluierenden Komponenten aufweisen.

Die optimierten Tune Parameter der MS3-Methode sind unter 3.5 genannt.
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Reproduzierbarkeit der Retentionszeit

Um die Reproduzierbarkeit der Methode zu Uberprifen, wurde der

Nucleosidstandard elfmal eingespritzt. Die Standardabweichung der

Retentionszeiten lag zwischen 0.02 und 0.36 min.
Nachweisgrenzen

Um die Nachweisgrenzen der im Nucleosidstandard enthaltenen Nucleoside zu
ermitteln, wurde die Standardlésung 1:10, 1:50, 1:100, 1:500, 1:1000 und
1:5000 verdunnt. Diese Lésungen wurden nach aufsteigender Konzentration
Die Nachweisgrenzen wurden bei

gemessen. derjenigen Konzentration

festgelegt, bei der ein Signal/Rausch-Verhéltnis von ca. 3 vorlag. Die
abgeschatzten Nachweisgrenzen der Nucleoside bewegen sich zwischen
100 fmol und 9.6 pmol, wie in Tabelle 14 zu sehen. Diese Nachweisgrenzen

sind besser als die von Dudley et al. mit der lonenfalle bestimmten.®®

Tabelle 14: Vergleich der ermittelten Nachweisgrenzen mit Literaturdaten

NWG Dudley et al. Dudley et al. Dudley et al.
[pmol] | (lonenfalle)® | | c/TMS® | CapLC/QTMS®
Cytidin 0.6 45 pmol 22.5 pmol 1.85 pmol
Uridin 1.2 110 pmol - -
Guanosin 0.6 41.3 pmol - -
Adenosin 0.3 28.5 pmol 14.25 pmol 28.1 fmol
Inosin 0.5 45.5 pmol - -
Xanthosin 0.5 82.4 pmol - -
m5U 2.4 - - -
m3U 1.2 - - -
mll 0.1 - - -
miG 0.2 - 7.1 pmol 16.85 fmol
m2G 0.1 - - -
m6A 0.2 - - -
milA 0.1 - 2.59 pmol 17.8 fmol
Pseudouridin 9.6 19 pmol - -
MTA 0.4 - - -
Isoguanosin 0.2 - - -
DHU 5.1 - - -
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3.3.3 Urinproben

Das Nucleosidmuster in Urinproben unterliegt gewissen Schwankungen, aber
bei Brustkrebspatientinnen und in Kontrollproben treten prinzipiell die gleichen
Komponenten auf. Daher wurde mit der auto-LC-MS3-Methode eine Urinprobe
einer 63-jahrigen Brustkrebspatientin mit einem Carcinoma Duktale In Situ

(DCIS) untersucht, um die enthaltenen Nucleoside naher zu charakterisieren.

Das in Abbildung 45 dargestellte Constant Neutral Loss Chromatogramm zeigt
alle Komponenten der extrahierten Urinprobe, die einen Neutralverlust von 132
u im ersten Fragmentierungsschritt aufweisen. Diese Massendifferenz weist auf
Nucleoside hin, bei denen die Riboseeinheit abgespalten wird. Es werden somit
alle Nucleoside aus der Urinprobe erfasst, die die Riboseeinheit als Zucker
besitzen. Am Zucker modifizierte Nucleoside werden nicht erfasst, sie kdnnen
jedoch in Constant Neutral Loss Chromatogrammen mit anderen
Neutralverlusten gezeigt werden. Ein Beispiel stellt MTA dar, bei dem
Methylthioribose als Zuckereinheit vorliegt. An den Hydroxygruppen der
Positionen 3 und 4 der Ribose modifizierte Nucleoside werden aufgrund der
fehlenden cis-Diol-Struktur bei der Extraktion nicht erfasst.

In der untersuchten Urinprobe konnten neben dem internen Standard 38
Substanzen mit einem Neutralverlust von 132 u detektiert werden. Die MS®-
Spektren liefern wertvolle Hinweise auf die Struktur der Komponenten. Dabei
werden die Ergebnisse der Spritzenpumpenexperimente als Vergleich zur
Auswertung herangezogen. Die Nucleoside DHU, Cytidin, Uridin, 1-
Methyladenosin, 5-Methyluridin, 3-Methyluridin, Xanthosin, 1-Methylinosin, 1-
Methylguanosin, 5-Methylcytidin, N4-Acetylcytidin, 2-Methylguanosin, Adenosin,
N6-Methyladenosin, N2,N2-Dimethylguanosin, MTA und t6A wurden bereits
anhand der Retentionszeiten im Vergleich mit einem Standardchromatogramm
in der Urinprobe identifiziert. Auch ohne diese Zuordnung konnten die

entsprechenden Nucleoside anhand der Massenspektren identifiziert werden.
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Abbildung 45: Constant Neutral Loss Chromatogramm (132 u)

Weitere Peaks konnten einem Strukturisomer von Adenosin, N1,N°-
Dimethyladenosin, N? N2 N7-Trimethylguanosin, 3-(3-Amino-3-carboxypropyl)-
uridin, 5-Methylaminomethyl-2-selenouridin, N°-Succinyladenosin, 2-Methyl-N°-
(cishydroxyisopentenyl)-adenosin  und zwei PCNR-Isomeren zugeordnet
werden. Die Zuordnungen erfolgten tUber die Summenformel, die aufgrund der
genauen Masse berechnet wurde, sowie mit Hilfe des Fragmentierungsmusters,
wie in Tabelle 15 zusammengefasst. Da keine isotopenmarkierten
Verbindungen zur Verfiigung standen, handelt es sich bei den folgenden
Schemata (Abbildung 46 bis Abbildung 59) lediglich um Vorschlage fur die

Fragmentierung. Diese missen in weiteren Untersuchungen verifiziert werden.
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Tabelle 15: Fragmentierungsmuster der in der untersuchten Urinproben enthaltenen Nucleoside
(normal: identifizierte Nucleoside, kursiv: Strukturvorschlage aufgrund von Summenformel und
Fragmentierung)

Nucleosid MS | MS? mMs?
1 1—D.—Ri.k.)ofuranosyl-lH—imidazoI—4— 959 17 81
essigsaure
2 | Nicotinamidribosid 255 123 80, 96, 106
3 | 5,6-Dihydrouridin (DHU) 247 115 73,98
4 | Cytidin 244 112 69, 95
5 | 1-Riboslypyridin-4-on 228 96 68, 78
6 | 3-(3-Amino-3-carboxypropyl)-uridin 346 214 113, 168, 197
7 | Uridin 245 113 70, 96
8 | 5-Methylcytidin 258 126 69, 83, 95, 109
9 | 1-Methyladenosin 282 150 82,94, 109, 123, 133
10 | 1-Ribosylpyridin-2-on-5-carboxamid 271 139 78,94, 96, 112, 122
11 | Isoguanosin (Interner Standard) 284 152 135

N4-Acetyl-N4-methylcytidin oder
12 i o 300 168 95, 112, 150
N4-Propionylcytidin

13 | 5-Methyluridin 259 127 82,110

14 | Inosin 269 137 84,94, 110, 119
15 | 7-Methylguanosin 298 166 96, 107, 124, 142, 149
16 | Guanosin 284 152 110, 128, 135

17 | ? 301 169 109, 127, 137

18 | 1-Ribosylpyridin-3-on-4-carboxamid 271 139 78,94, 112,122
19 | 1,N6-Dimethyladenosin 296 164 96, 108, 123, 135, 149
20 | 3-Methyluridin 259 127 96, 109

21 | Xanthosin 285 153 110, 136

22 | 2-Aminopurin-9-ribosid 268 136 94, 109, 119

23| ? 293 161 91, 116, 134, 143
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Nucleosid MS | MS? ms®
24 | 5-Methylaminomethyl-2-selenouridin 351 219 155, 173, 201
25 | 1-Methylinosin 283 151 94,110, 128
26 | N6-Succinyladenosin 384 252 136, 148, 162, 192, 206, 234
27 | 1-Methylguanosin 298 166 109, 128, 136, 149
28 | N4-Acetylcytidin 286 154 112
29 | ? 293 161 91, 106, 116, 134, 143
30 | 2-Methylguanosin 298 166 110, 149, 135, 128
31 | Adenosin 268 136 94,112, 119, 109

2-Methylthio-N6-
32 ) . ) 398 266 194, 165, 182, 248, 231
(cishydroxyisopentenyl)adenosin

33 | N2,N2,7-Trimethylguanosin 326 194 124, 136, 149, 167, 179
34 | N2,N2-Dimethylguanosin 312 180 110, 122, 137, 153, 162
35 | N6-Methyladenosin 282 150 94, 123, 133

36 | N6-Threonylcarbamoyladenosin (t6A) 413 281 150, 162

37| 7? 313 181 96, 110, 124, 137, 167
38 | 5°-Deoxy-5"-methylthioadenosin (MTA) 298 163 97, 115, 145

39| 7? 459 327 182, 208

Im Rahmen einer Kooperation mit Frau Dr. Gabriela Zurek und Herrn Dr.
Matthias Pelzing von der Firma Bruker (Bremen) wurde eine Urinprobe mittels
LC-ESI-0a-TOF-MS (micrOTOF, Bruker, Bremen) untersucht.'®® Diese Methode
bietet aufgrund des Einsatzes eines Flugzeitmassenspektrometers den Vorteil,
Massengenauigkeiten unter 5 ppm zu erreichen. Ausgehend von diesen
Massengenauigkeiten wird durch die in der Auswertungssoftware DataAnalysis
3.2 enthaltene GMF (Generate Molecular Formula)-Funktion eine
Summenformel berechnet. Neben der genauen Masse wird aul3erdem das

Isotopenmuster beurteilt und in das Ergebnis einbezogen.
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Die bei der Messung einer Urinprobe ermittelten Massen mit den durch GMF
ermittelten Summenformeln sind in Tabelle 16 gezeigt. Dabei wurden die
untersuchten Komponenten zum besseren Vergleich mit den Nummern der
entsprechenden Fraktionen aus den Ergebnissen der LC-MS*-Messungen
gekennzeichnet. Diese Ergebnisse wurden neben der Fragmentierung bei der

weiteren Auswertung berucksichtigt.

Tabelle 16: Ergebnisse der LC-ESI-oa-TOF-Messungen

Fraktion Gemessene Berechnete Massengenauigkeit

Masse [M+H]" | Summenformel [ppm]
2 255.0977 C11H15N-0Ox 0.329
5 228.0875 C10H14NOs 3.741
6 346.1259 C13H20N30s 3.930
12 300.1557 C13H2oN30s 0.956
15 298.1154 C11H16NsOs 0.228
17 301.1398 C13H21N,06 1.430
19 296.1358 C12H15N504 1.473
22 268.1045 C10H14Ns04 1.878
23 293.1137 C14H17N,0s 1.575
26 384.1171 C14H1sNsOg 5.374
29 293.1141 C14H17N,05 3.240
34 312.1309 C12H18NsOs 2.190
36 413.1437 C15H21NgOg 5.173
37 313.1758 C15H25N,0s 0.597
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Strukturvorschlage fir die unbekannten Substanzen im Urin

Das in Fraktion 1 vorkommende Ribosederivat wurde wahrend der Zeit, in der
diese Arbeit durchgefuhrt wurde, von Herrn Dino Bullinger als

1-D-Ribofuranosyl-1H-imidazol-4-essigsaure identifiziert.**®

Das in Fraktion 6 enthaltene Nucleosid hat eine protonierte Masse von 346 u.
Ein Nucleosid dieser Masse ist bekannt: 3-(3-Amino-carboxypropyl)-uridin
wurde bereits in Urin nachgewiesen.** Nishimura et al. wiesen die direkte
Ubertragung des 3-Amino-3-carboxypropyl-Rests von S-Adenosylmethionin auf
Uridin in tRNA von E. Coli nach, wobei 3-(3-Amino-carboxypropyl)-uridin

entsteht, und isolierten das beteiligte Enzym.0410°

Die LC-ESI-oa-TOF-Messungen ergaben mit einer Massengenauigkeit von
3.93 ppm eine Summenformel, die der des protonierten 3-(3-Amino-
carboxypropyl)-uridins entspricht (vgl. Tabelle 16). Dies liefert einen weiteren
Hinweis auf die ldentitat.

Das Nucleosid in Fraktion 6 ergibt im MS2-Spektrum ein Basenfragment der
Masse 214, welches im MS3-Spektrum die Massen m/z 113, m/z 168 und m/z
197 zeigt. Das Fragment m/z 197 weist eine Massendifferenz von 17 u zur
Base auf, was fur die Abspaltung von Ammoniak spricht. 3-(3-Amino-
carboxypropyl)-uridin enthalt eine Aminogruppe, die abgespalten werden kann.
Die Differenz von 46 u des Fragments m/z 168 ist ein Hinweis auf den Verlust
eines Ameisensauremolekiils, welches ebenfalls moglich ist. Schliel3lich fuhrt
die Eliminierung der Seitenkette zur Bildung der Uracilbase. Aufgrund der
beschriebenen Fragmentierung und der ermittelten Summenformel konnte
Fraktion 6 als 3-(3-Amino-carboxypropyl)-uridin identifiziert werden. Der

vorgeschlagene Fragmentierungsweg ist in Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Fragmentierungsvorschlag fur 3-(3-Amino-carboxypropyl)uridin

In den Fraktionen 10 und 18 traten zwei Isomere der Masse 271 auf. Bei den
MALDI-TOF-Untersuchungen konnte diese Masse bereits dem
Ribosylpyrdinoncarboxamid zugeordnet werden, von dem im Urin zwei Isomere
vorkommen. Die Isomere kdnnen nun durch ihre Fragmentierung unterschieden

werden.

In humanem Urin wurden zwei Isomere von Ribosylpyridinoncarboxamid
identifiziert, 1-Ribosypyridin-4-on-3-carboxamid®® und 1-Ribosylpyridin-2-on-5-
carboxamid®®, deren Strukturen in Abbildung 47 gezeigt sind. lhr Auftreten in

Urin ist vermutlich auf NMN oder NAD als Quellen zuriickzufiihren.®

O O O
N ﬁNHz
N O N
HO HO
O O
H H
OHOH OHOH
a) b)

Abbildung 47: Strukturen von a) 1-Ribosypyridin-4-on-3-carboxamid und b) 1-Ribosylpyridin-2-
on-5-carboxamid
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Fur die Differenzierung der Isomere wurde eine Lésung von Pyridin-2-on-5-
carboxamid ([M+H]'=139 Da) mittels Spritzenpumpeninjektion untersucht.
Pyridin-2-on-carboxamid wurde am Pharmazeutischen Institut der Friedrich-
Wilhelms-Universitat Bonn von Herrn Dr. J. Burbiel synthetisiert und von Frau
Prof. Dr. C. E. Miller zur Verfiigung gestellt. Im MS2-Spektrum (Abbildung 48)
zeigten sich m/z 71, m/z 79, m/z 88, m/z 96, m/z 112 und m/z 122.

Intens. - +MS2(139.1), 0.3min (#45)
6000 -
= 1221

5000 -

4000 -

3000 -

. 88.2
2000 -

1000 - 70.8 78.7 96.4

n 112.3
0 = . 'y $

M A
trjprrr oy e prrrrprrrrprrrr e prer e vrrprorer e

60 70 80 90 100 110 120 130 140 m/z

Abbildung 48: MS?-Spektrum von Pyridin-2-on-5-carboxamid

Die Massendifferenz von 43 u des Fragments m/z 96 spricht fur den Verlust von
HNCO. Dies ist nur beim 2,5-PCNR-Isomer mdglich, da hier die Ketogruppe an
Position 2 liegt. Das Fragment mit der hdochsten Intensitat, m/z 122, kann durch
den Verlust von Ammoniak erklart werden. Nach Abspaltung von HCN (27 u)
bleibt m/z 112 zurick. Der Fragmentierungsweg fur 1-Ribosylpyridin-2-on-5-
carboxamid ist in Abbildung 49 zu sehen.
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Abbildung 49: Fragmentierungsvorschlag fur 1-Ribosylpyridin-2-on-5-carboxamid

In den MS3-Spektren der Isomere aus der Urinprobe finden sich vergleichbare
Fragmente, ausgenommen m/z 96, das nur bei Fraktion 10 auftritt. Die
Massendifferenz von 43 u zum Basenfragment spricht fur die Abspaltung von
HNCO. Diese Abspaltung ist bei beiden Isomeren an der Seitenkette mdoglich.
Aufrgund des Konzentrationsverhaltnisses wird angenommen, dass Fraktion 10
1-Ribosylpyridin-2-on-5-carboxamid enthalt und Fraktion 18 das Isomer
1-Ribosypyridin-4-on-3-carboxamid. Das MS/MS-Spektrum des Pyridin-2-on-5-
carboxamids und das MS3-Spektrum von Fraktion 10 stimmen nicht vollstandig
Uberein. Allerdings wird dies darauf zurtickgefuihrt, dass die Intensitaten der
MS®-Fragmente von Fraktion 10 sehr gering sind und somit einige nicht erfasst

werden konnen.

In Fraktion 19 konnte ein Nucleosid der Masse 296 u nachgewiesen werden.
Diese Masse entspricht der eines Dimethyladenosins, auch die Ergebnisse der
LC-ESI-0oa-TOF-Messungen bestatigten die Summenformel (vgl. Tabelle 16).
Allerdings unterschieden sich die MS®-Fragmente von denen des N6,N6-
Dimethyladenosins, das in den vorhergehenden Spritzenpumpenexperimenten

(vgl. 3.3.2) untersucht wurde. Ein weiteres mogliches Isomer ist das 1,N6-
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Dimethyladenosin, das in Urin vorkommt** Der Vorschlag fiir die
Fragmentierung ist in Abbildung 50 gezeigt. Durch radikalische Abspaltung
einer Methylgruppe von der protonierten Base entsteht das Fragment m/z 149,
das bei beiden Dimethyladenosinen zu sehen ist. Auch das Fragment m/z 135
tritt bei beiden Isomeren auf, wobei die Abspaltung von CH;NH bei 1,N6-
Dimethyladenosin wahrscheinlich erscheint, ebenso wie die anschlielRende
Abspaltung von HCN unter Bildung von m/z 108. Die weiteren Fragmente
unterscheiden die isomeren Formen. Im MS3-Spektrum von Fraktion 19 der
Urinprobe erscheinen aufRerdem m/z 123 und m/z 96, fur die jedoch keine

Erklarung gefunden werden konnte.

- CH,
> m/z 149
H,C,
NH
- CH,NH
H3C\NJjIN\> H3C\NH+ 2 m/z 135
N | e
N\ H,C H,C—Nx«
HO N N Nl—sz> 3 N)IN\> Ms3 _ CHSNC 3 \C\ N
o k\N N > m/z 123 j/i \>
HN” N
H h protoniertes
1,N6-Dimethyladenin - CH,NH - HCN
OHOH m/z 164 = m/z 108
protoniertes
1,N6-Dimethyladenosin
m/z 296 - CH3;NC - HCN
>  m/z 96

Abbildung 50: Fragmentierungsvorschlag fur 1,N6-Dimethyladenosin

Die Fragmente des in Fraktion 2 gefundenen Nucleosids der Masse 255 u
lassen auf einige Strukturelemente schliel3en. So wird vom Basenfragment m/z
123 Ammoniak abgespalten (m/z 106), auRerdem HCN (m/z 96) und HNCO
(m/z 80). Diese Abspaltungen waren bei der in Abbildung 51 gezeigten Struktur,
dem Nicotinamidribosid, wie vorgeschlagen mdglich. Die Struktur ist dem PCNR
ahnlich, nur die Ketogruppe fehlt. Wie beim PCNR entsteht ein Fragment, bei

dem die Carboxamidgruppe abgespalten wurde. Die Eliminierung von HCN ist
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eine verbreitete Fragmentierungsmaoglichkeit, und der Verlust von Ammoniak

verlauft wie beim PCNR.

- 2
I NCO S | m/z 80
= .
NH, o N
\N+
HO _ . _
© | s HCN > m/z 96
N
H - toniert o
OH OH protoniertes _
protoniertes Nicotinamid L = |
m/z 106
Nicotinamidribosid m/z 123 S,
m/z 255

Abbildung 51: Fragmentierungsvorschlag fiir Nicotinamidribosid

Zusatzlich zu den beschriebenen Messungen wurde diese Fraktion mittels ESI-
oa-TOF-MS untersucht und eine genaue Masse von 255.0977 u ermittelt. Es
ergab sich die Summenformel C;3HisN2Os (M=255.0975 Da), die mit der
Summenformel von Nicotinamidribosid Ubereinstimmt. Aufgrund dieser
Vermutung wurde eine 100 pg/mL-Lésung des kommerziell erhaltlichen
Nicotinamids mittels Spritzenpumpe in die lonenfale injiziert und manuelle MS"-
Experimente durchgefuhrt. Es ergab sich das in Abbildung 52 gezeigte
Spektrum. Die Fragmentierung des Basenfragments der im Urin
vorkommenden Komponente mit [M+H]" = 255 Da stimmt mit der des
Nicotinamids Uberein. Das Nucleosid in Fraktion 2 wurde somit als

Nicotinamidribosid identifiziert.
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Abbildung 52: MS?-Spektrum von Nicotinamid

MacGregor und Burkhalter wiesen bei Ratten die Ausscheidung von
Nicotinamidribosid in Galle nach Verabreichung von Nicotinsaure nach.'®
Morris et al. bestimmten dieses Nucleosid in humanem Urin mittels HPLC.*’

Weitere Untersuchungen dieses Nucleosids in Urin sind nicht bekannt.

In Fraktion 22 wurde ein Nucleosid mit einem Basenfragment der Masse
[M+H]"=136 Da nachgewiesen, welche der Masse der Adeninbase entspricht.
Auch die beobachtete Fragmentierung ist der des Adenosins sehr &hnlich, es
konnte sich daher um ein Isomer handeln. Die Massendifferenz von 42 u
zwischen dem Basenfragment und m/z 94 spricht fur die Abspaltung von
NH,CN. Diese Abspaltung ware z.B. bei 2-Amino-9-ribofuranosylpurin moéglich,
das die Aminogruppe an Position 2 besitzt. Das Fragment m/z 119 entsteht
durch Eliminierung von Ammoniak unter Bildung des Puringerists. Der
Fragmentierungsvorschlag mit dem Mechanismus ist in Abbildung 53 gezeigt.
Die Summenformel des Adenosin-lsomers wurde durch die LC-ESI-oa-TOF-

Messungen bestéatigt (vgl. Tabelle 16).
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Abbildung 53: Fragmentierungsvorschlag mit Mechanismus fir 2-Aminopurin-9-ribosid

Aufgrund dieser Vermutung wurde eine 100 pg/pL-Lésung des kommerziell
erhaltlichen 2-Aminopurins mittels Spritzenpumpe in die lonenfalle injiziert und
manuelle MS"-Experimente durchgefiihrt. Das MS?-Spektrum ist in Abbildung
54 gezeigt. Die dort auftretenden Fragmente m/z 119, m/z 109, m/z 94 und
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m/z 82 stimmen gut mit denen im MS3-Spektrum von m/z 268 aus der
Urinprobe tberein. Dort ergaben sich m/z 94, m/z 119 und m/z 109. Daraus
kann geschlossen werden, dass es sich um 2-Aminopurin-9-ribosid handelt.
Allerdings sollte dies durch eine Aufkonzentrierung und néhere Untersuchung
bestétigt werden, da es sich um eine Minorkomponente im Urin handelt, bei der

die Intensitaten im MS? sehr gering sind.
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Abbildung 54: MS?-Spektrum von 2-Aminopurin

5-Methylaminomethyl-2-selenouridin (siehe Abbildung 55) ist ein Nucleosid der
Masse 351, das in tRNA nachgewiesen wurde.?? In Fraktion 24 tritt ein
Nucleosid dieser Masse auf, allerdings kann aufgrund der Fragmentierung nicht
eindeutig bestimmt werden, ob es sich um 5-Methylaminomethyl-2-selenouridin
handelt. Die Massendifferenz von 18 u zwischen dem MS2-Fragment m/z 219
und dem MS*-Fragment m/z 201 spricht fir eine Ketogruppe, die in dem
genannten Nucleosid enthalten ist. Das Fragment m/z 173 zeigt eine
Massendifferenz von 46 u. Dies spricht fir die Anwesenheit einer
Carbonsauregruppe. Das Fragment m/z 155 kénnte durch erneute Eliminierung
eines Wassermolekuls aus m/z 173 entstehen. Diese Annahmen passen jedoch
nicht zur Struktur des 5-Methylaminomethyl-2-selenouridins. In diesem Fall
ware eine praparative Isolierung des Nucleosids und anschlieBende

Strukturaufklarung mittels NMR sinnvoll.
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OHOH

Abbildung 55: Struktur von 5-Methylaminomethyl-2-selenouridin

In Fraktion 26 wurde ein Nucleosid der Masse [M+H]'=384 Da nachgewiesen.
N6-Succinyladenosin ist ein Nucleosid dieser Masse, welches in Urin
vorkommt.**1% Es ergaben sich 6 Fragmente im MS3-Spektrum, die durch den
in Abbildung 56 gezeigten Fragmentierungsweg von N6-Succinyladenosin
erklart werden koénnen. Durch die LC-ESI-oa-TOF-Messungen wurde die

Summenformel des N6-Succinyladenosins bestatigt (vgl. Tabelle 16).
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Abbildung 56: Fragmentierungsvorschlag fiir N6-Succinyladenosin
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In Fraktion 32 konnte ein Nucleosid der Masse [M+H] =398 Da nachgewiesen
werden. Diese Masse entspricht dem Nucleosid 2-Methylthio-N6-
(cishydroxyisopentenyl)adenosin, welches in tRNA vorkommt.'*®?? Aufgrund
der komplexen Seitenkette an C6 ist auch die Fragmentierung nicht trivial zu
erklaren. Es konnen dennoch alle beobachteten Fragmente des MS®-
Spektrums, ausgenommen m/z 231, anhand der mdglichen Fragmentierung
von 2-Methylthio-N6-(cishydroxyisopentenyl)adenosin erklart werden, wie in
Abbildung 57 zu sehen. Die Seitenkette wird an vier verschiedenen Stellen
gespalten. Im einfachsten Fall wird Wasser abgespalten, der Verlust der

ganzen Seitenkette fuhrt zu m/z 165.
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Abbildung 57: Fragmentierungsvorschlag fur 2-Methylthio-N6-(cishydroxyisopentenyl)adenosin

Bei dem in Fraktion 33 enthaltenen Nucleosid der Masse [M+H]'=326 Da
handelt es sich um N2,N2,7-Trimethylguanosin, ein in Urin vorkommendes
Nucleosid.’****° Die Summenformel wurde bereits durch die Bestimmung einer
genauen Masse mittels interner Kalibrierung bei der MALDI-TOF-Messung
bestéatigt (vgl. 3.2.3.3).
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Wie in Abbildung 58 zu sehen, wird radikalisch eine Methylgruppe abgespalten.
Durch anschlieRende Eliminierung der Dimethylaminogruppe erklart sich das
Fragment m/z 136. Auf3erdem wird von der protonierten Base HCN eliminiert.
Durch anschlieRenden Verlust der Dimethylaminogruppe bzw. von Wasser

ergeben sich die Ubrigen zwei Fragmente (m/z 124 und m/z 149).
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Abbildung 58: Fragmentierungsvorschlag fir N2,N2,7-Trimethylguanosin

In Fraktion 5 wurde ein Nucleosid der Masse [M+H]'=228 Da nachgewiesen.
Das einzige Nucleosid mit entsprechender Masse, das in Urin bisher identifiziert
wurde, ist 2°-Deoxycytidin. Diese Struktur kann ausgeschlossen werden, da hier
die cis-Diolstruktur, auf der das Prinzip der angewendeten Affinitats-
chromatographie beruht, fehilt.

Die LC-ESI-oa-TOF-Messungen ergaben eine Masse von 228.0875, die mit
einer Massengenauigkeit von 3.741 ppm der Summenformel CioH14NOs

zugeordnet wurde (vgl. Tabelle 16).

In den MS3-Spektren treten Fragmente mit m/z 68 und m/z 78 auf. Die
Differenzen der beiden Fragmentionen zum Basenfragment m/z 96 betragen 18
bzw. 28 u, was auf den Verlust von Wasser und CO hinweist. Dies sind typische

Abspaltungen bei Nucleosiden, die Ketogruppen enthalten, wie z.B. auch bei
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Inosin. Dieses Fragmentierungsmuster lasst daher den Schluss zu, dass im

Basenteil eine Ketogruppe enthalten ist.

Eine zu der Fragmentierung passende Struktur der Summenformel C;oH14NOs
stellt das 1-Ribofuranosylpyridinon dar, wie in Abbildung 59 zu sehen. Diese
Struktur ist kein Nucleosid im eigentlichen Sinn, sondern konnte ein
Abbauprodukt von Nicotinamidmononucleotid (NMN) oder
Nicotinamiddinucleotid (NAD) sein, wie auch die bereits nachgewiesenen
PCNR-Isomere.

OH'
“H,0 £°
| | OH" — « | m/z 78
N N
HO MS2 ) MS3
© CO H,C |C ",
N = AN
- H L . \c\\N+J m/z 68
protoniertes H
OHOH Pyridin-4-on
protoniertes m/z 96
1-Ribofuranosyl-pyridin-4-on
m/z 228

Abbildung 59: Fragmentierungsvorschlag fur 1-Ribofuranosylpyridinon

Das in Fraktion 12 vorkommende Nucleosid hat eine Masse von
[M+H]" = 300 Da. Das einzige bekannte Nucleosid dieser Masse ist das N4-
Acetyl-2°-O-methylcytidin, welches in tRNA vorkommt.**? N4-Acetyl-2-O-
methylcytidin kann jedoch ausgeschlossen werden, da es eine Modifikation an
der Ribose aufweist und daher nicht mit der Affinitaitschromatographie extrahiert

wird.

Die LC-ESI-0oa-TOF-Messungen ergaben eine genaue Masse von 300.1557,
aus der die Summenformel C;3H22N305 generiert wurde (vgl. Tabelle 16).

Die Fragmente m/z 112 und m/z 95 im MS3-Spektrum lassen den Schluss zu,
dass es sich um ein Cytidin-Derivat handelt, da m/z 112 der Masse eines

protonierten Cytosins entspricht. Aufgrund dieser Fragmentierung und der
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Summenformel wird daher vermutet, dass es sich um ein an der Nucleinbase
methyliertes N4-Acetylcytidin handelt. Die Moglichkeiten fir eine solche Struktur
sind in Abbildung 60 gezeigt.

S U i
H,C- .
3 HA H, H,C™ NH
)j )j/CHB H3C\N)j
/k oy | o
H

N4- Acetyl 5- Methyl 3-Methyl-

N4-P leytidi idi
ropionyleytidin 1 methyloytidin  N4-Acetyloytidin N4-Acetylcytidin

Abbildung 60: Mégliche Strukturen fir die Base mit m/z 168

Das Fragment m/z 150 weist auf eine Wasserabspaltung hin, die bei allen
Strukturvorschlagen maoglich ware. Bei Abspaltung der Seitenkette, welche als
wahrscheinlich angesehen wird, bliebe je nach Struktur das 2-Pyrimidinon bzw.
ein  Methylpyrimidinon zurick. Es gibt kein Fragment, das einem
Methylpyrimidinon entspricht, daher wird angenommen, dass die Methylierung
an der Seitenkette vorliegt, wie bei N4-Propionylcytidin oder N4-Acetyl-N4-
Methylcytidin. N4-Acetyl-N4-Methylcytidin ist in der Literatur nicht beschrieben,
fur die Struktur von N4-Propionylcytidin ergeben sich einige Referenzen, jedoch

nicht im Zusammenhang mit RNA oder Urin.

Fraktion 17 enthalt ein Ribosederivat mit m/z 301. Bei der Fragmentierung der
potentiellen Nucleinbase m/z 169 ergaben sich die Fragmente m/z 109, m/z 127
und m/z 137. Die Massendifferenz von 32 u zum letzten Fragment spricht fur
die Abspaltung von zwei Wassermolekilen. Die Masse m/z 127 tritt als
Basenfragment bei den Methyluridin-lsomeren auf. Gleiches gilt fir das
Fragment m/z 109, welches bei Fragmentierung der 3-Methyluridin-Base
entsteht (vgl. Tabelle 12). Es kénnte sich also um ein Derivat von 3-Methyluridin
handeln. Das Fragment m/z 127 weist eine Massendifferenz von 42 u zu m/z

169 auf. Diese Differenz ist ein Anzeichen fur die Abspaltung von NH,CN oder
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auch C,H,O. Die LC-ESl-oa-TOF-Messungen ergaben die berechnete
Summenformel C;3H21N206. 3-Methyluridin hat die Summenformel C19H14N206
(protoniert). Zwischen diesen beiden Summenformeln ergibt sich ein
Unterschied von CsHy. Dies entspricht einem Propylrest. Weitere Aussagen zu
machen, ist schwierig, da sich in der Literatur keine Nucleoside der
berechneten Summenformel finden, die im Zusammenhang mit tRNA oder Urin
stehen.

Fur die in den Fraktionen 23, 29, 37 und 39 nachgewiesenen Nucleoside der
Massen [M+H]" 293 Da, 313 Da und 459 Da gibt es in den beiden Reviews

iiber Nucleoside in Urin und RNA keine entsprechenden Nucleoside.***

Nucloside der Masse [M+H]" = 293 Da fanden sich in zwei Fraktionen. Auch die
Fragmentierung stimmt weitgehend Uberein, daher wird vermutet, dass es sich
um Isomere handelt. Bei den LC-ESI-oa-TOF-Messungen wurde fur beide
Isomere eine Summenformel von Ci4H17N2Os berechnet (vgl. Tabelle 16).
Das Fragmentierungsmuster zeigt eine Abspaltung von Wasser mit
anschlieBendem Verlust von HCN sowie Eliminierung von HCN und HNCO.
Daraus kann auf eine Ketogruppe geschlossen werden, die sonstigen
Fragmente lassen keine eindeutigen Schliisse auf die Struktur zu.

Fraktion 37 enthalt ein Nucleosid der Masse [M+H]" = 313 Da, fir die mittels
LC-ESI-0a-TOF eine Summenformel von CisH2sN2Os berechnet wurde (vgl.
Tabelle 16). Wird davon die Ribose als Fragment abgezogen, ergibt sich eine
Summenformel von C1oH:7N,0 fiir die protonierte Base. Die Fragmente im MS®-
Spektrum geben einige Informationen Uber die Struktur. So scheint das
Fragment m/z 137 mit einer Massendifferenz von 44 u durch Abspaltung von
CO, entstanden zu sein, was auf eine Carboxygruppe hinweist. Daneben tritt
zwischen den Fragmenten m/z 137 und m/z 96 eine Massendifferenz von 17 u
auf. Dies spricht fur die Abspaltung von Ammoniak. Diese Beobachtungen
passen allerdings nicht zu der berechneten Summenformel, da dort nach

Eliminierung der Ribose nur ein Sauerstoffatom fir das Basenfragment
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verbleibt. Somit dirfte keine Carboxygruppe vorhanden sein. Weitere Aussagen

konnen derzeit nicht gemacht werden.

Das Nucleosid mit der hochsten Masse ([M+H]" = 459 Da) findet sich in
Fraktion 39. Der einzige Hinweis auf ein Nucleosid ist die Massendifferenz von
132 u zum Basenfragment m/z 181 im MS2Spektrum. Im MS3-Spektrum finden
sich zwei Fragmente m/z 208 und m/z 182, aufgrund derer keine Aussagen
gemacht werden koénnen, da sie eine zu hohe Massendifferenz zum

Basenfragment aufweisen.

Zusammenfassung

Anhand des Fragmentierungsverhaltens, teilweise in Verbindung mit einer
berechneten = Summenformel,  konnten  Strukturvorschlage fur die
nachgewiesenen Nucleoside gemacht werden. Einige Nucleoside bzw.
Ribosylderivate wurden durch Vergleich der Fragmentierung mit der jeweiligen
Nucleinbase identifiziert. Um die Ubrigen Strukturvorschlage zu verifizieren,
sollte eine weiterfihrende Strukturanalyse durchgefuhrt werden. Da es sich bei
den meisten Nucleosiden um Minorkomponenten handelt, ist es mit der
angewendeten HPLC-Methode nicht mdglich, durch semipraparative Trennung
reine Substanzen zu erhalten, die z.B. anhand von NMR-Messungen
identifiziert werden koénnten. Die Synthese von weiteren Nucleinbasen zum
Vergleich der Fragmentierung kénnte ebenfalls zur weiteren Strukturaufklarung

beitragen.
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3.3.4 Untersuchung von Zellkulturiberstéanden

3.3.4.1 Untersuchte Medien und Zellen

Die Zellkulturinkubationen wurden von Frau Ute Hilcher in der Abteilung
Tumorprogression der Frauenklinik der Universitat Tubingen durchgefuhrt. Es
wurden unterschiedliche Zellkulturmedien und Zelllinien untersucht. Die

Aufarbeitung erfolgte wie unter 5.1.3 beschrieben.

Untersuchte Zellkulturmedien
McCoys Medium ohne Zusatze (McCoys)
McCoys Medium mit 10 % FCS, Abx (McCoys ++)

McCoys Medium mit 10 % FCS, Abx, G 418 (McCoys +++)

RPMI Medium ohne Zuséatze (RPMI)
RPMI Medium mit 10 % FCS, Abx (RPMI ++)
RPMI Medium mit 10 % FCS, Abx, Hepes (RPMI +++)

MCF10A Medium ohne Zuséatze
MCF10A Basismedium
MCF7 Basismedium
SKBR3 Basismedium

Untersuchte Zellkulturiiberstande (je 10” Zellen)
Brustkrebszelllinie MCF7 in RPMI ohne Zuséatze
Brustkrebszelllinie MCF7 in MCF10A-Medium ohne Zusatze
Brustepithelzelllinie MCFA 10 A in RPMI ohne Zuséatze
Brustepithelzelllinie MCFA 10 A in MCF10A-Medium ohne Zusatze

Brustkrebszelllinie SKBR 3 in RPMI ohne Zuséatze
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3.3.4.2 Ergebnisse

Eignung der verwendeten Zellkulturmedien

Bei McCoys Medium sind bereits ohne Zusétze die Nucleoside Uridin, Inosin,
Guanosin, Xanthosin und Adenosin enthalten, wie in Abbildung 61 zu sehen.

Dieses Medium ist also ungeeignet zum Nachweis von Nucleosiden aus

Zellkulturtiberstanden.
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Abbildung 61: UV-Chromatogramm (260 nm) von McCoys Medium ohne Zusétze

RPMI-Medium ohne Zusatze enthalt lediglich das Nucleosid Xanthosin, welches
bei der weiteren Auswertung bertcksichtigt werden muss. Der Vergleich der
Constant Neutral Loss Chromatogramme (m/z 132) der drei untersuchten
RPMI-Medien ist in Abbildung 62 gezeigt. Es ist zu erkennen, dass nur das
Medium ohne jegliche Zusatze geeignet ist, um die Ausscheidung von
Nucleosiden durch die Zellkulturen zu ermitteln, da durch den Zusatz von FCS
(Kalberserum) bereits im Medium die Nucleoside Uridin, Inosin, Guanosin,
Xanthosin, 1-Methylinosin, 1-Methylguanosin, N4-Acetylcytidin, 2-Methyl-
guanosin, N2,N2-Dimethylguanosin und t6A vorliegen.
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Abbildung 62: Vergleich RPMI Medium (oben), RPMI ++ (Mitte), RPMI +++ (unten), Constant
Neutral Loss Chromatogramme (132 u)

MCF10A-Medium ohne Zusatze ergibt ein vergleichbares Chromatogramm wie

das RPMI-Medium, wie in Abbildung 63 zu erkennen. Diese beiden Medien

kdnnen fur die Zellkulturversuche verwendet werden.

RPMI Medium

MCF10A Medium
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Abbildung 63: Vergleich der Zellkulturmedien fir MCF7 und MCF10A-Zelllinien, Constant
Neutral Loss Chromatogramme (132 u)
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Vergleich von MCF7 und MCF10A-Zellen

Fur die Brustepithelzelllinie MCF10A und die Brustkrebszelllinie MCF7 werden
gewohnlich spezielle, aber unterschiedliche Kulturmedien verwendet. Um die
Zelllinien vergleichen zu kénnen und sicherzugehen, dass die auftretenden
Unterschiede nicht durch die unterschiedlichen Medien zustande kommen,
wurden die Zelllinien MCF10A und MCF7 jeweils im Basismedium fur MCF10A
und dem Basismedium fur MCF7 (RPMI-Medium) kultiviert. Beide Medien

wurden aus oben genannten Griinden ohne Zusatze verwendet.

Fur die Auswertung wurden UV-Chromatogramme und Constant Neutral Loss-
Chromatogramme (CNL) verwendet. In den UV-Chromatogrammen sind
Unterschiede gut zu erkennen, allerdings werden hier samtliche Verbindungen
detektiert und nicht nur die Nucleoside. Die CNL-Chromatogramme, in denen
alle Substanzen gezeigt werden, die im ersten Fragmentierungsschritt 132 u
verlieren, zeigen nur die Komponenten, die die Ribose enthalten. Allerdings
werden hier Nucleoside, die diesen charakteristischen Zerfall nicht zeigen, nicht
erfasst. Zu diesen Nucleosiden gehoéren Pseudouridin und MTA. Diese
Nucleoside werden im UV-Chromatogramm anhand der Retentionszeit und des

Fragmentierungsmusters identifiziert.

Die UV- bzw. Constant Neutral Loss-Chromatogramme (132 u) der Zellinien
MCF7 und MCF10A wurden so Ubereinander abgebildet, dass der interne
Standard Isoguanosin die gleiche Flache bedeckt. Dies soll zu einer
Normierung fuhren, um die Zelllinien vergleichen zu koénnen. Die
entsprechenden UV-Chromatogramme der Versuche mit RPMI- und MCF10A-
Medium sind in Abbildung 64 und Abbildung 65 gezeigt.
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Abbildung 64: Vergleich der Zellkulturiiberstande von MCF7 und MCF10A, kultiviert in RPMI-
Medium, UV-Chromatogramme (260nm)
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Abbildung 65: Vergleich der Zellkulturiiberstande von MCF7 und MCF10A, kultiviert in
MCF10A-Medium, UV-Chromatogramme (260nm)

Die UV-Chromatogramme der Kulturen in den beiden verschiedenen Medien
stimmen weitgehend Uberein. Zwischen den beiden Zelllinien MCF7 und
MCF10A sind einige wesentliche Unterschiede zu erkennen: in der MCF7-
Zelllinie ist der Peak des 5 -Methylthioadenosins (MTA) im Gegensatz zum
internen Standard Isoguanosin wesentlich grof3er als bei der MCF10A-Zelllinie.
Dagegen ist bei der Brustepithelzelllinie MCF10A der Uridinpeak wesentlich

gro3er und der Pseudouridinpeak kleiner.
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MTA

MTA ist kein in RNA vorkommendes modifiziertes Nucleosid, sondern Teil der
Methioninbiosynthese, wie in Abbildung 66 gezeigt. Viele Tumorzelllinien, u.a.
MCF7, zeigen ein Methionin-abhangiges Wachstum, wahrend dies bei
gesunden Zellen nicht beobachtet wurde.**?*'®> Die Methioninbildung kann auf
zwei Wegen erfolgen. Eine Mdglichkeit bietet der Salvage Pathway, wobei S-
Adenosylmethionin  unter Bildung von Spermin und Spermidin (2>
Polyaminbiosynthese) zu MTA umgesetzt wird. Dieses wird durch ein Enzym,
die MTA-Phosphorylase (MTAP), zu Methylthioribose-1-phosphat umgesetzt.
Dabei wird Adenosin abgespalten. Aus dem Methylthioribose-1-phosphat

entsteht tUber weitere Reaktionsschritte wieder Methionin.

Methioninbiosynthese

Methylthioribose-1-PO,

/ Nmp

Methylthioribulose-1-PO* Methylthioadenosin
r Y
l Salvage Spermidin

Pathway Spermin
4-Methylthio-2-oxobutansaure

Methionin » S-Adenosylmethionin
THF .
Recycling
MS
Pathway \
CH,-THF CH,
A J
Homocystein < S-Adenosylhomocystein
Cystathionin
Cystein

Abbildung 66: Ubersicht tiber die Methioninbiosynthese (modifiziert nach Tang et al.™*)
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Das MTAP-Gen liegt auf dem Chromosom 9p21, das bei Tumorzellen oft mit
dem Tumorsuppressionsgen pl6 inaktiviert ist.*® Auch bei MCF-Zelllinien
wurde festgestellt, dass das Chromosom 9p21 inaktiviert ist.” Die vermehrte
Ausscheidung von MTA durch die untersuchte MCF7-Zelllinie ist durch diesen
Defekt erklarbar, da das MTA nicht abgebaut werden kann. Zudem kann
vermutet werden, dass aufgrund der MTA-Anreicherung die Methioninbildung
vermehrt Gber den Recycling Pathway erfolgt. S-Adenosylmethionin ist der
vorherrschende Methylubertrager im Organismus. Auch die Methylierungen an
den Nucleosiden innerhalb der pra-tRNA entstehen auf diese Weise unter
Mitwirkung von spezifischen Methyltransferasen. Im Recycling Pathway der
Methioninbiosynthese bildet S-Adenosylmethionin unter Methylabspaltung S-
Adenosylhomocystein. Dieses wird zu Homocystein abgebaut, welches zum

Methionin methyliert wird.

Uridin/Pseudouridin

Um den Unterschied im Verhaltnis von Uridin und Pseudouridin zu
verdeutlichen, sind in Abbildung 67 die lonenchromatogramme von [M+H]" =
245 Da der Zelllinien MCF7 und MCF10A in RPMI Medium gezeigt. Wahrend
bei der Brustkrebszelllinie MCF7 der Pseudouridinpeak eine signifikant hohere
Intensitat zeigt als der des Uridins, verhélt es sich bei der Brustepithelzelllinie
MCF10A andersherum. Pseudouridin ist ein modifiziertes Nucleosid, das aus
Uridin gebildet wird und das bei verschiedenen Krebserkrankungen in erhéhten
Konzentrationen im Urin ausgeschieden wird.*#°®*!8120 Der Unterschied im
Verhaltnis von Uridin und Pseudouridin bei den Tumorzellen und den gesunden

Zellen stimmt mit dieser Beobachtung tberein.
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Abbildung 67: lonenchromatogramme von m/z=245, Vergleich von MCF7 und MCF10A in RPMI

Um neben diesen auffalligen Unterschieden auch Abweichungen in den
Minorkomponenten erkennen zu kdnnen, wurden auf3erdem die Base Peak-
Chromatogramme verglichen. Ein vergrol3erter Ausschnitt der beiden
Zellkulturiberstande ist in Abbildung 68 zu sehen. Zum Vergleich sind auch die
CNL-Chromatogramme gezeigt. Die auffalligsten Unterschiede sind mit gelben

Fenstern markiert.
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Abbildung 68: Vergleich der Zellkulturiberstande von MCF7 und MCF10A in RPMI Medium,
Base Peak Chromatogramme (BPC, 220-500 Da) und Constant Neutral Loss (CNL)-
Chromatogramme (132 u)

Da in den Basepeak-Chromatogrammen nur die jeweils intensivsten Massen
bertcksichtigt werden und die Massenspektren variieren, wurden die Massen
der markierten Peaks in lonenchromatogrammen extrahiert. Sie sind tUberlagert
in Abbildung 69 dargestellt. Der Unterschied im Uridin/Pseudouridin-Verhaltnis
wurde bereits oben diskutiert, daher wurde m/z 245 nicht einbezogen.
Ausgenommen m/z 252 sind die betracheteten Nucleoside im Uberstand von
MCF7 in hoheren Konzentrationen enthalten als bei MCF10A. Es handelt sich
um die methylierten Nucleoside 1-Methyladenosin, 5-Methyluridin, 1-
Methylguanosin, 2-Methylguanosin  und  N2,N2-Dimethylguanosin.  Die
vermehrte Ausscheidung von methylierten Nucleosiden kann durch den oben

beschriebenen Gendefekt der MCF7-Zellen erklart werden. Bei der
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Methioninbiosynthese wird aufgrund der fehlenden MTA-Phosphatase
S-Adenosylmethionin vermehrt Uber den Reycling-Pathway zu Methionin
abgebaut, wobei zunéchst die Methylgruppe abgespalten wird. Diese kann auf

Nucleoside Ubertragen werden.
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Abbildung 69: Vergleich der lonenchromatogramme von m/z 282, m/z 259, m/z 298 und m/z
312 (ubereinander gelegt) der Zellkulturiberstande von MCF10A und MCF7 in RPMI Medium

In Abbildung 70 und Abbildung 71 sind die CNL-Chromatogramme der
Uberstande von MCF7 und MCF10A gezeigt. Diese Chromatogramme geben
eine Ubersicht Uber die auftretenden Nucleoside bzw. Ribosederivate. Die

Standardisierung durch den internen Standard ist jedoch als problematisch
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anzusehen, da es sich um nachtraglich prozessierte Daten handelt und die MS-
Methode nicht fur eine Quantifizierung entwickelt wurde. Es lasst sich aber
dennoch sagen, dass beide Zelllinien prinzipiell die gleichen Nucleoside
ausscheiden. Eine Ausnahme bildet die Komponente mit einer Retentionszeit
von 50 min, die nur bei der MCF10A-Zelllinie zu sehen ist. Es handelt sich um
eine Substanz mit [M+H]"= 404 Da. Im MS>-Spektrum des Basenfragments m/z
272 treten die Fragmente m/z 255, m/z 228 und m/z 211 auf. Das Fragment m/z
255 zeigt eine Differenz von 17 u zum Basenfragment. Dies spricht fur eine
Abspaltung von Ammoniak. Die Differenz von 44 u des Fragments m/z 228 zum
Basenfragment ist ein Hinweis auf die Abspaltung von Ameisensaure. Die
unbekannte Substanz enthalt also eine Carbonséuregruppe. Das Fragment m/z
211 scheint durch Abspaltung von Ammoniak und Ameisensaure entstanden zu
sein. Eine vollstandige Strukturaufklarung war mit den zur Verfiigung stehenden

MS-Daten nicht mdglich.
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Abbildung 70: Vergleich der Zellkulturiiberstande von MCF7 und MCF10A in MCF10A-Medium,
Constant Neutral Loss Chromatogramme (132 u)



3.3 Untersuchung von Nucleosiden mittels lonenfallen-MS 119

Intens.
puticg 18_03006.D: 132 Constant Neutral Loss, Smoothed (5.9,1, GA)
6 - D 3
= @ L o]
. _8 c 2] &
5 3 = £ 12 % e
& o g c % —E 8
J £ = ‘0 c
E 4 S - -IRIE 2 & g3
O : = ‘;\ < ] ggo g "g
S 37 8 22 ||z 7 D3& 0%
1 2 £2 |3 c EE£5P 2 £
; &5 ca S  £3% = &
14 = S N <
: 5 L N & [\‘wa ©
0 ] T o S Fay /J\ Fin
%106 - 18_03008.D: 132 Constant Neutral Loss, Smoothed (5.9,1, GA)
5
w43
o
i 3
% :
al <
2 =
N
1 =
0 : Y T T ' T L T T T T T ,1\_"’\-_/'\l d Y T )\' T T Y !} T T
10 20 30 40 Time [min]

Abbildung 71: Vergleich der Zellkulturiiberstande von MCF7 und MCF10A in RPMI Medium,
Constant Neutral Loss Chromatogramme (132 u)

Vergleich MCF7 — SKBR3

Beim Vergleich der UV-Chromatogramme (Abbildung 72) der beiden
Brustkrebszellinien MCF7 und SKBR3 féllt auf, dass die SKBR3-Zellen
insbesondere die unmodifizierten Nucleoside Cytidin und Uridin in hohen
Konzentrationen ausscheiden. Im Gegensatz zu den MCF7-Zellen ist im
Chromatogramm des SKBR3-Uberstands auch Guanosin zu erkennen.
Dagegen wird MTA nur von den MCF7-Zellen abgegeben. Eine Erklarung daftr
konnte ein intaktes 9p21-Chromosom sein, wahrend dieses bei MCF7-Zellen
inaktiv ist. Allerdings ist das ganzliche Fehlen von MTA bei den SKBR3-Zellen
ungewdhnlich, da es auch bei den Brustepithelzellen MCF10A nachgewiesen

werden konnte.
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Abbildung 72: Vergleich der Zellkulturiiberstande von MCF7 und SKBR3 in RPMI Medium, UV-
Chromatogramme (260 nm)

Im CNL-Chromatogramm (Abbildung 73) werden die Beobachtungen aus dem
UV-Chromatogramm bestatigt. Neben den bisher genannten Nucleosiden
konnten m/z 255 (vermutlich Nicotinamidribosid), 5-Methylcytidin, Inosin, 5-
Methyluridin,  1-Methylinosin,  1-Methylguanosin, = N4-Acetylcytidin,  2-
Methylguanosin, N2,N2-Dimethylguanosin, N2,N2,7-Trimethylguanosin, N6-

Methlyadenosin und t6A nachgewiesen werden.
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Abbildung 73: Vergleich der Zellkulturiberstande von MCF7 und SKBR3 in RPMI Medium,
Constant Neutral Loss Chromatogramme (132 u)
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Gezielte Untersuchung auf die bisher im Urin nachgewiesenen Nucleoside und

sonstigen Ribosederivate

Um die Zellkulturiiberstande auf die, wie unter 3.3.3 beschriebenen und in
Tabelle 15 zusammengefassten, im Urin nachgewiesenen Nucleoside und
sonstigen Ribosederivate zu untersuchen, wurden die jeweiligen lonenspuren
aus den Chromatogrammen extrahiert. In Tabelle 17 sind die Ergebnisse fur
alle untersuchten Zellkulturmedien und die Uberstande zusammengefasst. Die
Basismedien fur MCF7, MCF10A und SKBR3 sind die Medien, die fur die
Vorkulturen dieser Zelllinien verwendet wurden. Sie wurden untersucht, um
auszuschlieBen, dass Artefakte aus ihnen falschlich als Stoffwechselprodukte

der Zellen betrachtet werden.

In den Basismedien konnten lediglich 1-Methyladenosin und Xanthosin
nachgewiesen werden. Daher wird davon ausgegangen, dass es sich bei den
Nucleosiden in den Chromatogrammen der Zellkulturiiberstande um
Stoffwechselprodukte der Zellen handelt. Die in unterschiedlichen Medien
kultivierten Zelllinien zeigen weitgehend vergleichbare Nucleoside.
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Tabelle 17: Vorkommen der nachgewiesenen Nucleoside und Ribosederivate in den
Zellkulturiberstanden und Medien (nicht kursiv: identifizierte Nucleoside, kursiv:
Strukturvorschlage)
g =
£ £ £ =)
= (E)E c3|£3/£5 g %m £ <
. | E35 = 5 = = =
| T L8825/ 28|38 |52 |8 |88 83
Nucleosid + (L= 28| B2 |92 9| E0|EQ| EW
= S22 | ~2 7 = O0=|04 |0 | nsS
Q| L ol =S0a|>SWw | © @© @©
x| o o o O| m m m
= =
Nicotinamidribosid | 295 | + + + + + - - -
5,6-Dihydrouridin 247
(DHU) + + + + + - - -
Cytidin 244 1 4 + + + + - - -
1-Riboslypyridin-4- | 20g ) ) i i i
on
3-(3-Amino-3- 346 _ ) ) ) )
carboxypropyl)-uridin
Uridin 245 | 4 + + + + i - -
5-Methylcytidin 258 | 4 + + + + - - -
1-Methyladenosin | 282 | + + + + + + - +
1-Ribosylpyridin-2- | 271 ) i i i i
on-5-carboxamid
Isoguanosin 284
(Interner Standard) + + + + + + + +
N4-Acetyl-N4-
methylcytidin oder | 300 . - - - -
N4-Propionylcytidin
5-Methyluridin 259 | 4 + + + + - - _
Inosin 269 + + + - - - -
7-Methylguanosin 298 - - - - -
Guanosin 284 - + - i - -
1-Ribosylpyridin-3- | 271 ) ) i i i
on-4-carboxamid
_ 1,N6- _ 206 ) i i i i
Dimethyladenosin
3-Methyluridin 259 | 4 + + - - , -
Xanthosin 285 | 4 + + + + + + +
2-Aminopurin-9- 268

ribosid
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S £
S S S =
T|o8/25/28/88|32|8x|82 3883
Nucleosid ¥ | WL = S|IES| 9= |d¢| EC|EQ| EL
s | O=|E Q0|0 _|L_ LS| @& S| 60X | 60
= |33 N2 5292|995 || a0
o | L Aa|lSa|Sw| e © ©
x| o o @ O | a1 m
= =
5 203 | ] ] ] ] ] _ _
5-
Methylaminomethyl- | 351 - } - - - - - -
2-selenouridin
1-Methylinosin 283 | 4 + + + + - - -
_N6- 384 | . i i i i i i
Succinyladenosin
1-Methylguanosin | 298 | + + + + + - - -
N4-Acetylcytidin 286 | 4 + + + + - - -
5 203 | ) ] ] ] ] _ ]
2-Methylguanosin | 298 | + + + + + - - -
Adenosin 268 | 4 + + - + - - i
2-Methylthio-N6-
(cishydroxyiso- 398 - . . . - - - -
pentenyl)adenosin
Trimethylguanosin | 326 + + + + + - - -
_ N2N2- 312 | 4+ + + + + - - -
Dimethylguanosin
N6-Methyladenosin | 282 | - - + - - - - _
N6-
Threonylcarbamoyl- | 413 |+ + + + + - - -
adenosin (t6A)
5 313 | ] ] ] ] ] _ _
5'-Deoxy-5"-
methylthioadenosin | 298 |  + + - + + - - -
(MTA)
5 459 | . i i i i _ i
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Zusammenfassung und Ausblick

Ein auffalliger Unterschied zwischen gesunden Brustepithelzellen und
Brustkrebszellen ergab sich bei Betrachtung des 5 -Methylthioadenosins (MTA),
welches bei den Krebszellen in hoher Konzentration ausgeschieden wird.
Dieses Phanomen erklart sich durch einen Gendefekt, durch den die Bildung
der MTA-Phosphorylase, die fur den MTA-Abbau verantwortlich ist,

unterbunden wird.

Weitere Unterschiede ergaben sich im Verhaltnis von Uridin zu Pseudouridin,
welches bei den Mammakarzinomzellen zugunsten des Pseudouridins
verschoben war. Diese Beobachtung korreliert mit entsprechenden
Literaturdaten bei denen im Urin von Brustkrebspatientinnen erhohte

Pseudouridinkomzentrationen festgestellt wurden.

Um weitere Aussagen machen zu kénnen, sollten weitere Zellkulturtiberstande
untersucht werden, damit die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gewahrleistet
wird. Daneben ware ein Upscaling sinnvoll, da die Konzentrationen in den
Zellkulturiiberstédnden gering sind. Die Intensitaten der Nucleoside liegen je
nach Substanz etwa um ein bis zwei Zehnerpotenzen niedriger als bei den
Urinproben. So kénnten auch Minorkomponenten erfasst und genauer

untersucht werden.
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3.4 Mikrosomeninkubationen von MTA und Pseudouridin

3.4.1 Einleitung

Nucleoside werden in der lebenden Zelle laufend neu gebildet, um RNA
aufzubauen. Nach der Translation wird die RNA wieder abgebaut, wobei die
meisten modifizierten Nucleoside im Gegensatz zu den normalen nicht wieder
verwertet werden konnen, da die entsprechenden Phosphorylasen fiur die

Spaltung in Nucleinbase und Ribose-1-phosphat fehlen.

Die meisten Modifikationen der Nucleoside finden posttranskriptional in den
Zellen statt. Es ist aber denkbar, dass auch auf dem Weg zur Ausscheidung
noch Veranderungen der Nucleoside erfolgen. Das Hauptorgan zur
Metabolisierung von Stoffen ist die Leber. Die Leberepithelzellen (Hepatozyten)
enthalten zahlreiche am Stoffwechsel beteiligte Enzyme, die in den
Mitochondrien oder den Membranen des Endoplasmatischen Reticulums (ER)
lokalisiert sind. Am glatten ER befinden sich unter anderen die fir Oxidationen
verantwortlichen Hydroxylasen und Oxidasen. Zur Untersuchung von
Metabolismusreaktionen werden haufig Lebermikrosomen eingesetzt. Diese
bestehen aus Bruchstiicken des ER, die bei der fraktionierten Zentrifugation
von Leberzellhomogenaten entstehen. Der wesentliche Bestandteil des
mikrosomalen Enzymsystems ist die Gruppe der Cytochrom P 450-Enzyme.
Die durch dieses Enzymsystem stattfindenden Modifikationen gehdren zu den
so genannten Phase-l-Reaktionen, zu denen neben den Oxidationen auch
Reduktionen, Alkylierungen und Desalkylierungen sowie hydrolytische

Spaltungen zahlen. '

Da bei den Untersuchungen von Zellkulturtiberstanden insbesondere bei MTA
und Pseudouridin Konzentrationsunterschiede zu erkennen waren, wurde der
Metabolismus dieser beiden Nucleoside durch Mikrosomeninkubationen
untersucht. MTA st allerdings kein modifiziertes Nucleosid aus der RNA,

sondern Teil der Methioninbiosynthese.
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Die Durchfiihrung der Mikrosomeninkubationen ist unter 5.1.4 beschrieben. Die

Messung erfolgte mit der unter 5.5 beschriebenen auto-LC-MS>-Methode.

3.4.2 Ergebnisse und Diskussion

Aus den erhaltenen Daten wurden Constant Neutral Loss (CNL)
Chromatogramme der Masse 132 generiert, in denen alle Substanzen gezeigt
sind, die im ersten Fragmentierungsschritt einen Verlust von 132 u, d.h. der
Ribose, aufweisen. AulRerdem wurden zur Identifizierung der Nucleoside die
Retentionszeiten sowie die Fragmentierung herangezogen. Zur gezielten Suche
nach potenziellen Modifikationen bei den untersuchten Nucleosiden wurden
zusatzlich lonenchromatogramme verwendet. Dabei wurde auf Oxidationen,

Methylierungen und Demethylierungen geachtet.

Die Blindinkubation ergab, dass bereits in der Mikrosomenlésung Nucleoside
enthalten sind. Dies ist nicht verwunderlich, da es sich bei Mikrosomen um
Zellbruchstiicke handelt und in jeder Zelle Nucleoside vorliegen. Wie in
Abbildung 74 zu sehen, zeigten sich im CNL-Chromatogramm sieben Peaks mit
den Massen 255 (Nicotinamidribosid), 244 (Cytidin), 245 (Uridin), m/z 257 (?),
269 (Inosin), 282 (1mA) und 268 (Adenosin). Dies ist bei der weiteren

Auswertung zu berucksichtigen.
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Abbildung 74: CNL-Chromatogramm (132 u) der Mikrosomenblindinkubation
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Um  sicherzustellen, dass potenzielle Verdnderungen durch die
Mikrosomeninkubation erfolgten und nicht schon vor der Inkubation in der
Lésung waren, wurden die verwendeten Standardiésungen jeweils verdinnt
und ebenfalls mit der auto-LC-MS3-Methode vermessen. Die Ergebnisse der

Messungen sind in Tabelle 18 dargestellt.

Tabelle 18: Ergebnisse der Mikrosomeninkubationen von MTA und Pseudouridin

Inkubiertes Auftretende Nucleoside in der | Nucleoside in der
Nucleosid eingesetzten Ldsung in Tris- aquearbeite_ten L('js_ung der
Puffer Mikrosomeninkubation
Mikrosomen- - Nicotinamidribosid (m/z 255)
blindinkubation Cytidin (m/z 244)

Uridin (m/z 245)
1mA (m/z 282)
Inosin (m/z 269)
Adenosin (m/z 268)

MTA MTA (m/z 298) Nicotinamidribosid (m/z 255)
Cytidin (m/z 244)

Uridin (m/z 245)

1mA (m/z 282)

Adenosin (m/z 268)

MTA (m/z 298)

Pseudouridin Pseudouridin (m/z 245) Nicotinamidribosid (m/z 255)
Cytidin (m/z 244)

Uridin (m/z 245)

Inosin (m/z 269)
1-Methyladenosin (m/z 282)
Adenosin (m/z 268)
Pseudouridin (m/z 245)
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Diskussion

Weder bei MTA noch bei Pseudouridin wurden Modifizierungen durch die
Mikrosomeninkubation festgestellt. Allerdings muss beriicksichtigt werden, dass
bereits in den Mikrosomen die Nucleoside Uridin und Adenosin enthalten sind.
Diese Nucleoside treten auch bei den Inkubationen von Pseudouridin und MTA
auf. Es ware denkbar, dass sie auch durch die mikrosomalen Enzyme aus
Pseudouridin bzw. MTA entstehen. Um den Ursprung dieser Nucleoside zu
bestimmen, miussten zusatzlich Inkubationen mit den reinen CYP-Enzymen

durchgefuhrt werden.

In verschiedenen Publikationen wird die N-Demethylierung von Coffein durch
CYP1A1l und CYP1A2 beschrieben.!?**?* Die beiden Isoenzyme zeigen eine
tiberlappende Substratspezifitat.'*® Bei Coffein handelt es sich um dreifach
methyliertes Xanthin, sodass eine vergleichbare Reaktion bei anderen

Nucleosiden vermutet werden kann.

Die Isoenzyme CYP1Al und CYP1A2 katalysieren bei Arzneistoffen neben der

Demethylierung auch eine Dealkylierung und Hydroxylierung.'*

Bei MTA ware eine Oxidation zum 5'-Deoxy-5-methylthioinosin mdglich, die
allerdings nicht beobachtet wurde. Auch Hydroxylierungen konnten bei beiden

Nucleosiden nicht nachgwiesen werden.

Die Nucleoside Pseudouridin und MTA wurden durch die Lebermikrosomen
nicht verandert. Es ist aber zu beachten, dass die Inkubationen nur ein
Lebermodell darstellen und im Koérper noch andere Vorgange mdglich sind,
durch die Metaboliten der Nucleoside gebildet werden kdénnen. Da sie bei den
Mammakazinomzelllinien (vgl. 3.3.4) in erhéhter Konzentration auftraten, kann
vermutet werden, dass sie auch im Urin vermehrt ausgeschieden werden und
damit potenzielle Tumormarker darstellen. Die erhéhten Konzentrationen von
MTA im Urin sind auf den hé&ufig bei Tumorzellen beobachteten MTA-

Phosphorylase-Genddefekt zurlickzuftihren.
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3.5 Nano-ESI-Messungen von Nucleosiden aus Urin am

Triple-Quadrupol

3.5.1 Einleitung

Bei der herkbmmlichen ESI-lonisierung, meist nach chromatographischer
Trennung, werden zur Uberfihrung der Probe in die Gasphase Kapillaren mit
Durchmessern zwischen 50 und 100 pum verwendet, die den ublichen

Flussraten von 5 bis 200 pL/min angepasst sind.

Insbesondere im Bereich der Bioanalytik, wo die Probemenge oft limitiert ist,
werden mikro- oder nano-LC-Methoden angewendet und die lonisierungs-
methode entsprechend angepasst (mikro-Elektrospary oder nano-Elektrospray).
Die Flussraten sind dabei erheblich geringer, bei der mikro-ESI zwischen 0.2
und 1 pL/min und bei der nano-ESI zwischen 5 und 20 nL/min. Der lonenstrom
ist eher von der Konzentration des Analyten als von der versprihten
Probenmenge abhangig. Bei héheren Flussraten geht ein groRerer Anteil des
Sprays im lonisierungsraum verloren. Wird aber die nano-Spraykapillare vor die
Interface-Platte fokussiert, wird die Probe nahezu vollstandig in das
Massenspektrometer Uberfihrt, sodass eine geringere Flussrate mit einer

erhohten Empfindlichkeit einhergeht.

Bei der nano-ESI-Methode werden Glaskapillaren, die mit einer Metallschicht
Uberzogen sind, verwendet. Der Innendurchmesser betragt nur wenige
Mikrometer. Einige Mikroliter Probenldsung werden in die Nadel Gberfihrt und
mittels Druckluft in die Spitze der Nadel gedrickt. Es entstehen mikroskopische
Tropfchen, die durch das elektrische Feld zur Orifice-Platte beschleunigt
werden. Die Flussraten betragen ca. 5 bis 20 nL/min, sodass auch bei einem
geringen Probenvolumen eine lange Messzeit zur Verfigung steht. Diese
Messzeit kann zur Optimierung der Messbedingungen und Akkumulierung von

Spektren bei schwachen Intensitdten genutzt werden.
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Die Messung am Triple-Quadrupol-Massenspektrometer bietet den Vortell,
Constant Neutral Loss Spektren aufnehmen zu kénnen, wahrend dies bei der
lonenfalle nur durch nachtragliches Prozessieren bei der Auswertung moglich
ist. Die CNL-Spektren zeigen nur diejenigen in der Probe enthaltenen
Komponenten, die den vorgegebenen Neutralverlust zeigen. Wie bereits
erwahnt, wird bei Nucleosiden im ersten Fragmentierungsschritt die Ribose

abgespalten.

Daneben werden manuelle MS/MS-Experimente durchgefuhrt, um aufgrund des
Fragmentierungsverhaltens, ahnlich wie bei den lonenfallenmessungen, weitere

Informationen Uber die Struktur zu erhalten.

3.5.2 Untersuchung von Nucleosiden aus Urin

Zur Uberprifung der nano-ESI-Methode wurde die Urinprobe FK 214 von einer
Brustkrebspatientin zunéchst mit der auto-LC-MS*-Methode untersucht, wie
unter 5.5 beschrieben. Es wurden 30 pL der aufgearbeiteten Probe injiziert, um
maoglichst hohe Konzentrationen aller Nucleoside, insbesondere der
Minorkomponenten, zu erhalten. Anschlieend wurde die Probe erneut der
HPLC-Trennung unterzogen, allerdings ohne MS-Detektion. Stattdessen
wurden 43 Fraktionen gesammelt, wie im Chromatogramm in Abbildung 75

gezeigt.

Die Ergebnisse der Auswertung nach massenspektrometrischer Detektion sind

in Tabelle 19 zusammengefasst.

Ausgehend von den Ergebnissen der auto-LC-MS*-Messung wurden einzelne
dieser Fraktionen ausgewahlt, in denen potentiell neue Nucleoside enthalten
waren. In Tabelle 19 sind die bekannten Nucleoside angegeben. Die
Darstellung beschrankt sich fir alle Fraktionen auf die Hauptkomponenten.
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Abbildung 75: HPLC-UV-Chromatogramm (210 nm) von Urinprobe FK 214

Durch die MS"-Messungen an der lonenfalle konnte ermittelt werden, welche
Komponenten einen Neutralverlust von 132 u zeigten. Diese unbekannten
Ribosederivate sind mit Fragezeichen gekennzeichnet. Einige der Fraktionen,
die solche Substanzen enthielten, wurden mittels nano-ESI untersucht. Dies
waren die Fraktionen 4 (m/z 259), 7 (m/z 399), 14 (m/z 367), 19 (m/z 269), 20
(m/z 301), 26 (m/z 351) und 39 (m/z 313).

Diese Fraktionen wurden mit der nano-ESI-Methode untersucht, wie unter 5.6
beschrieben, um weitere Informationen Uber diese Minorkomponenten zu
erhalten. Es wurden MS-Full-Scan-Spektren, Constant Neutral Loss-Spektren
und MS/MS-Spektren aufgenommen. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse
der untersuchten Peaks ist in Tabelle 20 gezeigt. Fur die Full-Scan-Spektren

sind jeweils die drei Massen mit den héchsten Intensitdten angegeben.
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Tabelle 19: Ergebnis der LC-MS3-Trennung von Probe FK 214

Fraktion | [M+H]" Nucleosid Fraktion | [M+H]" Nucleosid

(falls bekannt) (falls bekannt)

1 221 kein Nucleosid 23 259 5-Methyluridin

2 259 ? 24 285 Xanthosin

3 330 kein Nucleosid 25 293 ?

4 259 ? 26 351 ?

5 247 5,6-Dihydrouridin 27 283 1-Methylinosin

6 245 Pseudouridin 28 253 kein Nucleosid

7 399 kein Nucleosid 29 298 1-Methylguanosin

8 244 Cytidin 30 286 N4-Acetylcytidin

9 228 ? 31 298 2-Methyguanosin

10 346 ? 32 268 Adenosin

11 245 Uridin 33 393 kein Nucleosid

12 258 Methylcytidin 34 398 ?

13 282 1-Methyladenosin 35 326 Trimethylguanosin

14 367 Kein Nucleosid 36 312 N2,N2-Dimethylguanosin

15 282 1-Methyladenosin 37 201 Kein Nucleosid

16 271 PCNR 38 413 t6A

17 284 Isoguanosin (I1S) 39 313 ?

18 371 kein Nucleosid 40 281 kein Nucleosid

19 269 Inosin 41 298 MTA

20 301 ? 42 459 ?

21 271 PCNR 43 393 kein Nucleosid

22 296 ?
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Tabelle 20: Ergebnisse der nano-ESI-Messungen von einzelnen Peakfraktionen

Peakfraktion MS CNL Massen im MS/MS-Spektrum
4 255 255 123, 106, 96, 80, 78
286 246 114, 86, 73
223 259 127, 109, 81
273 141, 95
7 299 281 206, 149
417 244 191, 153, 135, 112
186 212 177, 166, 149, 121, 96, 80
255 209, 181, 163, 123
266 134, 129, 97, 59
273 141, 123
14 282 282 150, 133, 119, 109, 92, 82
19 150 269 137, 19, 110, 94, 82
172 284 152, 135, 123, 110, 99
186 291 159, 128, 109
298 166, 149, 124
282 150, 133, 119
20 212 281 263, 245, 235, 218, 209, 199, 149 etc.
195 269 215,171, 137
266 301 169, 137, 109
323 233,191, 163, 123, 101
39 186 313 181, 124, 96, 69
223 281 162, 136, 119
335 413 281, 162, 136, 119
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In den verschiedenen Peakfraktionen konnten sowohl einige bekannte bzw. in
den vorherigen lonenfallenmessungen auftretende als auch unbekannte

Nucleoside/Ribosylderivate nachgewiesen werden.

Peakfraktion 4 enthielt eine Komponente mit m/z 255. Die Fragmentierung
ergab ein Spektrum mit dem Basenfragment m/z 123 sowie einigen anderen
Massenpeaks, die mit denen aus den MS*-Spektren der lonenfallenmessungen

Ubereinstimmen und zur Fragmentierung von Nicotinamidribosid passen.

In Fraktion 7 konnte m/z 244 durch die Fragmentierung als Cytidin identifiziert
werden. Die Fragmentierung stimmt mit der aus den Untersuchungen an der

lonenfalle Gberein.

In Fraktion 14 wurde m/z 282 durch die Fragmente im MS/MS-Spektrum als 1-
Methyladenosin identifiziert. Auch hier war die Fragmentierung mit der aus den

lonenfallenmessungen verglechbar.

In Fraktion 19 traten drei Massenpeaks mit einem Neutralverlust von 132 u auf,
die aufgrund ihrer Retentionszeit und Fragmentierung bekannten Nucleosiden
zugeordnet werden konnten. Dies sind Inosin (m/z 269), Guanosin (m/z 284)
und 7-Methylguanosin (m/z 298).

Die Komponente mit m/z 301 aus Fraktion 31 konnte bereits in den
lonenfallenmessungen im  Urin  nachgewiesen werden. Auch die

Fragmentierung stimmt tberein.

Die Komponente mit m/z 413 in Fraktion 39 konnte bereits durch die
Messungen an der lonenfalle als N6-Threonylcarbamoyladenosin identifiziert

werden, welches in Peakfraktion 38 eluiert.

Daneben wurden mehrere Komponenten in den Fraktionen untersucht, die bei
der Fragmentierung einen Neutralverlust von 132 u zeigten. Zur Identifizierung
dieser potenziellen Nucleoside konnte ein Upscaling hilfreich sein, um eine
Messung mit hoher Massengenauigkeit durchfiihren zu kénnen und somit eine

Summenformel zu berechnen.
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3.5.3 Zusammenfassung

Bei den durchgefihrten nano-ESI-Experimenten zeigten sich in den
untersuchten Fraktionen diverse Substanzen, die einen Neutralverlust von
132 u aufweisen und in den lonenfallen-Messungen nicht auftraten. Dies spricht
fur eine hohere Sensitivitdt. Diese Methode bietet den Vorteil, auch
Minorkomponenten néher untersuchen zu kénnen, da eine wesentlich langere
Messzeit zur Verfigung steht. Bei den LC-auto-MS*-Messungen an der
lonenfalle wird jeweils nur der Massenpeak mit der hdchsten Intensitat fur die
weitere Fragmentierung selektiert. Der Vorteil der Messungen mit dem Triple-
Quadrupol ist bei Vergleich der intensivsten Massen im MS Full-Scan und im
CNL-Spektrum ersichtlich (vgl. Tabelle 20). Diese stimmen selten Uberein. Bei
der LC-auto-MS*-Methode an der lonenfalle wiirden in diesem Fall nur die
intensivsten unbekannten Massen fir die Fragmentierung gewahlt. Bei den
nano-ESI-Messungen kann manuell eine beliebige Anzahl von auftretenden

Massen fragmentiert werden.

Allerdings ist bei Messungen am Triple-Quadrupol die Fragmentierung auf MS?-
Spektren begrenzt und die Strukturaufklarung anhand dieser nur sehr begrenzt

maglich.

Die Untersuchung von Peakfraktionen mit nano-ESI-MS kénnte aber in
Verbindung mit anschlieendem gezielten Upscaling und Anwendung von
weiteren Methoden zur Strukturaufklarung von Minorkomponenten im Urin

beitragen.
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3.6 HPLC-MS-Methode zur Messung von Nucleosiden in
Urinproben und Auswertung mit Methoden der

Bioinformatik

3.6.1 Einleitung

Modifizierte Nucleoside sind die Endprodukte des RNA-Stoffwechsels und
werden mit zahlreichen anderen Metaboliten im Urin ausgeschieden. Die
Verdnderung des Musters von Metaboliten in biologischen Flissigkeiten als
Reaktion auf genetische oder 6kologische Veréanderungen steht im Mittelpunkt
des sogenannten ,Metabolomics“-Konzepts. Dieses versteht sich allgemein als
guantitatives Profiling der metabolischen Reaktion lebender Systeme auf
pathophysiologische Stimuli oder genetische Modifikationen. Das untersuchte
.Metabolom® ist dabei die Gesamtheit aller Metabolite eines biologischen
Systems. Im Metabolomics-Konzept werden also nicht isolierte, sondern
samtliche Veranderungen innerhalb der Zellen eines Organismus betrachtet,
was zu einem besseren Verstandnis der gesamten physiologischen Vorgange

im Hinblick auf auRere Einflisse fihrt.

Die Relevanz der Identifizierung von Metaboliten und der Unterscheidung von
physiologisch verschiedenen Gruppen (z.B. gesund - krank) aufgrund von
Verdnderungen des Musters der entsprechenden Metabolite in biologischen
Flissigkeiten wurde in den letzten Jahren von verschiedenen Arbeitsgruppen

beschrieben.*?"1%?

Die verherrschenden Techniken zur Generierung der Daten waren dabei die
NMR™*1% und die Massenspektrometrie!313213¢-138 pia Anwendungsgebiete
umfassen die Herstellung von Arzneimitteln****%¥ Aufklarung und Einsatz von

127;134;138

Biomarkern in der Diagnostik von Krankheiten sowie die

Nahrungsmittelforschung®?°.

Die am haufigsten angewendete statistische Methode zur Klassifizierung in den

genannten Studien war die Hauptkomponentenanalyse (PCA).
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Yang et al. bezogen 113 aus Urin isolierte cis-Diole in eine Auswertung mittels
Hauptkomponentenanalyse ein. Dabei wurden Urinproben von gesunden
Kontrollpersonen und Proben von Patienten mit Leberkrebs, Hepatitis oder
Leberzirrhose mittels HPLC-UV untersucht und eine Klassifizierung
vorgenommen. Ausgehend von 15 Nucleosiden wurden 83 % der Proben von
Leberkrebspatienten korrekt zugeordnet. Fur die bekannten Marker fur diese
Erkrankung ergaben sich Sensitivitdten zwischen 6 und 73 %. Ausgehend von
allen 113 Komponenten ergab die Hauptkomponentenanalyse (zwei
Hauptkomponenten) eine geringere Anzahl von falsch-positiven Ergebnissen im
Vergleich zur Anwendung des Ublichen Tumormarkers AFP (alpha-
fetoprotein).®

In einer neuren Publikation stellt dieselbe Arbeitsgruppe eine erweiterte
Methode vor, bei der zusatzlich eine massenspektrometrische Detektion
erfolgt.’®® In beiden Studien wurden die integrierten Peakflachen auf einen

internen Standard und die Kreatininkonzentration im Urin bezogen.

In einer dieser Arbeit vorangegangenen Arbeit wurde ein neuronales Netz zur
Klassifizierung von  Brustkrebspatientinnen und  Kontrollproben nach
Quantifizierung von 16 Nucleosiden mittels HPLC-UV verwendet.®* In den
Proben dieser Studie wurden auferdem die Marker CA 15-3 und CEA
bestimmt. Selbst bei Kombination beider Marker wurde nur eine Sensitivitat von
14.5 % erreicht, d.h. nur 14.5 % der erkrankten Personen wurden als solche
erkannt. Dies zeigt erneut, dass diese Marker ungeeignet fur die Diagnose von
Brustkrebs sind.

Bei Betrachtung der einzelnen Nucleosidkonzentrationen und Vergleich der
beiden Gruppen mittels Mann-Whitney-U-Test konnte fur finf der untersuchten
Nucleoside (Pseudouridin, Inosin, 1-Methylinosin, Guanosin und 3-Methyluridin)
eine signifikante Erhéhung bei der Gruppe der Mammakarzinom-Patientinnen
festgestellt werden. Die ermittelten Sensitivitdten bei einer Spezifitdt von 95 %
liegen jedoch bei diesen Nucleosiden nur zwischen 7 und 37 %. Bei einer
geringeren Spezifitdt von ca. 83 % bewegen sich die Sensitivitaten zwischen 22
und 67 %.
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Bei Auswertung mit dem neuronalen Netz ergab sich eine Spezifitat von 83.4 %
und eine Sensitivitat von 73.5 %. Dieses Ergebnis ist eine Steigerung
gegenuber den bekannten Markern CA 15-3 und CEA sowie dem Ergebnis bei

Betrachtung der einzelnen Nucleoside.

In der vorliegenden Arbeit wurde fir die Klassifizierung eine Support Vector
Machine (SVM) eingesetzt. Support Vector Machines sind Lern-Algorithmen,
die in der Lage sind, eine grol3e Anzahl von Input-Vektoren zu verarbeiten. Es
gibt zahlreiche Anwendungsgebiete, wie die Charakterisierung von

139141 gder in Proteomics im Zusammenhang mit Krankheitsbildern***

Molekullen
144 Das ubliche Ziel ist die Klassifizierung auf der Basis einer variierenden

Anzahl von Deskriptoren.

Support Vector Machines wurden bereits zur Diagnose von Krebserkrankungen

(Eierstock- und Lungenkrebs) eingesetzt, wobei massenspektrometrische
145;146

Daten die Grundlage bildeten.

Abbildung 76: a) Beispiel einer SVM-Klassifizierung von roten Kreuzen und blauen Kreisen
durch eine optimal trennende Hyperebene (schwarze Linie) mit Support Vectors (umkreiste
Datenpunkte auf dem Rand des Zwischenraums) b) Beispiel einer nicht-linearen SVM
Klassifizierung

Das Grundkonzept einer SVM-Klassifizierung ist in Abbildung 76 dargestellt.
Die zu trennenden Klassen sind durch rote Kreuze und blaue Kreise

symbolisiert. Sie sollen durch eine optimal separierende Hyperebene getrennt
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werden. Die Hyperebene wird so erstellt, dass die Abstande zwischen der
Ebene und den ihr am né&chsten liegenden Punkten (den so genannten Support
Vektoren) maximiert werden. Die Ebene héangt dabei nur von diesen Support
Vectors ab, die ubrigen Datenpunkte spielen fur ihre Lage keine Rolle. In
Abbildung a ist eine lineare Trennung mdoglich, wahrend die Trennung in
Abbildung b komplizierter ist. Solche nicht-linearen Klassifizierungen kénnen
durch Abbilden der Daten in einen héher dimensionalen Raum ausgefihrt
werden, indem dort eine optimale Hyperebene zur Trennung berechnet wird.
Dieses Abbilden wird meist durch so genannte Kernel Funktionen erreicht, einer
speziellen Klasse von AhnlichkeitsmaRRen. Eine hé&ufig verwendete Kernel
Funktion ist die Radial Basis Function Kernel (RBF-Kernel):

Ix-yIP
k , =e _—
(x,y) Xp[ 267

Die Klassifizierung durch die SVM wurde durch eine Leave-one-out (LOO)
Kreuzvalidierung bewertet. Der LOO bietet eine Méglichkeit zur Abschéatzung
der Generalisierungsleistung von maschinellen Lernverfahren.'*”  Zur
Berechnung des LOO wird jeder einzelne der 212 Werte ausgeklammert und
das Modell mit den jeweils restlichen Werten trainiert. Im Anschluss an jede
dieser Berechnungen wird die zuvor ausgeklammerte Probe als krank oder
gesund eingestuft. Aus den Ergebnissen dieser Vorhersagen ergeben sich die

Sensitivitat und die Spezifitat.

Da sich die Konzentrationen unterschiedlicher Nucleoside numerisch auf
verschiedenen Skalen bewegen konnen, werden die Eingabedaten so
normalisiert, dass jedes Nucleosid fur sich genommen eine
Mittelwertkonzentration von 0 und eine Standardabweichung von 1 erhalt
(berechnet Uber alle verfiugbaren Trainingsdaten). Dies entspricht einer
Skalierung der Konzentrationen jedes Nucleosids. Die entsprechenden

Umrechnungsfaktoren werden dann verwendet, um vorher unbekannte
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Testbeispiele ebenfalls zu reskalieren. Support Vektor Machines haben
verschiedene Hyperparameter (z.B. das Sigma in dem RBF-Kernel), die auf die
Leistung der SVM einen erheblichen Einflu haben kdnnen. Diese Parameter

werden auf Basis der aktuellen Trainingsdaten optimal eingestellt.

3.6.2 MS-Methode

Optimierung der MS Parameter

Die einzelnen Nucleoside zeigen sehr verschiedene Optima fir die
lonenfallenparameter, insbesondere bei der Skimmerspannung, der Capillary
Exit Spannung, den Octopolspannungen, Trap Drive und Octopol RF
Amplitude. Eine Mdéglichkeit ware die Einteilung in Segmente wie bei der unter
3.3.2.3 beschriebenen LC-MS3-Methode, wobei hier die groBe Anzahl der
Nucleoside und die teilweise Uberlappenden Retentionszeiten Probleme
darstellen. Bereits eine geringfligige Verschiebung der Retentionszeiten kénnte
zum Verlust von Daten fuhren, da auf Segmentgrenzen liegende Substanzen
ihre Peakform verlieren. Daher wurden die ermittelten Parameter jeweils auf

einen Mittelwert festgelegt, um fir alle Nucleoside einen Kompromiss zu finden.

Die Skimmerspannung wurde auf einen minimalen Wert gesetzt, um das
Fragmentieren der Nucleoside zu verhindern, was einen Verlust der
Signalintensitat fur die Nucleosidmassen bedeuten wirde. Es wurde ebenfalls
Uberlegt, die Skimmerspannung sehr hoch zu wahlen, um alle Nucleoside
vollstandig zu den Basenfragmenten umzusetzen und diese als Zielmassen zu
messen. Allerdings stellte sich dieser Ansatz als nicht umsetzbar heraus, da die
verschiedenen Nucleoside zu unterschiedliche Fragmentierungseigenschaften
aufweisen. So wurden einige Nucleoside bei hoher Skimmerspannung, wie
erwunscht, vollstdndig in Zucker und Base gespalten, wahrend bei anderen
bereits die Base weiter gespalten wurde.

Eine Multiple Reaction Monitoring (MRM) Methode ware die beste Wahl in

Bezug auf die Selektivitdt und Genauigkeit. Allerdings ist die Anzahl der
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ausgewahlten Nucleoside hier auf zehn begrenzt, sodass diese Methode erst in
Betracht gezogen werden kann, wenn diejenigen Nucleoside ermittelt wurden,
die den hdchsten Informationsgehalt bei der Klassifizierung aufweisen.

Da auch die in Tabelle 15 unter 2.3.3 genannten Nucleoside einbezogen
werden sollten, deren Struktur noch nicht geklart ist, konnte keine gewohnliche
Quantifizierung vorgenommen werden. Um dennoch eine Aussage uber die
Relevanz des jeweiligen Nucleosids als Tumormarker machen zu koénnen,
wurden die Peakflachen der einbezogenen Substanzen normiert, indem sie auf
die Flache des enthaltenen internen Standards bezogen wurden. Daneben
wurden sie in Beziehung zum Kreatiningehalt gesetzt. Diese Methode wird
haufig angewendet, um quantifizierte Nucleosidkonzentrationen von
verschiedenen Proben zu vergleichen, da der Kreatiningehalt ein konstanter

Parameter im Urin ist, 40148149

3.6.2.1 Reproduzierbarkeit

Fur den Nachweis der Reproduzierbarkeit wurde die Nucleosidstandardlésung
11-mal in die HPLC injiziert. Anschlielend wurden die Flachen in den
extrahierten lonenchromatogrammen (EIC's) integriert, auf die Peakflache des
internen Standards bezogen und aus den Ergebnissen Mittelwert sowie

Standardabweichung berechnet, wie in Tabelle 21 gezeigt.
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Tabelle 21: Ergebnis der Reproduzierbarkeitstiberpriifung

Nucleosid Masse | Mittelwert Std. Abw. Abweichung [ %]
Pseudouridin 245 1.89 0.118 6.26
Cytidin 244 0.16 0.005 3.11
Uridin 245 0.06 0.003 5.02
Inosin 269 0.20 0.003 1.70
5-Methyluridin 259 0.11 0.006 5.04
Guanosin 284 0.01 0.001 10.16
Xanthosin 285 0.23 0.010 4.52
3-Methyluridin 259 0.23 0.008 3.68
1-Methylinosin 283 1.75 0.075 4.27
1-Methylguanosin 298 0.94 0.037 3.90
N4-Acetylcytidin 286 0.84 0.046 5.45
2-Methylguanosin 298 0.20 0.011 5.77
Adenosin 268 0.37 0.012 3.32
N2,N2-Dimethyguanosin 312 1.95 0.165 8.47
N6-Methyladenosin 282 0.59 0.031 5.21
t6A 413 0.37 0.028 7.60
MTA 298 0.16 0.012 7.65

Die Abweichung der Flachenverhéltnisse der Standardnucleoside lag zwischen
1.7 und 8.5 %, ausgenommen Guanosin. Diese Abweichung wurde als
akzeptabel fur die weitere Auswertung eingestuft. Aul3erdem wurden 5-mal je
10 pL aufgearbeiteter Urin eingespritzt, um auch die bisher nicht aufgeklarten
Massen in die Auswertung mit einbeziehen zu konnen. Neben den
Standardnucleosiden wurden 19 weitere Substanzen erfasst, bei denen es sich

vermutlich um Nucleoside handelt. **°

Die Abweichungen lagen zwischen 1.7 und 8.4 % und sind damit mit den
Ergebnissen der Standardldsung vergleichbar.
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3.6.2.2 Linearitat

Um die Linearitat in Bezug auf den internen Standard Isoguanosin zu
Uberprufen, wurde eine Urinprobe aufgearbeitet (10 mL, Eluat in 500 pL
aufgenommen), je 1:2, 1.5, 1:10, 1:50 und 1:100 verdinnt, diese LOsungen
jeweils 1:1 mit internem Standard (Isoguanosin, 0.25 M) versetzt und je 10 pL
injiziert. FUr die Auswertung wurden EIC's (Extracted lon Chromatogram) der
Massen aus den LC-auto-MS® Messungen (CNL) verwendet, diese mit dem in
DataAnalysis integrierten Smoothing Algorithmus (Gaul3 Funktion) behandelt
und die Flachen integriert. Diese Flachen wurden auf die Flache des internen

Standards bezogen und die Ergebnisse flr die lineare Regression eingesetzt.

Wie in Tabelle 22 zu sehen, ergab sich Linearitat fur alle 37 Komponenten,
ausgenommen Cytidin, Nicotinamidribosid, 5-Methylcytidin, Uridin und 5-
Methyluridin. Diese funf Komponenten wurden daher beim weiteren Vorgehen
nicht mehr einbezogen. Zusatzlich wurde das Ribose-Derivat mit m/z 300
ausgeschlossen, da es in den lonenchromatogrammen der vermessenen
Urinproben keinen gleichméalRigen Peak zeigte. Es ergeben sich also 31
Substanzen, die in die Auswertung einfliel3en.

3.6.2.3 Auswahl der Massen fiir die Auswertung mit Methoden der

Bioinformatik

Es werden 31 Nucleoside in die bioinformatische Auswertung einbezogen, um
ihre Eignung als Tumormarker zu tberprifen. AnschlieRend kénnen diejenigen
Massen, bei denen sich zwischen Patienten- und Kontrollproben Unterschiede
zeigen, speziell weiter auf ihre Struktur hin untersucht werden, um sie in eine
Quantifizierung einbeziehen zu koénnen. Die finale Zuordnung der
einbezogenen Nucleoside zu den zur Vereinfachung fur die Auswertung

benutzten Nummern ist in Tabelle 22 gezeigt.
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Tabelle 22: Ergebnis der Linearitatsprifung (Fett: Identifizierte Nucleoside, kursiv: aufgrund
von Fragmentierungsmuster und/oder berechneter Summenformel vorgeschlagene Strukturen)

[M+H]" | Substanz R?
1 259 1-D-Ribofuranosyl-1H-imidazol-4-essigséaure 0.9929
2 255 Nicotinamidribosid Nicht linear
3 247 5,6-Dihydrouridin 0.9883
4 245 Pseudouridin 0.9865
5 244 Cytidin Nicht linear
6 346 3-(3-Amino-3-carboxypropyl)uridin 0.9950
7 228 1-Ribosylpyridin-4-on 0.9864
8 258 5-Methylcytidin Nicht linear
9 245 Uridin Nicht linear
11 | 271 1-Ribosylpyridin-2-on-5-carboxamid 0.9830
12 | 384 N6-Succinyladenosin 0.9939
13 | 298 7-Methylguanosin 0.9995
14 | 269 Inosin 0.9933
15 | 259 5-Methyluridin Nicht linear
16 | 300 Unbekanntes Ribose-Derivat 0.9937
17 | 271 1-Ribosylpyridin-3-on-4-carboxamid 0.9946
18 | 285 Xanthosin 0.9960
19 | 296 1,N6-Dimethyladenosin 0.9967
20 | 301 Unbekanntes Ribose-Derivat 0.9966
21 | 259 3-Methyluridin 0.9875
22 | 268 2-Aminopurin-9-ribosid 0.9771
23 | 293 Unbekanntes Ribose-Derivat 0.9951
24 | 283 1-Methylinosin 0.9937
25 | 298 1-Methylguanosin 0.9909
26 | 293 Unbekanntes Ribose-Derivat 0.9951
27 | 286 N4-Acetylcytidin 0.9384
28 | 298 2-Methylguanosin 0.9916
29 | 268 Adenosin 0.9926
30 | 308 2-Methylthio-N6- 0.9944
(cishydroxyisopentenyl)adenosin
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[M+H]* | Substanz R?
31 | 326 N2,N2,7-Trimethylguanosin 0.9942
32 | 312 N2,N2-Dimethylguanosin 0.9906
33 | 282 N6-Methyladenosin 0.9647
34 | 413 t6A 0.9958
35 | 313 Unbekanntes Ribose-Derivat 0.9967
36 | 298 MTA 0.9938
37 | 459 Unbekanntes Ribose-Derivat 0.9890

Tabelle 23: Zuordnung der einbezogenen Komponenten zu den fur die Evaluierung verwen-
deten Nummern (fett: bekannte Nucleoside, kursiv: noch nicht bestétigte Strukturvorschlage)

[M+H]* | Nucleosid [M+H]* | Nucleosid

1 | 259 1-D-Ribofuranosyl-1H- 17 | 384 N6-Succinyladenosin
imidazol-4-essigsaure

2 247 5,6-Dihydrouridin 18 | 283 1-Methylinosin

3 245 Pseudouridin 19 | 298 1-Methylguanosin

4 228 1-Ribosylpyridin-4-on 20 | 286 N4-Acetylcytidin

5 | 346 3-(3-Amino-3- 21 | 293 Ribose-Derivat 3
carboxypropyl)uridin

6 |271 1-Ribosyl-pyridin-2-on-5- 22 | 208 2-Methylguanosin
carboxamid

7 269 Inosin 23 | 268 Adenosin

8 | 298 7-Methylguanosin 24 | 398 2-Methylthio-N6-(cishydroxy-

isopentenyl)-adenosin

9 301 Ribose-Derivat 1 25 | 326 N2,N2,7-Trimethylguanosin

10 | 293 Ribose-Derivat 2 26 | 312 N2,N2-Dimethylguanosin

11 | 271 1-Ribosyl-pyridin-3-on-4- 27 | 282 N6-Methyladenosin
carboxamid

12 | 296 1,N6-Dimethyladenosin 28 | 313 Ribose-Derivat 4

13 | 259 3-Methyluridin 29 | 413 t6A

14 | 285 Xanthosin 30 | 298 MTA

15 | 268 2-Aminopurin-9-ribosid 31 | 459 Ribose-Derivat 5

16 | 351 5-Methylgminomethyl—2—
selenouridin
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3.6.3 Proben

Es wurden 113 Urinproben von Brustkrebspatientinnen mit verschiedenen
Mammakarzinomen in unterschiedlichen Stadien sowie 99 Urinproben von
gesunden Probandinnen untersucht. Die Aufarbeitung dieser Proben wurde von
Frau Kahina Meziane und Herrn Dr. Fabian Klaus im Rahmen von

Doktorarbeiten durchgefuhrt.

3.6.4 Auswertung

Fur die bioinformatische Auswertung wurden die Peakflachen der jeweiligen
Massen in den extrahierten und geglatteten lonenchromatogrammen auf die
Peakflache des internen Standards und auf die Kreatininkonzentration im Urin
bezogen und die Ergebnisse fur die bioinformatische Auswertung eingesetzt.
Eine dreidimensionale Darstellung der integrierten lonenchromatogramme von

einer Urinprobe ist in Abbildung 77 gezeigt.
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Abbildung 77: Integrierte lonenchromatogramme einer Urinprobe, Peakzuordnung vgl.

Tabelle 23
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Die weitere Auswertung der Ergebnisse erfolgte durch Herrn Holger Frohlich

vom Zentrum fUr Bioinformatik der Universitat Tubingen.

Es wurde Uberprift, wie gut die 99 gesunden Probandinnen und 113 Mamma-
karzinom-Patientinnen aufgrund der analytischen Daten durch eine SVM mit
RBF-Kernel Funktion in die zwei Gruppen eingeteilt werden kénnen. Fir die
Bewertung wurde der Leave-One-Out-Error (LOO) berechnet, wie oben

beschrieben.

Mit dieser Methode wurden fir die Einteilung durch die SVM eine LOO-
Sensitivitat von 87.67 % und eine LOO-Spezifitat von 89.90 % erreicht.

Zur besseren Ubersicht wurde fur die 31 Nucleoside der statisische
Informationsgehalt fiirr die Klassifizierung berechnet.’® Das Ergebnis ist in
Abbildung 78 gezeigt. Der Informationsgehalt der Nucleoside ist sehr
unterschiedlich, sodass eine Eliminierung derjenigen mit geringem
Informationsgehalt nahe liegend erscheint. Die Nucleoside der Massen m/z
228, 293 und 351 haben einen hohen Informationsgehalt, wéahrend er z.B. bei

3-(3-Amino-3-carboxypropyl)uridin sehr gering ist.
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Abbildung 78: Statistischer Informationsgehalt der einzelnen Nucleoside fur die Klassifizierung
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Im Anschluss wurde untersucht, welche Kombination von Nucleosiden den

grof3ten Einfluss auf die Klassifizierung hat.

Dazu ist anzumerken, dass dies nicht unbedingt die Nucleoside mit dem
hochsten Informationsgehalt sind, sondern diejenigen, die in Kombination
miteinander das beste Ergebnis liefern. So stellten Guyon et al. fest, dass auch
Attribute, deren Informationsgehalt gering ausfiel, in Kombination mit anderen

die Vorhersage verbesserten.*?

Zur Eliminierung der Nucleoside, die das geringste Gewicht haben, wurde ein
Recursive Feature Elimination (RFE) Algorithmus verwendet. Das Ergebnis des
ersten Schritts ist in Abbildung 79 gezeigt. Im nachsten Schritt wird das
Nucleosid mit dem geringsten Informationsgehalt eliminiert, auf die
verbleibenden erneut der RFE Algorithmus angewendet und die Gewichte
erneut berechnet. Auf diese Weise werden nacheinander die fur die

Klassifizierung unwichtigsten Komponenten ausgeklammert.

Um eine gewisse Robustheit des Modells gegen naturliche Schwankungen im
Datensatz zu gewahrleisten, wurden nur die Nucleoside als relevant betrachtet,
die in jedem Trainings-Datensatz mit dem RFE Algorithmus auftraten. Zu
diesen zahlen die Nucleoside mit den Nummern 4 (m/z 228), 9 (m/z 301), 11
(m/z 271), 15 (m/z 268), 17 (m/z 384), 19 (m/z 298), 25 (m/z 326), 27 (m/z 282),
28 (m/z 313), 30 (m/z 298) und 31 (m/z 459). Fur einige dieser Nucleoside
wurden unter 3.3.3 Strukturvorschlage gemacht, andere missen weiter auf ihre
Struktur hin untersucht werden, insbesondere die Nucleoside mit m/z 313 und
m/z 459.

Die LOO-Sensitivitat betrug nach Anwendung des RFE Algorithmus 89.39 %,
die LOO-Spezifitat 88.89 %. Dieses Ergebnis ist mit dem vorherigen

vergleichbar, bei dem alle 31 Nucleoside einbezogen wurden.
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Abbildung 79: Relatives Gewicht der 31 Nucleoside im SVM-Modell



4 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst die in vorangegangen Arbeiten
etablierte HPLC-UV-Methode zur Trennung und Detektion von Nucleosiden
modifiziert, um eine Kopplung mit massenspektrometrischer Detektion zu
ermoglichen. Aul3erdem wurden mit dieser Methode Nucleoside aus Urinproben
von Brustkrebspatientinnen semipréaparativ getrennt, um die erhaltenen
Fraktionen mittels MALDI-TOF-MS und nano-ESI-MS auf bisher unbekannte

Nucleoside und sonstige Ribosylderivate zu untersuchen.

Dazu wurde eine offine MALDI-TOF-Methode =zur Untersuchung von
Nucleosiden aus Urin entwickelt. Auferdem wurden Post-Source-Decay (PSD)-
Spektren zur weiteren strukturellen Charakterisierung der Nucleoside
eingesetzt. Durch die charakteristische Fragmentierung von Nucleosiden in
Nucleinbase und Ribose sowie aus dem fir einzelne Nucleoside
charakteristischen Fragmentierungsmuster ergeben sich Informationen tber die
Struktur. Es wurden zwei verschiedene Préparationstechniken angewendet, um
eine optimale Sensitivitat und Massengenauigkeit zu gewahrleisten. Es ergab
sich eine Massengenauigkeit von unter 10 ppm. Ausgehend von dieser
Massengenauigkeit wurden Summenformeln berechnet und eine gezielte
Datenbanksuche durchgefiihrt. Durch Anwendung dieser Methode auf einzelne
Fraktionen der semipraparativen Trennung von Nucleosiden aus der Urinprobe
einer Brustkrebspatientin wurden fur acht Komponenten Summenformeln
generiert. Aus diesen ergaben sich mittels Datenbankrecherche Strukturen von

in Urin vorkommenden Ribosylderivaten.

Bei der entwickelten HPLC-UV-Methode wurde zusatzlich ein lonenfallen-
Massenspektrometer zur Detektion verwendet. Zunachst wurden Standard-
l6sungen von Nucleosiden und Nucleinbasen mittels Spritzenpumpeninjektion
und manuellen MS"-Experimenten an der lonenfalle untersucht. Aufgrund der
ermittelten Fragmentierungsmuster  wurden Vorschlage far die

Fragmentierungswege gemacht. Insbesondere die Fragmentierung der
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Nucleinbase unter Neutralverlust von kleinen Molekilen gibt wertvolle Hinweise

auf die Strukturelemente.

AnschlieBend wurde eine auto-LC-MS*-Methode entwickelt, die auf
Informationen zur Struktur von unbekannten Komponenten im Urin abzielt. Mit
dieser Methode wurden Urinproben von Brustkrebspatientinnen untersucht. Es
konnten insgesamt 38 Ribosylderivate nachgewiesen werden. Darunter
befanden sich 16 bereits identifizierte Nucleoside. Sechs weitere wurden im
Rahmen dieser Arbeit identifiziert, teilweise durch Vergleich der Retentionszeit
und Fragmentierung mit Standardsubstanzen, teilweise durch Vergleich der
Fragmentierung mit der des Nucleinbasen-Standards. Aul3erdem wurden im
Rahmen einer Kooperation mit der Firma Bruker LC-ESI-oa-TOF-Messungen
mit hoher Massengenauigkeit durchgefuhrt, aufgrund derer Summenformeln
berechnet wurden. Diese wurden ebenfalls in die Strukturanalysen einbezogen.
Fur 11 weitere Substanzen konnten aufgrund der Fragmentierung und der

Summenformel Strukturvorschlage gemacht werden.

Mit der entwickelten auto-LC-MS3-Methode wurden neben den Urinproben
Zellkulturiibersténde und Mikrosomeninkubationen untersucht. Es wurden
Zellkulturiberstdnde von MCF7-Brustkrebs-Zelllinien mit denen von gesunden
MCF10A Brustepithelzellen verglichen. Aufallige Unterschiede ergaben sich bei
der Betrachtung des 5 -Deoxy-5-methylthioadenosins (MTA) und des
Uridin/Pseudouridin-Verhaltnisses. MTA ist kein aus der RNA stammendes
Nucleosid, sondern ein Teil der Methioninbiosynthese, die bei einigen
Tumorzelllinien durch einen Gendefekt gestort ist. Somit kdnnte es auch
unabhangig vom RNA-Metabolismus einen Tumormarker darstellen.

Bei den Mikrosomeninkubationen der Nucleoside 5'-Deoxy-5-methyl-
thioadenosin (MTA) und Pseudouridin konnten keine Modifikationen durch das

mikrosomale Enzymsystem nachgewiesen werden.

Eine weitere offline-Methode zur n&heren Untersuchung der Peakfraktionen
stellt die nano-ESI-MS dar. Mit dieser Methode wurden in einigen

Peakfraktionen potentielle  Nucleoside nachgewiesen, die in den
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vorangegangenen Untersuchungen noch nicht auftraten und deren Massen
keinen bekannten Nucleosiden zugeordnet werden konnten. Die n&here
Untersuchung der entsprechenden Peakfraktionen konnte zur Identifizierung

von bisher unbekannten Nucleosiden fiihren.

Die Anwendung der genannten massenspektrometrischen Methoden fuhrte zur
Identifizierung einiger Nucleoside in den untersuchten Urinproben. Weitere
potenzielle Nucleoside muissen durch weitere strukturanalytische Methoden
untersucht werden. Eine Kombination der eingesetzten Methoden erwies sich
als gute Mdoglichkeit, verschiedene Informationen Uber die unbekannten

Komponenten zu erhalten.

Schlief3lich wurde eine HPLC-MS-Methode fir eine halbquantitative Messung
von Nucleosiden entwickelt. Mit dieser Methode wurden 113 Urinproben von
Brustkrebspatientinnen in verschiedenen Stadien und 99 Urinproben gesunder
Probandinnen vermessen. 30 Substanzen wurden in die anschliel3ende
Klassifizierungsstudie mit Methoden der Bioinformatik einbezogen. Unter diesen
Substanzen befanden sich 11 bereits bekannte Nucleoside, sechs im Rahmen
dieser Arbeit identifizierte Nucleoside, acht potentielle Nucleoside, fir die
aufgrund der vorangegangenen Untersuchungen Strukturvorschlage gemacht
werden konnten, sowie funf Ribosederivate, deren Struktur noch unbekannt ist.
In Kooperation mit Herrn Holger Frohlich und Prof. Dr. Andreas Zell vom
Zentrum fur Bioinformatik der Universitat Tidbingen konnten die Proben der
Kontrollgruppe von denen der Gruppe der Mammakarzinompatientinnen
unterschieden werden. Dazu wurde eine Support Vector Machine eingesetzt.
Es ergab sich eine Sensitivitdt von 87.67 % und eine Spezifitdt von 89.90 %.
Diese Werte Ubertreffen die der etablierten Tumormarker. Weitere
Klassifizierungsstudien und eine weitere Optimierung der HPLC-MS-Methode
konnten daher zur Entwicklung einer nicht-invasiven Methode zur Diagnose von

Brustkrebs fuhren.






5 Material und Methoden

5.1 Probenvorbereitung

5.1.1 Chemikalien und Gerate

- Affigel 601

- Methanol, HPLC gradient grade

- Ammoniumacetat, zur Analyse

- Ammoniak, 25 %, zur Analyse

- Ameisensaure, zur Analyse

- Demineralisiertes Millipore-Wasser
- Ammoniumformiat, zur Analyse

- Isoguanosin

- pH-Papier
- Glassaulen

- Rotationsverdampfer

Biorad (Bremen)

Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

zur Verfugung gestellt von Frau Prof.
J.H. Kim von der Universitat Seoul,

Siudkorea

Merck (Darmstadt)
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5.1.2 Urin (Affinitatschromatographie)

500 mg des in Millipore-Wasser gequollenen Affigels werden in eine Glassaule
Uberfuhrt und mit 45 mL einer 0.25 M NH;Ac pH 8.5 Lésung aquilibriert. Im Urin
wird zunachst der Kreatiningehalt bestimmt, auf den die Nucleosid-
konzentrationen anschlielend bezogen werden. Auf3erdem wird der pH-Wert
gemessen und gegebenenfalls durch Zugabe von Ammoniak alkalisch
gemacht. Der Urin wird fir 10 Minuten bei 4000 t zentrifugiert und 10 mL des
Uberstands mit 0.5 mL internem Standard (Isoguanosin, 0.25 M in H,0)

versetzt.

Die Lésung wird auf die aquilibrierte Sédule gegeben und anschlie3end mit 20
mL 0.25 M NH4Ac und zweimal 3 mL MeOH/H,O (1/1, v/iv) gewaschen. Die
Nucleoside werden mit 25 ml 0.1 M HCOOH in MeOH/H,0 (1/1, v/v) eluiert, die
erhaltene Ldsung am Rotationsverdampfer bei 40°C eingeengt und das

Residuum in 0.5 mL 5 mM Ammoniumformiatpuffer pH 5.0 aufgenommen.

Das Gel wird mit 25 mL 0,1 M HCOOH in MeOH/H,O (1:1, v/v) und 25 mL
MeOH/H,O (1:1, v/v) regeneriert und vor der nachsten Extraktion wie oben
beschrieben erneut aquilibriert.

5.1.3 Zellkulturiberstande

Die Zellkulturiiberstande bzw. Medien werden gegebenenfalls durch Zugabe
von Ammoniak alkalisch gemacht und je 10 mL mit 0.5 mL interner
Standardlésung versetzt. AnschlieRend erfolgt die Probenaufgabe und

Aufarbeitung wie bei Urin gemaf 5.1.2.
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5.1.4 Mikrosomeninkubationen

5.1.4.1 Verwendete Gerate, Chemikalien und Losungen

Gerate
Feinwaage
Pipetten
Zentrifuge 5417R

Vakuum-Probenkonzentrierer Speed-Vac

Chemikalien

- B-NADP

- Glucose-6-phosphat Natriumsalz

- Glucose-6-phosphat-dehydrogenase
- Magnesiumchlorid

- Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

- Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-

hydrochlorid

Standardnucleoside

Sartorius (Gottingen)

Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Thermo Life Sciences

(Holbroke, USA)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Fluka (Buchs, Schweiz)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Fluka (Buchs, Schweiz)

Adenosin, 1-Methyadenosin, N6-Methyladenosin, N6-Dimethyladenosin, MTA,
Cytidin, N4-Acetylcytidin, Guanosin, 1-Methyguanosin, N2-Methylguanosin,
Uridin, 3-Methyluridin, 5-Methyluridin, Pseudouridin, DHU, Inosin, Xanthosin,

alle von Sigma-Aldrich (Steinheim)

N2,N2-Dimethylguanosin von Biolog (Bremen)
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LOosungen
- Trispuffer 0.1 M, pH 7.4

1.144 g Tris-HCI und 0.332 g Tris-Base werden in 100 mL demineralisiertem
H.O geldst und die Lésung in 5 Aliquots a 20 mL in Falcontubes aufgeteilt und

bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert.
- Glucose-6-Phosphat

56.4 mg Glucose-6-Phosphat werden in 2 mL demineralisiertem H,O gel6st, in

8 Aliquots a 250 pL aufgeteilt und bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert.
- Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase [(140 U/mg), Yeast lyophilized, Fluka
49273, 1 mg] wird direkt in 500 pL Trispuffer gelost, in ein 2 mL-
Eppendorfgefald tberfuhrt und mit 500 pL demineralisiertem H,O sowie 400 pL
Trispuffer versetzt. Die Losung wird in 26 Aliquots a 50 pL aufgeteilt und bis

zum Gebrauch bei -20 °C gelagert.
- B-NADP

30.7 mg B-NADP werden in 2 mL demineralisiertem H,O geldst, in 8 Aliquots a
254 pL aufgeteilt und bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert.

- MgCl,-6H,0

325.3 mg MgCl,-6H,O werden in 20 mL demineralisiertem H,O gel6st, in 20
Aliquots a 1 mL aufgeteilt und bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert.

- Rattenlebermikrosomen

Losung, gelagert bei -80 °C, Proteingehalt 20 mg/mL
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5.1.4.2 Durchfiihrung der Inkubationen

Fur die Mikrosomeninkubationen werden die Loésungen wie folgt

zusammenpipettiert:

Trispuffer 0.1M, pH 7.4 80 pL
MgCl,-6H,0 5uL
B-NADP 5 pL
Glucose-6-Phosphat 5puL

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase 1 pL

Probe wie in Tabelle 24 angegeben

Die Mikrosomenlosung wird bei 37 °C 5 Minuten vorinkubiert und anschlie3end
auf Eis gelagert. Die Probenldsungen werden ebenfalls 5 Minuten bei 37 °C
vorinkubiert, dann je 1 pL der Mikrosomenlésung zugefigt und 1 Stunde bei
37 °C inkubiert. AnschlielRend werden die Proteine durch Zuftigen von je 500 uL
eiskaltem Acetonitril gefallt, die Losungen zentrifugiert und der Uberstand in
neue Eppendorfgefal3e Uberfuhrt. Das Losungsmittel wird im Speedvac entfernt,
der Rickstand in 10 mL 0.25 M Ammoniumacetatldsung aufgenommen und die
Nucleoside mit Hilfe der Affinitdtschromatographie nach 5.1.2 extrahiert. Nach
Entfernen des Elutionsmittels wird der Rulckstand in 200 pL 5 mM
Ammoniumformiatpuffer, pH 5 geldst und die Lésung anschlie3end mit der
entwickelten auto-LC-MS3-Methode vermessen. Parallel werden die Lésungen
vermessen, die fur die Inkubationen eingesetzt wurden. AuRerdem wird eine

Mikrosomen-Blind-Inkubation ohne Zusatz einer Probel6sung durchgefihrt.

Tabelle 24: Eingesetzte Nucleosidlésungen fur die Mikrosomeninkubationen

Nucleosid C [ug/uL], in Trispuffer Eingesetztes Volumen [uL]

MTA 1.46 2
Pseudouridin 2.2 3
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5.2 MS-kompatible HPLC-UV-Methode zur Trennung von

Nucleosiden aus Urin

5.2.1 Chemikalien

- Methanol, HPLC gradient grade Merck (Darmstadt)
- Ameisensaure, zur Analyse Merck (Darmstadt)

- Bidest. Wasser aus hausinterner Destillieranlage

5.2.2 Gerat

HPLC System: HPLC 1100 von Agilent (Waldbronn),

bestehend aus Vakuum Degaser (G 1379 A), quaternarer
Pumpe (G 1376 A), thermostatisiertem Autosampler (G
1330 A und G 1313 A), Séaulenofen (G 1316 A) und DAD
Detektor (G 1315 B)

5.2.3 Saulen

LiChroCART Superspher® 100 RP 18 e, 2x150 mm, 4 um, Merck (Darmstadt)
mit Vorsaule: LiChroCART Superspher® 100 RP 18 e, 2x10 mm, 4 pm

5.2.4 Methodenparameter

Fluss: 125 pL/min

Detektion: 210 und 260 nm

Temperatur: 30 °C

Gradient: A: 5 mM Ammoniumformiatpuffer, pH 5.0

B: MeOH/HZObidest_ (3/2, V/V), 0.1 % FA
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B
Zeit (min) | 5w QH 5 (%) (3/2,F\/Avg%(]).1 %

0 100 0

30 85 15

40 40 60

50 100

55 100

5.3 MALDI-TOF-Messungen von Nucleosiden

5.3.1 Chemikalien

- Acetonitril, HPLC gradient grade Merck (Darmstadt)

- Bidest. Wasser aus hausinterner Destillationsanlage

- Ameisensaure, zur Analyse Merck (Darmstadt)
- a-Cyano-hydroxyzimtsaure Sigma-Aldrich (Steinheim)
- Dihydroxybenzoeséaure Fluka (Buchs, Schweiz)

- untersuchte Standardnucleoside:

Adenosin, 1-Methyladenosin, N6-Methyladenosin, MTA, Cytidin, Inosin,

Guanosin, Uridin, Pseudouridin, Xanthosin

alle von Sigma-Aldrich
(Steinheim)
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5.3.2 Gerat

MALDI-TOF-Massenspektrometer autoflex, Bruker Daltonics, Bremen

5.3.3 Verwendete Targets

- AnchorChip™ Target MTP AnchorChip 400/384 T F, Bruker Daltonics

(Bremen)

- Edelstahltarget MTP 384, Bruker Daltonics (Bremen)

5.3.4 Préaparationstechniken

Praparation von DHB auf AnchorChip™ Target (Dried Droplet Methode) fur

Messung mit hoher Sensititvitat

1 pL DHB-Matrixlésung (5 g/L in TA (ACN/HO, 1/2, viv)) wird auf das
AnchorChip™ Target gegeben. Kurz vor der Trockne wird 1 pL der
Probenlésung aufgegeben und nach vollstandigem Trocknen am MALDI-TOF-
MS vermessen. Die haufig auftretenden Matrixmassen sind in der folgenden

Tabelle gezeigt:

Masse [m/z]

137

155 ([M+H])

177 ((M+Na]")

193 ([M+K]"

273

367

372

399
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Praparation von CHCA auf AnchorChip™ Target (Thin Layer Methode) fir
Messung mit hoher Massengenauigkeit

Zunachst wird eine Dunnschicht (,Thin Layer®) von CHCA hergestellt, indem
einige Mikroliter CHCA-L6sung (gesattigt in EtOH/Aceton, 1/1) Uber eine
Anchor-Reihe des schrag gehaltenen Targets flieRen gelassen werden. Auf
diese Spots wird nun je 1 pL Probenlésung gegeben und nach Trocknen am
MALDI-TOF-MS vermessen.

5.3.5 Interne und externe Kalibrierung

Fir die interne und externe Kalibrierung wird eine Kalibrierlosung aus den fiinf
Arzneistoffen Bamipin, Coffein, Etophyllin, Pyrimethamin und Phenylbutazon
verwendet. Um ein gleichmaRiges Signal aller Kalibranten zu erhalten, wird eine
Losung mit folgender Zusammensetzung in TA (Acetonitril/H,0O, 1/2, viv, 0.1 %
TFA) gewahlt:

Kalibrant C [ug/mL] | Monoisotopische Masse [M+H]"
Coffein 270.25 195.088220

Etophyllin 235.75 225.098790

Pyrimethamin 49.5 249.090699

Baminpin 20.72 281.201779

Phenylbutazon 238.75 309.16032

Bei interner Kalibrierung wird die Konzentration der Kalibrierlosung an die der
Probenlésung angepasst, bis eine vergleichbare Intensitat der

Kalibriersubstanzen und der zu kalibrierenden Substanz vorliegt.
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5.3.6 MALDI-TOF-Methode

Die Optimierung der Parameter flr die Messung von Nucleosiden am MALDI-
TOF-MS ergab folgende Parameter:

Parameter Optimierter Wert
Massenbereich 50-1000 Da
Mode Positiv

N»-Druck 2000 mbar

Spannung lon Source 1 19 kv
Spannung lon Source 2 16.8 kv

Linsenspannung 8.7 kV
Reflektorspannung 20 kV
Pulsed lon Extraction 40 ns

5.3.7 PSD-Methode

Fur die Aufnahme von PSD-Spektren zur Fragmentierung von Nucleosiden
wurde eine Methode mit den in Tabelle 25 aufgefiuihrten Parametern verwendet.

Tabelle 25: Parameter der PSD-Methode

Segment ﬁ(f;]'ektors’pa””“”g Ref. Det. Gain | 257 [Lki(‘;enspannung
1 19.00 6.0 20 8.5
2 1757 10.0 30 85
3 15.20 10.0 30 8.5
4 12.45 10.0 30 85
5 10.08 10.0 30 8.5
6 8.16 15.0 30 8.5
7 6.60 15.0 30 8.5
8 5.46 15.0 40 8.5
9 4.33 15.0 40 8.5

In jedem Segment werden 200 bis 500 Laserschiisse aufaddiert, bis eine

ausreichende Signalintensitat erreicht ist.




5 Material und Methoden 165

5.3.8 Messung von Standardnucleosiden

Es wurden Nucleosidlésungen mit Konzentration von ca. 1 mg/mL in 0.1 % TFA
bzw. 1 % TFA angesetzt und aus diesen Stammlésungen alle weiteren
Ldsungen hergestellt. Die untersuchten Standardnucleoside waren: Adenosin,
1-Methyladenosin, N6-Methyladenosin, MTA, Cytidin, Inosin, Guanosin, Uridin,

Pseudouridin und Xanthosin (alle von Sigma-Aldrich (Steinheim)).

5.3.9 Messung von Nucleosiden aus Urinproben

5.3.9.1 Probenvorbereitung

Die Nucleoside werden nach 3.1.1 aus den Urinproben extrahiert. Diese

Aufreinigung erfolgte durch Frau Kahina Meziane und Herrn Dr. Fabian Klaus.

5.3.9.2 HPLC-Trennung und Fraktionierung von Nucleosiden aus Urin

Die Trennung der Nucleoside erfolgt gemafR 3.2. Es werden 30 pL der
Extraktldsungen in die HPLC injiziert. Im Anschluss an die Trennung werden die
einzelnen Peaks in Fraktionen gesammelt, diese lyophilisiert und in je 10 pL
0.1 % FA aufgenommen.

5.3.9.3 MALDI-TOF-Messung

Die einzelnen Peakfraktionen werden mit den unter 5.3.4 beschriebenen

Praparationstechniken am MALDI-TOF-MS vermessen.
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5.4  Spritzenpumpeninjektionen von Nucleinbasen und

Nucleosiden an der lonenfalle

5.4.1 Chemikalien

- Methanol hypergrade Merck (Darmstadt)

- Bidest. Wasser aus hausinterner Destillationsanlage

- untersuchte Nucleinbasen: alle von Fluka (Buchs, Schweiz)
Adenin, Cytosin, Guanin, Uracil, Hypoxanthin und Xanthin

- untersuchte Standardnucleoside:

Adenosin, 1-Methyladenosin, N6-Methyladenosin, MTA, N6,N6-Dimethyl-
adenosin, Cytidin, 5-Methylcytidin, N4-Acetylcytidin, Inosin, 1-Methylinosin,
7-Methylinosin, Guanosin, 1-Methyguanosin, N2-Methylguanosin,
7-Methylguanosin, Uridin, 3-Methyluridin, 5-Methyluridin, Xanthosin

alle von Sigma-Aldrich (Steinheim)

N2,N2-Dimethylguanosin von Biolog (Bremen)

542 Gerat

lonenfallen-MS: Esquire HCT mit Elektrospray (ESI)-Quelle (Bruker,

Bremen)
Spritzenpumpe: 74900 Serie (Cole Parmer, lllinois, USA)
Software: Bruker Esquire Control 5.1

Bruker Data Analysis 3.1

5.4.3 MS-Parameter

Die optimierten Parameter fiur die einzelnen Nucleinbasen und Nucleoside
zeigen Tabelle 26 bis Tabelle 30.



5 Material und Methoden 167
Tabelle 26: Parameter der Spritzenpumpeninjektionen fur die untersuchten Nucleinbasen
Guanin | Hypoxanthin | Adenin | Cytosin | Uracil Xanthin
Capillary [V] -5000 -5000 -5000 -5000 -5000 -5000
End plate offset [V] -500 -500 -500 -500 -500 -500
Nebulizer [psi] 30 30 30 30 30 30
Dry Gas [I/min] 7 7 7 7 7 7
Temperatur [°C] 325 325 325 325 325 325
Skimmer [V] 40 40 30 64 40 60
Cap Exit [V] 160 100 135 140 120 124
Oct 1[V] 10-16 12 7 6 7.5 10
Oct 2 [V] 1 15 1 1.2 1 11
Trap Drive [V] 30 60 55 45 75 57
Oct RF [Vpp] 50-100 6080 50 50 100 100
Lens 1[V] -5 -5 -5 -5 -5 -5
Lens 2 [V] -60 -60 -60 -60 -60 -60
Tabelle 27: Parameter der Spritzenpumpeninjektionen fur Nucleoside, a
A C U G I X
Capillary [V] -5000 -5000 -5000 -5000 -4000 -5000
End plate offset [V] -500 -500 -500 -500 -500 -500
Nebulizer [psi] 30 30 30 25 25 25
Dry Gas [I/min] 7 7 7 7 7 7
Temperatur [°C] 325 325 325 325 325 325
Skimmer [V] 46 35 15 25 10 22
Cap Exit [V] 130 125 50 60-100 75 50-100
Oct 1[V] 6 7.5 4.76 7,5 6,5 7.5
Oct 2 [V] 14 3.2 15 1,7 1,7 1,7
Trap Drive [V] 34 45 33.8 35 32 36
Oct RF [Vpp] 60 105 50 50-100 110 125
Lens 1 [V] -5 -5 -5 -5 -5 -5
Lens 2 [V] -60 -60 -60 -60 -60 -60
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Tabelle 28: Parameter der Spritzenpumpeninjektionen fiir Nucleoside, b

ac4C m5C m7G MTA MCA
Capillary [V] -5000 -5000 -5000 -4000 -5000
End plate offset [V] -500 -500 -500 -500 -500
Nebulizer [psi] 25 25 25 20 25
Dry Gas [I/min] 7 7 7 7 7
Temperatur [°C] 325 325 325 330 325
Skimmer [V] 35 30 30 35 35
Cap Exit [V] 100 75 140 90 135
Oct 1[V] 8 6 8 67 8
Oct 2 [V] 1.7 2.0 1.4 2.5 1.7
Trap Drive [V] 37 34 40 35 40
Oct RF [Vpp] 100 75 110 110 100
Lens 1 [V] -5 -5 -5 -5 -5
Lens 2 [V] -60 -60 -60 -60 -60

Tabelle 29: Parameter der Spritzenpumpeninjektionen fur Nucleoside, ¢

m1A mBA m1G m2G m?,G
Capillary [V] -5000 -5000 -5000 -5000 -4500
End plate offset [V] -500 -500 -500 -500 -500
Nebulizer [psi] 25 25 30 30 10
Dry Gas [I/min] 7 7 9 9 4
Temperatur [°C] 325 325 330 330 325
Skimmer [V] 40 25 35 35 20
Cap Exit [V] 75 140 75 75 110
Oct 1[V] 12 8 5 5 9
Oct 2 [V] 1.7 2.3 1.3 1.3 2.0
Trap Drive [V] 35.7 37 35 35 35
Oct RF [Vpp] 110 110 175 175 100
Lens 1[V] -5 -5 -5 -5 -5
Lens 2 [V] -60 -60 -60 -60 -60
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Tabelle 30: Parameter der Spritzenpumpeninjektionen fir Nucleoside, d

m5U v m3U m1l m7I
Capillary [V] -5000 -4500 -4000 -5000 -5000
End plate offset [V] -500 -500 -500 -500 -500
Nebulizer [psi] 25 30 25 25 25
Dry Gas [I/min] 7 9 7 7 7
Temperatur [°C] 325 330 325 325 325
Skimmer [V] 40 40 10 44 40
Cap Exit [V] 75 109.4 75 130 75
Oct 1[V] 7 12 6,5 18 7.5
Oct 2 [V] 2.0 1.7 1,7 1.0 1.7
Trap Drive [V] 34 35.4 32 40 35
Oct RF [Vpp] 75 141.4 110 100 125
Lens 1[V] -5 -5 -5 -5 -5
Lens 2 [V] -60 -60 -60 -60 -60

5.4.4 Messung

Die Nucleosidldsungen werden mittels Spritzenpumpe bei einer Flussrate von

240 pL/h in die lonenfalle injiziert und manuell MS- und MS"-Spektren

aufgenommen. Fir die MS"-Spektren wird die Fragmentierungsamplitude

(geratespezifische Einheit) ausgehend von 0.8 langsam erhdht,

Fragmentierung vollstandig ist.

bis die
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55 Auto-LC-MS3-Methode zur Identifizierung von

Nucleosiden aus Urin

5.5.1 Chemikalien

- Methanol, HPLC gradient grade Merck (Darmstadt)

- Ameisensaure, zur Analyse Merck (Darmstadt)

- Bidest. Wasser aus hausinterner Anlage

5.5.2 Gerate

HPLC System:

lonenfallen-MS:

Software:

5.5.3 Saule

HPLC 1100 von Agilent (Waldbronn),

bestehend aus Vakuum Degaser (G 1379 A), quaternarer
Pumpe (G 1376 A), thermostatisiertem Autosampler (G
1330 A und G 1313 A), Saulenofen (G 1316 A) und DAD
Detektor (G 1315 B)

Esquire HCT von Bruker (Bremen) mit Elektrospray (ESI)-
Quelle

Bruker Esquire Control 5.1

Bruker Data Analysis 3.1

LiChroCART Superspher® 100 RP 18 e, 2x150 mm, 4 pm, Merck (Darmstadt)

5.5.4 HPLC-Methode

Die Trennung der Nucleoside erfolgt nach der unter 3.3.1 beschriebenen

Methode. Es werden je 15 pL der Lésungen in die HPLC injiziert.
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555 MS-Parameter

Die optimierten Parameter fur die lonenfallendetektion von Nucleosiden sind in

Tabelle 31 zusammengestellt.

Tabelle 31: MS-Parameter der auto-LC-MS*-Methode

Segment | Segment | Segment | Segment | Segment | Segment
1 2 3 4 5 6
Polarity Positive
Smart Target 150000
Max Accu Time 15 ms
Scanbereich 50-500
Averages 3
Tune Standgrd-enhanped mode, capillary: -5 kV, End plate offset: -500 V
Nebulizer: 25 psi, Dry Gas: 7.0 L/min, Dry Temp.: 325 °C
Skimmer- 25 40 15 25 25 40
spannung [V]
Cap Exit 75 110 65 60 80 113.3
Oct 1 DC 6.5 12 6.5 6.5 7.0 12.0
Oct 2 DC 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7
Trap Drive 35.7 36.7 35 36 41 39.2
Oct RF 110 144.4 110 110 125 152.4
Lens 1 -5.0
Lens 2 -60.0
Auto MS3 Threshold abs.: 20000, Threshold rel.: 10 %

Fragmentation Amplitude: 0.8

Massenbereich 240-300 240-420
Advanced Isolation width: 4
244, 245, 283, 286, | 282, 298,
271, 282, | 259, 269, | 259, 285,
Pref. Masses 247, 255, 298, 268, | 312, 326,
284,298 | 271,284 | 268, 293
258 384 413, 398
Auto MS (n>2) | Threshold abs.: 300, Threshold rel.: 10 %,
Fragmentation Amplitude: 2.0
Precursor lons 1 1 1 2 1 1

Fragmentation

Cut-Off: 40 %, Smart Fragmentation: 30-200 %
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5.6 Nano-ESI-Messungen von Nucleosiden aus Urin am

Triple-Quadrupol

5.6.1 Gerate und Materialien

HPLC-UV-MS (triple-Quadrupol): Surveyor MS-Pumpe, Surveyor
Autosampler, Surveyor PDA-Detektor,
TSQ Quantum Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer mit nano-ESI-
Quelle, Thermo Electron (San José,
USA)

Nano-ESI-Nadeln (New Obijective)

Geloader Pipettenspitzen (Eppendorf)

5.6.2 Methodenparameter

Je 2 pL der wie unter 5.3.9.2 beschrieben gewonnenen Peakfraktionen werden
mittels Geloader Pipettenspitzen in die nano-ESI-Nadeln Uberfuhrt. Die Nadel
wird in die Halterungsvorrichtung der nano-ESI-Quelle eingesetzt und die
Flissigkeit mittels einer Spritze bis in die Spitze der Nadel gedriickt. Die Nadel
wird mit Hilfe einer Kamera zur VergréR3erung in einigen Millimetern Entfernung
zentral vor dem Orifice platziert. Die Temperatur der lonentransferkapillare
betragt 250 °C, die Messung erfolgt im positiven Elektrospray-Modus. Fr die
Messung wird die Spray-Spannung ausgehend von 100 V langsam erhdht, bis
sich ein stabiles Signal ergibt. Fur die Aufnahme von MS-Fullscan-Spektren
wird Q3 mit einer Peak Width von 0.7 benutzt.

Anschlieend wird ein Constant Neutral Loss Spektrum von 132 u
aufgenommen. Die hier auftretenden Massenpeaks werden im MS/MS-Schritt

fragmentiert. Der Kollisionsgasdruck (Argone) betragt 1.0 mTorr.
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5.7 HPLC-MS-Methode zur Messung von Nucleosiden in

Urinproben und bioinformatische Auswertung

5.7.1 Chemikalien

- Affigel 601 Biorad (Bremen)

- Methanol, HPLC hypergrade Merck (Darmstadt)
- Ammoniumacetat, zur Analyse Merck (Darmstadt)
- Ammoniak, 25 %, zur Analyse Merck (Darmstadt)
- Ameisensaure, zur Analyse Merck (Darmstadt)

- Demineralisiertes Millipore-Wasser
- Bidest. Wasser aus hausinterner Destillationsanlage

- Ammoniumformiat, zur Analyse Merck (Darmstadt)

57.2 Gerate

HPLC System: HPLC 1100 von Agilent (Waldbronn)

bestehend aus Vakuum Degaser (G 1379 A), quaternarer
Pumpe (G 1376 A), thermostatisiertem Autosampler (G
1330 A und G 1313 A), Saulenofen (G 1316 A) und DAD
Detektor (G 1315 B)

lonenfallen-MS: Esquire HCT von Bruker (Bremen) mit Elektrospray (ESI)-
Quelle

Software: Bruker Esquire Control 5.1

Bruker Data Analysis 3.1
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5.7.3 Saule

LiChroCART Superspher® 100 RP 18 e, 2x150 mm, 4 pm, Merck (Darmstadt)
mit Vorsaule LiChroCART Superspher® 100 RP 18 e, 2x10 mm, 4 pm

5.7.4 HPLC-Methode

Die Trennung der Nucleoside erfolgt mittels eines FlieBmittelgradienten aus
5 mM Ammoniumformiatpuffer, pH 5.0 (A) und Methanol/Wasser (3/2, v/v),
0.1 % TFA (B). Das Injektionsvolumen betrdgt 15 pL. Die Flussrate betragt
125 pL/min bei folgendem Gradienten:

t[min] | A[%] | B[%]
0 99 1
30 85 15
40 40 60
50 99
55 99

5.7.5 MS-Methode

Die optimierten Parameter fur die massenspektrometrische Detektion der

Nucleoside an der lonenfalle sind in Tabelle 32 zusammengefasst.
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Tabelle 32: MS-Parameter der LC-MS-Methode

Parameter Optimierter Wert
Capillary Voltage 5 kv

End Plate Offset -500 V
Nebulizer 35 psi

Dry Gas (Ny) 7.00 L/min
Dry Temperature 325 °C
Capillary Exit 75V
Skimmer 15V
Octopol 1 75V
Octopol 2 1.7V
Octopol RF Amplitude | 110 Vpp
Trap Drive 35.7V
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