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Erlauterungen

e Alle Aminosduren werden in der vorliegenden Arbeit durchgehend mit dem
Dreibuchstabencode benannt. Die als interne Standards verwendeten, stabil-
isotopenmarkierten Aminosiduren werden unter Voranstellung der Abkiirzung
ithrer Isotopenmarkierung ebenfalls mit dem Dreibuchstabencode der entspre-
chenden Aminosdure benannt. Zur besseren Lesbarkeit werden auch fiir nicht-
proteinogene Aminosduren und andere weitere Analysensubstanzen die
gebriauchlichen Abkiirzungen verwendet. Alle verwendeten Abkiirzungen sind

im Abkiirzungsverzeichnis zusammengefasst.

e Dezimalzahlen werden aus Griinden der besseren Lesbarkeit in vorliegender

Arbeit mit Punkten anstatt der im Deutschen iiblichen Kommata dargestellt.

e Die im Abschnitt C aufgefithrte Strukturmatrix gibt einen strukturellen

Uberblick iiber die verwendeten Substanzen.

e Die abgebildeten Chromatogramme und Spektren wurden unter Verwendung

der originalen Rohdaten erstellt.

e Gesetzlich geschiitzte eingetragene Warenzeichen sind im Text mit dem Zusatz

® bzw. ™ versehen.
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Das Ziel vorliegender Arbeit war die Entwicklung einer HPLC-MS(/MS)-Methode,
die im Rahmen der pharmazeutischen Qualititskontrolle zur direkten Quantifizierung
von Aminosduren (AS) in Infusionslosungen angewendet werden kann. Die Zielset-
zung schloss eine Validierung innerhalb der fiir die Zweckbestimmung vorgesehenen

Grenzen ein.

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurde das ESI-MS/MS-Fragmentierungs-
muster von 21 Aminosduren, von 20 stabil-isotopenmarkierten Aminoséduren, die als
interne Standards verwendet wurden, sowie von einigen weiteren Substanzen
bestimmt. Nach Kenntnis von Precursor- und Produktionen erstellte man eine SRM-
Methode zur spezifischen MS/MS-Analyse. Dabei wurden durch das jeweilige Frag-
mentierungsmuster bedingte Interferenzen bei den zu untersuchenden Aminosduren

bestimmt, die bei der zu erarbeitenden HPLC-MS-Methode beachtet werden mussten.

Die Methodenentwicklung zur HPLC-MS-Analytik von underivatisierten AS umfasste
mit der RP-HPLC unter Verwendung eines lonenpaarreagenzes (IP) und der
hydrophilen Interaktionschromatographie (HILIC) zwei verschiedene chromatographi-
sche Ansdtze. Bei der Anwendung der RP-HPLC ergaben sich Probleme. Die
Verwendung eines [P, im vorliegenden Fall TDFHA (Tridecafluorheptansiure), fiihrte
zu langen Equilibrierungs-, Re-Equilibrierungs- und Spiilzeiten und damit bei zwar
relativ kurzer HPLC-Laufzeit zu einem aber insgesamt hohen Zeitaufwand. Gleich-
zeitig war die LC-MS-Anlage auf diese Anwendung fixiert, da das lonenpaarreagenz
das Gerét stark verschmutzte und dadurch andere Analysen erheblich storte. Zudem
waren die Retentionszeiten der Analyten trotz langer Equilibrierungszeiten schlecht
reproduzierbar, so dass eine solche Methode im Rahmen der pharmazeutischen
Qualitétskontrolle schwer validierbar wére. Weiterfilhrende Untersuchungen erfolgten

daher nicht.

In nachfolgenden Studien mit der HILIC wurden verschiedene Einflussparameter
(Anteil organischer Phase im FlieBmittel, pH-Wert des FlieBmittels, Temperatur der

Sdule, Pufferkonzentration im FlieBmittel, Gradientenelution) auf die Trennung der
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AS an einer ZIC®-HILIC-S4ule untersucht. Durch Optimierung der Parameter wurde
so eine HILIC-HPLC-Methode entwickelt, bei der 21 AS und 20 ihrer isotopen-
markierten Referenz-AS innerhalb von 20 min eluierten. Diejenigen AS, bei denen im
Rahmen der Fragmentierungsstudien Interferenzen aufgrund gleicher bzw. dhnlicher
Massen der Precursor- bzw. Produktionen aufgetreten waren, wurden chroma-
tographisch getrennt. Gleichzeitig hat sich die SIM-Analyse als anwendbar erwiesen.
Die Anwendung des spezifischeren SRM-Modus und damit der Tandem-

Massenspektrometrie war nicht erforderlich.

Im Rahmen der nachfolgenden Studien zur Validierung ergab sich, dass die
entwickelte Methode iiber einen weiten Bereich eine lineare Abhdngigkeit zwischen
Konzentrations- und Messwerten zeigte. Fiir drei der 21 AS (NAcCys, NAcTyr, Pro)
wurde die quadratische Regression mit dem Anpassungstest nach Mandel als geeig-

neteres Regressionsmodell ermittelt.

Bei Untersuchungen zur Wiederfindung wurde ein Einfluss der Matrix-Losung der
Infusionslosung festgestellt, der zu Abweichungen hinsichtlich des Quotienten
Areaps/ Areays fiihrte, so dass eine Quantifizierung innerhalb der geforderten Grenzen
bei Kalibrierung iiber reine Standardldsungen nicht mdoglich war. Die Validierung
wurde daher nachfolgend in der Matrixlésung durchgefiihrt. Dabei wurde gezeigt, dass
mit der entwickelten HILIC-HPLC-MS-Methode Aminosduren in Infusionsldosungen
mit hoher Prédzision und Richtigkeit bestimmt werden koénnen. Neun der 21
untersuchten AS konnten im Bereich von 30% - 350%, zehn weitere im Bereich von
50% -350% innerhalb der zur Gehaltsbestimmung von pharmazeutischen
Formulierungen vorgeschriebenen Grenzen (Wiederfindung Einzelbestimmung: 98% -
102.0%, Mittelwert einer Dreifachbestimmung: 98.5% — 101.5%) quantifiziert
werden. Fiir His und Phe gelang allerdings keine Quantifizierung innerhalb der
Akzeptanzkriterien, wobei der Grund hierfiir in weiteren Studien gekldrt werden

miisste.
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Mit der entwickelten Methode ist damit eine gleichzeitige Quantifizierung
verschiedener AS-Infusionslosungsformulierungen mdglich, die sich bei gleicher
Matrix in der Konzentration an AS unterscheiden. Beispielsweise seien hier die
Formulierungen ,,Aminoplasmal® E 5%/ 10% /15%" genannt, die mit der validierten
Methode erfassbar sind. Die Probenvorbereitung beschrénkt sich dabei auf den Zusatz
der IS-Formulierung zur Infusionslésung und einen Verdiinnungsschritt. Die Quanti-
fizierung erfolgt liber eine 5-Punkt-Kalibriergerade, die aus einer AS- und IS-
Standardmischung, nach Zusatz der einfach herzustellenden Elektrolyt-Matrix, erstellt
wird. Die Analysenzeit der HPLC-MS-Methode betrigt einschlieBlich Equilibrie-
rungszeit 35 min und ist damit deutlich kiirzer als die 120 min, die bei der nach wie
vor zur AS-Analytik allgemein gebrduchlichen Ionenaustauschchromatographie mit

Ninhydrin-Nachsédulenderivatisierung anzusetzen sind.
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The aim of this study was to develop an HPLC-MS(/MS) method to be used within
pharmaceutical quality control for the direct quantitation of amino acids (AS) in
infusion solutions. The validation within the limits of the intended purpose was part of
the objective.

In the course of the method development the ESI-MS/MS fragmentation pattern of 21
amino acids, 20 stable isotope labelled amino acids, which were used as internal
standards, and some further substances were determined. By knowing precursor- and
product ions a SRM-method for specific MS/MS analysis was created. Interferences
due to the respective fragmentation pattern within the analytes were detected, which

had to be considered during the following HPLC-MS method development.

The HPLC-MS method development for the analysis of underivatized AS comprised
two different approaches: the RP-HPLC using an ion-pair reagent (IP) und the
hydrophilic interaction chromatography (HILIC). Problems occurred using the RP-
HPLC. Due to the IP, in this study TDFHA (tridecafluoroheptanoic acid), long
equilibration-, re-equilibration and rinsing-times were necessary so that this method is
very time consuming despite short HPLC run times. Because of the contamination
with TDFHA the use of the LC-MS system was limited. Furthermore, despite long
equilibration times, retention times of the analytes were poorly reproducible. A
validation of the method within the requirements of the pharmaceutical quality control

would be therefore hardly to perform. Thus, further studies were not carried out.

The following studies were focused on HILIC. Different parameters (percentage of
organic solvent in the eluent, pH of the eluent, column temperature, buffer
concentration in the eluent, gradient elution) were checked concerning their effects on
the separation of AS on a ZIC®-HILIC column. By optimizing the parameters, a
HILIC-HPLC method was developed, by which 21 AS and 20 of their stable labelled
isotopes were eluted within 20 min. All AS, which interfered with other AS due to
their fragmentation pattern, were chromatographically separated. Moreover, the SIM
mode was found to be suitable for the separation of AS, thus avoiding SRM mode and

tandem mass spectrometry.
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During the validation studies the HILIC-HPLC-MS method showed linear relation
between AS-concentration and measured value over a wide range. Linearity was tested
with the Mandel test revealing better fit by quadratic regression for three of 21 AS
(NAcCys, NAcTyr and Pro).

Recovery studies showed an influence of the matrix of the infusion solution, which led
to deviations in the quotients areaas/ areais. As a result, quantitation by calibration
with pure AS standard solutions was not possible within the given limits. Thus,
validation was performed with matrix solution.

Thereby it was shown that with the developed HPLC-MS method AS could be deter-
mined in infusion solutions with high precision and accuracy. Nine of 21 AS were
quantified in the range of 30%-350%, ten AS in the range of 50%-350% within the
given requirements of pharmaceutical quality control (individual recovery value: 98%
-102.0%, mean recovery value (threefold determination): 98.5% — 101.5%). His and
Phe could not be quantified within the acceptance criteria; the reason for this would

have to be found out in further studies.

With the developed method the simultaneous quantitation of different AS infusion
solutions, which differ in analytes concentrations with constant matrix concentration,
can be realized. For instance, the formulations ,,Aminoplasmal® E 5% /10% /15%"
can be mentioned, which could be determined by using the validated method. Sample
preparation is fast and simple, consisting in addition of IS-formulation to the infusion
solution and a single dilution step. Quantitation is performed by external standard
calibration; the 5-point-regression-line is made by analyzing AS- and IS-standard
solution after adding the electrolyte matrix solution, which is easily to produce.
HPLC-MS analysis time is 35 min (including equilibration time), thus considerably
shorter than the approximately 120 min required with the still common AS analytical

method (ion exchange chromatography with postcolumn ninhydrin derivatization).
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Die Analytik von Aminosduren (AS) nimmt aufgrund der vielféltigen Bedeutung der

Aminosduren eine besondere Stellung ein.

Als Bausteine von Peptiden und Proteinen kann nach Hydrolyse anhand der
Bestimmung von AS deren quantitative Zusammensetzung ermittelt sowie nach
entsprechendem Abbau auch die Primérstruktur des Proteins bestimmt werden, was
u.a. in der Bioanalytik von Bedeutung ist. Die Untersuchung der freien AS in physio-
logischen Fliissigkeiten spielt in der klinischen Diagnostik eine Rolle, wobei
Stoffwechselprozesse verfolgt und (Stoffwechsel-) Krankheiten identifiziert werden
konnen. Als Beispiel sei hier der Nachweis der Phenylketonurie oder der Ahorn-
sirupkrankheit genannt. Auch im Bereich der Lebensmittelanalytik werden zur
Beantwortung spezifischer Fragestellungen AS sowohl als Bestandteile der Protein-
fraktion als auch als freie AS untersucht. Nicht zuletzt ist die AS-Analytik in
bestimmten Fillen auch im Rahmen der pharmazeutischen Qualititskontrolle von
enormer Wichtigkeit, wenn AS als Bestandteile bzw. Wirkstoffe von Arzneimitteln

quantifiziert werden.

Aufgrund der verschiedenen Anwendungsgebiete mit den jeweiligen spezifischen
Anforderungen an die Analysenmethode sind unzdhlige Verfahren zur Quantifizierung
von AS publiziert. Als Standard gilt jedoch nach wie vor die von Moore und Stein in
den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts eingefiihrte und stindig verbesserte,
automatisierte lonenaustauschchromatographie (IEC) mit UV-Detektion nach Nin-
hydrinderivatisierung (Moore et al. 1958b). Weitere Analysenmethoden erfassen AS
per HPLC, entweder mit Vor- oder Nachsdulenderivatisierung und UV- bzw.

Fluoreszenz-Detektion. Auch GC- und CE-Methoden sind verdffentlicht.

In der vorliegenden Arbeit war eine Methode zu entwickeln, mit der AS in Infusions-
l6sungen mittels LC-MS(/MS) quantifiziert werden kdnnen. Dabei sollen gegeniiber
anderen, schon bekannten Methoden, insbesondere im Vergleich zur klassischen
Ionenaustauschchromatographie, einige Vorteile erreicht werden. Die AS sollen

direkt, d.h. ohne Derivatisierungsschritt (mit den damit verbundenen Schwierigkeiten
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wie unvollstindige Derivatisierung, instabile Reagenzien u.a.) bestimmt werden.
Zudem soll die Analysenzeit, die in der IEC fiir eine vollstindige Aminosduren-
untersuchung iiblicherweise mehr als 120 min betrdgt, deutlich verringert werden, um
damit einen hdheren Probendurchsatz zu ermoglichen. Die Methode muss dariiber
hinaus zur Anwendung in der pharmazeutischen Qualititskontrolle geeignet sein. Dies
bedingt eine sorgfiltige Validierung unter Zugrundelegung der fiir pharmazeutische

Priifverfahren vorgegebenen Akzeptanzkriterien.

Nachfolgend werden nach einem Einblick in den aktuellen Kenntnisstand die
Resultate der HPLC-MS-Methodenentwicklung sowie die Ergebnisse der Validierung

der entwickelten Methode vorgestellt.
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1 Aminosauren

1.1 Einteilung und physikalisch-chemische Eigenschaften

Aminosduren (AS) sind organische Verbindungen, die mindestens eine Aminogruppe
und eine Carboxylgruppe im Molekiil enthalten. Alle 20 proteinogenen AS, also die-
jenigen AS, welche Bausteine der Proteine sind, sind o-Aminosduren. Sie tragen
Amino- und Carboxylgruppe am selben C-Atom, dem o-C-Atom, und unterscheiden
sich durch ihre Seitengruppe (-R), die durch Struktur, GroBe und elektrische Ladung
die spezifischen Eigenschaften der jeweiligen AS bestimmt (Loffler 2007).

Die Grundstruktur der a-Aminosduren ist in Abbildung A 1-1 dargestellt. Eine Aus-

nahme bildet Prolin, welches eine zyklische Aminosdure darstellt.

COO’
.
H3N+H
R

Abbildung A 1-1: Allgemeine Grundstruktur der a-Aminosiuren. Dargestellt ist die
Betainstruktur, in der die AS am isoelektrischen Punkt vorliegen.

Die Strukturformeln der o-Aminosduren sowie weiterer, in vorliegender Arbeit

verwendeter Aminosduren sind in der Strukturmatrix (Kapitel C 1) dargestellt.

Aufgrund der Seitenkette stellt das a-C-Atom bei allen AS mit Ausnahme von Glycin,
das als Seitengruppe lediglich ein H-Atom trédgt, ein chirales Zentrum dar, so dass
zwel Enantiomere existieren.

Fiir AS ist das D- und L-System nach Fischer zur Bestimmung der Konfiguration
gebriuchlich (vgl. Abbildung A 1-2).
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COO COO
+
H3N+—~—H H—\—NH3
CH, CH,

Abbildung A 1-2: Stereoisomerie bei a-Aminosiuren am Beispiel von Alanin. Dargestellt
sind L-Alanin (links) und D-Alanin (rechts) in der Fischer-Projektion.

Alle proteinogenen sowie die meisten anderen natiirlichen AS sind L-Isomere. D-
Isomere existieren nur in wenigen Biomolekiilen wie z.B. in Peptiden von Bakterien
oder entstehen bei der nicht stereoselektiven chemischen Synthese. Bezogen auf die
absolute Konfiguration nach Cahn-Ingold-Prelog sind alle proteinogenen AS am a-C-
Atom (S)-konfiguriert, lediglich Cystein besitzt aufgrund der héheren Prioritdt seiner
Thiolgruppe die (R)-Konfiguration.

Bezeichnet werden die Aminosduren ublicherweise mit ihren Trivialnamen, die oft
von ihrem ,,Fundort” (z.B. Asparagin nach erster Isolation aus Spargel, lat. Asparagus
officinalis) oder aus ihren FEigenschaften (z.B. Glycin aufgrund seines siilen
Geschmacks von gr. glykos: sii}) abgeleitet wurden. Fiir die 20 proteinogenen AS hat
sich die Verwendung des Drei-Buchstaben-Codes als Abkiirzung bewéhrt. Daneben
existiert auch der Ein-Buchstaben-Code, der vor allem bei der Darstellung von AS-

Sequenzen gebrauchlich ist (Jakubke und Jeschkeit 1982).

Die unterschiedlichen Seitenketten der AS bestimmen wie erwdhnt deren Eigen-
schaften, so dass AS auch anhand ihrer Seitenketten klassifiziert werden konnen.
Unpolare (hydrophobe) aliphatische Seitenketten finden sich bei Glycin, Alanin,
Prolin, Valin, Leucin und Isoleucin. Auch die schwefelhaltige AS Methionin wird
aufgrund der Thioether-Funktion der Seitenkette dieser Gruppe zugerechnet. Phenyl-
alanin, Tryptophan und Tyrosin sind mit ihren aromatischen Seitenketten ebenfalls
relativ unpolar, wobei Tyrosin und Tryptophan durch ihre Hydroxylgruppe bzw. das
Stickstoffatom im Indolring wesentlich polarer sind als Phenylalanin. Polare ungela-

dene Seitenketten tragen aufgrund ihrer Hydroxyl-, Thiol- bzw. Amidfunktion die AS
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Serin, Threonin, Cystein, Asparagin und Glutamin. Hydrophil sind die geladenen
Seitenketten, welche bei den sauren AS Asparaginsdure und Glutaminsiure (negativ
geladen) sowie bei den basischen AS Arginin, Histidin und Lysin (positiv geladen)
vorhanden sind (Nelson und Cox 2009).

Bei der Beschreibung von AS als ,,unpolar® ist zu beachten, dass es sich dabei nur um
eine FEinteilung hinsichtlich der Polaritdt innerhalb der Gruppe der AS handelt.
Grundsitzlich sind AS sehr polare Molekiile, was im Hinblick auf die Analytik von
Bedeutung ist.

Eine weitere Einteilung der AS ergibt sich aus der Féhigkeit des menschlichen
Korpers, AS biosynthetisch herzustellen. Sogenannte ,essentielle AS kann der
Korper nicht selbst synthetisieren, sie miissen mit der Nahrung zugefiihrt werden.
Acht der proteinogenen AS gelten iibereinstimmend als essentiell (Leu, Ile, Thr, Val,
Lys, Phe, Trp und Met). Ob His, welches fiir Sduglinge mit Sicherheit als essentiell
anzusehen ist, dies auch fiir Erwachsene ist, bleibt umstritten. Als ,,bedingt-essentiell*
gelten weitere AS, die bei ungeniigendem Angebot durch die Nahrung aus anderen AS
synthetisiert werden konnen (z.B. Tyr aus Phe). Allerdings konnen diese bei
verdnderten Stoffwechselbedingungen sowie in Wachstumsphasen essentiellen
Charakter annehmen. Fiir Sduglinge und Kleinkinder sind daher strenggenommen nur

die AS Ala, Asp, Glu und Ser nicht essentiell (Loffler 2007).

In Tabelle A 1-1 sind die Abkiirzungen, die Eigenschaften der Seitenkette und die

Essentiellitdt der 20 proteinogenen AS zusammengefasst.
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Tabelle A 1-1: Drei- und Ein-Buchstabencode, Eigenschaften der Seitenkette und
Essentiellitiit der 20 proteinogenen AS.

Aminosiure Drei- Ein- Eigenschaft essentiell
Buchstaben- Buchstaben- Seitenkette
Code Code
Alanin Ala A unpolar ungeladen nein
Arginin Arg R positiv geladen bedingt
Asparagin Asn N polar ungeladen bedingt
Asparaginséure Asp D negativ geladen nein
Cystein Cys C polar ungeladen bedingt
Glutamin Gln P polar ungeladen bedingt
Glutaminséure Glu E negativ geladen nein
Glycin Gly G unpolar ungeladen bedingt
Histidin His H positiv geladen ja/nein'
Isoleucin Ile I unpolar ungeladen ja
Leucin Leu L unpolar ungeladen ja
Lysin Lys K positiv geladen ja
Methionin Met M unpolar ungeladen ja
Phenylalanin Phe F aromatisch ja
Prolin Pro P unpolar ungeladen bedingt
Serin Ser S polar ungeladen nein
Threonin Thr T polar ungeladen ja
Tryptophan Trp \% aromatisch ja
Tyrosin Tyr Y aromatisch bedingt
Valin Val A% unpolar ja

! Fiir His ist noch umstritten, ob es zu den essentiellen AS zu zéhlen ist.

Neben den 20 proteinogenen Standard-AS wurden in unterschiedlichen Geweben ca.
300 weitere AS nachgewiesen, die bestimmte Funktionen erfiillen, allerdings nicht alle
Bestandteile von Proteinen sind. Beispielhaft fiir seltenere AS seien an dieser Stelle
die durch nachtrigliche Modifikation von Standard-AS entstandenen AS 4-Hydroxy-
prolin (Bestandteil des Kollagens) und 6-N-Methyllysin (Bestandteil von Myosin)
genannt; weiter sind die Zwischenprodukte im Harnstoffzyklus Ornithin und Citrullin

zu nennen (Nelson und Cox 2009).
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Fiir die Analytik von AS spielen ferner die pKs-Werte und die damit verbundenen
isoelektrischen Punkte eine wichtige Rolle. Fiir massenspektrometrische Unter-

suchungen ist zudem die Kenntnis der molaren Masse der Substanzen von Bedeutung.

Eine Ubersicht iiber die relativen molaren Massen, die pKs-Werte sowie die
isoelektrischen Punkte (IEPs) wichtiger AS, fiir die in vorliegender Arbeit eine
Methode zur Quantifizierung mittels HPLC-ESI-MS-Analytik entwickelt werden soll,
ist in Tabelle A 1-2 dargestellt.

Tabelle A 1-2: Ubersicht iiber die relative molare Masse, die pKs-Werte sowie
isoelektrischen Punkte (IEPs) wichtiger AS nach Lehninger Biochemie (Nelson und Cox
2009). Die Werte fiir Orn sowie die acetylierten AS wurden anderen Quellen entnommen
(Blaschek und ReuB3 1999; SciFinderScholar 2007).

AS molare Masse pKs pKs pKs IEP
[g/mol] a-COOH a-NH; Seitengruppe
NAcCys 163.19 3.25 -0.91
NAcTyr 223.23 3.15 -0.83
Ala 89.09 2.34 9.69 6.02
Arg 174.20 2.17 9.04 12.48 (Guanidin) 11.50
Asn 132.12 2.02 8.80 5.41
Asp 133.10 1.88 9.60 3.65 (B-COOH) 2.77
Cys 121.15 1.96 10.28 8.18 (-SH) 5.02
Glu 147.13 2.19 9.67 4.25 (y-COOH) 3.22
Gly 75.07 2.34 9.6 5.97
His 155.16 1.82 9.17 6.00 (Imidazol) 7.50
Ile 131.17 2.36 9.68 5.94
Leu 131.17 2.36 9.60 5.98
Lys 146.19 2.18 8.95 10.53 (e-NH2) 9.59
Met 149.21 2.28 9.21 5.74
Orn 132.16 1.94 8.65 10.76 (6-NH2)
Phe 165.19 1.83 9.13 5.48
Pro 115.13 1.99 10.96 6.30
Ser 105.09 221 9.15 5.68
Thr 119.12 2.15 9.62 5.64
Trp 204.23 2.38 9.39 5.88
Tyr 181.19 2.20 9.11 10.07 (-OH) 5.65

Val 117.15 2.32 9.62 5.96
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1.2 Aminosiuren in Infusionslosungen

Bestimmte Krankheiten bzw. Zustinde erlauben es nicht, dass ein Patient oral bzw.
enteral ausreichend mit Néhrstoffen versorgt werden kann. Dann ist die parenterale
Erndhrung, also die Versorgung mit Néhrstoffen unter Umgehung des Verdauungs-
trakts, indiziert. Dazu werden die Néhrstoffe periphervenods oder zentralvends verab-
reicht, wobei als Substrate neben Aminosduren Kohlehydrate (Glucose), Lipide in
Fettemulsionen sowie Mikrondhrstoffe (Elektrolyte, Vitamine und Spurenelemente)
verwendet werden (Stein 2003).

Werden nur Teile des Néihrstoftbedarfs intravends zugefiihrt, spricht man von
partieller parenteraler Erndhrung, wihrend bei totaler parenteraler Erndhrung (TPE)
der gesamte Nahrstoffbedarf gedeckt wird. Indiziert ist die TPE bei schwerkranken
Patienten auf der Intensivstation nach 5-10 Tagen ohne addquate perorale bzw.
enterale Erndhrung sowie bei Patienten mit aufgrund starker Resektionen praktisch
fehlendem Magen-Darm-Trakt.

AS sind zur Aufrechterhaltung einer ausgeglichenen Stickstoffhomdostase essentieller
Bestandteil der TEP. Aus Griinden der Arzneimittelsicherheit werden sogenannte
,»All-in-One* (AIO) — Losungen bevorzugt, die als Gesamtndhrlosungen alle Nahr-
stoffe (Fett, Kohlehydrate, AS und Mikronidhrstoffe) enthalten. Daneben gibt es auch
Formulierungen, die nur AS enthalten, die bei der getrennten Infusion der Néhrstoffe
bzw. bei bestimmten Indikationen verabreicht werden. Man unterscheidet hierbei
Standardaminosdureldsungen und spezifisch adaptierte AS-Losungen, die bei Kontra-
indikation der Standardaminosdurelosungen wie Stoffwechselstorungen der AS
(Phenylketonurie, Ahornsirupkrankheit) sowie AS-Verwertungsstorungen (z.B.
schwere Leberfunktionsstdrungen) indiziert sind.

Generell bestehen die AS-Ldsungen aus den essentiellen und nicht-essentiellen AS,
wobei aufgrund technologischer Schwierigkeiten (geringe Loslichkeit von Tyr und
Cys, geringe Stabilitidt von Gln) keine der kommerziell erhiltlichen Infusionslosungen
hinsichtlich ihrer Zusammensetzung optimal formuliert sind. Neuerdings sind daher

Formulierungen verfligbar, welche die problematischen AS in Form der besser
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l16slichen Dipeptide oder acetylierten AS enthalten (Imoberdorf et al. 2003; Stein et al.
2007).

Tabelle A 1-3 informiert iiber die Zusammensetzung einiger in Deutschland
kommerziell erhéltlicher, reiner AS-Infusionslosungen. Neben den AS konnen diese

auch Elektrolyte enthalten (z.B. Aminoplasmal® E).

Tabelle A 1-3: Zusammensetzung verschiedener, kommerziell erhiltlicher AS-
Infusionslosungen (RoteListe 2010). Unabhingig von evtl. verwendeten AS-Salze
(Hydrate, Hydrochloride) sind in der Tabelle die Gehalte der reinen AS dargestellt. AP"™:
Aminoplasmal®, KH: Kohlehydrat, E: Elektrolyt.

AS AP®10% AP®E 5% und E 10% AP® 15%(E-) und AP® Hepa 10%
KH-frei
[g/L] [g/L] [g/L] [g/L]
NAcCys - - 0.5 0.8
NAcTyr - - - 0.86
Ala 10.5 5.25/10.5 22.35 8.3
Arg 11.5 5.75/11.5 16.05 8.8
Asn - - - 0.48
Asp 5.6 2.8/5.6 7.95 2.5
Cys - - -
Glu 7.2 3.6/72 16.2 5.7
Gly 12.0 6.0/12.0 19.2 6.3
His 3.0 1.5/3.0 5.25 4.7
Ile 5.0 25/5.0 5.85 8.8
Leu 8.9 4.45/8.9 11.4 13.6
Lys 6.85 3.43/6.85 7.95 7.51
Met 4.4 22/44 5.7 1.2
Orn - - - 13
Phe 4.7 2.35/4.7 5.7 1.6
Pro 5.5 2.74/5.5 7.35 7.1
Ser 2.3 1.15/23 3.0 3.7
Thr 42 2.1/42 54 4.6
Trp 1.6 0.8/1.6 2.1 15
Tyr 0.4 0.4 0.5 -

Val 6.2 3.1/6.2 72 10.6
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2 Flussigchromatographie - Massenspektrometrie

2.1 Grundlagen der LC-MS

Die Massenspektrometrie ist eine Methode, bei welcher in einem geeigneten System,
dem Massenspektrometer, aus einer Probe gasformige lonen erzeugt und diese nach
threm Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis getrennt und detektiert werden. Man erhélt
schlieBlich ein Massenspektrum, in welchem das Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis (m/z)
gegen die relative Intensitdt graphisch aufgetragen wird. Aus diesem konnen die
Molekiilmasse bestimmt sowie bei Einzelsubstanzen auch Riickschliisse auf deren
Struktur gezogen werden. Bei Substanzgemischen ist zudem die qualitative und
quantitative Zusammensetzung bestimmbar. Das Massenspektrometer besteht aus
einer lonenquelle, in welcher aus der Probe ein Strahl gasformiger lonen gebildet
wird, einem Massenanalysator, der die Ionen nach ihrem m/z-Verhiltnis auftrennt und
einem Detektor, der den Ionenstrom misst (Budzikiewicz und Schifer 2005).
Verschiedene Massenanalysatoren sind heutzutage in der Massenspektrometrie
gebrauchlich, wobei nachfolgend (Kapitel A 2.3) nur auf den in vorliegender Arbeit

verwendeten Quadrupol-Analysator néher eingegangen wird.

Die LC-MS-Analytik verbindet die fliissigchromatographische Trennung (LC bzw.
HPLC) von polaren, nichtfliichtigen Verbindungen mit der massenspektrometrischen
Detektion. Damit die LC-MS-Kopplung moglich wird, miissen die zu analysierenden
Substanzen aus der fliissigen Phase in die Gasphase und das Hochvakuum {iiberfiihrt
werden, wobei gleichzeitig das Losungsmittel abgetrennt werden muss. Dazu sind
verschiedene Kopplungssysteme, sogenannte ,,Interfaces* entwickelt worden, die den
Ubergang der freien Ionen in den Massenanalysator ermdglichen. Die in der LC-MS
am héufigsten eingesetzten Kopplungstechniken sind die Elektrospray-lonisation
(ESI) und die chemische Ionisierung bei Atmosphirendruck (APCI, ,atmospheric
pressure chemical ionisation”), wobei im Folgenden nur die in dieser Arbeit

verwendete Elektrospray-lonisierung néher erldutert wird.
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2.2 Elektrospray (ESI) - Ionisierung und ESI-Interface

Bei der Kopplung der HPLC mit dem Massenspektrometer miissen wie erwéhnt die
Analyten aus dem Eluenten als Ionen in die Gasphase iiberfiihrt und ins
Massenspektrometer zur Detektion geleitet werden. Dies geschieht im ESI-Interface.
Abbildung A 2-1 zeigt schematisch den Aufbau einer LC-MS-Anlage mit Elektro-
spray-Interface und -Ionenquelle sowie einem Quadrupol-Massenanalysator.

Die mobile Phase der HPLC wird mit Hilfe eines Nebulizers im ESI-Interface zu
einem Aerosol verspritht. Durch das Anlegen einer Hochspannung kommt es zur

Ionisierung der Substanzen.

HPLC-Einlass Skimmer

|

i Octopol
Nebulizer Kapillare l P

6x10-5 Torr

NFJ

Fragmentierungs-
zone

Linsen

Quadrupol

Abbildung A 2-1: Schematische Darstellung des Agilent LC-MSD-Systems mit
Elektrospray-Ionenquelle. Graphik modifiziert nach Voyksner (2001).

Abbildung A 2-2 zeigt schematisch den makroskopischen (links) bzw. mikroskopi-
schen (rechts) ESI-Prozess am Beispiel der positiven lonisierung. Durch das angelegte
elektrische Feld zwischen Kapillare und Massenspektrometer werden die negativ
geladenen Ionen an die Anode (Kapillare) gezogen und dort entladen, wohingegen die
positiv geladenen Ionen an die Oberfliche der Fliissigkeit und weiter in Richtung
Kathode gezogen werden. Es entsteht ein charakteristischer Fliissigkeitskonus

(,,Taylor-Konus*), aus dessen Spitze bei ausreichend hohem elektrischen Feld ein
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kontinuierlicher, filamentartiger Fliissigkeitsstrom emittiert wird. Dieser zerfallt in
einiger Entfernung von der Anode in winzige Tropfchen, deren Oberfliche mit
positiven Ladungen angereichert ist. Aufgrund des Fehlens von negativen Gegenionen

liegt eine positive Nettoladung vor.
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Abbildung A 2-2: Schematische Darstellung des makroskopischen (links) und
mikroskopischen (rechts) ESI-Prozesses. Graphik modifiziert nach Lottspeich und Engels
(2006).

Die gebildeten Tropfchen befinden sich aufgrund des geringen Durchmessers (wenige
Mikrometer) und der hohen Ladungsdichte nahe an der Stabilititsgrenze (Rayleigh-
Limit). Durch weiteres Verdampfen des Losungsmittels schrumpfen die Tropfchen bei
gleich bleibender Ladung, bis sie durch Abstoung gleichnamiger Ladungen in viele
kleine Tropfchen von nur wenigen Nanometern Durchmesser zerfallen (Coulomb-
Explosion). Fiir die anschlieBende Bildung der freien Gasphasenionen werden zwei
Modelle diskutiert. Im dlteren, dem sogenannten ,,charged residue“-Modell wird
postuliert, dass nach einer Reihe von Coulomb-Explosionen sehr kleine Tropfchen
(~1 nm) gebildet werden, die nur noch aus einem Analytion bestehen. Aus diesem
entstehen mittels Desolvatisierung durch Kollision mit Stickstoffmolekiilen freie,
gasformige lonen.

Demgegeniiber steht als zweites Modell das lonenemissionsmodell (,,ion evaporation
model®), bei welchem von einer direkten Emission von Ionen aus hoch geladenen

Tropfchen ausgegangen wird. Die Ionenemission bleibt trotz Abnahme der Ladungen
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durch kontinuierliche Verringerung des Tropfchenradius aufgrund der Verdampfung
des Losungsmittels erhalten.

Der in Abbildung A 2-1 dargestellte Aufbau zeigt eine orthogonale Anordnung der
Ionenquelle, die zu geringerer Belastung des Massenspektrometers mit Matrixbe-
standteilen fithren soll (Voyksner 2001). Nach der lonisation werden die Analytionen
durch elektrostatische Anziehung orthogonal aus der Flussrichtung des Nebulizer-
Sprays abgelenkt und in die (Transfer-) Kapillare geleitet, wohingegen Losungsmittel-
reste in der Sprayrichtung weiterflieBen und so nicht ins Massenspektrometer
gelangen. Von der Kapillare erreichen die Ionen den Vorvakuumbereich und von dort
den Octopol. Dabei werden an den Skimmer-Blenden weitere Losungsmittelreste und
sonstige Partikel abgeschieden. Uber den Octopol gelangen die Analyten schlieBlich in
das Hochvakuum des (Quadrupol)- Massenanalysators (Cech und Enke 2001;
Lottspeich und Engels 2006; Kebarle und Verkerk 2010).

2.3 Quadrupol - Massenanalysator

In einem Quadrupol-Massenanalysator sind vier stabférmige Metallelektroden parallel
angeordnet (Abbildung A 2-3). Gegeniiberliegende Stibe besitzen die gleiche Polaritit
der Gleichspannung und die gleiche Phase der Wechselspannung. Durch den Einfluss
eines kombinierten Wechsel- und Gleichspannungsfeldes durchlaufen lonen eines
definierten m/z-Verhiltnisses den Quadrupol auf einer stabil oszillierenden Bahn (in
der Abbildung rot dargestellt), wohingegen lonen mit anderen m/z-Verhéltnissen auf
instabilen Bahnen fliegen (in der Abbildung blau dargestellt) und an den Metallstdben
entladen werden (Gross 2004; Lottspeich und Engels 2006).

Quadrupol-Massenanalysatoren sind die am weitesten verbreiteten Massenanalysa-
toren in der LC-MS-Analytik. Sie kdnnen bei einer Massengenauigkeit von ca. 0.1 u
im Massenbereichen bis 4000 u betrieben werden, wobei sie am besten fur
Anwendungen bis 1000 u geeignet sind. Durch das Hintereinanderschalten mehrerer
Quadrupole werden relativ einfach sogenannte Tandem-Massenspektrometer erhalten.

Der zweite Quadrupol (Q,) dient dabei als Kollisionszelle (StoBkammer), in welcher
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mit einem Stoflgas, meist Argon, die Fragmentierung der Ionen erfolgt. Mit Triple-
Quadrupol-Massenspektrometern sind verschiedene weitere Analysenmodi mdglich.
Zudem haben sie sich durch ihre hohe Selektivitit und Empfindlichkeit in der
quantitativen Analyse bewéhrt (Willoughby et al. 2002).

Abbildung A 2-3: Schematische Darstellung eines Quadrupol-Analysators. Dargestellt
sind die Flugbahnen der Ionen durch die vier Metallstibe, an denen eine Gleich- und
Wechselspannung anliegt. Rot dargestellt ist die Flugbahn des resonanten Ions, das den
Detektor erreicht, wohingegen die blaue Spur die Flugbahn eines Ions beschreibt, das
abgelenkt und an den Stiben des Quadrupols entladen wird. Graphik modifiziert nach
Sonsmann (2001).

2.4 Modi bei Verwendung eines Tandem-Massenspektrometers
(Triple-Quadrupol-MS)

Ein Triple-Quadrupol-Tandem-Massenspektrometer verfiigt iiber verschiedene Scan-
Modi, mit deren Hilfe unterschiedliche analytische Informationen gewonnen werden
konnen bzw. die sich fiir spezifische Anwendungen eignen (Hoffmann und Stroobant

2007).

Der Fullscan-Modus (auch Q; bzw. Qs;-Modus) entspricht in seiner Funktionsweise
einem Single-Quadrupol-Massenspektrometer; die beiden anderen Quadrupole dienen
allein der Fokussierung und Weiterleitung der gebildeten Ionen. Der gewihlte

Quadrupol wird so gesteuert, dass ihn in einem bestimmten Intervall alle Ionen eines
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festgelegten m/z-Bereichs passieren. Mittels ESI-MS detektiert man die Molekiilionen
[M+H]" bzw. [M-H] bzw. spezifische Adduktionen wie z.B. [M+Na]" der zu analy-

sierenden Substanzen.

Im SIM-Modus (,selected ion monitoring®), der ebenfalls mit einem Single-
Quadrupol-Massenspektrometer durchgefiihrt werden kann, werden in Q; bzw. Q3 ein
Ion bzw. mehrere Ionen durch Einstellung der spezifischen m/z-Verhiltnisse selektiert.
Da dadurch die Messzeit pro Analyt erhoht wird, sind empfindlichere Messungen

moglich.

Im Produktionen-Scan wird in Q; zunidchst ein bestimmtes Ion, das sogenannte
Precursorion, selektiert und in Q, mittels CID (,,collision induced dissociation®)
fragmentiert. In Qs werden die entstandenen Produktionen detektiert. So kann das
spezifische Fragmentierungsmuster einer Substanz bestimmt werden bzw. umgekehrt
konnen anhand der erhaltenen Fragmentionen Riickschliisse auf die Identitdt des
untersuchten Analyts gezogen werden. In vorliegender Arbeit wurden mittels
Produktionen-Scan das Fragmentierungsmuster der AS und der isotopenmarkierten
Referenzen bestimmt und das fiir die SRM-Analyse (s. S. 20) geeignete Produktion

ermittelt.

Als Umkehrung des Produktionen-Scan kann der Precursorionen-Scan, auch
Vorlduferanalyse genannt, angesehen werden. Dabei wird in Q3 ein spezifisches m/z-
Verhéltnis eingestellt, wihrend Q; einen bestimmten m/z-Bereich scannt. Registriert
werden alle Massen, die nach Fragmentierung in Q, das gewiinschte Fragmention
liefern. In diesem Modus konnen u.a. Verbindungen mit gleichen Strukturelementen

nachgewiesen werden.

Eine weitere Mdoglichkeit stellt der Neutralverlust-Scan dar. Indem Q; und Qs so
eingestellt werden, dass sie gleichzeitig eine bestimmte Massendifferenz scannen,
wird die Abspaltung von Neutralteilchen bestimmt. Damit lassen sich struktur-

verwandte Substanzen detektieren, die ein gemeinsames Strukturmerkmal tragen. Fiir



20 Kenntnisstand

die Untersuchung von a-AS ist eine Methode publiziert, bei der die Analyten im
Neutralverlust-Scan (-46 u, entspricht -H,O und -CO) mittels HILIC-MS/MS-Analytik
quantifiziert werden (Langrock et al. 2006).

Den selektivsten und empfindlichsten Analysemodus stellt der SRM-Modus
(,,selected reaction monitoring™) dar. In Q; wird ein definiertes m/z-Verhiltnis
selektiert; das daraus mittels CID gebildete Produktion wird in Q; detektiert.
Abbildung A 2-4 zeigt ein Schema des Ablaufes einer HPLC-MS/MS-Analyse im
SRM-Modus.

% 166 Kollisionszelle ||*°] 120
50 CID 50
o *—0 €
Q1 Q2 Q3
HPLC LA +
Pumpe

— ‘ [ — w—
= o0 =
=% HPLC-Saule o a2 Faes

MS/MS Gerét

Abbildung A 2-4: Prinzipieller Ablauf einer HPLC-MS/MS-Analyse im SRM-Modus.

An der HPLC-Séule erfolgt die (Vor-)Trennung der Analyten. Im MS/MS-Gerit wird
in Q, das Precursorion (hier am Beispiel von Phe, [M+H]" m/z 166) selektiert, in der
Kollisionszelle (Q2) mittel CID fragmentiert und im Q3 das Produktion (hier [M+H]"
m/z 120) detektiert. Durch die Unterdriickung von stérendem Rauschen und die im
Vergleich zu Fullscan- oder SIM-Modus erheblich gesteigerte Empfindlichkeit wird
der SRM-Modus hauptsichlich zur Quantifizierung eingesetzt.
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2.5 Quantifizierung mit stabil-isotopenmarkierten Standards

In vorliegender Arbeit erfolgte die Quantifizierung von AS mit stabil-
isotopenmarkierten Referenzen als interne Standards.

Generell sollen durch den Einsatz von internen Standards in der LC-MS-Analytik
Unterschiede in der lonisierung, Verluste bei der Probenaufarbeitung sowie eventuell
auftretende Matrixeffekte kompensiert werden. Idealerweise sollte der interne
Standard dem Analyten hinsichtlich chemischer und physikalischer Eigenschaften
moglichst gleich sein. Diese Anforderungen werden von einem isotopenmarkierten
Analyt am besten erfiillt (Willoughby et al. 2002).

Die Quantifizierung mit isotopenmarkierten Standards findet als Stabilisotopenver-
diinnungsanalyse (SIVA) eine breite Anwendung. Dabei wird der zu untersuchenden
Probe der isotopenmarkierte Standard (IS) moglichst friithzeitig zugesetzt. Als nahezu
idealer Standard wird dieser im Verlauf der Probenaufarbeitung, der chromatographi-
schen Trennung sowie lonisierung gegeniiber dem Analyten nicht diskriminiert. Die
Quantifizierung erfolgt durch die Berechnung des Verhiltnisses von Analyt zu
Isotopenstandard (Rychlik und Asam 2009).

Bei der von uns zu entwickelnden Methode sollen AS in Infusionsldsungen
quantifiziert werden. Zwar entfdllt bei dieser Analysenmatrix eine aufwendige
Probenaufarbeitung, durch welche Verluste entstehen konnen, die den Einsatz von IS
bedingen, dennoch ist auch hier die Verwendung von IS indiziert. Diese sollen Unter-
schiede in der lonisierungseffizienz, die bei der LC-MS-Analyse auftreten konnen,
ausgleichen (Kirchherr 2008). Im Hinblick auf die Vorgaben der Validierungspara-
meter ist fiir die zu entwickelnde Methode der Einsatz von IS unabdingbar.

Die Quantifizierung erfolgt in vorliegender Arbeit durch externe Kalibrierung. Durch
die Untersuchung von Standardlosungen aus Analyt (AS, in steigender Konzentration)
und isotopenmarkierter Referenz (IS, in gleichbleibender Konzentration) und durch
Auftragung des Quotienten Areaas/ Arears gegen die Konzentration an AS wird eine
Kalibriergerade erstellt. Nach Analyse der Probelosungen kann mit deren Hilfe die

Konzentration an AS berechnet werden.
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3 Analytik von Aminosiuren

Aufgrund der Bedeutung der Aminosduren nimmt wie erwihnt auch deren Analytik
eine besondere Stellung ein. Als Bausteine von Peptiden und Proteinen kann nach
Hydrolyse anhand der Bestimmung von AS die Zusammensetzung ermittelt sowie
nach entsprechendem Abbau auch die Struktur des Peptids bzw. Proteins bestimmt
werden. Als Stoffwechselprodukte werden AS in physiologischen Proben (Blut, Urin)
quantifiziert, um damit mogliche Krankheiten identifizieren zu kénnen. Wichtigstes
Anwendungsfeld ist das Neugeborenenscreening zur Diagnose bestimmter
angeborener (AS-) Stoffwechselstérungen wie der Phenylketonurie oder der Ahorn-
sirupkrankheit (Woontner und Goodman 2006).

In Lebens- und Futtermitteln werden AS sowohl als Bestandteile der Proteinfraktion
als auch als freie AS untersucht (Peace und Gilani 2005). Als Beispiele fiir die
Bestimmung von freien AS sei die Fruchtsaftanalytik genannt, bei welcher das AS-
Profil zur Charakterisierung eines Safts herangezogen werden kann (A.LJ.N 2010),
sowie die Weinanalytik, bei welcher AS als Hefenédhrstoffe sowie als Vorldufer vieler
sekundirer Weininhaltsstoffe von Bedeutung sind (Callejon et al. 2010). Als gesund-
heitsfordernde Zusitze werden AS zudem in funktionellen Lebensmitteln (,,Functional
Foods*) und ,,Nutraceuticals* bestimmt (Massom 2008). Nicht zuletzt werden AS als
Bestandteile von Arzneimitteln im Rahmen der pharmazeutischen Qualitdtskontrolle
quantifiziert.

Wie sich aus dieser kurzen, unvollstindigen Aufzéhlung ablesen ldsst, werden AS in
den verschiedensten Matrices zur Beantwortung der unterschiedlichsten analytischen
Fragestellungen bestimmt. Dies erkldrt auch die hohe Anzahl an verschiedenen

Methoden, die zur AS-Analytik verwendet werden.

Vor Betrachtung der AS-Analytik sollte man sich die physikalisch-chemischen
Eigenschaften der AS in Erinnerung rufen, die bestimmte analytische Besonderheiten
bedingen. Bei AS handelt es sich um kleine, polare Molekiile, die sowohl eine saure
als auch eine basische Funktion im Molekiil tragen. Je nach pH-Wert liegen sie also in

verschiedenen Ladungszustinden vor, so dass bei allen Analysen eine genaue pH-
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Wert-Kontrolle notwendig ist. Gleichzeitig konnen sie aufgrund ihrer Polaritdt ohne
Derivatisierung nicht an den klassischen RP-HPLC-Séulen getrennt werden. Als
nichtfliichtige Molekiile eignen sie sich zudem nicht zur direkten GC-Analytik. Zudem
tragen AS mit Ausnahme von Phe, Trp und Tyr keinen Chromophor, so dass auch eine

UV-Detektion ohne vorausgehende Derivatisierung nicht moglich ist.

Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick iiber die verschiedenen fliissigchroma-
tographischen Analysemoglichkeiten der AS gegeben. Zur AS-Analytik mittels
Gaschromatographie (GC) und Kapillarelektrophorese (CE) sei auf die einschligige
Literatur verwiesen (Kataoka et al. 2001; Husek 2005; Poinsot et al. 2008; 2010).

3.1 Bestimmung mittels Ionenaustauschchromatographie (IEC)

3.1.1 Historische Entwicklung

Die Chromatographie an Ionenaustauschersdulen mit Ninhydrin - Nachsdulenderivati-
sierung und anschlieBender UV-Detektion, die automatisiert in sogenannten
Aminosdurenanalysatoren durchgefiihrt wird, ist nach wie vor die gebrduchlichste
Methode zur Trennung und Quantifizierung von AS.

Die Entwicklung dieser Methode geht auf die beiden Chemiker Moore und Stein
zuriick. Als Grundlage dienten ihnen die Arbeiten von Synge, der sich seit den 40er
Jahren des letzten Jahrhunderts mit der (verteilungs-)chromatographischen Trennung
von AS an Stiarkesdulen zur Peptidcharakterisierung beschéftigte (Synge 1944). Moore
und Stein verbesserten diese Methode und fiihrten bereits 1948 einen automatischen
Fraktionensammler ein (Moore und Stein 1948). Eine weitere Verbesserung gelang
durch die Einfiihrung und Verwendung der Ionenaustauschchromatographie zur AS-
Trennung. Als stationdre Phase diente ein sulfoniertes Polystyrolharz (Dowex 50), an
welchem die AS durch steigenden pH-Wert eluiert wurden. Dadurch konnten einige
Nachteile der Chromatographie an Stdrkesdulen aufgehoben werden. Die Analysenzeit
betrug zu dieser Zeit noch mehrere Tage (Moore und Stein 1951). In den folgenden

Jahren gelangen weitere Verbesserungen der Methode der Ionenaustauschchroma-
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tographie (kleinere Partikelgrofle, Optimierung der Eluenten), gleichzeitig wurde mit
der Entwicklung einer Apparatur zur Automatisierung begonnen. 1958 stellten die
Autoren den ersten Analysator und eine verbesserte IEC-Methode vor, wodurch die
Analyse eines Proteinhydrolysats in 24 h mdglich wurde (Moore et al. 1958a; Moore
et al. 1958b). Diese Arbeiten legten den Grundstein fiir die Entwicklung der modernen
Aminosédurenanalysatoren, die trotz vielféltiger Verbesserungen und diverser Herstel-

ler nach wie vor nach dem gleichen Prinzip funktionieren.

3.1.2 Prinzip der Methode

Die Analyse der AS erfolgt an Kationenaustauschern, meist Harze auf Polystyrolbasis,
quervernetzt mit Divinylbenzol, die Sulfonsdure-Gruppen (SOs") als aktive Zentren
tragen. Zur Elution werden verschiedene (Citrat-)Puffer eingesetzt, die Trennung
erfolgt durch steigenden pH-Wert und Anderungen in der Ionenstirke. AnschlieBend
werden die AS automatisch mit Ninhydrin bei ca. 135°C in einer Reaktionskammer
derivatisiert, wobei primdre Amine zu Ruhemanns Purpur reagieren und bei 570 nm
detektiert werden konnen (vgl. Abbildung A 3-1). Sekundédre Amine wie Prolin bilden

ein gelbes Produkt, welches bei 440 nm erfasst wird.
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Abbildung A 3-1: Ninhydrin-Reaktion. Die AS reagiert mit 2 Molekiilen Ninhydrin unter
Abspaltung des Aldehyds zu Ruhemanns-Purpur (Loffler 2007).

Fiir physiologische Proben werden heute im Allgemeinen Lithium-lonenaustauscher-
sdulen mit Lithium-(Citrat-)Puffern als Eluenten verwendet. Diese haben die zuvor
gebrauchlichen Natrium-(Citrat-)Puffer weitgehend abgeldst, auch weil mit ihnen die
Auflésung von Asp, Glu und GIn verbessert wurde. Heute gelingt die Quantifizierung

eines Proteinhydrolysats in ca. 2 h. Damit ist zwar im Vergleich zu den Anfangsjahren
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eine enorme Verkiirzung der Analysenzeit erreicht worden, aber diese ist fiir die
Anwendung in der Routineanalytik nach wie vor sehr hoch und verhindert einen
groflen Probendurchsatz. Weitere Nachteile der IEC mit Ninhydrin-Derivatisierung
sind die Instabilitdt des Reagenzes sowie die Notwendigkeit der Proteinfillung und

deren Abtrennung vor der Analyse (Le Boucher ef al. 1997; Neveux ef al. 2004).

Neben Ninhydrin werden zur AS-Analyse mittels Kationenaustauschchromatographie
auch Ortho-Phthaldialdehyd (OPA) und Fluorescamin als Nachsdulen-Derivatisie-
rungsreagenzien eingesetzt (siche Tabelle A 3-1). Die Produkte werden mittels
Fluoreszenz-Detektion bestimmt. OPA eignet sich auch als Vorsdulen-Derivatisie-
rungsreagenz, seine Derivate konnen im UV bei 340 nm bestimmt werden (Peace und

Gilani 2005).

Tabelle A 3-1: Reagenzien zur Nachsiulenderivatisierung von AS.

Reagenz Struktur Derivat

Ninhydrin sieche Abbildung A 3-1

SCH,CH,0H

CHO
1 —
OPA N—R
CHO S
o

/CCOH
—~
) o RN
Fluorescamin \\
O o \
o) H S
: « COOH

(0]

. opra reagiert mit AS in Anwesenheit von Thiolen. Hier ist das Derivat dargestellt, das unter
Verwendung von 2-Mercaptoethanol als Thiolkomponente entsteht.

Die automatische Quantifizierung von AS mittels Aminosdureanalysatoren erlaubt die
Messung aller AS (mit Ausnahme der acetylierten AS); sie ist standardisiert und sehr
gut reproduzierbar. Allerdings ist die Anschaffung des Gerdts im Vergleich zu einer
HPLC-Anlage teuer und das Gerét flir diese Anwendung reserviert. Nicht zuletzt
filhrten die relativ langen Analysezeiten der IEC zur Entwicklung von alternativen

(HPLC-)Methoden.
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3.2 Bestimmung von Aminosiduren-Derivaten mittels HPLC

Aufgrund der Polaritdt der AS gelingt deren Trennung an klassischen RP-Sédulen nur
nach vorhergehender Derivatisierung. Verschiedenste Reagenzien sind hierzu ent-
wickelt worden, wobei nur einige routinemifig eingesetzt werden. Eine Ubersicht
iiber die unzdhligen Derivatisierungsmoglichkeiten fiir Aminosduren in der HPLC
enthdlt das ,,Handbook of Derivatization Reactions for HPLC* (Lunn und Hellwig
1998). Klassischerweise als (Vorsdulen-)Derivatisierungsreagenzien von Bedeutung
sind OPA (o-Phthaldialdehyd), FMOC (9-Fluorenylmethoxycarbonylchlorid), PITC
(Phenylisothiocyanat) und Dansyl-Cl (5-(Dimethylamino)naphthalin-1-sulfonyl-
chlorid), die unter anderem zur Analytik von freien AS in biologischen Fliissigkeiten
eingesetzt werden (Alteheld ef al. 2004). Jiingeren Datums ist das Reagenz AQC (6-
Aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidylcarbamat), das 1993 zur schnellen und
einfachen AS-Derivatisierung eingefiihrt wurde (Cohen und Michaud 1993).

Die Strukturformeln der genannten Reagenzien sowie der durch sie gebildeten AS-

Derivate sind in Tabelle A 3-2 dargestellt.

Tabelle A 3-2: Reagenzien zur Vorsiulenderivatisierung von AS.

Reagenz Struktur Derivat
OPA siche Tabelle A 3-1
FMOC-CI
o) o)
071\(1 OA\NH—R
N=—C—S8 NH*ﬁ*NH*?H*COOH
PITC @ ©/ >
HiC., /CHs HiC Ce
DANS-CI
COOH
SO,CI SO,—NH

o]
X NH__O 4 NH N

aqc PORADE Y
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Mittels RP-HPLC-Analyse nach OPA-Vorsdulenderivatisierung werden freie AS z.B.
in humanen Plasmaproben in ca. 40 min getrennt und mittels Fluoreszenzmessung
(Extinktion: 330 nm, Emission: 440 nm) detektiert. Als Nachteil der OPA-Derivati-
sierung ist zu nennen, dass nur primdre Amine reagieren, so dass sekundidre Amine
wie Prolin nicht erfasst werden konnen. Zudem entstehen instabile Derivate, die eine
automatisierte online-Derivatisierung bedingen. Aufgrund von Fluoreszenzldschung

kann auch Cystein nicht gemessen werden (Alteheld et al. 2004).

FMOC-CI bildet mit primdren und sekundédren AS stabile Addukte, die fluorimetrisch
detektiert werden. Nachteilig ist, dass sowohl Cystein als auch Tryptophan nicht
bestimmt werden konnen, da die Fluoreszenz deren Addukte geloscht wird. Zudem
muss das Derivatisierungsreagenz entfernt werden, um die Derivatisierung zu stoppen
und um die Hydrolyse der Derivate zu vermeiden. Mittels FMOC-Derivatisierung und
anschlieBender RP-HPLC-Trennung werden AS in ca. 35 min quantifiziert (Fabiani et
al. 2002; Peace und Gilani 2005).

Die Derivatisierung mit PITC fiihrt fir primdre und sekunddre AS zu stabilen
Derivaten, iiberschiissiges Reagenz muss jedoch vor der Analyse abgetrennt werden.
Cystein kann bestimmt werden, allerdings ist die Quantifizierung in der Praxis
aufgrund geringer Linearitit und Reproduzierbarkeit schwierig. Als weiterer Nachteil
der Methode sei genannt, dass diese bei der Untersuchung von physiologischen
Proben mit einem recht groBen Sédulenverschleifl einhergeht (Alteheld et al. 2004).
Ubliche Analysen im Bereich der Lebensmittelanalytik zur Bestimmung mittels HPLC
und PITC-Derivatisierung liegen um die 20 min (Sarwar und Botting 1993; Peace und

Gilani 2005).

Dansyl-Cl reagiert mit primdren und sekunddren Aminen zu fluoreszierenden
Derivaten. Allerdings lauft die Derivatisierungsreaktion sehr langsam und nur im
Dunklen ab. Aufgrund der Eignung zur Quantifizierung von Cystein sowie des
Peptides Glutathion findet die Methode Anwendung in der klinischen Diagnostik. AS
aus Plasma-Proben werden dabei in ca. 35 min eluiert (Alteheld ez al. 2004).
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AQC reagiert innerhalb von Sekunden mit primdren und sekundiren Aminen zu
stabilen, fluoreszierenden Derivaten. Uberschiissiges Reagenz wird hydrolysiert und
stort daher die Analyse nicht (Pappa-Louisi et al. 2007). Klassischerweise dauert die
Analyse eines Proteinhydrolysats ca. 35 min (Cohen 2001), wobei Trennungen mittels
Ultra-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (UPLC, "ultra high performance li-
quid chromatography") auch in weniger als10 min mdglich sind (Boogers et al. 2008).

Wie aus obiger Beschreibung hervorgeht, ist aufgrund der jeweiligen Nachteile keines
der genannten Reagenzien als das ,,ultimative” Reagenz zur AS-Analytik anzusehen.
Je nach spezifischer Anwendung und Zielsetzung ist das jeweils am besten geeignete

Reagenz auszuwéhlen.

3.3 Bestimmung von underivatisierten Aminosiuren mittels
HPLC-MS

Ein genereller Nachteil aller bisher beschriebener Methoden ist der notwendige
Derivatisierungsschritt, der nicht nur die Probenvorbereitung und damit die
Gesamtanalysenzeit verldngert, sondern gleichzeitig einen kritischen Punkt fiir exakte
Quantifizierungen darstellt (unvollstindige Derivatisierung, Entstehung storender
Nebenprodukte, die nur durch Anwendung vollstindig automatisierter Systeme
verringert werden konnen, u.a.). Zudem ist die Derivatisierung wenig selektiv, so dass
bei komplexen Mischungen Unsicherheiten hinsichtlich der Selektivitit durch z.B.
Reaktionen mit Nicht-AS-Aminogruppen bestehen. Die entstehenden Derivate
konnen, bei gleicher bzw. dhnlicher Retentionszeit, mittels optischer Detektion nicht
unterschieden werden.

Daher stellt die massenspektrometrische Detektion eine geeignete Alternative zur
Analytik von AS dar. Mittels MS lassen sich - unterschiedliche Massen der Precursor-
bzw. Produktionen vorausgesetzt - parallel eluierende Substanzen identifizieren. Zu-
dem kann bei dieser Technik die Derivatisierung der Analyten entfallen.

Zur MS-Bestimmung von Aminosduren in den unterschiedlichsten Matrices (Blut,

Urin, Pflanzenextrakte u.v.m.) sind verschiedenste Methoden publiziert worden. An
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dieser Stelle soll nur ein Uberblick iiber die Analyse von underivatisierten AS mittels
LC-MS gegeben werden. Auf die Darstellung und Bewertung von Verfahren wie z.B.
des Neugeborenenscreenings, bei welchen AS als Butylester zur Diagnose von ange-
borenen Stoffwechselerkrankungen mittels HPLC-MS/MS untersucht werden, wird
verzichtet. Auf die entsprechende Literatur sei hingewiesen (Chace et al. 1993;

Rashed et al. 1997; Schulze et al. 2003).

3.3.1 HPLC-MS/MS-Analyse von Aminosiuren mittels lonenpaar-
Chromatographie

3.3.1.1 Prinzip der Ionenpaar-Chromatographie

Die Ionenpaar-Chromatographie ist ein Verfahren zur Analyse von polaren
Substanzen, welche normalerweise an RP-Phasen nicht chromatographiert werden
konnen, da sie nicht bzw. nicht ausreichend retardiert werden. Das Trennprinzip
beruht auf dem Zusatz eines ionischen organischen Stoffs, welcher die Trennung der
entgegengesetzt geladenen Analyt-lonen ermdglicht. Die dem Retentionsmechanismus
der lonenpaar-Chromatographie zugrunde liegenden chemisch-physikalischen
Phédnomene sind noch nicht vollstindig gekldrt und nach wie vor Gegenstand von

Untersuchungen (Stahlberg 1999; Cecchi 2008; Pappa-Louisi et al. 2010).

Im Allgemeinen werden drei Modelle diskutiert (Fritz und Gjerde 2000; Weil3 2001).
Basierend auf den Arbeiten von Horvath er. al. wird im ersten Modell die
Ionenpaarbildung zwischen dem Analytion und dem zugesetzten ionischen Stoff der

entgegengesetzten Ladung angenommen (Horvath et al. 1976; Horvath et al. 1977):

Analyt” + Gegenion — [Analyt” Gegenion | Paar
Analyt + Gegenion” — [Analyt Gegenion'] Paar

Dieses Ionenpaar, welches eigentlich als Salz vorliegt, nach auBlen hin aber ein nicht-
ionisches organisches Molekiil darstellt, kann an einer (unpolaren) Umkehrphase

retardiert werden (Meyer 2009).
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Beim zweiten Modell wird die Adsorption des zugesetzten lipophilen Reagenzes an
die Oberflache der stationdren Phase angenommen, so dass dieser der Charakter eines
Ionenaustauschers verliechen wird (Hoffman und Liao 1977; Kissinger 1977; Kraak et
al. 1977).

Von Bidlingmeyer et al. (1979) stammt als drittes Modell das der ,,lonenwech-
selwirkung® (,,ion-interaction®). Dieses sieht die Ausbildung einer elektrischen
Doppelschicht vor. Eine primire, geladene Schicht entsteht durch die Adsorption des
Ionenpaarreagenzes an der Oberfliche der stationdren Phase. Die zweite, diffuse
Schicht bildet sich aus den entgegengesetzt geladenen Ionen (Ionen aus der mobilen
Phase sowie Analyt-lonen). Die Retention der Analyt-Ionen wird durch Coulombsche
Anziehungskrifte, also die elektrostatische Anziehung der entgegengesetzt geladenen
Ionen, sowie durch adsorptive Wechselwirkungen zwischen dem lipophilen Teil des
Analyt-lons und der unpolaren stationidren Oberflidche erreicht. Zur Wiederherstellung
des elektrostatischen Gleichgewichts kann ein weiteres lipophiles Ion des lonenpaar-
reagenzes folgen, so dass zwei entgegengesetzt geladene Ionen, aber nicht

notwendigerweise ein lonenpaar, an der stationdren Phase adsorbiert werden.

Anzunehmen ist, dass keines der vorgeschlagenen Modelle die komplexen Vorgédnge
bei der Ionenpaar-Chromatographie abschlieend beschreibt und die einzelnen

Mechanismen auch parallel wirksam werden (Blaschek und Reuf3 1999; Weif3 2001).

Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass die Begriffe Ionenpaar-
Chromatographie (IPC) und Ionenpaarreagenz eigentlich ungeeignet sind, da sie den
Retentionsmechanismus nicht vollig korrekt beschreiben. Da sie jedoch allgemein
gebrauchlich sind, werden sie auch in vorliegender Arbeit verwendet.

Beeinflusst wird die Retention der Analyten bei Anwendung der Ionenpaar-
Chromatographie durch eine Vielzahl an Faktoren. Neben der Art der stationdren
Phase sowie Art und Konzentration des lonenpaarreagenzes nehmen auch der pH-
Wert, die Temperatur sowie die lonenstirke Einfluss auf die Trennung (Cecchi 2008).
Demzufolge ist die strikte Einhaltung standardisierter Bedingungen bei Anwendung

der IP-Chromatographie Vorraussetzung fiir reproduzierbare Ergebnisse.
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Als lonenpaarreagenzien werden bei der HPLC-Analyse von basischen (kationischen)
Substanzen klassischerweise Alkylsulfonsduren verwendet; bei der Untersuchung von
sauren (anionischen) Analyt-lonen kommen quartire Ammoniumsalze zum Einsatz
(Cecchi 2010). Bei HPLC-MS-Kopplung miissen die verwendeten Ionenpaar-
reagenzien ausreichend fliichtig sein. Meist kommen fluorierte Carbonsduren wie
Perfluorpentansdure (NFPA, Nonafluorpentanséure), Perfluorheptansdure (TDFHA,
Tridecafluorheptansiure), oder Perfluoroctansdure (PDFOA, Pentadecafluoroctan-
sdure,) als lonenpaarreagenzien zum Einsatz, die sich in verschiedenen Studien fiir die
HPLC-MS-Kopplung als geeignet erwiesen haben (van Leuken et al. 1993; Gao et al.
2006). Einen Uberblick iiber den Einsatz von Perfluorcarbonsiuren als Ionenpaar-

reagenzien geben Aruda und Aruda (2009a).

Ein generelles Problem der ESI-MS-Analytik ist die durch Matrixbestandteile
verursachte Ionensuppression (,,ion suppression®), die in besonderem Malle bei der
Verwendung von lonenpaarreagenzien auftritt (Annesley 2003). Die stirksten Effekte
sind fiir Trifluoressigsdure (TFA) beschrieben, wobei auch die Perfluorcarbonsiduren
Einfluss auf die Ionenpaarbildung nehmen (Gustavsson et al. 2001; Garcia 2005).
Aruda und Aruda (2009b) geben eine gute Zusammenfassung {iber die von
verschiedenen Perfluorcarbonsduren bei unterschiedlichen MS-Anwendungen
hervorgerufene Ionensuppression. Verschiedene fluorierte Carbonsduren sind
hinsichtlich ihrer Eignung als lonenpaarreagenzien zur Trennung und Quantifizierung
von AS mittels [P-HPLC-ESI-MS/MS untersucht worden, wobei diese Eignung fiir
alle der untersuchten lonenpaarreagenzien (NFPA, TDFHA, PDFOA) festgestellt
wurde. Unterschiede bestehen beziiglich der Selektivitit und des Retentions-
vermdgens, wobei wenige Unterschiede in der lonensuppression festgestellt wurden

(Chaimbault ef al. 1999, Piraud et al. 2005a; de Person et al. 2008).

Da die Ionenpaar-Chromatographie universell einsetzbar ist - sowohl anionische als
auch kationische Verbindungen kdnnen getrennt werden - und zudem die bei der RP-
Chromatographie {iiblichen stationdren Phasen und FlieBmittel verwendet werden,

erlangte die lonenpaarchromatographie eine gewisse Bedeutung (Weill 2001). Aller-
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dings ist die Anwendung der lonenpaar-Chromatographie auch mit einigen Nachteilen
und Schwierigkeiten verbunden. Exemplarisch seien an dieser Stelle die sehr langen
Equilibrierungszeiten sowie die irreversible Kontamination der stationidren Phase
genannt, welche diese fiir ein spezifisches Trennproblem determiniert (Snyder et al.
1997; Jandera 2000; Gey 2008). Eine ausfiihrliche Diskussion der Problematik der
Ionenpaar-Chromatographie findet sich in Kapitel B 1.3.

3.3.1.2 Publizierte Anwendungen

Seit Ende der 90er Jahre sind verschiedene Methoden zur Trennung von
underivatisierten AS mittels HPLC und anschlieBender MS/MS-Analytik in der
einschldgigen Literatur publiziert worden. Allen Methoden gemeinsam ist die
Verwendung von fluorierten Carbonsduren als lonenpaarreagenz, welche die HPLC-
Trennung der underivatisierten Aminosduren an RP-Sédulen ermdglichen. Die meisten
Veroffentlichungen beschéftigen sich mit der Quantifizierung von AS in biologischen
Matrices vor dem Hintergrund des Neugeborenenscreenings, bei welchem sich
angeborene Storungen des Stoffwechsels durch abweichende AS-Konzentrationen
feststellen lassen.

Qu et al. stellten 2002 ein Methode zur Quantifizierung von AS in Blut und Serum vor
(Qu et al. 2002b). Die Trennung von 22 AS erfolgte in ~ 35 min an einer C18-Saule
unter Verwendung von TDFHA und TFA als lonenpaarreagenzien; zur Quantifi-
zierung wurde der SRM-Modus unter Verwendung von stabil-isotopenmarkierten
Referenz-AS als interne Standards gewiahlt.

Die intensivsten Studien zur Quantifizierung von AS mittels HPLC-ESI-MS/MS
stammen von der Gruppe um Petritis und Piraud. Aufbauend auf friiheren Unter-
suchungen (Chaimbault et al. 1999; Petritis et al. 2000; Piraud et al. 2003) stellten die
Autoren 2005 eine Methode vor, die AS im SRM-Modus nach vorhergehender HPLC-
Trennung an einer C18-Séule ebenfalls unter Verwendung von TDFHA als lonenpaar-
reagenz erfasst. Insgesamt wurden 76 AS in weniger als 20 min quantifiziert, fiir 16
von ihnen wurde die Quantifizierung unter Verwendung der entsprechenden

isotopenmarkierten Referenzen (IS) validiert (Piraud ef al. 2005b).
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In einer weiteren Veroffentlichung berichten die Autoren von der validierten
Quantifizierung von weiteren 33 AS in Plasma und Urin anhand von 16 bereits
verwendeten IS (Piraud et al. 2005a). Diese Methode scheint auch im Rahmen des
Screenings auf Storungen des Aminosdurenstoffwechsels eine gewisse Bedeutung
erlangt zu haben (Piraud et al. 2011).

Die von Piraud et al. etablierte IP-HPLC-Methode wurde von Armstrong et al. (2007)
zur Analyse von 25 AS in humanem Plasma mit einem time-of-flight (TOF)-
Massenspektrometer verwendet.

Zoppa et al. (2006) widmeten sich ebenfalls dem Neugeborenenscreening. Sie quanti-
fizierten aus Blutstropfen (“dry blood spots®) 40 AS mittels IP-HPLC-MS/MS in 10

Minuten unter Verwendung von TDFHA als lonenpaarreagenz.

Neben der erwéhnten Anwendung der IP-HPLC-MS/MS-Analytik zur Untersuchung
von Aminosduren zur Diagnose von Stoffwechselstorungen wird die Methode u.a.
auch zur Analyse von geologischen Proben genutzt. Liu et al. (2008), die verschiedene
geologische (Boden-) Proben untersuchten, trennten 20 AS an einer C18-Sédule unter
Verwendung von Nonafluorpentansdure (NFPA) als Ionenpaar-Reagenz in 26 min und

quantifizierten diese mittels ESI-MS/MS.

3.3.2 Bestimmung von Aminosiauren mittels HILIC-MS

Mit zunehmender Bedeutung der Hydrophilen Interaktions-Chromatographie (HILIC)
erschienen in den letzten Jahren auch einige Methoden zur Trennung und
Quantifizierung von AS mittels HILIC-MS. Diese werden nach einer Einfiihrung in

diese Technik in Kapitel A 4.4 vorgestellt.
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4 Hydrophile Interaktionschromatographie (HILIC)

4.1 Grundlagen und Prinzip der HILIC

Die nicht nur in der pharmazeutischen Analytik am weitesten verbreitete fliissig-
chromatographische Technik ist die Umkehrphasen (,,reversed phase*, RP) - HPLC.
Die Trennung der Analyten erfolgt vornehmlich an mit Octadecyl- oder Octylresten
modifizierten Kieselgelsdulen unter Verwendung einer polaren mobilen Phase, wobei
die polaren (hydrophilen) vor den apolaren (hydrophoben) Substanzen eluieren. Ein
grofler Nachteil der RP-HPLC ist die mangelnde Fahigkeit zur Retention von sehr
polaren Stoffen (Doyle 1998; Rizzi 1998).

Die Normalphasen (NP-) Chromatographie hingegen eignet sich prinzipiell zur
Trennung von polaren Substanzen, da hier polare stationdre Phasen wie Silica oder
Aluminiumoxid und apolare mobile Phasen verwendet werden. Die Retention der
Analyten nimmt also mit steigender Polaritidt zu. Als Nachteile der NP-HPLC sind
jedoch die Verwendung von teuren und umweltschiddlichen Losungsmitteln wie
Heptan, Hexan oder Pentan als mobile Phase, die geringe Loslichkeit von polaren,
hydrophilen Substanzen in diesen Ldsemitteln sowie die mangelnde lonisierungs-
effizienz und die dadurch geringe Sensitivitit bei der ESI-MS-Detektion zu nennen
(Caude und Jardy 1998; Snyder ef al. 2010).

Als Alternative bzw. Ergidnzung zu diesen beiden ,klassischen® HPLC-Verfahren ist
eine Variante der NP-Chromatographie anzusehen, welche polare Substanzen an
hydrophilen stationdren Phasen unter Verwendung von wisserig-organischer mobiler
Phase trennt. Fiir diese Technik wurde von A. J. Alpert 1990 der Begriff ,,Hydrophilic
Interaction Chromatography* (Hydrophile Interaktionschromatographie, HILIC)
eingefiihrt (Alpert 1990). Die HILIC eignet sich zur Analyse von polaren Substanzen,
welche in der klassischen RP-Chromatographie kaum retardiert und getrennt werden.
Als Vorteile werden neben der guten Peaksymmetrie von basischen Substanzen die
Verwendung der klassischen RP-Ldsemittel (Wasser, Methanol, Acetonitril, geeignete
wisserige Puffersysteme) und die damit verbundene hohe ESI-MS-Empfindlichkeit

sowie geringere Viskositdt der mobilen Phase beschrieben, wodurch hohere Flussraten
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moglich werden (McCalley 2007; Hsieh 2008; Nguyen und Schug 2008; Dejaegher
und Vander Heyden 2010).

In den letzten Jahren gewann die Hydrophile Interaktionschromatographie zunehmend
an Bedeutung, was sich neben der zunehmenden Zahl an kommerziell erhéltlichen
stationdren HILIC-Phasen auch an der deutlich gestiegenen Zahl der erschienenen

Veroffentlichungen ablesen ldsst (Limmerhofer 2010).

Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick iiber die verschiedenen stationiren Phasen,
den der HILIC zugrunde liegenden Trennmechanismus sowie die unterschiedlichen

Einsatzmoglichkeiten gegeben.

4.2 Stationiire Phasen

Zur HILIC geeignete stationdre Phasen zeichnen sich durch viele unterschiedliche
Strukturen aus. Abhédngig vom verwendeten Material unterscheidet man Silica- und
Polymer-Phasen. Die Silica-Phasen, welche am hiufigsten zum Einsatz kommen,
lassen sich weiter in reine, chemisch-modifizierte und monolithische Silica-Phasen
einteilen. Bei den seltener verwendeten Polymer-Phasen unterscheidet man Partikel-
und monolithische Phasen (Dejaegher und Vander Heyden 2010).

Beispiele fiir chemische Modifizierungen der stationdren Silica-Phasen sind Amid-
Phasen (z.B. TSK Gel Amid 80, Tosoh Bioscience), 2,3-Dihydroxypropyl-Phasen
(YMC pack®, YMC) oder 3-Aminopropyl-Phasen, wobei letztere gleichzeitig eine

schwache Anionenaustauscher-Funktion darstellen (Hemstrém und Irgum 2006).

Eine weitere Einteilungsmoglichkeit der HILIC-Phasen ergibt sich aufgrund der unter-
schiedlich starken elektrostatischen Wechselwirkungen, welche die stationdren Phasen
mit der Oberfliche eingehen kdnnen. Neutrale Phasen zeigen keine, geladene Phasen
starke und zwitterionische Phasen geringe elektrostatische Wechselwirkungen

(Spagou et al. 2010).
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In vorliegender Arbeit wurde mit ZIC®-HILIC-Sdulen der Firma SeQuant (Ume4,
Schweden) gearbeitet. Bei diesem Typ handelt es sich um Silica- (ZIC*-HILIC) bzw.
Polymer-Phasen (ZIC®-pHILIC), die kovalent gebunden eine zwitterionische
Sulfobetaingruppe tragen (vgl. Abbildung A 4-1).

CHs

+ -

R_CHZ_I\II_CHZ_CHZ_CHz_SO3
CHjy

Abbildung A 4-1: Funktionelle Gruppe der stationiren ZIC®-HIILIC- und ZIC®-
pHILIC-Phasen (SeQuant 2006).

Eine Zusammenfassung der verschiedenen HILIC-Phasen und deren Einsatzmoglich-
keiten geben die Ubersichtsarbeiten von Jandera (2008), von Hemstrém und Irgum

(2006) sowie von Ikegami et al. (2008).

4.3 Trennmechanismus HILIC

Generell wird die HILIC wie erwédhnt als Variante der Normalphasen-
Chromatographie beschrieben, welche zur Trennung von polaren Substanzen an
hydrophilen, polaren stationdren Phasen unter Verwendung von wisserig-organischer
mobiler Phase (meist mit einem hohen Anteil an ACN) genutzt werden kann. Wasser
stellt im Gegensatz zur RP-HPLC das stirkste Elutionsmittel dar, die Retention der
Analyten steigt mit zunehmender Polaritét bzw. Ionisierung der Substanzen (Snyder et
al. 2010).

Der genaue Retentionsmechanismus der HILIC wird nach wie vor diskutiert (Guo und
Gaiki 2005; Hemstrom und Irgum 2006; Novakova ef al. 2010). Es gilt als gesichert,
das sich unter HILIC-Bedingungen auf der Oberfldche der stationidren Phase eine
Wasserschicht ausbildet (Kitano et al. 2005; McCalley und Neue 2008). Die Trennung
beruht demzufolge wohl hauptséchlich auf Verteilungsvorgdngen zwischen dieser
wasserreichen Schicht und der weniger polaren, iiberwiegend organischen mobilen

Phase (vgl. Abbildung A 4-2).
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Neben Verteilungsvorgingen sind jedoch weitere Wechselwirkungen Bestandteil des
Retentionsmechanismus, die je nach chemischer Eigenschaft der stationdren Phase
unterschiedlich ausgeprdgt sind. So nehmen Wasserstoftbriickenbindungen (in
Abhingigkeit von der Aciditdt bzw. Basizitdt der Analyten), elektrostatische Wechsel-
wirkungen sowie Dipol-Dipol-Interaktionen am Retentionsmechanismus teil, wobei
letztere wiederum von der Polarisierbarkeit und den Dipol-Momenten der Analyten

abhédngen (Yoshida 2004; Hao et al. 2008).

Uberwiegend organische
mobile Phase

wasserreiche
Schicht

polare stationare
Phase

Abbildung A 4-2: Schematische Darstellung des HILIC-Trennmechanismus.
Verteilungsvorginge der polaren Analyten zwischen einer wasserreichen Schicht und der
iiberwiegend organischen mobilen Phase. Graphik erstellt nach SeQuant (2006).

Bei der in vorliegender Arbeit verwendeten ZIC®-HILIC-Séule handelt es sich um
eine mit einer zwitterionischen Sulfobetainstruktur modifizierte stationdre Phase (vgl.
Abbildung A 4-1), die im Vergleich zu anderen HILIC-Saulen einige Unterschiede
aufweist. Wie bei den iibrigen HILIC-Sdulen steigt auch hier die Retention mit
zunehmender Polaritdt der Analyten aufgrund von Verteilungsvorgdngen zwischen der
Wasserschicht auf der stationdren Phase und der mobilen Phase. Durch die Ladung der
Sulfobetaingruppe sind auch elektrostatische Wechselwirkungen Bestandteil des
Retentionsmechanismus. Diese sind allerdings aufgrund der zwitterionischen Ober-

fliche weniger stark ausgeprdgt als bei anderen geladenen stationdren Phasen. Da
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keine starken elektrostatischen Interaktionen zu 16sen sind, sind keine erhohten
Pufferkonzentrationen in der mobilen Phase notwendig, was wiederum zu einer
erhohten MS-Empfindlichkeit fiihrt (Viklund ef al. 2001; SeQuant 2006).

Die Retention an der ZIC®-HILIC-Phase wird aufgrund der Ladung der Oberfliche im
Vergleich zu anderen stationdren Phasen wie z.B. Silica- oder Amin-Phasen wenig
durch pH-Wert-Anderungen beeinflusst. Der pH-Wert des Eluenten kann auf die zu
trennenden Analyten optimiert werden (Unterdriickung oder Verstirkung der
Ionisierung), ohne dadurch die Oberfliche der stationdren Phase zu modifizieren
(Verstarkung bzw. Schwichung der Ionenaustauscher-Funktion) und damit Einfluss
auf die Trennung zu nehmen (Guo und Gaiki 2005).

Des Weiteren soll die kovalente Derivatisierung der stationdren Phase nach Hersteller-
angaben den ZIC®-HILIC-Séulen zu einer sehr guten Stabilitit der Phase mit sehr
geringem Sédulenbluten verhelfen (Dibowski und Dibowski 2005). Dies wird durch
eine Veroffentlichung von Ikegami ef al. (2008) bestétigt, in welcher die Autoren 19
HILIC-Séulen u.a. hinsichtlich Stabilitit und Sdulenbluten untersuchten.

4.4 Bestimmung von Aminosauren mittels HILIC-MS

Am Beispiel von Aminosduren zeigte Alpert (1990) die im Vergleich zur RP-
Chromatographie umgekehrte Elutionsreihenfolge der HILIC. Durch die kommerzielle
Verfiigbarkeit spezieller HILIC-Sdulen und die allgemein wachsende Beliebtheit
dieses Verfahrens wurden in den letzten Jahren auch einige Methoden zur Trennung
und Quantifizierung mittels HILIC-MS publiziert. Die Studien stammen dabei aus den
unterschiedlichsten Gebieten der Analytik und erfassen AS in diversen Matrices aus

den verschiedensten Griinden.

In der Lebensmittelanalytik verwendeten 2003 Schlichtherle-Cerny et al. die HILIC
zur Untersuchung von polaren, niedermolekularen Komponenten in Weizengluten-
Hydrolysaten und Parmesan-Kidse. Leu, Glu, Gln, Pro, Ser, Thr werden neben
weiteren polaren Analyten an einer TSK-Gel Amid 80 Sdule (TOSOH Bisoscience,
Stuttgart) innerhalb von 90 min eluiert und mittels ESI-MS (LCQ Ion Trap) detektiert.
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Die Methode eignete sich auch zur Trennung und Identifizierung von Amadori-

Produkten (Schlichtherle-Cerny et al. 2003).

Als Vorldufer des physiologisch wirksamen Stickstoffmonoxids (NO) wurden Arginin
sowie dessen Derivate, asymmetrisches Dimethylarginin und symmetrisches Di-
methylarginin, in Urin, Plasma und Zellkulturiiberstinden mittels HILIC-ESI-MS
quantifiziert. Die HILIC-HPLC-Analytik erfolgte an einer Nucleosil-Silica-Sdule
(Macherey-Nagel) unter Verwendung von TFA als FlieBmittelzusatz, wobei die

Analyten nach 4.2 — 4.9 min eluieren (Martens-Lobenhoffer und Bode-Boger 2006).

Im Jahr 2006 erschien eine Publikation, in der 16 von 19 untersuchten proteinogenen
AS (Cys war nicht Bestandteil der Studie) ebenfalls an einer TSK-Gel Amid 80 Séule
(TOSOH Bisoscience, Stuttgart) in 25 min mittels HILIC getrennt und mit ESI-
MS/MS (Neutralverlust-Analyse) detektiert wurden. His, Lys und Arg eluierten unter
den gewihlten Bedingungen deutlich spiter mit breiten, stark tailenden Peaks und
wurden nicht weiter untersucht. Zudem trennten die Autoren mit dieser Methode drei
Hydroxyprolin-Isomere (trans-4-Hyp, trans-3-Hyp and cis-4-Hyp) und quantifizierten
diese in Kollagen-Hydrolysaten zu deren Charakterisierung (Langrock et al. 2006).

Einzelne Aminosduren wurden im Atemkondensat als Biomarker zur Diagnose von
Lungenkrankheiten untersucht. Conventz ef al. (2007) trennten innerhalb von 15 min
3-Nitrotyrosin, Tyrosin, Hydroxyprolin und Prolin an einer ZIC®-HILIC-Séule
(SeQuant, Umeéd, Schweden) und quantifizierten diese Verbindungen mittels ESI-
MS/MS. Mit der gleichen Sdule wurden Lysin und N-e-Carboxymethyl-Lysin in
10 min eluiert und ebenfalls mittels ESI-MS/MS detektiert (Schettgen et al. 2007).

Zur Quantifizierung von AS in Peptid- bzw. Protein-Hydrolysaten stammt eine
Publikation aus dem Jahr 2009. Die Autoren trennten an einer ZIC®-HILIC-Siule
(SeQuant, Umed, Schweden) zwolf AS aus den Hydrolysaten von Angiotensin I und
Bovinem Serum Albumin (BSA) in 55 min und quantifizierten diese mittels stabil-

isotopenmarkierte Referenz-AS (Kato et al. 2009).
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Als Metabolite im Fermentationssud von B-Lactam-Antibiotika hat man AS, neben
zahlreichen anderen Analyten, in zwei Studien untersucht (Preinerstorfer et al. 2010;
Schiesel et al. 2010). An einer ZIC®-HILIC-S4ule (SeQuant, Umed, Schweden)
wurden 44 AS und kleine Peptide in 45 min eluiert und mittels ESI-MS/MS quanti-

fiziert. Die isobaren AS Leu und Ile lieBen sich nicht chromatographisch trennen.

Zur Bestimmung von AS in der Rhizosphire wurden in einer aktuellen
Verdffentlichung Bodenproben untersucht. Ebenfalls an einer ZIC®-HILIC-Siule
(SeQuant, Umeda, Schweden) wurden 16 AS in 19 min eluiert und mittels ESI-MS/MS
detektiert. Leu und Ile konnten in dieser Studie ebenfalls chromatographisch nicht
getrennt werden; die Quantifizierung der beiden erfolgte {iber spezifische

Fragmentionen (Dell'mour et al. 2010).

Die genannten Veroffentlichungen belegen alle die prinzipielle Eignung der HILIC
zur Trennung von Aminosduren. Die meisten Studien beschéftigten sich allerdings nur
mit wenigen, bestimmten AS vor dem Hintergrund einer spezifischen Aufgaben-
stellung (z.B. Diagnose von Krankheiten mit AS als Marker, Identifizierung von
Protein-Subtypen iiber den Gehalt bestimmter AS). Fiir diese liegen teils validierte
Quantifizierungen vor. Sofern eine groBere Anzahl von AS in die Untersuchungen
eingeschlossen ist, sind diese Bestandteil einer groBen Zahl an polaren Analyten, die
in einer Screening-Methode parallel erfasst werden (Preinerstorfer et al. 2010;
Schiesel et al. 2010). Auch hier wird die prinzipielle Eignung der HILIC demonstriert,
allerdings fehlen validierte Daten zur Quantifizierung der AS. Die genannte Studie zur
Quantifizierung von AS in der Rhizosphére beschéftigte sich zwar mit 16 AS (Asn,
Gln, Gly und Trp werden nicht untersucht), allerdings fehlen auch hier
Validierungsdaten zur Quantifizierung. Einzig Tyr wird mit *C¢-Tyrosin als stabil-
isotopenmarkiertem internem Standard exakt quantifiziert, fiir die anderen AS wird

auf die Notwendigkeit eines spezifischen IS hingewiesen (Dell'mour ef al. 2010).

Keine der verodffentlichten Untersuchungen erfasste 21 AS mittels HILIC-MS(/MS)

unter Verwendung einer jeweils stabil-isotopenmarkierten Referenz-AS zur Quanti-
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fizierung. Die aufgrund von Interferenzen chromatographisch zu trennenden AS (vgl.
Kapitel B 1.1.3) eluierten in den vorgestellten Methoden nicht immer getrennt, so dass
zur Quantifizierung teils auf spezifische Fragmentionen ausgewichen wurde. Eine
Validierung nach den MaBstdben der pharmazeutischen Industrie zur Gehaltskontrolle

in der Routineanalytik wurde in keiner der verdffentlichten Methoden vorgestellt.

5 Methodenvalidierung

5.1 Regularien und Begriffsbestimmung

Validierung bedeutet im Allgemeinen die zielgerichtete Beantwortung der Frage, ob
ein analytisches Verfahren fiir den vorgesehenen Zweck geeignet ist (FDA 1999; ICH
2005).

In der pharmazeutischen Qualitétssicherung gibt es verschiedene Leitlinien, herausge-
geben von offiziellen Stellen wie der FDA (Food and Drug Administration, die
amerikanische Arzneimittelzulassungsbehdrde) oder der EMA (European Medicines
Agency, die europdische Arzneimittelagentur, frither: EMEA), die sich mit der
Validierung beschiftigen (FDA 1999; FDA 2000; EMA 2001). Die ICH (International
Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharma-
ceuticals for Human Use), an der neben der FDA, der EMA und der Japanischen
Gesundheitsbehorde auch Arzneimittelherstellerverbdnde beteiligt sind, hat 2005 die
Guideline Q2(R1) mit dem Titel , Validation of analytical procedures: Text and
methodology“ (ICH 2005) veroffentlicht. In ihr wurden die beiden bisher giiltigen
Guidelines Q2A und Q2B (ICH 1994; ICH 1996) zusammengefasst. Diese ICH-
Guidelines sind als allgemeingiiltige Richtlinien mit empfehlendem Charakter anzuse-
hen, also als Basis der Validierung einer analytischen Methode. Sie enthalten jedoch
keine Detailregelungen; die Verantwortung fiir Art und Umfang der Validie-
rungsparameter sowie deren Spezifikationsgrenzen obliegt fiir jede analytische Frage-
stellung - sofern von regulatorischer Seite keine speziellen Vorschriften bestehen -

dem Anwender (Ermer 2005; ICH 2005).
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Je nach Ziel des analytischen Verfahrens bzw. der Methode sollen geméfl der ICH-
Richtlinie bestimmte Parameter Bestandteil der Validierung sein (vgl. Tabelle A 5-1).

Tabelle A 5-1: Validierungsanforderungen fiir verschiedene Arten der analytischen
Untersuchungen gemifli der ICH-Richtlinien (ICH 2005). +: normalerweise erforderlich,
—: normalerweise nicht erforderlich

Parameter Art der analytischen Untersuchung
Identifizierung Test auf Verunreinigungen Gehaltsbestimmung
Quantifizierung  Grenzpriifung

Richtigkeit - + - +
Prézision

- Wiederholprézision - + - +
- Laborprézision - +! - 41
Spezifitat’ + + + +
Nachweisgrenze - =3 + _
Bestimmungsgrenze - + - -
Linearitét - + _
Bestimmungsbereich - + - +

' Sofern die Reproduzierbarkeit (Vergleichsprizision) bestimmt wird, ist die Laborsprizision nicht
notwendig. : Mangelnde Spezifitit eines Priifverfahrens kann ggf. durch ein zusitzliches Verfahren
kompensiert werden. °: Kann in manchen Fillen notwendig sein.

Die wichtigsten Validierungsparameter sollen im Folgenden kurz erldutert werden.

5.2 Validierungsparameter

5.2.1 Nachweis und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze (,limit of detection, LOD) einer analytischen Methode ist
diejenige Konzentration bzw. Menge eines Analyten, welche detektiert, also
nachgewiesen, aber nicht unbedingt als exakter Wert quantifiziert werden kann. Die
Bestimmungsgrenze (,,limit of quantitation®, LOQ) gibt die niedrigste Konzentration
bzw. Menge eines Analyten in der Probe an, die mit ausreichender Prizision und

Richtigkeit quantifiziert werden kann.
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Die Ermittlung der beiden Parameter kann gemé den ICH-Guidelines visuell, aus
dem Signal-Rausch-Verhiltnis, der Kalibriergerade oder der Standardabweichung des
Blindwerts erfolgen. Bei Auswertung iiber das Signal-Rausch-Verhéltnis ist filir die
Nachweisgrenze ein Signal-Rausch-Verhiltnis von 3:1, fiir die Bestimmungsgrenze
von 10:1 iiblich (ICH 2005).

Im Bereich der pharmazeutischen Qualitdtskontrolle sind LOD und LOQ insbesondere
im Bereich der Impurity-Untersuchung wichtig. Bei Quantifizierungen eines
Wirkstoffs sind LOD und LOQ im Allgemeinen nicht Bestandteil der Validierung und

wurden daher in vorliegender Arbeit auch nicht bestimmt.

5.2.2 Prazision

Die Priizision eines analytischen Verfahrens driickt die Ubereinstimmung (bzw.
Streuung) unabhingiger Analysenergebnisse untereinander aus. Als Streuungs- bzw.
Prazisionsmal3 dient die relative Standardabweichung (RSD), die identisch mit dem
Variationskoeffizient Vi ist.

In der instrumentellen Analytik gibt es prinzipiell zwei Griinde fiir die Streuung von
Ergebnissen, das Analysengerit selbst und die Methode. Als MaB fiir die Streuung, die
durch das Analysengerit verursacht wird, dient die Systempriizision (auch Mess- oder
Geriteprézision). In der HPLC-MS-Analytik wird diese durch den Injektor, kurz-
zeitige Flussschwankungen sowie insbesondere die lonisierungseffizienz in der (ESI-)
Ionenquelle beeinflusst. Zur Bestimmung wird eine Standardlosung mehrfach
(normalerweise sechsmal) aufeinanderfolgend gemessen und der Variationskoeffi-
zient, also die relative Standardabweichung (RSD) bestimmt. Die Methodenprizision
ist demgegeniiber ein MaB fiir die Streuung, die durch alle Schritte der Methode verur-
sacht werden (Probennahme, Wigung, Extraktion, Verdiinnung usw.). Bestimmt wird
ebenfalls die relative Standardabweichung, die sich jedoch nach Analyse von

iblicherweise sechs unabhingig aufgearbeiteten Proben ergibt (Kromidas 2003).
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Die ICH-Richtlinie unterscheidet zwischen Wiederholprizision (,,repeatability* oder
»intra-assay precision®), die Laborprizision (,,intermediate precision®) sowie die
Reproduzierbarkeit (,,reproducibility). Hinsichtlich der deutschen Begriffe sei
darauf hingewiesen, dass in der Literatur eine Vielzahl an unterschiedlichen
Ubersetzungen bzw. Umschreibungen der Originalbegriffe der ICH-Richtlinie benutzt
werden. Als Beispiele seien ,,Laborprizision® (Kromidas 2006), ,,Vergleichsprizision*
(Hénsel und Steinegger 2010), ,,Mehrtages-Standardabweichung* (DPHG 2003) sowie
,Laborvergleichsprédzision® (Ermer 2008) als Begriffe fiir ,,intermediate precision®
genannt. Fiir die Reproduzierbarkeit wird auch der Begriff ,,Vergleichsprizision®
verwendet (Kromidas 2003). Da unter gleichen Begriffen oft Unterschiedliches
verstanden wird, muss daher in jedem Fall sorgfiltig gepriift werden, was mit dem

jeweiligen Begriff gemeint wird.

Die Wiederholprizision (,,repeatability* oder ,,intra-assay precision*) beschreibt die
Prazision einer analytischen Methode, die sich unter den gleichen Bedingungen
(gleiches Labor, gleicher Mitarbeiter, gleiches Gerdt) innerhalb einer kurzen
Zeitspanne ergibt. Dazu werden unabhingige Proben hergestellt und innerhalb einer
Messreihe analysiert. Laut ICH-Guidelines sind hierfiir sechs Bestimmungen
vorgesehen (ICH 2005; Ermer 2008). Die oben genannte Methodenprézision kann
somit als Wiederholprézision gemdll den ICH-Guidelines verstanden werden (Bliesner

2006).

Die néchsten Prizisionsebenen sind die Laborprizision und die Reproduzierbar-
keit, in welche die (Lang-) Zeitvariabilitidt der analytischen Methode eingeht. Die
Laborprizision (,intermediate precision®, frither: ,ruggedness®) erfasst dabei die
Abweichungen einer analytischen Methode innerhalb eines Labors (verschiedene
Tage, anderer Mitarbeiter, verschiedene Gerite), die Reproduzierbarkeit (,,reprodu-
cibility*) beschreibt die Streuung zwischen verschiedenen Laboratorien.

Abbildung A 5-1 fasst graphisch die verschiedenen Arten bzw. Ebenen der Prizision

sowie einige ihrer Einflussfaktoren zusammen.



Kenntnisstand 45

Reproduzierbarkeit

verschiedene Laboratorien Langzeitanwendungen

Laborprazision
Reagenzien

Wiederholprazision Anwender

Probenaufarbeitung
Verdiinnung Derivatisierung

Injektion Integration

Extraktion Wiegen

Systemprazision

Trennung Flussvariationen

Abbildung A 5-1: Darstellung der verschiedenen Prézisionsebenen sowie einiger ihrer
Einflussfaktoren. Graphik modifiziert nach Ermer (2005).

Vorgaben hinsichtlich der einzuhaltenden Grenzen, d.h. maximale RSD-Werte, sind in
den offiziellen Dokumenten nicht gegeben. Sie richten sich nach den Anforderungen
des Priifverfahrens. Fiir die in vorliegender Arbeit zu entwickelnde Methode zur
Gehaltsbestimmung von AS in Infusionslosungen im Rahmen der pharmazeutischen
Qualitatskontrolle sollten die RSD-Werte der Systemprézision bezogen auf den Gehalt
< 1.5%, die der Methodenprézision < 2.0% sein, die RSD-Werte der Retentionszeiten
jeweils < 1.0% (B.Braun 2008).

5.2.3 Linearitat

Die Linearitit eines analytischen Verfahrens ist definiert als die Féhigkeit, innerhalb
eines bestimmten Bereichs Signale zu erhalten, die direkt proportional zur
Konzentration des Analyten sind (FDA 1999; ICH 2005). Es sei bereits hier
angemerkt, dass nicht unbedingt ein linearer Zusammenhang zwischen Mess- und
Konzentrationswert bestehen muss. Andere mathematische Zusammenhédnge sind
moglich bzw. bei manchen Analysemethoden durchaus iiblich.

Analog zur Prézision kann auch bei der Lineraritdt zwischen der Systemlinearitit und

der Methodenlinearitit unterschieden werden.
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Die Systemlinearitit wird dabei durch Untersuchung von Standardlosungen be-
stimmt, weshalb hierbei die Linearitdt der Apparatur und des Detektors gepriift wird.
Die Methodenlinearitiit dagegen wird anhand von realen Proben bzw. synthetischen
Proben (Placeboformulierung, also Analysenmatrix ohne Wirkstoff, welcher der bzw.
die Standards des Analyts / der Analyten in der entsprechenden Konzentration zuge-
geben wurden). System- und Methodenlinearitdt sind nicht zwangsldufig identisch,
héufig ergeben sich aufgrund der Matrix Unterschiede (Kromidas 2003).

Zur Bestimmung der Linearitdt sollten mindestens fiinf Konzentrationen vermessen
werden. Jedes Konzentrationsniveau wird dabei dreimal untersucht, wobei im Fall der
Methodenlinearitit jede Untersuchungslosung unabhingig hergestellt wird. Die
Auswertung erfolgt durch Auftragung des Mess- gegen den Konzentrationswert und
Bestimmung der Regressionsgeraden (ICH 2005; B.Braun 2008).

Da wie erwédhnt kein linearer Zusammenhang der mathematischen Funktion
y =m - x + b bestehen muss und dieser auch bei augenscheinlich ,,guten* Regressions-
geraden nicht immer gegeben ist, muss im Rahmen der Validierung die ermittelte
Kalibrierfunktion gepriift werden. Dies kann durch mehrere Verfahren geschehen,
wobei sich insbesondere der Anpassungstest nach Mandel bewihrt hat. Zunédchst wer-
den die bestimmten Wertepaare (Mess- und Konzentrationswerte) einer linearen und
einer quadratischen Regression unterworfen, anschlieBend die Verfahrensstandardab-
weichungen V,, beider Kalibrierfunktionen bestimmt und miteinander verglichen. Als
,besser® ist diejenige Kalibrierstrategie anzusehen, bei welcher V,, geringer ist. Um
zufdllige Abweichungen der Werte auszuschliefen, also die statistische Signifikanz
nachzuweisen, wird im Anpassungstest nach Mandel aus den Reststandardab-
weichungen der beiden Verfahren die Varianzendifferenz As” berechnet, welche mit
der Varianz der quadratischen Anpassung szquad iiber einen F-Test (P=99%)
abgeglichen wird. Die mathematischen Grundlagen der Regressionsanalysen sowie
des Anpassungstests nach Mandel sind in Anhang I dargestellt (Funk ez al. 2005).

Als Anforderung an die Linearitdt wird im Allgemeinen fiir die Kalibrierfunktion ein
Korrelationskoeffizient »>0.999 gefordert (FDA 1994; Kromidas 2003); unter
Umstidnden kann diese Anforderung jedoch auch auf dessen Quadrat, also das Be-

stimmtheitsmaB ° > 0.999 bezogen werden (B.Braun 2008).
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5.2.4 Arbeitsbereich

Der Arbeitsbereich (,,range*) bezeichnet das Intervall zwischen der geringsten und der
hochsten Konzentration des Analyten, fiir welche das analytische Priifverfahren nach-
weislich einen angemessenen Grad an Prézision, Richtigkeit und Linearitdt aufweist.
Nach den ICH-Guidelines sollte der Arbeitsbereich bei Gehaltsbestimmungen von
pharmazeutischen Produkten 80% - 120% umfassen (ICH 2005). In vorliegender
Arbeit sollte versucht werden, den Arbeitsbereich wesentlich weiter zu setzen. Das
dadurch verfolgte Ziel war, mit einer validierten HPLC-MS-Methode verschiedene
AS-Formulierungen (vgl. Tabelle A 1-3, S. 13) untersuchen zu konnen.

Der Arbeitsbereich leitet sich normalerweise aus den Untersuchungen zur Linearitit
und Prézision ab. Als ,,range* wurde in vorliegender Arbeit der Bereich festgesetzt, in
welchem die Anforderungen hinsichtlich Prazision (Gehalt: RSD <2.0%, Retentions-
zeit: < 1.0%), Linearitdt (Korrelationskoeffizient >0.999) und Richtigkeit (Wieder-
findung: 98.0% - 102% fiir die Einzelwerte, 98.5% - 101.5% fiir den Mittelwert)
erfullt sind.

5.2.5 Richtigkeit

Die Richtigkeit (,,accuracy”) eines analytischen Priifverfahrens driickt die
Ubereinstimmung zwischen einem akzeptierten wahren oder als Referenzwert
akzeptierten Wert und dem gefundenen Wert aus (ICH 2005). Die Richtigkeit kann im
Rahmen einer Validierung auch aus den Daten der Prézision und Linearitdt erfolgen,
so dass nicht zwingend weitere Untersuchungen notwendig sind. Die Richtigkeit wird
als Wiederfindung bzw. Wiederfindungsrate in Prozent angegeben. Da sie iiber den
gesamten Arbeitsbereich zu belegen ist, werden Messungen bei mindestens drei
Konzentrationsniveaus, idealerweise bei 100% der Zieclkonzentration sowie bei der
oberen und unteren Grenze des Arbeitsbereichs, an drei unabhéngigen Proben

durchgefiihrt (Keitel 2008).
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1 Methodenentwicklung zur Bestimmung von Amino-
sauren mittels IP-RP-HPLC-MS/MS

Wie einleitend erwédhnt, war es Ziel der vorliegenden Arbeit, eine Methode zur
Quantifizierung von underivatisierten Aminosduren (AS) in Infusionslésungen mittels
HPLC-ESI-MS/MS zu entwickeln.

Analysenverfahren zur Quantifizierung von underivatisierten Aminosduren mittels
HPLC-ESI-MS/MS, die in der einschldgigen Literatur vorgestellt wurden, bedienen
sich meist der Ionenpaar-Chromatographie (IP-HPLC), wobei beinah ausnahmslos
fluorierte Carbonséduren als lonenpaarreagenz zur Trennung der AS an RP-Sdulen
verwendet werden (vgl. Kapitel A 3.3.1.2).

Die ausfiihrlichsten Studien stammen dabei von der Gruppe um Petritis, die sich in
verschiedenen Publikationen intensiv mit der Entwicklung und Etablierung einer IP-
HPLC-MS/MS-Methode zur Quantifizierung von AS in Blut bzw. Urin zur Diagnose
von Storungen des Aminosédurenstoffwechsels beschéftigte (Chaimbault et al. 1999;
Petritis et al. 2000; Piraud et al. 2003; Piraud et al. 2005a; Piraud et al. 2005b).

Die Methodenentwicklung wurde daher zunédchst ausgehend von diesen Arbeiten

aufgenommen.

1.1 Fragmentierungsstudien

Vor Entwicklung einer SRM (,,selected reaction monitoring®) - Methode bedarf es der
genauen Kenntnis von Precursor- und Produktion sowie der optimalen
Kollisionsenergie der jeweiligen Analyten und ihrer isotopenmarkierten Referenzen
(IS). Zudem werden Informationen beziiglich des Fragmentierungsmusters der
Analyten bzw. ihrer IS benétigt, um eventuell auftretende Interferenzen aufgrund
gleicher Precursor- und/oder Produktionen bei der Methodenentwicklung
berticksichtigen zu konnen.

Zur Ermittlung dieser Parameter wurden die AS- und IS-Referenzen mittels ESIq-

MS/MS untersucht (Durchfiihrung sieche Abschnitt D 1.2.).



52 Ergebnisse und Diskussion

Fiir die AS (s. Abschnitt B 1.1.1) wurden die publizierten Daten (Rogalewicz et al.
2000; Piraud et al. 2003) unter den vorliegenden Bedingungen iiberpriift; fiir die
meisten IS sowie weitere, in vorliegender Arbeit verwendete Substanzen lagen keine
Literaturdaten vor, so dass hier die Fragmentierungsmuster neu bestimmt wurden.

Als Ionisierungsmodus wurde ausschlieBlich der positive Modus gewihlt, da mit
diesem zum einen laut Literatur (Piraud ef al. 2003) alle zur Methodenentwicklung
vorgegebenen AS detektiert werden konnen, zum anderen in der spiateren HPLC-
Methode Tridecafluorheptansidure (TDFHA) als lonenpaarreagenz dem FlieBmittel
zugesetzt wird. TDFHA verbessert als Sdure die lonisierung im positiven Modus
(verstirkte Bildung von positiv geladenen Analyt-Molekiilen), so dass in diesem Fall
die HPLC-MS/MS-Analyse im positiven Modus von Vorteil ist (Cech und Enke
2010).

Wihrend der Fragmentierungsstudien wurde dem Losungsmittel ebenfalls TDFHA
zugesetzt, um die lonisierung zu verbessern und gleichzeitig Bedingungen zu
schaffen, die denjenigen der spiteren HPLC-Methode moglichst nahe kommen.
Parallel wurde so gepriift, ob und in welchem Ausmal} das lonenpaarreagenz Einfluss

auf die Fragmentierung nimmt.

1.1.1 Fragmentierung der Aminosiuren

Abbildung B 1-1 zeigt am Beispiel von Ornithin die ESI,os-Produktionen-Spektren,

die sich nach CID (,,collision induced dissociation®, 2.0 mTorr Argon) ergeben.

Bei -10¢eV tritt zunichst wenig Fragmentierung ein. Das Precursorion [M+H]"
m/z 133.1 ist mit einer Intensitit von 3.76:10* dominierend. Als Produktionen werden
m/z 116.0 (-17u, -NH3), m/z 115.0 (-18u, -H,0) sowie m/z 70.1 (-63u, entspricht -NH3,
-H,0, -CO) detektiert.
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Abbildung B 1-1: ESI,,-Produktionen-Spektren von Orn nach CID (2.0 mTorr Argon).
Die genauen ESI-MS-Bedingungen sind in Abschnitt D 1.2 gegeben.

Fragmentierungsenergien: -10eV, -15eV, -20eV, -25eV, -30eV. Precursorion: m/z 133.1,
Produktionen: m/z 116.0 (-17 u), m/z 115.0 (-18 u), m/z 70.1 (-63 u).

Intensititen: 10eV: 3.67-10* (m/z 133.1), 15eV: 3.96:10* (m/z 116.0), 20eV: 5.30-10°
(m/z 70.1), 25eV 4.40-10* (m/z 70.1), 30eV 4.29-10* (m/z 70.1).

Bei Steigerung der Spannung nimmt die Fragmentierung zu, wobei bei -15 eV das

Produktion m/z 116.0 vorherrscht (Intensitdt: 3.96:10%). Von -20eV bis -30 eV

dominiert das Produktion m/z 70.1. Seine grofite Intensitdt weist dieses mit einer

Intensitit von 5.3-10* bei -20 eV auf, so dass diese Spannung als charakteristische

StoBenergie gewidhlt wurde. Als weiteres Produktion wird unter diesen Bedingungen

nur noch m/z 116.0 detektiert.

Die so ermittelten Ergebnisse der Fragmentierungsstudien aller AS sind in Tabelle B

1-1 (S. 58) zusammengefasst.
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Generell stehen die Ergebnisse der Fragmentierungsstudien im FEinklang mit
verschiedenen Literaturdaten zur Fragmentierung von AS mittels ESI,0-MS/MS-
Analytik (Dookeran et al. 1996; Petritis et al. 2000; Rogalewicz et al. 2000; Piraud et
al. 2003).

Wie aus Tabelle B 1-1 ersichtlich wird, ist unter den gewéhlten Bedingungen die
dominierende Fragmentierungsreaktion der Aminosduren im positiven Modus die
bekannte Bildung des Immonium-Ions (-46u, vgl. Abbildung B 1-2), welche durch den
aufeinanderfolgenden Verlust von H,O und CO zustande kommt. Die Bildung des
Immonium-Ions folgt dabei bei allen AS (auBler His) einem gemeinsamen
Mechanismus, der nach der initialen Protonierung am N-Terminus einen
Protonentransfer zur Hydroxylgruppe beinhaltet (Rogalewicz und Hoppilliard 2000;
Rogalewicz et al. 2000).

Teilweise wird in der Literatur, z.B. beschrieben bei Qu ef al. (2002a; b) und
Langrock et al. (2006), die Bildung des Immonium-lons durch den Verlust von
Ameisensidure (HCOOH) ausgedriickt, was jedoch nur formal richtig ist. Um dem
zugrunde liegenden Fragmentierungsmechanismus, also der aufeinanderfolgenden
Abspaltung von H,O und CO, Rechnung zu tragen, sollte diese Formulierung

vermieden werden.

\ H,0
Ha -co .
R—CH—COOH —— > R—CH=NH,

Abbildung B 1-2: Schematische Darstellung der Fragmentierung der AS zum
Immonium-Ion.

Das Immonium-Ion wurde bei 18 von 22 untersuchten AS beobachtet, wobei es bei 13
dieser AS (Ala, Cys, Gly, His, Ile, Leu, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Tyr, Val) das
Hauptproduktion darstellte. Bei Ala, Gly, Ile, Phe, Pro und Val war es bei der
spezifischen Fragmentierungsenergie das einzig entstehende Produktion, bei Leu
wurde daneben noch das Fragment m/z 30 (CH,=NH,") gebildet, welches ebenso wie
m/z 44 (CH=CH-NH;") ein charakteristisches Spaltprodukt der lingerkettigen
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Aminoséuren ist (Budzikiewicz und Schifer 2005). Diese beiden Fragmente wurden in
vorliegender Untersuchung bei hoherer Stofenergie zusitzlich zum Immonium-Ion

auch bei Ile detektiert (vgl. Tabelle B 1-1).

Nach einer Publikation von Rogalewicz et al. (2000), in der Untersuchungen zum
genauen Fragmentierungsmechanismus der proteinogenen a-AS unter ESI,-
Bedingungen nach CID vorgestellt werden, zeigten lediglich Arg, Lys und Trp von
den 20 proteinogenen AS die Fragmentierung zum Immonium-Ion nicht. Petritis et al.
(2000) hingegen detektieren auch fiir Trp das Immonium-lIon. Unsere Studien
bestétigen die Ergebnisse von Rogalewicz et al. (2000), da nur Arg, Lys und Trp
sowie Orn, welches von den Autoren nicht untersucht wurde, die Bildung des
Immonium-Ions nicht zeigten.

Postuliert wird fiir Arg, Lys und Trp eine initiale Protonierung der Seitenkette, die
einen anderen Fragmentierungsweg als bei den {ibrigen AS bedingt. Die

Fragmentierung ist beispielhaft fir Arg ([M+H] m/z 175) in Abbildung B 1-3

dargestellt.
+ +
NH, o NH, Ho +H
)k s )k § COOH
H,N" NH OH H,NT ONH, T Q/
NH,
[M+H]* m/z 175 m/z 60 m/z 116

Abbildung B 1-3: Fragmentierung von Arginin nach CID (ESIpos-MS/MS). Aus der an
der Seitenkette protonierten Aminosiure ([M+H]" m/z 175) spaltet sich die Guanidingruppe
ab (-59u), so dass protoniertes Guanidin (m/z 60) und das Fragment m/z 116 detektiert
werden.

Als spezifische Fragmentierungsreaktion von Arg tritt nach Protonierung der
Guanidinstruktur der Verlust dieser funktionellen Gruppe auf (-59u), was zum
Fragment m/z 116 sowie zum protonierten Guanidin (m/z 60) flihrt.

Das Hauptproduktion fiir Arg ist m/z 70, welches aus dem Fragment m/z 116 durch
Verlust von H,O und CO gebildet wird. Zusitzlich wird fiir Arg unter vorliegenden
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Bedingungen auch die Abspaltung von NHj; (-17u, m/z 158) sowie der daran
anschlieBende Verlust von H,O und CO (m/z 112) beobachtet.

Bei Trp und Lys dominiert nach Protonierung der Verlust von NH; (-17u), wobei bei
Lys ein cyclisches Zwischenprodukt auftritt, welches anschlieBend H,O und CO
verliert, so dass bei Lys das Hauptproduktion m/z 84 (-63u) entsteht. Trp zeigt nach
dem Verlust von NHj als Hauptproduktion m/z 188. Fiir diese AS ist unklar, warum
keine Abspaltung von H,O und CO beobachtet wird, insbesondere da Trp und His
groBe strukturelle und energetische Ahnlichkeiten aufweisen und bei His diese
Abspaltung, wenn auch mit einem anderen Mechanismus als bei den iibrigen AS,
auftritt (Rogalewicz et al. 2000). Nicht untersucht wurde von diesen Autoren Ornithin,
fiir welches in unseren Studien ebenfalls bei keiner der verschiedenen StoBenergien
die Bildung des Immonium-Ions beobachtet wurde (vgl. Abbildung B 1-1, S. 53).
Auch in den Untersuchungen von Qu et. al. (2002b) sowie Piraud et al. (2003) wurde
das Immonium-Ion von Orn, welches theoretisch ein Masse-Ladungs-Verhiltnis von
m/z 87 (IM+H]" m/z 133, Bildung Immonium-Ion -46u) aufweisen miisste, nicht
detektiert.

Piraud et.al. (2003) beschreiben das Hauptproduktion bei der spezifischen
Kollisionsenergie von Orn m/z 70 durch den Verlust von NH; aus dem Immonium-
Ion. Dies wire denkbar, sofern das Immonium-Ion bei dieser Kollisionsenergie bereits
so weit fragmentiert wére, dass es selbst nicht mehr detektiert wird. Allerdings
bestehen begriindete Zweifel an dieser Annahme. Zum einen konnte in unseren
Untersuchungen, wie erwidhnt, bei keiner Kollisionsenergie das Immonium-Ion
gefunden werden. Zum anderen unterscheidet sich Ornithin strukturell von Lysin nur
durch eine CH,-Gruppe in der Seitenkette, so dass ein dhnlicher Fragmentierungsme-
chanismus wie flir Lysin, d.h. keine Bildung des Immonium-lons, angenommen
werden kann. Demzufolge ist davon auszugehen, dass auch Ornithin nach CID kein
Immonium-Ion zeigt. Dominiert wird die Fragmentierung von Orn, iibereinstimmend
mit der Fragmentierung von Lys, durch die Abspaltung von NH; (-17u) sowie den
anschlieBenden Verlust von H;O und CO (Hauptproduktion m/z 70). Bei anderen
Kollisionsenergien wird aullerdem die Abspaltung von Wasser (-18u, m/z 115)

beobachtet (vgl. Abbildung B 1-1).
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Die Bildung des Immonium-Ions tritt bei den iibrigen AS mit funktionellen Gruppen
in der Seitenkette in Konkurrenz mit dem bereits erwidhnten Verlust von NHj (-17u),
der bei Orn beschriebenen Eliminierung von H,O (-18u) sowie der Abspaltung
weiterer, kleiner Molekiile aus der Seitenkette. Da diese Schritte auch aufeinander-
folgend stattfinden, werden als weitere charakteristische Fragmentierungsreaktionen
bei einigen AS der Verlust von -63u (Abspaltung in unterschiedlicher Reihenfolge von
NH;, CO und H,0) sowie der Verlust von -64u (Abspaltung in unterschiedlicher
Reihenfolge von H,O, CO und H,O) beobachtet.

Cys ([M+H]" m/z 122) zeigt neben dem Immonium-Ion durch den Verlust von NH;
ein deutliches Fragment bei m/z 105, aus welchem weiterhin H,O abgespalten wird
(Fragment m/z 87).

Wie bei Cys wird NH; auch bei Met, Tyr und Asn eliminiert, wobei die Abspaltung
bei Asn auch an der Seitenkette erfolgen konnte. Bei Tyr entsteht zusidtzlich das
Tropylium-Kation ([C;H;]", m/z 91) aus der aromatischen Seitenkette (Gross 2004).
Die Abspaltung von Wasser tritt bei Ser ([M+H]  m/z 106) auf. Neben dem
dominierenden Immonium-lon (m/z 60) wird als Fragment m/z 88 detektiert, aus
welchem nochmals H,O eliminiert wird (-18u, m/z 70).

Ebenfalls abgespalten wird H,O bei Thr, Asp und Glu, wobei im Falle von Thr die
Fragmentierung ausschlieBlich an der Seitenkette stattfindet, wohingegen bei Asp und
Glu auch die Carboxylgruppe beteiligt sein kann (Rogalewicz et al. 2000).

Als Hauptproduktion von Asn und Asp entsteht nach der Abspaltung von NH3 (Asn)
bzw. H,O (Asp) durch den Verlust von CH,CO das charakteristische Fragment m/z 74.
NAcCys und NAcTyr fragmentieren analog zu den entsprechenden nicht-acetylierten
AS, wobei zusitzlich die Abspaltung von Keten (CH,CO, -42u) aus der Acetylgruppe
auftritt. Dieses Fragment ist im Falle von NAcCys das Hauptproduktion, bei NAcTyr
dominiert das Immonium-Ion des Tyrosins (m/z 136), welches nach Abspaltung der
Acetylgruppe entsteht. Zusatzlich wird fiir beide acetylierten AS der Verlust von -88u

registriert, was der Eliminierung von CH,CO sowie H,O und CO entspricht.
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Tabelle B 1-1: Fragmentierungsmuster von 22 AS nach ESI,,,-MS/MS-Analyse. Fettgedruckte Zahlen zeigen das Precursorion [M+H]" sowie das
Hauptproduktion. -17u: Verlust von NH3, -18u: Verlust von H,O, -42u: Verlust von CH,CO aus der Acetylgruppe, -46u: Verlust von H,O und CO,
ergibt Immonium-Ion, -63u: Verlust von NH3 sowie H,O und CO, -64u: Verlust von H,O sowie H,O und CO, -88u: Verlust von CH,CO sowie H,O
und CO. Fiir Ille wurde als zweite optimale Energie diejenige aufgenommen, bei welcher das Produktion m/z 69 die groBte Intensitét aufweist.

AS optimale [M+H]" -17u -18u -42u -46 u -63 u -64u -88u weitere
Energie [eV] (m/z) (m/7) (m/fz) (m/fz) (m/fz) (m/z) (m/fz) (m/f7) Produktionen (m/z7)
NAcCys -15 164.0 146.0 122.0 117.9 76.0
NAcTyr 20 224.0 182.0 178.0 136.0 165.0°
Ala -15 90.1 44.1
Arg 20 175.0 157.9 112.0 130.0, 116.0°, 70.2°%, 60.1°
Asn 20 133.1 116.0 87.1 70.1 88.1, 74.0¢°, 46.1
Asp 20 134.1 116.0 88.0 70.1 74.0°, 46.1,43.1
Cys 20 122.1 105.1 76.1 59.2 87.1°
Glu 20 148.0 130.0 102.0 84.0 56.1¢
Gly -35 76.0 30.2
His 20 156.0 110.1 93.0 95.0, 83.0
Ile -15 132.0 86.1
20 132.0 86.1 69.1 442,302
Leu -15 132.0 86.1 30.2
Lys 20 147.1 130.0 84.1
Met -15 150.0 133.0 104.0 102.0", 74.1, 61.0, 56.1¢
Orn 20 133.1 116.0 70.1
Phe -15 166.2 120.1
Pro 20 116.1 70.1
Ser -15 106.0 88.0 60.1 70.0
Thr -15 120.0 102.0 74.1 56.1 83.9
Trp -15 205.0 188.0 146.0
Tyr 20 182.1 165.0 136.1  119.0 123.0,91.1'
Val -15 118.0 72.1

a: Verlust von NH;-Elimination nach Elimination von CH,CO und/oder -59u, b: Fragment durch Verlust der Guanidingruppe (-59 u), ¢: Verlust von H,O und CO
aus Fragment m/z 116, d: protonierte Guanidingruppe, e: Verlust von CH,CO (-42 u) nach NH;- bzw. H,O-Eliminierung, f: Verlust von H,O nach NH;-
Elimination, g: Verlust von CO aus Fragment m/z 84, h: Verlust von CH;SH (- 48u), i: Fragment m/z CH,SCH,", j: Fragment m/z CHj; SCH,", k: Verlust von H,O
an der Carboxylgruppe nach H,O-Elimination aus der Seitenkette, 1: Benzyl- bzw. Tropylium-Kation aus der aromatischen Seitenkette.
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1.1.2 Fragmentierung der stabil-isotopenmarkierten Aminosiuren

In gleicher Weise wurde das Fragmentierungsverhalten der stabil-isotopenmarkierten
Referenz-Aminosduren bestimmt. Dieses entspricht erwartungsgemifl im Wesent-
lichen dem der entsprechenden unmarkierten AS.

Neben der Bildung des Immonium-Ions werden auch hier die typischen, in Kapitel
B 1.1.1 ausfiihrlich beschriebenen Fragmente detektiert.

Unterschiedliche Fragmentmassen ergeben sich aufgrund der Isotopenmarkierung und
den damit verbundenen unterschiedlichen Massen der Verbindungen.

Beispielsweise wird die Bildung des Immonium-lons im Falle von 13C(),ISNI-Ile,
13C4,15N1—Thr und 13C6—His durch den Verlust von -47u erreicht, da eine Bc.
Isotopenmarkierung an der Carboxylgruppe sitzt und somit CO und H,0 abgespalten
werden. Die Abspaltung von NHj3 aus Ds-Trp wird durch den Verlust von -18u
dargestellt, da die Eliminierung wie bei Trp beschrieben an der Seitenkette erfolgt, wo

bei vorliegender Isotopenmarkierung ein Deuterium-Ion sitzt.

Die genauen Ergebnisse der Fragmentierungsstudien der 20 IS sind in Tabelle B 1-2

zusammengefasst.

Aus den Daten der Fragmentierungsstudien werden die ermittelten Precursor- und
Produktionen sowie die spezifischen Fragmentierungsenergien der jeweiligen AS bzw.
IS zur Erstellung der SRM-Methode verwendet werden.

Das genaue Fragmentierungsmuster ist fiir die zu entwickelnde HPLC-ESI,,,s-MS/MS-
Methode insofern von Bedeutung, als dass dadurch Interferenzen innerhalb der
Analyten entdeckt werden, welche vor der ESI-MS/MS-Analyse chromatographisch
getrennt werden miissen.

Die sich aufgrund der Fragmentierungsstudien ergebenden Interferenzen zwischen AS

und IS sind in im folgenden Kapitel (B 1.1.3) zusammengestellt.



60 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle B 1-2: Fragmentierungsmuster von 21 IS nach ESI,,-MS/MS-Analyse. Fettgedruckte Zahlen zeigen das Precursorion [M+H]" sowie das
Hauptproduktion. Bedingt durch die Isotopenmarkierung ergeben sich fiir den formalen Verlust bestimmter funktioneller Gruppen teils unterschied-
liche Massendifferenzen.

IS optimale [M+H]* - NH; - H,0 -H,0, -CO -NH;, -H,0, -H,0, -H,0, weitere
Energie (m/z) (m/z) (m/z) (m/z) -CO -CO Produktionen (m/7)
(eV) (m/z) (m/z)
D,-NAcCys -15 166.2 148.1 120.1 124.1°,78.1°
Ds-Ala -15 93.1 47.1
BCs-Arg 25 181.2 121.0°, 74.1%, 61.1°
BC,-Asn -20 137.1 120.0 90.1 76.0", 46.2
Ds-Asp 20 137.1 119.0 91.1 75.0% evtl.47.1
D,-Cys 20 124.2 107.1 78.2 61.1 89 18
Ds-Glu 20 153.2 134.9 107.0 88.1 60.1"
D,-Gly 25 78.1 32.1 50.1i!
BCq-His 20 162.1 115.1 100.1, 87.1
BCe,"N-Ile -15 139.2 92.1
Ds-Leu -15 135.1 89.1
BC,-Lys 20 149.1 85.1
D;-Met -15 153.1 136.0 107.1 102.14, 56.1*
Ds-Orn 20 139.2 122.1 76.1
Ds-Phe -15 171.1 125.1
D,-Pro 20 123.2 77.1
D;-Ser 20 109.1 91.0 63.2 73.1!
BC,,°N;-Thr -15 125.1 107.1 78.1 60.1 89.1'
Ds-Trp -15 210.1 192.0 150.0
BCe-Tyr -15 188.2 171.2 142.2 129.0
Ds-Val -15 126.2 80.2

a: Verlust von CH,CO, b: Verlust von CH,CO sowie H,0 und CO, c: Verlust der °C;- Guanidin-Gruppe, d: Verlust von H,O und BCO aus Fragment m/z 121, e:
protonierte BC,- Guanidin-Gruppe, f: Verlust von CH,CO nach NH;- bzw. H,O-Elimination, g: Verlust von H,O nach NH;-Elimination, h: Verlust von CO aus
Fragment m/z 88, i: Verlust von CO (Rogalewicz und Hoppilliard 2000), j: Verlust von CD;SH (- 51u), k: Fragment m/z CH;SH, 1: Verlust von H,O an der
Carboxylgruppe nach H,O-Elimination aus der Seitenkette
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1.1.3 Interferenzen innerhalb der Analyten

Aus den Ergebnissen der Fragmentierungsstudien ergeben sich verschiedene
Interferenzen innerhalb der AS und ihren isotopenmarkierten Referenzsubstanzen,
welche die chromatographische Trennung bestimmter Analyten vor der MS/MS-
Analyse bedingen.

Wichtige Interferenzen sind durch isobare bzw. isomere Substanzen bedingt.

So zeigten die Konstitutionsisomere Leu und Ile neben dem gleichen m/z-Verhiltnis
fiir das Precursorion ([M+H]" m/z 132) auch das gleiche Hauptproduktion m/z 86.
Zwar wurde bei Ile das Fragment m/z 69 mit einer deutlichen Intensitit detektiert,
welches bei den gewdhlten Bedingungen der Fragmentierungsstudien fiir Leu nicht
identifiziert wurde. Dieses Fragmention konnte auch bei der Methodenentwicklung
zur Unterscheidung von Leu und Ile eingesetzt (Kapitel B 1.2 und B 2) werden, es
eignet sich aber nur bedingt als spezifischer Ubergang zur Quantifizierung, wie es von
bestimmten Autoren vorgeschlagen bzw. praktiziert wurde (Piraud et al. 2003; Gu et
al. 2007). Dies resultiert daher, dass auch fiir Leu nach CID bei den untersuchten
Kollisionsenergien das Fragment m/z 69 detektiert wurde, allerdings mit relativen
Intensititen < 5%, so dass es in den Ergebnissen der Fragmentierungsstudien nicht
auftaucht. Im Hinblick auf die spitere Anwendung der Methode zur Quantifizierung
von AS in Infusionslosungen in der pharmazeutischen Routineanalytik mit der dort
geforderten Richtigkeit diirfte der Fehler, der sich durch die Miterfassung des Leu-
Fragments bei der Quantifizierung von Ile ergeben wiirde, zu grof3 sein. Die Quanti-
fizierung von Ile anhand des spezifischen Ubergangs m/z 132 — m/z 69 sollte daher
nur in Betracht gezogen werden, wenn bestimmte Fehlergrenzen tolerierbar sind und
vor allem auf eine rasche Analyse wert gelegt wird. Beispielhaft seien hier Methoden
zur Quantifizierung von AS in Humanblut zur Diagnose von Stérungen des
Aminosdurenstoffwechsels (Piraud ef al. 2005b) sowie zur Analyse des Aminoséuren-
metabolismus von Pflanzen (Gu et al. 2007) genannt.

Zwei neuere Untersuchungen nutzen zur Quantifizierung von Leu und Ile ohne
chromatographische Trennung mittels ESI-MS/MS spezifische Fragmentionen, die

nach CID mit Argon aus dem in der Ionenquelle durch Dissoziation entstandenen
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Immonium-Ion gebildet werden. Gemessen werden als spezifische Uberginge
m/z 86 — m/z 57 fiir lle und m/z 86— m/z 43 fiir Leu (Bishop et al. 2007; Dell'mour et
al. 2010). Beide Fragmente wurden auch in unseren Studien detektiert, allerdings nur
bei sehr hohen Kollisionsenergien und nur mit sehr geringen Intensititen. Zudem stellt
sich bei Verwendung solch kleiner Fragmente als spezifische Produktionen das
Problem, dass es zu Interferenzen mit anderen AS kommen kann, die ebenfalls
Fragmente mit dem gleichen m/z-Verhiltnis bilden. So wurde beispielsweise in
unseren Studien, wenn auch nur in geringer Intensitét, das Produktion m/z 43 auch bei
der Fragmentierung von Asn, Asp, Arg, Glu, His, NAcTyr und NAcCys gebildet.

Die Eignung der von Bishop et al. (2007) vorgeschlagenen spezifischen Uberginge
zur Quantifizierung von Leu und Ile fiir die vorliegende Anwendung ist daher sehr
fraglich und wurde aufgrund der anzustellenden ausfiihrlichen Studien hinsichtlich

Interferenzen mit andern AS bzw. IS nicht weiter verfolgt.

Isobare Molekiile ergaben weitere Interferenzen. So zeigten Asn und Orn ([M+H]"
jeweils m/z 133) beide Produktionen bei m/z 116 und m/z70, so dass die
chromatographische Trennung Voraussetzung zur Quantifizierung dieser beiden AS
ist. Zudem sind diese beiden Produktionen isobar zum Precursor- und Haupt-
produktion von Pro, so dass auch hier eine Basislinientrennung gefordert ist. Gleiches
gilt fiir Phe und D,-NAcCys ([M+H]" jeweils m/z 166), die beide ein Produktion
m/z 120 aufweisen, sowie fir D3-Met und Ds-Glu ([M+H]" jeweils m/z 153), bei

deren Fragmentierung in beiden Fillen ein Produktion m/z 107 entsteht.

Ein weiterer Grund fiir Interferenzen ist die natiirliche Isotopenverteilung. In organi-
schen Molekiilen kommen natiirlicherweise ca. 1.1% "*C vor, bei schwefelhaltigen
Verbindungen 4.4% **S (McLafferty und Ture¢ek 1995; Riedel 2004). Daraus ergeben
sich je nach Anzahl der C- bzw. S-Atome im Molekiil unterschiedliche Anteile der
Isotope [M+1+H]" bzw. [M+2+H]". Sofern sich Analyten nur durch eine Masseeinheit
bzw. im Fall der schwefelhaltigen Substanzen um zwei Masseeinheiten unterscheiden,
kann es ohne chromatographische Trennung zu Fehlern bei der Quantifizierung kom-

men.
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Dies ist fiir Lys ((M+H]" m/z 149) und Glu ([M+H]" m/z 150) von Bedeutung, die
beide als Hauptproduktion m/z 84 aufweisen. Chromatographische Trennung ist
notwendig, damit das 13C-Isotop von Lys ([M+1+H]" m/z150) nicht die
Quantifizierung von Glu stort. In diesem Fall bedingt auch die isotopenmarkierte
Referenz Cy-Lys (IM+H]" m/z 149, Produktion m/z 85) die notwendige Trennung
von Glu, da sich deren Precursor- bzw. Produktion nur um eine Masseeinheit von
Precursor- bzw. Produktion von Glu unterscheiden. Gleiches gilt fiir Leu und Ile
(IM+H]" m/z 132, Produktion m/z 86) in Verbindung mit Asn ([M+H]" m/z 133,
Produktion m/z 87) sowie fiir Asn ((M+H]" m/z 133) und Asp ([M+H]" m/z 134) mit
den Produktionen m/z 74. Zudem erfordern auch deren isotopenmarkierte Referenzen
BCs-Asn ([M+H]" m/z 137, Produktion m/z 76) und Ds-Asp ([M+H]" m/z 137,
Produktion m/z 75) die chromatographische Trennung, da ansonsten das '*C-Isotop
des Produktions von D3;-Asp mit dem Produktion 13C4—Asr1 interferiert. Auf die gleiche
Weise kann der Isotopenpeak von Asp ([M+H]  m/z 134, Produktion m/z 88) die
Quantifizierung von Ds-Leu ([M+H]" m/z 135, Produktion m/z 89) stéren. Auch bei
D,-Cys ([M+H]" m/z 124, Produktion m/z 78) und 2C4, " Ni-Thr ([M+H]" m/z 125,
Produktion m/z 78) bedingt die natiirliche Isotopenverteilung chromatographische

Trennung zur exakten Quantifizierung.

Weitere Interferenzen ergaben sich durch das Fragmentierungsmuster der Substanzen,
teils in Kombination mit deren natiirlichen Isotopenverteilung. Arg zeigt Produktionen
mit m/z 116 und m/z 70, die isobar zum Precursor- und Hauptproduktion von Pro
sowie zu den Fragmenten von Asn und Orn sind. Cys zeigt zwei Fragmente (m/z 105
und m/z 59), deren C-Isotope die Quantifizierung von Ser ([M+H]" m/z 106,
Hauptproduktion m/z 60) storen konnen. Fragmente von Met (m/z 133 und m/z 74)
interferieren mit Precursor- und Produktionen von Asn und Orn. Die acetylierten AS
NAcCys und NAcTyr zeigen nach Verlust der Acetylgruppe Fragmente, welche den
spezifischen Precursor- und Produktionen ihrer nicht-acetylierten Analoga entsprechen
(NAcCys: Produktionen m/z 122 und m/z 76, NAcTyr: Produktionen m/z 182 und
m/z 136). Demzufolge miissen auch NAc¢Cys und Cys sowie NAcTyr und Tyr

getrennt werden.
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Die aufgefiihrten Interferenzen sind in Tabelle B 1-3 zusammengefasst.

Diese waren bei der Methodenentwicklung zu beriicksichtigen. Zur genauen Quanti-
fizierung der Analyten ist eine Basislinientrennung der genannten interferierenden

Substanzen Voraussetzung.

Tabelle B 1-3: Ubersicht iiber die Interferenzen von Precursor- und Produktionen von
AS und ihrer IS, die bei der HPLC-MS(/MS)-Analyse von Bedeutung sind. Substanzen,
die zusammen in einer Zeile aufgefiihrt sind, miissen vor der massenspektrometrischen
Quantifizierung chromatographisch getrennt werden.

Analyt Precursorion Produktion Produktion Grund
Leu 132 86 Konstitutions-
Ile 132 86 isomere
Phe 166 120 isobare
D,-NAcCys 166 120 Substanzen
Ds5-Glu 153 107 isobare
D;-Met 153 107 Substanzen
Pro 116 70 isobare
Asn 133 116 70 Substanzen bzw.
Orn 133 116 70 Fragmente
Arg 175 116 70
Met 150 133 74 isobare
Asn 133 74 Substanzen bzw.
Orn 133 74 Fragmente
Ser 106 60 isobare Substanzen
Cys 122 106 59 bzw. Fragmente
NAcCys 164 122 76 isobare Substanzen
Cys 122 76 bzw. Fragmente
NAcTyr 224 182 136 isobare Substanzen
Tyr 182 136 bzw. Fragmente
Asn 133 74 natiirliche
Asp 134 74 Isotopenverteilung
Asp 134 88 natiirliche
D;-Leu 135 89 Isotopenverteilung
BCAsn 137 76 natiirliche
D;-Asp 137 75 Isotopenverteilung
Lys 147 84 natiirliche
Glu 148 84 Isotopenverteilung
BC,-Lys 149 85
Leu 132 86 natiirliche
Ile 132 86 Isotopenverteilung
Asn 133 87
D,-Cys 124 78 natiirliche

B¢, 5N;-Thr 125 78 Isotopenverteilung
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1.1.4 Fragmentierung weiterer Substanzen

Neben den Aminosduren und ihren isotopenmarkierten Referenzen wurde das
Fragmentierungsmuster fiir fiinf weitere Substanzen bestimmt (Durchfiihrung siehe
Abschnitt D 1.2.). Diese Studien wurden durchgefiihrt, da die Substanzen aus
verschiedenen Griinden in die spitere Methode integriert werden konnten.

Als mogliche Nebenprodukte konnen unter Umsténden Pyroglutaminsdure (Pyr) sowie
Methioninsulfoxid (MSO) Bestandteil von Infusionsldsungen sein. Pyr kann bei Erhit-
zung aus Glu entstehen und konnte so infolge des Sterilisationsprozesses in die
Untersuchungslosungen gelangen. MSO, das Oxidationsprodukt von Met, konnte bei
zu hoher Sauerstoffkonzentration in der Losung entstehen. Cystin ((Cys)2) wurde auch
untersucht, da es in bestimmten AS-Infusionslosungsformulierungen sowohl als
physiologischer Bestandteil oder in diesen als Oxidationsprodukt von Cystein
vorkommen kann.

Anhand der Kenntnis von Precursor- sowie Produktionen ldsst sich wihrend der
Methodenentwicklung die generelle Eignung der Methode zur Analyse dieser

Substanzen priifen.

In Tabelle B 1-4 sind die Ergebnisse dieser Fragmentierungsstudien dargestellt.

Tabelle B 1-4: Fragmentierungsmuster von fiinf weiteren Substanzen nach ESI-
MS/MS-Analyse.

Substanz ~ optimale Energie |M+H|" Haupt-Produktion  weitere Fragmente (m/z)

[eV] (m/z) (m/z)
(Cys)2 -20 241.1 152.1 195.1, 120.1, 122.1, 74.2
D4-(Cys)2 -20 245.2 154.0 199.1, 122.1, 74.1
MSO -20 166.2 74.1 149.1, 102.1,75.1, 56.2
Pyr -20 130.2 84.1
D;-Pyr -20 137.2 89.2

Bei der Fragmentierung von Pyroglutaminsdure (Pyr) und der isotopenmarkierten
Referenz D;-Pyr entstand ausschlieBlich das Immonium-Ion (-46u bzw. aufgrund der
Deuterierung -48u). Weitere, in der Literatur beschriebene Fragmente (Piraud et al.

2003) wurden nicht beobachtet.
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Methioninsulfoxid (MSO) zeigte neben der Abspaltung von Ammoniak ([M+H-NH3]"
m/z 149) die fiir Methionin typischen Fragmente (vgl. Tabelle B 1-1).

Das Fragmentierungsmuster von Cystin entsprach im Wesentlichen den bisher schon
bekannten Daten (Piraud et al. 2003; Thiele et al. 2008). Als Hauptproduktion
entstand m/z 152 (-89u). Weitere Fragmente sind bei dieser Kollisionsenergie
protoniertes Cystein (m/z 122.1), das aus (Cys)2 gebildete Immonium-Ion (m/z 195.1,
-46u) sowie m/z 120.1 und m/z 74.2. Analog wird ihre isotopenmarkierte

Referenzsubstanz D4-(Cys)2 fragmentiert.

1.2 IP-HPLC-MS/MS-Methodenentwicklung

Wie einleitend beschrieben (Abschnitt A 3.3.1), sind verschiedene Verfahren zur
Quantifizierung von underivatisierten AS mittels IP-RP-HPLC-MS/MS publiziert. In
einem ersten Schritt wurde die von Piraud ef al. (2005b) beschriebene Methode auf die

vorliegenden Bedingungen iibertragen.

1.2.1  Ubertragung der HPLC-MS/MS-Methode

Die generelle Ubertragbarkeit der HPLC-MS/MS-Methode auf unsere Bedingungen
wurde in Vorversuchen gepriift, und es wurden verschiedene Parameter optimiert (vgl.
Abschnitt D 1.3.1).

Abweichend zur publizierten Methode wurde am Ende des HPLC-Gradienten ein
Spiilschritt mit 100% ACN eingefiigt, um auf der Sdule akkumuliertes Ionenpaar-
reagenz zu entfernen und so das in der Literatur beschriebene (Qu et al. 2002b; Piraud
et al. 2005b) kontinuierliche Ansteigen der Retentionszeiten der Analyten im Verlauf
einer Messreihe zu minimieren.

Der HPLC-MS/MS-Lauf wurde nach vorausgehenden Studien zur Ermittlung der Re-
tentionszeiten der AS in drei Segmente eingeteilt, um so die Anzahl der Scan-Events
pro Zeiteinheit zu verringern und damit eine erhohte Empfindlichkeit zu erreichen. Im

Bereich von 0-4 min wurden die spezifischen Ubergiinge von neun AS (NAcCys, Ala,
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Asn, Asp, Glu, Gly, Pro, Ser und Thr) gemessen. Von 4-11 min eluierten sieben AS
(NAcTyr, Met, Val, Leu, Ile, Phe, Tyr). Zuletzt werden im Bereich von 11-15 min
Arg, His, Lys, Orn, Trp (fiinf AS) detektiert.

Mit der optimierten [IP-RP-HPLC-MS/MS-Methode (Abschnitt D 1.3.2) erfolgte die
Analyse einer Mischung von 21 AS (Konzentration je 10 umol/L).

Abbildung B 1-4 zeigt exemplarisch das bei der Messung dieser Mischung erhaltene
Totalionenchromatogramm (TIC, ,,total ion chromatogram®). In Abbildung B 1-5 sind
die einzelnen, extrahierten Ionenchromatogramme (XIC, ,extracted ion chroma-

togram*) der spezifischen Uberginge der AS dargestellt.
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Abbildung B 1-4: Chromatogramm (TIC) der IP-HPLC-ESI,,-MS/MS-Untersuchung
einer Mischung von 21 AS (je 10 pmol/L).

Sdule: QS UptiSphere BP2 (3 um, 50 mm x 2 mm, Interchim, Montlugon, Frankreich), Gra-
dientenelution mit TDFHA als Ionenpaarreagenz. Experimentelle HPLC- und ESI-MS/MS-
Bedingungen sieche Abschnitt D 1.3.2.

Peak 1: Asp (tg = 0.88 min), Peak 2: Asn (tg = 1.16 min), Ser (tg = 1.19 min), Glu (tg = 1.24
min), NAcCys(tg = 1.25 min), Gly (tg = 1.28 min), Thr (1.38), Peak 3: Ala (tg = 1.51 min),
Pro (tg = 1.61 min), Peak 4: Val (tg = 4.76 min), Peak 5: Met (tx = 5.50 min), Peak 6:
NAcTyr (tg = 7.71 min), Peak 7: Tyr (tg = 8.82 min), Peak 8: Ile (tg = 9.11 min), Peak 9: Leu
(tr = 9.55 min), Peak 10: Phe (tg = 10.60 min), Peak 11: His (tg = 12.24 min), Peak 12: Orn
(tg = 12.71 min), Peak 13: Trp (tg = 13.28 min), Lys (tg = 13.35 min), Arg (tg = 13.36 min)
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Wie aus den Chromatogrammen (Abbildung B 1-4 und Abbildung B 1-5) ersichtlich
ist, wurden alle AS innerhalb von 14 min eluiert. Die vorgenommene Einteilung des
Laufs in drei Segmente ist moglich, so dass sich eine gesteigerte Empfindlichkeit

aufgrund der verringerten Anzahl an Scan-Events pro Zeiteinheit ergibt.

Die sauren AS sowie diejenigen AS mit polaren Seitenketten werden erfahrungsgeméf
unter den Bedingungen der IP-HPLC mit TDFHA als Ionenpaarreagenz kaum zuriick-
gehalten (Waterval et al. 2009). Dies wird durch unsere Untersuchungen bestétigt
(vgl. Abbildung B 1-5).
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Abbildung B 1-5: HPLC-ESIpos-MS/MS-Chromatogramm der Untersuchung einer
Losung von 21 AS (je 10 pmol/L). Dargestellt sind die XIC-Chromatogramme der
spezifischen Uberginge der einzelnen AS.

Saule: QS UptiSphere BP2 (3 um, 50 mm x 2 mm, Interchim, Montlugon, Frankreich), Gra-
dientenelution mit TDFHA als Ionenpaarreagenz. Experimentelle HPLC- und ESI-MS/MS-
Bedingungen siehe Abschnitt D 1.3.2.
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Neben den sauren Aminosduren Asp und Glu wurden in den ersten beiden Minuten die
polaren AS Asn, Ser, Thr und NAcCys (polar aufgrund der Thiol-Gruppe) detektiert,
wobei kaum eine Trennung erfolgte. Zusitzlich eluierten parallel Gly, Ala und Pro, die
eigentlich zu den AS mit unpolaren Seitenketten zéhlen. Deren geringe Retention ist
durch die schwachen Wechselwirkungen mit der stationéren Phase zu erkldren, welche
durch die geringe Lipophilie der Seitenkette bedingt sind.

Wie sich aus den Ergebnissen der Fragmentierungsstudien ergab, ist aufgrund von
Interferenzen zwischen bestimmten Analyten eine chromatographische Trennung
Voraussetzung zur exakten Quantifizierung (vgl. Kapitel B 1.1.3). In dieser Elu-
tionsgruppe ist die Trennung von Asn und Asp sowie von Asn und Pro gefordert. Wie
aus Abbildung B 1-5 zu entnehmen ist, eluierten Asp (tr: 0.88 min) und Asn (tg: 1.16
min) getrennt voneinander. Auch Pro und Asn erscheinen getrennt, wobei jedoch
keine vollstindige Basislinientrennung erfolgte. Hier muss in weiteren Studien geklért
werden, ob deren Trennung zur Quantifizierung ausreicht.

Zwischen ~4.8 min und ~10.6 min (Segment 2) eluierten die weniger polaren AS bzw.
die AS mit unpolaren Seitenketten AS Val, Met, NAcTyr, Tyr, Ile, Leu und Phe
gemal ihrer Lipophilie (Chaimbault ez al. 1999). In diesem Segment erfolgte eine gute
Trennung der AS. Leu und Ile, welche aufgrund gleicher m/z-Verhéltnisse von
Precursor- und Produktion zur exakten Quantifizierung chromatographisch getrennt
werden miissen, eluierten basisliniengetrennt. Dies ist von besonderer Bedeutung, da
die Trennung der beiden AS aufgrund der groBen strukturellen und physikalisch-
chemischen Ahnlichkeit auch unter IP-HPLC-Bedingungen nicht trivial ist.

Zuletzt verlieen in Segment 3 die relativ unpolare AS Trp sowie die basischen AS
His, Orn, Lys und Arg die Sdule, wobei zwischen Trp, Lys und Arg keine Trennung
erfolgte. Arg und Orn, welche aufgrund gleicher Fragmente chromatographisch

getrennt werden miissen, eluierten nacheinander.

Weitere wichtige Informationen lieen sich aus der Auswertung der Peakfldchen der
einzelnen AS gewinnen. Da in vorliegendem Experiment alle AS in der gleichen
(Stoffmengen-) Konzentration vorlagen, also die gleiche Teilchenzahl pro Analyt

untersucht wurde, kann ein Vergleich der Peakflichen Aufschliisse iiber die unter-
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schiedliche lonisierbarkeit der AS bzw. die Empfindlichkeit der Methode fiir die
jeweilige AS geben. Bei der Interpretation der Werte ist jedoch die Einteilung des
Laufs in Segmente zu beriicksichtigen, da dadurch und der damit einhergehenden
unterschiedlichen Anzahl an AS pro Segment (unterschiedliche Anzahl an Scan-
Events) die Empfindlichkeit des Massenspektrometers variiert. Demzufolge sind die

erhaltenen Werte nur als Richtwerte zu verstehen.

In Tabelle B 1-5 sind die Peakflachen der AS in aufsteigender Reihenfolge dargestellt.

Tabelle B 1-5: Ubersicht iiber Peakfliche (Area) und Retentionszeit von 21 AS nach IP-
HPLC-ESIpos-MS/MS-Untersuchung einer Losung von 21 AS (je 10 pmol/L). Die AS
sind nach steigender Peakflache sortiert. Experimentelle HPLC- und ESI-MS/MS-Bedingun-
gen siehe Abschnitt D 1.3.2.

AS Area (FE) Retentionszeit (min) Segment
NAcCys 2.7-10° 1.25 1
Gly 2.0-10 1.28 1
Asn 3.1-10* 1.16 1
Asp 7.1-10* 0.88 1
Ser 1.1-10° 1.19 1
Thr 1.6:10° 1.38 1
NAcTyr 2.0-10° 7.71 2
Ala 2.4-10° 1.51 1
Glu 2.5:10° 1.24 1
Tyr 3.8:10° 8.82 2
Orn 4.510° 12.71 3
Lys 7.0-10° 13.35 3
Met 7.7-10° 5.50 2
Pro 7.9-10° 1.61 1
Arg 8.8:10° 13.36 3
Leu 1.0-10° 9.55 2
Val 1.1-10° 4776 2
His 1.2-10° 12.24 3
Ile 1 1.3-10° 9.11 2
Ile 2 7.2:10* 9.11 2
Phe 1.4-10° 10.60 2
Trp 2.2:10° 13.28 3

Wie aus der Tabelle hervorgeht, variierten die Peakflichen und damit die
Empfindlichkeit deutlich (2.7-10° FE (NAcCys) bis 2.2:10° FE (Trp)). Dieser Effekt ist
fir die ESIpos-MS/MS- bzw. TOF-MS-Analyse underivatisierter AS literaturbekannt
(Qu et al. 2002b; Piraud et al. 2003; Armstrong et al. 2007).
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Bei unserer Studie war die Ionisierbarkeit von NAcCys, Gly, Asn und Asp am
schlechtesten, da bei gleicher Stoffmengenkonzentration die geringsten Flachen
erhalten wurden. Fiir NAcCys liegt dies wohl an der Acetylierung, die eine leichte
Protonierung und damit einfache lonisierung an der basischen Aminogruppe verhin-
dert. Hierflir spricht auch, dass die zweite acetylierte AS (NAcTyr) eine relativ geringe
Peakflache lieferte, obwohl die aromatischen AS im Allgemeinen durch eine gute
Empfindlichkeit gekennzeichnet sind. Auch von Piraud et al. (2003) wurden NAcClys,
Gly, Asn und Asp mit der geringsten Empfindlichkeit der 21 hier analysierten AS
erfasst, wobei allerdings die Reihenfolge in der Literatur eine andere war.

Dass Gly unter ESI;,s-MS/MS-Bedingungen mit der geringsten Empfindlichkeit
erfasst wird, ist ebenfalls literaturbekannt (Qu et al. 2002b; Armstrong et al. 2007).
Allerdings stellt diese Tatsache fiir die Quantifizierung von Gly in biologischen
Proben (Blut, Urin) laut Schrifttum kein Problem dar, da Gly in den Matrices in hohen
Konzentrationen vorliegt. Da auch in den in vorliegender Arbeit zu analysierenden
Infusionslosungen Gly den hochsten Gehalt aller enthaltenen AS aufweist (vgl.
Tabelle D 1-4, S. 174), sollte auch fiir diese Anwendung die geringe lonisierbarkeit
von Gly keine Rolle spielen. Dies wird bei der Ubertragung der IP-HPLC-ESI,os-
MS/MS-Methode auf die Infusionslosungen gepriift werden.

Etwas anders gestaltet sich die Situation fiir NAcCys. Diese AS liegt in den
Infusionslésungen in geringer Konzentration vor (1.23 mmol/L), so dass ihre geringe
Ionisierbarkeit evtl. bei der Quantifizierung der AS in den Infusionslosungen zu
Problemen fiihren kann. Bei der Ubertragung der IP-HPLC-ESI;,s-MS/MS-Methode
auf die Infusionslosungen wird daher auf die Erfassung von NAcCys besonderes
Augenmerk gelegt werden miissen.

Die grofiten Peakfldchen ergaben bei vorliegender Untersuchung die aromatischen AS
Trp, Phe und His sowie die verzweigtkettigen AS (,,branched chain amino acids®,
BCAA) Ile, Val und Leu, die auch in der Literatur mit hoher Empfindlichkeit
nachgewiesen worden sind (Petritis ef al. 2000; Piraud ef al. 2003). Pro zeigte in der
Literatur teils die beste lonisierung, was auch fiir unsere Studie angenommen werden
kann. Zwar war die fiir diese AS unter vorliegenden Bedingungen erhaltene

Peakflidche nur die neuntgrofte, allerdings eluiert Pro in Segment 1, in dem mit 9 AS
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deutlich mehr AS gleichzeitig analysiert wurden als in Segment 2 (sieben AS) oder
Segment 3 (fiinf AS). Demzufolge kann von einer besseren lonisierung, als aus der

Tabelle ersichtlich wird, ausgegangen werden.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass diejenigen AS, welche in der Infusions-
16sung nur in geringen Konzentrationen enthalten sind (Tyr: 2.21 mmol/L,
Trp: 7.83 mmol/L) mit der IP-HPLC-ESI,,;-MS/MS-Methode gut detektierbar sind
bzw. AS mit geringer lonisierbarkeit in den Infusionsldosungen in sehr hoher Kon-

zentration vorliegen (Gly). Eine Ausnahme stellt, wie aufgefiihrt, NAcCys dar.

1.2.2  Ubertragung der Methode auf die Infusionslosung unter Einbe-
ziehung der IS

Nachdem wir zeigen konnten, dass die IP-HPLC-MS/MS-Methode prinzipiell unter
den gewihlten Bedingungen zur Trennung und Identifizierung von Aminosduren
geeignet ist, wurde sie in einem ndchsten Schritt auf die Analysenmatrix, also eine
handelsiibliche Aminosduren-Infusionslosung, ilibertragen. Gleichzeitig wurden die

isotopenmarkierten AS als interne Standards in die Methode integriert.

Dabei sollte zunidchst gekldrt werden, ob bei geeigneter Verdiinnung alle in der
Infusionslosung vorhandenen AS in einem HPLC-MS/MS-Lauf erfasst werden
konnen. Dies war insofern nicht unkritisch als die AS in der Probelosung in deutlich
unterschiedlichen Konzentrationen vorliegen; von der Methode wird also eine hohe
Dynamik gefordert. Der jeweilige Bestimmungsbereich der einzelnen AS
unterscheidet sich dabei zwischen der konzentriertesten AS (Gly) und der am
geringsten in der Infusionslésung vorhandenen AS (NAcCys) um mehr als den Faktor
100 (Konzentration NAcCys: 1.2 mmol/L, Konzentration Gly: ~ 160 mmol/L).

Ein weiterer Parameter, der die gleichzeitige Quantifizierung aller in der
Infusionslosung vorhandenen AS limitieren kdnnte, ist die hohe Anzahl der in einem
Lauf zu analysierenden Substanzen. Durch den Zusatz der IS steigt diese auf 40 (21

AS und aktuell 19 IS, da fir NAcCys und NAcTyr noch keine isotopenmarkierte
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Referenzen vorliegen). Besonders NAcCys scheint bei der Quantifizierung in der
Infusionslésung kritisch zu sein, da es, wie erwédhnt, nur in geringer Konzentration
vorliegt und gleichzeitig durch eine geringe lonisierbarkeit gekennzeichnet ist (vgl.
Kapitel B 1.2.1).

Drei unterschiedliche Verdiinnungen der Infusionslosung (1:250, 1:500 und 1:1000)
wurden nach Zusatz der IS (Konzentration je 10 pmol/L) mit der optimierten IP-
HPLC-MS/MS-Methode untersucht. Die genaue Durchfiihrung ist in Abschnitt D
1.3.2 beschrieben.

Abbildung B 1-6 zeigt am Beispiel von vier AS und ihren isotopenmarkierten
Referenzen die XIC-Chromatogramme, die sich nach Untersuchung der 1:500-
verdiinnten Infusionslésung nach Zusatz der IS mittels IP-HPLC-ESI;,-MS/MS

ergaben.
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Abbildung B 1-6: HPLC-ESIpos-MS/MS-Chromatogramme der Untersuchung einer
Probelésung (AS-Infusionslosung, Verdiinnung: 1:500) nach Zusatz von 19 IS (Konzen-
tration je 10 pmol/L). Dargestellt sind reprdsentativ nur die XIC-Chromatogramme der
spezifischen Ubergiinge von NAcCys, Gly und D,-Gly, Met und D;-Met sowie von Trp und
Ds-Trp.

Saule: QS UptiSphere BP2 (3 um, 50 mm x 2 mm, Interchim, Montlugon, Frankreich), Gra-
dientenelution mit TDFHA als Ionenpaarreagenz. Experimentelle HPLC- und ESI-MS/MS-
Bedingungen siche Abschnitt D 1.3.2.
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Die Erfassung der AS war bei allen drei gewihlten Verdiinnungen problemlos
moglich. Erwartungsgemdl entsprachen die Retentionszeiten der IS denen ihrer
entsprechenden unmarkierten AS. NAcCys ergab trotz der geringen Konzentration
einen deutlichen Peak, bei allerdings geringer Peakfliiche (1.6-10° FE).

Ausgehend von den bei diesen Untersuchungen gewonnenen Ergebnissen schien die
gleichzeitige Quantifizierung aller in der Infusionslosung vorhandenen AS mdglich zu
sein. Die deutlichen Konzentrationsunterschiede innerhalb der AS sollten durch die
Wabhl einer geeigneten Verdiinnung kein limitierender Faktor sein. Allerdings traten
im Verlauf der weiteren Methodenentwicklung bzw. -optimierung einige Schwierig-

keiten und Probleme auf, welche die Quantifizierungsarbeiten unmdglich machten.

1.3 Problematik der Ionenpaar-HPLC-MS/MS-Methode

Die Schwierigkeiten im Verlauf der weiterfiihrenden Studien zur Quantifizierung von
AS in Infusionslosungen mittels IP-RP-HPLC-MS/MS &duflerten sich vor allem in
instabilen Retentionszeiten und einem erhohten Aufwand durch lange Equilibrierungs-
und Spiilzeiten. Zudem brachte die Verwendung des lonenpaarreagenzes weitere
Probleme mit sich, welche die Praktikabilitit der IP-RP-HPLC-MS/MS-Methode

erheblich einschrinkten. Hierauf wird im Folgenden néher eingegangen.

1.3.1 Nicht reproduzierbare Retentionszeiten

Als schwerwiegendstes Problem der IP-RP-HPLC-MS/MS-Methode zur Quantifizie-
rung der AS ist die schlechte Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten der Analyten zu
nennen. Die zu Beginn der Methodenentwicklung erhaltenen, erfolgreichen
Trennergebnisse (Kapitel B 1.2.1) konnten nicht reproduziert werden.

Aus der Literatur bekannt ist das Phianomen, dass die Retentionszeiten im Verlauf
einer Messreihe nicht stabil sind. Sowohl Qu ez al. (2002a; 2002b) als auch Piraud et
al. (2005b) berichteten von zunehmenden Retentionszeiten im Verlauf einer Mess-

sequenz, die zu Verschiebungen von bis zu einer Minute fithrten. Qu et al. erkldrten
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dieses Verhalten in zwei Veroffentlichungen, bei denen die Quantifizierung von AS in
Fermentationsmedium bzw. Humanblut mit PDFOA (Pentadecafluoroctansdure) bzw.
TDFHA (Tridecafluorheptansdure) als lonenpaarreagenz beschrieben wird, mit auf der
Séule akkumulierendem lonenpaarreagenz. Sowohl PDFOA als auch TDFHA sollen
die Oberfldche der stationdren Phase verdndern und damit die Trennleistung der Séule
verschlechtern, weshalb die Autoren die Sdule nach jedem sechsten Lauf 20 Minuten
mit 100% ACN spiilten (Qu et al. 2002a; Qu et al. 2002b). Piraud et al. (2005b)
hingegen machten fiir das ,,Faulen® der Sdule und den damit verbundenen
Retentionszeitanstieg die biologischen Matrices (Plasma und Urin) anstelle des Ionen-
paarreagenzes TDFHA verantwortlich. Auch hier wird ein einstiindiger Spiilschritt mit
ACN nach 14-16 Liufen empfohlen; zudem wird die Sdule in dieser
Veroffentlichung nach 24 Stunden Messzeit iiber Nacht mit einem MeOH-H,O-
Gemisch gewaschen. Auch Armstrong et al. (2007) berichteten von schlechterer
chromatographischer Trennung und Retentionszeitverschiebungen, sofern keine Spiil-
schritte eingefiigt werden. Die Autoren wuschen die Sdule nach 30 Injektionen, um
,,hon-target analytes‘ zu entfernen, wobei unklar bleibt, ob es sich dabei um das
Ionenpaarreagenz TDFHA oder um Matrixbestandteile handelte.

In einer anderen Verdffentlichung wird beschrieben, dass auf Spiilschritte verzichtet
werden kann, wenn eine ausreichende Re-Equilibrierungszeit eingehalten wird (Zoppa
et al. 2006). Dies steht jedoch im Widerspruch zu den vorher genannten Publikationen
sowie den Ergebnissen unserer eigenen Studien. Wéhrend Zoppa et al. (2006)
Equilibrierungszeiten von 5 min als ausreichend beschrieben, wurde bei gleicher
Séulenlénge und -durchmesser bei Piraud et al. (2005a) 15 min equilibriert, bei
Armstrong et al. (2007) 13 min. Auf Spiilschritte konnte dennoch nicht verzichtet
werden, was unsere Resultate bestitigt.

In unseren Studien wurde ebenfalls ein Anstieg der Retentionszeiten im Verlauf einer
Messsequenz beobachtet, der allerdings durch die Einfiihrung eines fiinfminiitigen
Spiilschritts mit ACN am Ende eines HPLC-Laufs verringert werden konnte. Da bei
unseren Untersuchungen AS-Standardlosungen bzw. mit der Infusionslosung eine

»einfache* Matrix verwendet wurden, ist davon auszugehen, dass das lonenpaar-
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reagenz, wie von Qu et al. (2002b) postuliert, an der Retentionszeitverschiebung

beteiligt ist.

Weiterhin waren, wie erwédhnt, die guten Ergebnisse, die zu Beginn der Methoden-
entwicklung erhalten worden waren, nicht reproduzierbar. Es traten sowohl
Schwankungen der Retentionszeiten von Tag zu Tag auf, als auch starke Retentions-
zeitverschiebungen im Verlauf der weiteren Arbeiten. Dies wird anhand von
Abbildung B 1-7 verdeutlicht, in der am Beispiel von drei AS (Ala, Tyr, Trp) die
Retentionszeitunterschiede dargestellt sind.

Die obere Reihe der Chromatogramme (A) entstammt der Methodeniibertragung
(Kapitel B 1.2.1). Im Vergleich dazu sind flinf weitere Laufe dargestellt, die vier
Wochen (Chromatogramme B und C) bzw. acht Wochen spéter (Chromatogramme D,
E und F) mit der gleichen Methode aufgenommen wurden. Wie aus der Abbildung
hervorgeht, sind sowohl von Tag-zu-Tag (Vergleich Zeile B mit Zeile C sowie
Vergleich der Zeilen D, E und F untereinander) als auch iiber den gesamten Zeitraum
Unterschiede in den Retentionszeiten festzustellen. Besonders deutlich wird die
schlechte Reproduzierbarkeit beim Vergleich der Chromatogramme B - F mit den
Chromatogrammen A. Die urspriinglichen Retentionszeiten wurden in keinem Fall
erreicht (vgl. auch Abb. Abbildung B 1-6), so dass auch die gewihlte
Segmenteinteilung unmdoglich wurde.

Tendenziell nahmen mit steigendem Sdulenalter auch die Retentionszeiten der AS zu.
Anzunehmen ist, dass es im Laufe der Verwendung der Siule zur Modifizierung der
stationdren Phase kam, so dass verdnderte Trennbedingungen herrschten. Das Ausmal3
ist insofern iiberraschend als die Sdule weder besonders lange im Einsatz war, noch
kritische Matrices wie Blut oder Urin, die durch ihre Zusammensetzung ein ,,Faulen*
der Séule herbeifiihren konnen, mit ihr getrennt worden sind. Zudem wurde sie
regelmiBig mit ACN und MeOH/H,O gespiilt, um evtl. vorhandene Ablagerungen an

Analyten oder Ionenpaarreagenz zu entfernen.
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Abbildung B 1-7: Darstellung der schlechten Reproduzierbarkeit der IP-RP-HPLC-
MS/MS-Methode anhand der instabilen Retentionszeiten am Beispiel von Ala (links),
Tyr (Mitte) und Trp (rechts).

Dargestellt sind die XIC-Chromatogramme der drei AS aus sechs unterschiedlichen HPLC-
ESI,0-MS/MS-Liufen. Zeile B und Zeile C zeigen die Chromatogramme zweier
aufeinanderfolgender Tage, die Zeilen D, E und F zeigen die Chromatogramme an drei
aufeinanderfolgenden Tagen vier Wochen spiter. Zeile A zeigt als Vergleich den Lauf aus
der Methodeniibertragung (vgl. Abschnitt B 1.2.1, S. 66).

Experimentelle HPLC- und ESI-MS/MS-Bedingungen siche Abschnitt D 1.3.2.

Als Konsequenz auf die verdnderten Bedingungen wurde in mehreren Studienreihen
versucht, die HPLC-MS/MS-Methode auf die neuen Bedingungen zu optimieren (u.a.
Anpassung an die verdnderten Retentionszeiten, neue Segmenteinteilung, verénderter
Gradient). Dies war jedoch nicht moglich, da keine Stabilitét erreicht wurde, sondern
kontinuierlich Verdnderungen auftraten (vgl. Retentionszeiten Zeilen B und C mit den
Zeilen D —F). Zusitzlich traten weiterhin Schwankungen der Retentionszeiten von
Tag zu Tag auf.

Die vergleichsweise geringe Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten bei der
Ionenpaar-Chromatographie ist in der Literatur beschrieben. Zuriickzufiihren sind die
Probleme nach allgemeiner Meinung auf die langsame Equilibrierung der Séule mit
dem Ionenpaar-Reagenz. Dies kann, insbesondere bei Anwendung der Gradienten-

elution, zu den beschriebenen Problemen fiihren (Snyder ef al. 1997; Dolan 2008).
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Dass die Problematik der instabilen Retentionszeiten auch in der Literatur bei der hier
angewendeten IP-HPLC-MS-Methode zur Quantifizierung von AS bekannt ist und
diese auch bei routineméBiger Anwendung auftritt, zeigt sich beim kritischen Lesen
einer aktuellen Verdffentlichung von Piraud et al. (2011). In dieser erkldren die
Autoren, dass die spezifischen Uberginge einiger AS in zwei Elutions-Segmenten
gescannt werden. Dies geschieht ,.fiir den Fall, dass eine geringfligige Verdnderung
der Retentionszeiten auftritt”. Zudem wird darauf hingewiesen, dass zur genauen
Auswertung das Verhiltnis der Retentionszeiten von Analyt und internem Standard
hilfreich sein kann, welches bei kleinen Verianderungen der Retentionszeiten sehr
stabil sei. Gleichzeitig wird in der Publikation empfohlen, die von der Software
vorgenommene Integration der Peaks zu priifen und ggf. zu korrigieren. Dies ist ein
deutlicher Hinweis auf Probleme bei der automatischen Integration, die vermutlich

durch verschobene Retentionszeiten verursacht sind.

Als Konsequenz aus der geschilderten Problematik der geringen Reproduzierbarkeit
miissten die Equilibrierungs- und Re-Equilibrierungszeiten der IP-HPLC-Methode
zum Erreichen stabiler Retentionszeiten extrem verldngert werden. Die ggf. auch
danach noch vorhandenen Probleme konnten bei der Quantifizierung der Aminoséduren
in den Infusionslosungen in einem gewissen Malle vernachldssigt werden. Durch den
Einsatz des SRM-Modus und der Isotopenstandards, welche die gleiche Diskriminie-
rung der Retentionszeit erfahren, ist jeder Analyt eindeutig determiniert. Die
Anwesenheit von interferierenden Substanzen, wie sie z.B. in biologischen Matrices
von Bedeutung sein konnen, ist in den Infusionsldsungen ausgeschlossen, so dass auf
die Retentionszeit zur eindeutigen Identifizierung der Aminosduren verzichtet werden
konnte. Eine automatisierte, computergestiitzte Auswertung wird dadurch jedoch
unmoglich. Aufwendige Kontrollen eines jeden HPLC-MS/MS-Laufs, wie sie von
Piraud ef al. (2011) empfohlen werden, wiren unumgénglich. Die Anforderungen, die
normalerweise hinsichtlich Reproduzierbarkeit bzw. Robustheit an eine Routine-
methode zur Quantifizierung von Wirkstoffen in der pharmazeutischen Qualitdts-

sicherung gestellt werden, sind mit dieser Methode jedoch nicht zu erfiillen.
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1.3.2 Zeitaufwand durch Equilibrierung und Spiilen

Die Instabilitdt der Retentionszeiten war nicht die einzige Schwierigkeit, die sich bei
der Methodenentwicklung in Verbindung mit dem Einsatz der Ionenpaarchroma-
tographie offenbarte. Bedingt durch das lonenpaarreagenz waren, wie erwéhnt, lange
Equilibrierungszeiten zwischen einzelnen Léufen notwendig (15 min), die bei weiterer
Methodenoptimierung zum Erreichen stabilerer Retentionszeiten wohl noch weiter
hitten verldngert werden miissen. Auch der zwischen den Liufen eingefiigte Spiil-
schritt sowie die Reinigung der Sdule nach einer bestimmten Anzahl an Trennungen

trugen erheblich zum Zeitaufwand bei.

Weiterhin waren zusétzlich vor jeder Messsequenz, neben einer anfanglichen Equili-
brierung der Sdule von 30 min, mindestens zwei Gradienten zur Equilibrierung des
Systems notwendig, bevor die ilibliche Retention der AS erhalten wurde.

Verdeutlicht wird dies anhand Abbildung B 1-8, welche die TIC-Chromatogramme
von drei aufeinanderfolgenden HPLC-ESI,,,-MS/MS-Léufe einer Mischung von 21
AS zeigt. Zwei solche Equilibrierungsgradienten waren nicht nur zu Beginn einer

Messsequenz notwendig, sondern erneut nach jeglicher Unterbrechung der Analyse.

Die bei Anwendung der Ionenpaar-Chromatographie erforderlichen, langen Equi-
librierungszeiten sind allgemein bekannt. Zum Erreichen stabiler Bedingungen ist laut
Literatur ausreichendes Spiilen der Séule mit der mobilen Phase notwendig, wobei von
20 — 50 Sdulenvolumina zur Equilibrierung des Systems ausgegangen werden kann
(Snyder ef al. 1997; Dolan 2008). Auch Piraud et al. (2005b) berichteten, dass bei der
Analyse von Aminosduren mittels IP-RP-HPLC-MS/MS der erste Gradient einer
Messsequenz verworfen werden muss. Bei unseren Untersuchungen geniigte ein
solcher Equilibrierungsgradient zum Erreichen stabiler Bedingungen nicht; zwei

Equilibrierungsldaufe waren erforderlich (vgl. Abbildung B 1-8 ).
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Abbildung B 1-8: Verdeutlichung der Erfordernis von mindestens zwei Equili-
brierungsgradienten vor einer Messsequenz bei der IP-HPLC-MS/MS-Analyse.
Dargestellt sind die TIC-Chromatogramme drei aufeinanderfolgender HPLC-ESI,,,,-MS/MS-
Léufe einer Mischung von 21 AS. Experimentelle HPLC- und ESI-MS/MS-Bedingungen
siehe Abschnitt D 1.3.2.

Dieses Ergebnis wird durch eine neue Verdffentlichung von Piraud er al. (2011)
bestdtigt. Die Autoren berichteten nun abweichend von ihrer fritheren Publikation
(Piraud et al. 2005b), dass stabile Retentionszeiten erst nach Equilibrierung des Sys-
tems mit mehreren Gradienten erreicht werden.

Insgesamt steigt dadurch der Zeitaufwand bei der Quantifizierung der AS mittels 1P-
RP-HPLC-MS/MS weiter an.

1.3.3 Verunreinigung der HPLC-MS-Anlage durch TDFHA

Die Verwendung von TDFHA als Ionenpaarreagenz brachte im Zusammenhang mit
der eigentlichen Methode zur Quantifizierung von AS weitere Probleme mit sich. Es

ist allgemein bekannt, dass RP-Sdulen, welche unter Zusatz von Ionenpaarreagenzien
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verwendet wurden, meist nicht mehr fiir andere Trennungen eingesetzt werden
konnen, da sich das lonenpaarreagenz nicht mehr vollstindig von der stationdren
Phase entfernen ldsst (Riicker et al. 2001). Dariiber hinaus wurde in unseren Studien
festgestellt, dass TDFHA durch die hohe Lipophilie geradezu an allen Teilen der
HPLC-MS/MS-Anlage ,,klebte* und mit einem deutlichen Signal im negativen Modus
([IM-H] m/z 363) auch lange nach der IP-HPLC-MS-Analyse der Aminosduren andere
Untersuchungen, die an diesem Gerdt im negativen Modus durchzufiihren waren,
erheblich storte.

Bei Screening-Untersuchungen und Fullscan-Experimenten im negativen Modus zeigt
sich TDFHA fiir das extrem hohe Hintergrundrauschen verantwortlich. Zusitzlich
nimmt es als lonenpaarbildner negativ Einfluss auf die Elektrospray-lonisierung, da es
durch eben die Bildung von Ionenpaaren mit den im Elektrospray-Prozess
freigesetzten Ionen die MS-Signalintensitidt verringert. Abhdngig vom Analyten
konnen selbst minimale Riickstinde des lonenpaarreagenzes einen starken Einfluss auf
die Ionisierung haben (Kromidas 2006).

Fir die praktische Arbeit bedeutet dies, dass die HPLC-MS-Anlage entweder
ausschlieBlich flir diese Methode reserviert bleibt, was aufgrund der kostenintensiven
Anschaffung selten moglich sein wird, oder dass durch intensives Spiilen versucht
werden muss, das lonenpaarreagenz aus der Anlage zu entfernen. Stundenlanges bis
tagelanges Spiilen ist dabei durchaus iiblich (Kromidas 2006). In unseren Versuchen
wurden anndhernd akzeptable Werte erst nach Austausch aller mobilen Teile der
HPLC-MS-Anlage (FlieBmittelflaschen, Kapillaren, Verbindungsstiicke usw.) sowie
Spiilen mit ACN und einer MeOH-H,0-Mischung nach ca. 60 h erreicht, wobei
TDFHA auch dann noch nicht vollstdndig aus dem System entfernt war. Auf die damit
verbundene mdgliche Problematik bei Analysen im negativen Modus sei nochmals
hingewiesen.

Die Aussage, dass die Verwendung eines negativ geladenen lonenpaarreagenzes den
Vorteil mit sich bringt, bei Messungen im positiven Modus nicht ins Massen-
spektrometer zu gelangen und dieses dadurch nicht verunreinigt wird (Chaimbault et
al. 1999), kann nicht bestétigt werden. Selbst bei direkter Infusion (,,loop*) von

Testlosungen in das MS, also unter Umgehung des HPLC-Systems, wurde TDFHA
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detektiert, so dass die Verschmutzung des Massenspektrometers als gesichert
anzusehen ist.

Zudem muss von Zeit zu Zeit gepriift werden, ob und inwiefern diese Verschmutzung
durch das Ionenpaarreagenz Einfluss auch auf die AS-Messungen im positiven Modus

nimmt.

1.4 Zusammenfassung der IP-RP-HPLC-MS-Methode

Als ein Vorteil der IP-RP-HPLC-MS-Analyse gegeniiber der Standardmethode der
Ionenaustauschchromatographie wird der Zeitgewinn angesehen. Dieser erscheint auf
den ersten Blick auch deutlich, vergleicht man die reinen Laufzeiten von ~ 15 min der
oben beschriebenen Methode mit denjenigen der lonenaustauschchromatographie von
~ 120 min. Rechnet man jedoch neben der zusétzlich notwendigen Equilibrierzeit auch
den iibrigen Zeitaufwand hinzu, der sich aus den verschiedenen Spiil- und
Waschschritten sowie den notwendigen Equilibrierungsgradienten ergibt, relativiert

sich der Zeitgewinn.

Eines der gewiinschten Ziele, ndmlich die deutliche Zeitersparnis gegeniiber der
Standardmethode, wird man demzufolge mit der IP-RP-HPLC-MS-Methode nicht
erreichen konnen.

Zudem war die Methode gekennzeichnet von einer schlechten Reproduzierbarkeit und
Robustheit, welche die nach den Anforderungen der pharmazeutischen Industrie
durchzufiihrende Validierung unmoglich machte. Damit die Validierung gelingen
konnte, wire eine weitere ,,Optimierung® der Methode notwendig, die durch deutlich
langere Equilibrierungs- und Re-Equilibrierungszeiten ggf. zu reproduzierbaren
Ergebnissen fiihren konnte.

Die Fignung der validierten Methode zur Anwendung als Routinemethode in der
pharmazeutischen Industrie wére aufgrund der weiteren Probleme (Zeit- und
Kostenaufwand durch Verunreinigung der LC-MS/Anlage, durch erhohten FlieB-
mittelverbrauch aufgrund von Spiilzeiten, durch hiufigen Sdulenaustausch usw.) mehr

als fraglich.
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Vorbehalte, die es in der Literatur (Kirchhoff 2002; Kromidas 2006; Dolan 2008)
aufgrund unterschiedlicher Schwierigkeiten gegen die Anwendung der Ionenpaar-
Chromatographie gibt, wurden durch unsere Studien bestdtigt. Zudem wurde gezeigt,
dass die IP-HPLC-MS-Methode zur Quantifizierung von AS in Infusionslosungen
keinen Vorteil gegeniiber der gut eingefiihrten Standardmethode bringen kann bzw.

zur validierten Routineanalytik im Allgemeinen ungeeignet sein wird.

2 Methodenentwicklung zur Bestimmung von Amino-
sauren mittels HILIC-HPLC-MS(/MS)

Als Alternative zur lonenpaarchromatographie wurde im Folgenden eine Methode zur
(Vor-)Trennung der AS mittels HILIC entwickelt. Da in der Literatur zum Zeitpunkt
der Arbeiten diesbeziiglich wenig Informationen vorhanden waren, insbesondere keine
hinsichtlich der Trennung von AS an einer ZIC®-HILIC-S4ule, wurde zunéchst mit
grundlegenden Studien zum Retentionsverhalten der AS an dieser stationdren Phase
begonnen.

An zwei verschiedenen Siulen (ZIC®-HILIC und ZIC®-pHILIC) wurden verschiedene
Parameter (ACN-Anteil im FlieBmittel, pH-Wert, Temperatur, Art und Konzentration

des Puffers) beziiglich ihres Einflusses auf die Trennung von AS untersucht.

2.1 Allgemeine Studien zur Trennung von AS mittels HILIC-
HPLC-MS/MS unter isokratischen Bedingungen

Erste Studien zur Trennung der AS mittels HILIC wurden im isokratischen Modus
durchgefiihrt. Neben dem Ziel, grundlegende Informationen zur Elutionsreihenfolge
zu erhalten, sollte gepriift werden, ob eine isokratische Methode zur Trennung der AS
moglich ist. Vorteil eines solchen Vorgehens ist der Wegfall von Equilibrierungszeiten
und damit eine Verkiirzung der Analysenzeit. Zudem ist in der Literatur bekannt, dass
unter HILIC-Bedingungen im Vergleich zur RP-Chromatographie nur langsame

Gradienten eingesetzt werden konnen (Dibowski und Dibowski 2005).
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2.1.1 FlieBmittelzusammensetzung — Variation des Wasser-Anteils

Eine Testmischung von 21 AS wurde unter isokratischen Bedingungen mit einer
Mischung von 5 mM NHyAc-Losung und ACN als FlieBmittel untersucht (Durch-
fithrung sieche Kapitel D 2.2.1).

Abbildung B 2-1 zeigt ausschnittsweise die bei 80% organischem Anteil (ACN) in der

mobilen Phase erhaltene Trennung der AS.
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Abbildung B 2-1: Ausschnitt aus der isokratischen HILIC-HPLC-ESIpos-MS/MS-
Trennung (XIC-Chromatogramme) einer Mischung von 21 AS (Konzentration je 25
pmol/L). Dargestellt sind die XIC-Chromatogramme der spezifischen Ubergiinge der
einzelnen AS.

Sdule: ZIC®-HILIC (3.5 um, 200 A, 150 mm x 2.1 mm, SeQuant, Ume&, Schweden), Flie-
mittel: 20% 5 mM NHyAc, 80% ACN, Fluss: 200uL/min. Experimentelle HPLC- und ESI-
MS/MS-Bedingungen siehe Abschnitt D 2.2.1.

Anhand dieses isokratischen Vorversuchs liel sich gut der der HILIC zugrunde
liegende Trennmechanismus studieren. Die Trennung an der ZIC®-HILIC-Siule folgt
dem in der HILIC allgemein {iblichen Muster, wonach die Retention in Abhéngigkeit
von der Polaritdt der Analyten steigt (Hemstrdm und Irgum 2006).
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Als MalB fiir die Polaritit von Aminosduren kann in gewissen Grenzen der
Hydropathie-Index von Kyte und Doolittle (1982) herangezogen werden, der zur
Bestimmung der hydro- bzw. lipophilen Eigenschaften eines Proteins erstellt wurde.
Je kleiner bzw. negativer die Zahlenwerte der Hydropathie-Skala (Tabelle B 2-1),
desto grofer ist die Hydrophilie der Seitenkette der AS.

Tabelle B 2-1: Hydropathie-Index der 20 proteinogenen AS nach Kyte und Doolittle.
Die Scala représentiert die hydrophoben bzw. hydrophilen Eigenschaften der Seitenkette
einer AS. Je kleiner der Wert, desto hydrophiler ist eine AS (Kyte und Doolittle 1982).

AS Hydropathie-Index AS Hydropathie-Index
Ile 4.5 Ser -0.8
Val 4.2 Tyr -1.3
Leu 3.8 Pro -1.6
Phe 2.8 His -3.2
Cys 2.5 Glu -3.5
Met 1.9 Gln -3.5
Ala 1.8 Asp -3.5
Gly -0.4 Asn -3.5
Thr -0.7 Lys -3.9
Trp -0.9 Arg -4.5

Bei unserer Studie eluierten zuerst die unpolaren Aminosduren Phe, Leu, Ile, Met,
NAcTyr, Val, Pro, Trp und Ala, die im Hydropathie-Index durch relativ hohe
Zahlenwerte (hydrophob) gekennzeichnet sind. Die Reihenfolge gemédl3 dieses Index
ist fir die HILIC-Trennung als Richtwert anzusehen, da neben der Polaritidt der
Seitenkette weitere GroBlen den Retentionsmechanismus beeinflussen (pKs-Werte und
Ladung, sterische Effekte u.a.).

Spéter eluierten die polaren AS, hier Glu, Asp, Asn und Ser, welche in der
Hydropathie-Skala negative Werte aufweisen. Die beiden sauren AS (Glu, Asp) sowie
das polare Sdureamid Asparagin (Asn) sind allerdings durch unscharfe, breite Peaks
gekennzeichnet. Grund hierflir sind neben der allgemeinen Peakverbreiterung der
spéter eluierenden Substanzen bei isokratischer Trennung wohl auch verstirkte
ionische Wechselwirkungen der dissoziierten Analyten mit der stationdren Phase.

In Abbildung B 2-1 nicht dargestellt sind die basischen AS His, Lys, Arg und Orn

sowie Gly und NAcCys, die bei dieser FlieBmittelzusammensetzung nicht detektiert
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wurden. Fiir Gly und NAcCys liegt der Grund in der geringen lonisierbarkeit der
beiden Substanzen, die von uns bereits frither festgestellt wurde (Kapitel B 1.2.1).
Unter den neutralen Bedingungen (pH 6.8 durch NH4Ac) wurden Gly und NAcCys
nicht gentligend ionisiert um detektiert zu werden. Aus dem gleichen Grund lieferte
auch Ser lediglich einen schwachen Peak. His, Lys, Arg und Orn wurden unter den
gewidhlten Bedingungen nicht innerhalb des Aufnahmezeitraums (60 min) von der
Sdule eluiert. Die hohe Hydrophilie der basischen AS (vgl. Tabelle B 2-1) fiihrte zur
starken Retention; der Anteil von 20% 5 mM wisseriger NHsAc-Losung gentigte nicht
zur Elution. Die verstdrkte Retention der basischen, also bei vorliegendem pH-Wert
kationischen AS, ist zudem auf verstéirkte elektrostatische Wechselwirkungen mit der
negativ geladenen Sulfonsduregruppe der stationdren Phase zurilickzufiihren. Die
elektrostatischen Wechselwirkungen der anionischen, also sauren AS, mit der positiv
geladenen quartdren Ammoniumgruppe der stationdren Phase sind dagegen schwicher
ausgeprigt, so dass diese polaren Analyten vor den Basen eluieren. Der Grund fiir die
unterschiedlichen elektrostatischen Wechselwirkungen liegt in der chemischen
Struktur der Sulfobetaingruppe der ZIC®-HILIC-Siule, welche die negativ geladene
Sulfonsdure am &uBleren, also der mobilen Phase zugewandten Ende der Alkylkette
tragt. Diese kann somit stdrker mit den Analytionen in Wechselwirkung treten als die
positiv geladene Ammonium-Gruppe, die ,,abgeschirmt® innerhalb der Alkylkette sitzt
(Xuan et al. 20006).

Ebenfalls ablesen lieB sich aus unseren Ergebnissen die im Vergleich zur RP-
Chromatographie orthogonale Elutionsreihenfolge. Die genannten polaren, spét
eluierenden AS verlassen unter RP-Bedingungen die Sdule zuerst. Besonders deutlich
ist die verdnderte Elutionsreihenfolge am Beispiel von Leu und Ile zu erkennen, die im
Vergleich zu RP-Bedingungen in umgekehrter Reihenfolge erscheinen (Abbildung B
2-1, S.84 vs. Abbildung B 1-6, S.73).

Als wichtiges Ergebnis dieses Vorversuchs ldsst sich feststellen, dass das durch
dhnliche Struktur und chemisch-physikalische FEigenschaften sowie identische
Precursor- und Produktionen fiir die HPLC-MS/MS-Analyse kritische AS-Paar Leu

und Ile basisiliniengetrennt wurde.
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Bei Steigerung des Wasseranteils und damit Erh6hung der Elutionskraft lieBen sich
auch die basischen AS His, Lys, Arg und Orn detektieren (Abbildung B 2-2),
allerdings weiterhin mit breiten, unscharfen Peaks. Die {ibrigen AS eluierten erwar-
tungsgemdl sehr friih und ohne Trennung, was am Beispiel von Leu und Ile in der

Abbildung verdeutlicht wird.
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Abbildung B 2-2: Ausschnitt aus der isokratische HILIC-HPLC-ESIpos-MS/MS-
Trennung (XIC-Chromatogramme) einer Mischung von 21 AS (Konzentration je 25
pmol/L). Dargestellt ist die Elution der basischen AS bei erhohtem Anteil an wésseriger
Phase im Eluenten (50% 5 mM NH4Ac) bei gleichzeitig frither (Co-)Elution von Leu und Ile.

Sédule: ZIC®-HILIC (3.5 um, 200 A, 150 mm x 2.1 mm, SeQuant, Ume&, Schweden), FlieB-
mittel: 50% 5 mM NHyAc, 50% ACN, Fluss: 200puL/min. Experimentelle HPLC- und ESI-
MS/MS-Bedingungen siehe Abschnitt D 2.2.1.

2.1.2 Einfluss des pH-Werts der mobilen Phase auf die Trennung von AS

In einer nichsten Versuchsreihe wurde der Einfluss des pH-Werts auf die Trennung
der AS an einer ZIC®pHILIC-Siule untersucht. Durch die Verschiebung des pH-
Wertes in den sauren bzw. basischen Bereich dndert sich das Ausmal} der Ionisierung
der Aminosiuren und damit ihre Polaritit, so dass je nach AS mit Anderungen in der
Retentionszeit zu rechnen ist.

Zur Untersuchung wurde eine Aminosiduren-Mischung unter isokratischen Bedingun-

gen an einer ZIC®-pHILIC-Séule bei verschiedenen pH-Werten (pH 2.5 bis 9.5) der
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wisserigen Phase des Eluenten untersucht. Die genauen HPLC-MS/MS-Bedingungen
sind in Kapitel D 2.2.2 beschrieben.

Aufgrund der zwitterionischen Struktur der AS mit ihren spezifischen pK-Werten
sind starke pH-Wert-Anderungen notwendig, um eine deutliche Dissoziation zu
erreichen bzw. zu unterdriicken. Aus diesem Grund wurde die Polymer-Phase (ZIC®-
pHILIC) als stationdre Phase gewéhlt, da sie im Gegensatz zur Silica-Phase die

groBBere pH-Stabilitét aufweist (von pH 2 bis pH 10 statt pH 3 bis pH 8).

Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass die pH-Wert-Einstellung nur in der
wisserigen Phase des Eluenten erfolgte und sich die Werte nur darauf beziehen. Der
,wahre* pH-Wert in der mobilen Phase (80% ACN, 20% wésserige Phase) wurde
nicht gemessen, diirfte aber hoher liegen. Bei einer Mischung von 85% ACN und 15%
Format-Puffer (pH 3) liegt der pH-Wert laut Literatur bei 5.2 (McCalley 2007).
Zudem gilt zu beachten, dass bei einem hohen Anteil an ACN in der mobilen Phase
auch die pKs-Werte der funktionellen Gruppen andere Werte annehmen als in rein
wisseriger Losung. Demzufolge kann das Ausmall der Ionisierung der AS nur grob

abgeschitzt werden.

Bei Anderung des pH-Werts wurden deutliche Effekte auf die Trennung der AS an
einer ZIC®-pHILIC-Séule festgestellt; dies ist in Abbildung B 2-3 anhand von Asn
und Glu graphisch dargestellt.
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Abbildung B 2-3: Einfluss des pH-Werte des wisserigen Anteils der mobilen Phase auf
die Trennung der AS. Dargestellt sind die Verdnderungen der Retentionszeiten sowie der
Peakformen bei unterschiedlichen pH-Werten (pH 2.5, pH 6.8 und pH 9) am Beispiel von
Asn und Glu.

Saule: ZIC®-pHILIC (5 um, 200 A, 150 mm x 2.1 mm, SeQuant, Umed, Schweden), FlieB-
mittel: 30% 5 mM NHyAc (pH 2.5, pH 6.8 bzw. pH 9), 70% ACN, Fluss: 200uL/min. ESI-
MS/MS-Bedingungen siehe D 2.2.2.
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Wie aus der Abbildung zu erkennen ist, war sowohl bei Erhohung als auch bei

Erniedrigung des pH-Werts eine Abnahme der Retentionszeiten zu beobachten.

Im Allgemeinen kann durch Einstellung des pH-Werts die Ionisierung der Substanzen
eingestellt werden und damit deren Polaritt. Sduregruppen werden bei sinkendem pH-
Wert protoniert, so dass die Hydrophilie abnimmt und damit die Retention an einer
ZIC®-(p)HILIC-Séiule sinkt (Guo und Gaiki 2005). Fiir basische Substanzen tritt
hingegen der umgekehrte Effekt ein, d.h. bei Verschiebung des pH-Werts in den
sauren Bereich steigt die Retention aufgrund der durch die Protonierung erhdhten
Polaritdt (Nkem Thunegbo et al. 2010).

Das von uns sowohl bei hoheren als auch niedrigeren pH-Werten beobachtete,
verkiirzte Elutionsverhalten der AS lasst darauf schlielen, dass dieses einfache Modell
zur Erklarung der verdnderten Retention nicht ausreicht, da die Verhiltnisse fiir die
zwitterionischen AS komplizierter sind.

Ein moglicher Grund fiir die schnellere Elution konnte sein, dass durch die Sdure-
bzw. Basenzugabe die elektrostatischen Wechselwirkungen mit den anionischen bzw.
kationischen Gruppen der stationdren Phase verringert werden und so die Retention
sinkt (Liu ef al. 2009). Da das beobachtete Verhalten der AS fiir die zu entwickelnde
Methode ohne Bedeutung ist, wurden keine vertiefenden Studien durchgefiihrt, die zur
genauen Kldrung dieses Phdnomens notwendig gewesen wéren.

Abnehmende Retentionszeiten bei pH-Werten sowohl iiber als auch unter einem
bestimmten Wert an einer ZIC®-HILIC-Séule sind im iibrigen in der Literatur u.a. fiir
zwitterionische Substanzen beschrieben, ohne dass sich Angaben iiber die Griinde
finden (Hmelnickis ef al. 2008).

Neben der Retention wurde auch die Peakform der AS beeinflusst, insbesondere bei
den polaren AS. Sowohl bei pH 2.5 als auch bei pH 9 waren die Peakformen deutlich
besser ausgebildet als in neutralem Medium (vg. Abbildung B 2-3).

Als Folge dieser Resultate wurden alle weiteren Untersuchungen bei einem pH von
2.5 durchgefiihrt, da im Sauren neben der besseren Peakform auch die beste loni-

sierung der Analyten bei den ESI,-MS-Untersuchungen erreicht wurde.
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Die Detektion der basischen AS, die bei der bisherigen Versuchsreihe nicht eluiert
wurden, gelang ebenfalls bei pH 2.5 mit einer verbesserten Peaksymmetrie (vgl.
Abbildung B 2-4), allerdings war zu deren Elution ein hoherer Anteil an wésseriger
Phase im Eluenten notwendig (30% NHsAc-Ldsung). Zudem wurde, einem Anwen-
dungsbeispiel der Fa. SeQuant folgend, die Konzentration an Puffer auf 55 mM
NH4Ac erhoht (SeQuant 2004). Der genaue Einfluss der Pufferkonzentration wurde in

weiterfithrenden Studien untersucht und wird an spiterer Stelle diskutiert (Kapitel B
2.3.1).
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Abbildung B 2-4: Ausschnitt aus der isokratischen HILIC-HPLC-ESI,,-MS/MS-
Trennung (XIC-Chromatogramme) einer Mischung von 21 AS (Konzentration je 25
pmol/L). Dargestellt ist die Elution der basischen AS sowie weiterer Beispiel-AS (Leu, Ile,
Glu, Asn) bei erhohtem pH-Wert und erhdhter Pufferkonzentration der wisserigen Phase im
Eluenten (55 mM NH,Ac, pH 2.5).

Saule: ZIC®-pHILIC (5 um, 200 A, 150 mm x 2.1 mm, SeQuant, Umed, Schweden), FlieB-
mittel: 30% 55mM NHAc (pH 2.5), 70% ACN, Fluss: 100uL/min. ESI-MS/MS-
Bedingungen siehe D 2.2.2.

2.1.3 Zusammenfassung der Vorversuche unter isokratischen
Bedingungen

Aus den unter isokratischen Bedingungen durchgefiihrten Vorversuchen ergibt sich
zusammenfassend, dass die ZIC®-HILIC- bzw. ZIC®-pHILIC-Séule zur Analyse von
AS prinzipiell gut geeignet ist. Durch Variation von pH-Wert und Pufferkonzentration
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konnte Einfluss auf die Trennung genommen werden. Die Einstellung des pH-Werts
im Sauren verbesserte die Peakform der polaren AS, gleichzeitig wurde durch den
Saurezusatz die Ionisierung der AS bei der ESI,,-MS-Analytik verbessert.

Durch Variation von Pufferkonzentration, pH-Wert, Fluss und Anteil wésseriger Phase
am Eluenten lielen sich jedoch keine Bedingungen schaffen, die zur Trennung aller
AS unter isokratischen Bedingungen geeignet gewesen wiren. Angemessene Elution
der basischen AS wurde nur bei erhohtem Wasseranteil in der mobilen Phase erreicht,
wobei Leu und Ile lediglich angetrennt wurden. Ein zur Trennung dieser AS geeigne-
ter Eluent (80% ACN) wiederum war zur Elution der basischen AS nicht geeignet.
Sofern auf die Basislinientrennung interferierender AS verzichten werden kann, z.B.
weil nicht alle AS fiir die Anwendung relevant oder kleinere Fehler in der
Quantifizierung hinnehmbar sind, ist eine rasche (Vor-)Trennung der AS an einer
ZIC®-HILIC-S4ule moglich. Abbildung B 2-5 zeigt am Beispiel von 8 AS, dass diese

in weniger als acht Minuten eluiert wurden.
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Abbildung B 2-5: Ausschnitt aus der isokratischen HILIC-HPLC-ESI,,-MS/MS-
Trennung (XIC-Chromatogramme) einer Mischung von 21 AS (Konzentration je 25
pmol/L). Bei hohem Anteil an wisseriger Phase im Eluenten verlassen alle AS die Séule
innerhalb von acht Minuten.

Séule: ZIC®-pHILIC (5 um, 200 A, 150 mm x 2.1 mm, SeQuant, Umea, Schweden), Flie-
mittel: 40% 55 mM NH;Ac (pH 2.5), 60% ACN, Fluss: 200puL/min. ESI-MS/MS-
Bedingungen siche D 2.2.3.

Zur gleichzeitigen Trennung von polaren und unpolaren AS in einem Lauf mit
Basislinientrennung der interferierenden Analyten ist allerdings ein FlieBmittel-

Gradient notwendig, um angemessene Retentionszeiten zu erhalten.
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2.2 Trennung von AS mittels HILIC-HPLC-MS/MS -
Gradientenelution

Ausgehend von den beschriebenen Vorversuchen wurde ein FlieBmittelgradient
erstellt, der nach einem isokratischen Anfangsschritt zur Trennung von Leu und Ile
den Anteil der wisserigen Phase im Eluenten erhdhte. Abbildung B 2-6 zeigt die XIC-
Chromatogramme, die sich nach Untersuchung einer Mischung von 21 AS ergaben.

Die genauen HPLC-MS/MS-Bedingungen sind in Abschnitt D 2.3 beschrieben.
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Abbildung B 2-6: XIC-Chromatogramme der HPLC-ESI,,-MS/MS-Untersuchung von
21 AS (Konzentration je 25 pmol/L).

Mobile Phase: ACN, 55 mM NH4FA in H,O (pH 2.5), Fluss: 100 pL/min. Gradient: 0 - 13
min: 80% ACN, 20% 55 mM NH,FA (pH 2.5), 13 - 30 min: auf 60% 55 mM NH,FA (pH
2.5), 30 - 35 min: 60% 55 mM NH,FA (pH 2.5). Equilibrierzeit: 15 min. Weitere HPLC- und
ESI-MS/MS-Bedingungen siche D 2.3.

Der Peak von Asp ist markiert, beim zweiten Peak im XIC-Chromatogramm handelt es sich
um den Isotopenpeak von Asn.

Wie aus den Chromatogrammen hervorgeht, wurden alle AS innerhalb von 30 min
eluiert. Die aufgrund von Interferenzen kritischen AS wurden getrennt. Ferner zeigte

sich, dass die Untersuchung der AS mittels HILIC-HPLC-MS auch im SIM (,,single
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ion monitoring®) — Modus durchgefiihrt werden kann: Alle AS, die gleiche bzw. um
eine Masseneinheit differierende Precursorionen aufweisen, wurden chromato-
graphisch getrennt. Die durch den SRM-Modus, also die Bestimmung des aus dem
Precursorion entstandenem Produktion erhaltene, erhohte Spezifitét ist aufgrund der
Infusionslosungs-Matrix nicht notwendig. Die Verwendung des SIM-Modus ist im
Hinblick auf die spitere Anwendung insofern von Vorteil als kein aufwendiges

Tandem-Massenspektrometer bendtigt wird.

23 HILIC-HPLC-MS - Methodenoptimierung

Die folgende Methodenoptimierung erfolgte unter dem Gesichtspunkt der Verkiirzung
der Analysenzeit sowie der Verbesserung der chromatographischen Eigenschaften
(Peaksymmetrie). Gleichzeitig sollten Informationen beziiglich des Einflusses ver-
schiedener Parameter auf die Trennung an einer ZIC®-HILIC-Siule gesammelt
werden.

Wie oben beschrieben, wurden die besten Ergebnisse der AS-Trennung unter HILIC-
Bedingungen bei pH 2.5 erreicht. Allerdings erforderte dieser pH-Wert die
Verwendung der pH-stabilen ZIC®-pHILIC-Séule, welche nur in einer KorngroBe von
5 um erhéltlich ist. Eine groBere Korngrofle der stationdren Phase flihrt jedoch zur
Verschlechterung der Trennleistung (Unger und Weber 1999). Die ZIC*-HILIC-Séule
besitzt eine Korngrofle von 3.5 um, damit also generell eine hohere Trennleistung,
sollte allerdings aufgrund der Silica-Basis nur bis maximal pH 3 verwendet werden
(SeQuant 2006).

In weiterfiihrenden Studien konnten wir zeigen, dass der Vorteil einer geringeren
Korngrofle der ZIC®-HILIC-Saule gegeniiber dem einer starkeren pH-Wert-Erniedri-
gung iiberwiegt. Daher wurde zur Methodenoptimierung mit einer ZIC®-HILIC Siule

bei pH 3 gearbeitet.
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2.3.1 Einfluss der Pufferkonzentration der mobilen Phase auf die
Trennung der AS

Generell ist der Einsatz einer gepufferten mobilen Phase zur Trennung von geladenen
Substanzen unter HILIC-Bedingungen &ufBerst wichtig, da durch den Puffer die
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Analyt und stationdrer Phase
kontrolliert werden konnen (Oertel ef al. 2004). Zwar sind diese bei Verwendung einer
ZIC®-HILIC-Sdule durch die zwitterionische stationire Phase weniger stark
ausgepragt als bei anderen HILIC-Phasen (SeQuant 2006), dennoch sind auch hier in
neueren Studien Einfliisse durch unterschiedliche Pufferkonzentrationen beschrieben
(Liu und Pohl 2010; Marrubini et al. 2010; Xie et al. 2010).

Zur Untersuchung des Einflusses der Pufferkonzentration auf die Trennung wurde
eine AS-Mischung bei unterschiedlichen Konzentrationen an Ammoniumformiat
20mM, 55 mM und 100 mM NH4FA) in der wésserigen Phase des Eluenten
untersucht. Die Durchfiihrung und HPLC-MS-Parameter sind Kapitel D 2.4.1 zu

entnehmen.

In Abbildung B 2-7 sind die Totalionenchromatogramme dargestellt, die sich nach der

HPLC-MS-Analyse ergaben.

Wie aus der Abbildung ersichtlich ist, sind bereits beim Vergleich der Totalionen-
chromatogramme Einfliisse durch steigende Pufferkonzentration feststellbar, wobei
diese, abhingig vom Analyten, sehr unterschiedlich sind. Je nach Struktur und physi-
kalisch-chemischen Eigenschaften der Aminosduren war eine Verlangerung oder eine

Verkiirzung der Retention festzustellen.
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Abbildung B 2-7: Ergebnisse der HILIC-HPLC-ESI,,,,-MS - Untersuchung (TICs) von
AS bei unterschiedlicher Pufferkonzentration der wiisserigen Phase des Eluenten.
Konzentration AS: je 50 pmol/L, Saule: ZIC*-HILIC (3.5 pm, 100 A, 150 mm x 2.1 mm,
SeQuant, Umed, Schweden), mobile Phase: FM A: 20 mM, 55 mM bzw. 100 mM NH4FA in
H,O (pH 3), FM B: ACN. Fluss: 200 pL/min. Gradientenelution. Weitere HPLC- und ESI-
MS-Bedingungen siehe Abschnitt D 2.4.1.

Die basischen AS, die in den Chromatogrammen (Abbildung B 2-7) die letzten vier
Peaks darstellen, eluierten bei steigender Konzentration an NH4FA frither. Fiir die
tibrigen AS war der gegenteilige Effekt festzustellen, was aus den Chromatogrammen
am Beispiel der Retentionszeiten von NAcTyr, Pro und Glu hervorgeht.

Verdeutlicht wird die steigende Retention in Abbildung B 2-8 am Beispiel der sauren
AS Glu und Asp.
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Abbildung B 2-8: XIC-Chromatogramme der HILIC-HPLC-ESI,,,-MS - Untersuchung
von AS bei steigender Pufferkonzentration der wiisserigen Phase des Eluenten
Dargestellt sind die zunehmenden Retentionszeiten und die Verschérfung der Peaks am
Beispiel von Glu (links) und Asp (rechts).

Konzentration AS: je 50 umol/L, Siule: ZIC*-HILIC (3.5 pm, 100 A, 150 mm x 2.1 mm,
SeQuant, Umed, Schweden), mobile Phase: FM A: 20 mM, 55 mM bzw. 100 mM NH,FA in
H,O (pH 3), FM B: ACN. Fluss: 200 pL/min. Gradientenelution. Weitere HPLC- und ESI-
MS-Bedingungen siehe Abschnitt D 2.4.1.

In den letzten Jahren beschéftigten sich einige Verdffentlichungen mit dem Einfluss
der Salzkonzentration auf die Retention unter HILIC-Bedingungen. Je nach Ober-
fliche der stationdren Phase und der damit mehr oder weniger ausgeprigten
Ionenaustauscherfunktionen sind stark unterschiedliche Effekte beobachtet worden
(Guo und Gaiki 2005). Fiir die in vorliegender Arbeit verwendete zwitterionische
Phase sind bei steigender Pufferkonzentration unterschiedliche Auswirkungen auf die
Retention festgestellt worden (Xie ef al. 2010). Diese Effekte wurden durch die Struk-
tur der Analyten und den postulierten Trennmechanismus der HILIC erklart.

Der Anstieg der Retentionszeiten bei hoheren Salzgehalten wird mit dem der HILIC
zugrunde liegenden Mechanismus der hydrophilen Verteilung zwischen der wasser-
reichen Schicht auf der Oberfliche der stationdren Phase und der mobilen Phase
begriindet. Die Puffersubstanzen befinden sich, bedingt durch den hohen organischen
Anteil im Eluenten, hauptsédchlich in der wasserreichen Schicht. Bei hoheren Puffer-
konzentrationen sind entsprechend mehr Salz-lonen in der Wasserschicht, wodurch
diese aufgrund des stirkeren osmotischen Drucks an Volumen und Hydrophilie

zunimmt, was zu einem Anstieg der Retention fiihrt (Xie et al. 2010).
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Zudem wird fiir die ZIC®-HILIC-Siule fiir saure Analyt-Ionen ein weiterer
Mechanismus vorgeschlagen, der von den funktionellen Gruppen der Oberfldche der
stationdren Phase (Sulfobetaingruppe) bestimmt wird. Die Saduremolekiile konnen
aufgrund elektrostatischer AbstoBung der negativ geladenen Sulfonséuregruppe nicht
die ndher an der Silica-Oberflache sitzenden quartiren Ammoniumgruppen erreichen
und dort aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen retardiert werden. Durch die
erhohte Salzkonzentration wird die elektrostatische AbstoBung der Sulfonsduregruppe
verringert, so dass die Sduren verstirkt mit der stationdren Phase wechselwirken

konnen und so léanger retardiert werden (Guo und Gaiki 2005).

Die Verkiirzung der Retentionszeit der basischen AS bei Erhdhung der
Pufferkonzentration kann ebenfalls durch die Eigenschaften der stationdren Phase
erklart werden. Die positiv geladenen basischen AS treten mit den negativ geladenen
Sulfonsduregruppen der stationdren Phase in Kontakt. Durch die erhohte Salzkonzen-
tration nehmen die -elektrostatischen Wechselwirkungen ab, da die negativen
Ladungen der Sulfonsduregruppen durch die Gegenionen der mobilen Phase stirker
»abgeschirmt* sind. Die Retention der positiv geladenen AS wird somit hauptsdchlich
durch die Verteilungsvorginge zwischen der Wasserschicht und der mobilen Phase
erreicht. Die zusdtzliche Retention durch elektrostatische Wechselwirkungen wird
durch steigende Pufferkonzentration verringert. Diese Vorstellungen werden durch
neuere Untersuchungen bestétigt. Liu ef al. (2009) stellten diesen Effekt fiir basische
Hydrazine fest.

Neben den Retentionszeiten wurden durch steigende Pufferkonzentrationen auch die

Peakformen und die Auflosung bestimmter AS beeinflusst.

Abbildung B 2-9 zeigt die XIC-Chromatogramme der Trennung von acht AS, womit

der Einfluss der Pufferkonzentration verdeutlichen werden soll.
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Abbildung B 2-9: Ergebnisse der HILIC-HPLC-ESI,,-MS - Untersuchung von AS bei
unterschiedlicher Pufferkonzentration in der wisserigen Phase des Eluenten. Dargestellt
sind die XIC-Chromatogramme von acht Beispiel-AS.

Konzentration AS: je 50 umol/L, Siule: ZIC*-HILIC (3.5 pm, 100 A, 150 mm x 2.1 mm,
SeQuant, Umea, Schweden), mobile Phase: FM A: 20 mM, 55 mM bzw. 100 mM NH,FA in
H,O (pH 3), FM B: ACN. Fluss: 200 pL/min. Gradientenelution. Weitere HPLC- und ESI-
MS-Bedingungen siche Abschnitt D 2.4.1.

Die Peakformen der unpolaren AS waren bei allen Salzgehalten gut, wobei bei
steigender Konzentration eine leichte Verschirfung der Peaks dieser AS festzustellen

war, was in der Abbildung B 2-9 anhand von Phe und Val erkennbar wird.
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Besonders deutlich duBerte sich der Effekt der Peak-Verschiarfung durch hohe
Pufferkonzentrationen bei den polaren sauren AS Glu und Asp (vgl. Abbildung B 2-8,
S.96).

Fiir die Methodenoptimierung war der Einfluss der Pufferkonzentration besonders fiir
Leu und Ile von Bedeutung, die bei einer Pufferkonzentration von 20 mM in der
wisserigen Phase des Eluenten nicht vollstandig getrennt wurden. Die erhohten Salz-
konzentrationen fiihrten dagegen bei beiden AS zu einer leicht verldngerten Retention
in Kombination mit schiarferen Peaks, so dass daraus Basislinientrennung resultierte
(Abbildung B 2-9, S.98).

Bei den Peakformen weiterer AS =zeigten sich bei unterschiedlicher NH4FA-
Konzentration deutliche Effekte, wobei die Auswirkungen nicht einheitlich waren.
Wihrend sich die Peakformen von Arg und His bei steigender Pufferkonzentration
verbesserten, d.h. die ,,Schulter* des jeweiligen Peaks geringer wurde, trat bei Lys der
umgekehrte Effekt auf. Zeigte sich bei 20 mM NH4FA ein symmetrischer Peak, wurde
er bei Erh6hung des Puffers unsymmetrisch und sehr breit.

Die Verschirfung der Peaks fiir basische Substanzen bei steigender lonenstdrke der
mobilen Phase, wie sie in unseren Studien fiir Arg, His und Orn beobachtet wurde
(vgl. Abbildung B 2-9 und Abbildung B 2-10), ist in der Literatur fiir Hydrazine
beschrieben (Liu et al. 2009). Das gegensétzliche Verhalten von Lys ist iiberraschend,
insbesondere, da es sich strukturell nur durch eine CH,-Gruppe von Orn unterscheidet
und diesem auch hinsichtlich der chemisch-physikalischen Eigenschaften (z.B. pKs-
Werte) sehr dhnlich ist. Fiir Orn wurden jedoch bei jeder der untersuchten Puffer-

konzentrationen gute Peakformen erhalten (Abbildung B 2-10).

25.852 min 25.066 min 24.566 min

21 22 2 24 2 % 2 28 25 21 2 23 24 25 26 2 28 20 21 2 ] 24 25 26z 28 29

Abbildung B 2-10: Nahezu gleichbleibende Peakform von Orn bei unterschiedlicher
Pufferkonzentration in der wisserigen Phase des Eluenten. In den XIC-
Chromatogrammen ist dem jeweiligen Peak seine entsprechende Retentionszeit zugeordnet.
HPLC- und ESI-MS-Bedingungen siche Abschnitt D 2.4.1.
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Der Grund fiir das gegensétzliche Verhalten von Lys bleibt unklar, war aber auch
nicht Gegenstand weiterer Untersuchungen, insbesondere da im Verlauf der weiteren
Methodenentwicklung die Peakform optimiert werden konnte.

Die beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass zur Optimierung der Peakform der AS eine
Variation der Pufferkonzentration wihrend des Laufes der HILIC - HPLC - Methode
notig ist. Zu Beginn garantiert eine hohe NH4FA - Konzentration die Trennung von
Leu und Ile und fiihrt zu schirferen Peaks der AS, wéhrend gegen Ende die
Pufferkonzentration gesenkt werden muss, um eine addquate Peakform fiir Lys zu

erreichen.

In einer anschlieBenden Versuchsreihe wurden daher zwei verschiedene Puffer-
Gradienten hinsichtlich ihrer Eignung zur AS-Trennung untersucht. In beiden Fillen
startete der Gradient mit 100% FM A, welches aus 20% 100 mM NH4FA in H,O
(pH 3) und 80% ACN bestand. Im Verlauf des Gradienten wurde der Anteil der
wisserigen Phase durch Erhohung des Anteils an FM B (20 mM bzw. 40 mM NH4FA
in H,O (pH 3)) gesteigert, wodurch die Pufferkonzentration in der wisserigen Phase
insgesamt abnahm. Abbildung B 2-11 zeigt am Beispiel von sechs AS die Ergebnisse

(XIC-Chromatogramme) dieser Untersuchungen.

Wie aus der Abbildung hervorgeht, wurden unter den gewihlten Bedingungen, also
hohe Pufferkonzentration zu Beginn des Gradienten, Leu und Ile in beiden Féllen
chromatographisch getrennt. Die Peakform der iibrigen AS war gut und wurde durch
Variation der Pufferkonzentration, wie geschildert, wenig beeinflusst (vgl. Phe in
Abbildung B 2-11). Lys, welches in der vorausgegangenen Versuchsreihe bei einer
Pufferkonzentration von 55 mM NH4FA und hoher durch eine schlechte Peakform
gekennzeichnet war (Abbildung B 2-9), erschien nun jeweils mit einem scharfen,
symmetrischen Peak. Die Peakform von Arg und His war bei 40 mM NH4FA in FM A
deutlich besser.

In weiteren Studien wurde daher mit dieser Pufferkonzentration (FM B: 40 mM

NH4FA, FM A: 20% 100 mM NH4FA in H,O (pH 3), 80% ACN) gearbeitet.
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Abbildung B 2-11: Ergebnisse der HILIC-HPLC-ESI,;,-MS - Untersuchung von AS bei
unterschiedlicher Pufferkonzentration der wisserigen Phase des Eluenten. Dargestellt
sind die XIC-Chromatogramme von sechs Beispiel-AS.

Konzentration AS: je 50 umol/L, Siule: ZIC*-HILIC (3.5 pm, 100 A, 150 mm x 2.1 mm,
SeQuant, Umed, Schweden), mobile Phase: FM A: 20 mM bzw. 40 mM NH4FA in H,O (pH
3), FM B: 80% ACN, 20% 100 mM NH4FA in H,O (pH 3), Fluss: 200 pL/min.
Gradientenelution. Weitere HPLC- und ESI-MS-Bedingungen siehe Abschnitt D 2.4.1.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Pufferkonzentration im Eluenten
einen deutlichen Einfluss auf die Retention der AS an einer ZIC®-HILIC-Siule nimmt

und die HILIC-Methode durch Variation der Salzmenge optimiert werden kann.

2.3.2 Einfluss der Temperatur der stationiiren Phase

Bei der HPLC ist die Temperatur eine wichtige EinflussgroBBe, die neben der
Auflosung auch die Retention der Analyten beeinflusst. Art und Ausmall der

Auswirkungen auf die Retention hingen jedoch stark vom Trennmechanismus und
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den jeweiligen zu untersuchenden Substanzen ab. In der RP-HPLC nimmt mit
steigender Temperatur die Retention der Analyten im Allgemeinen ab, die

Trennstufenhohe nimmt zu (Swadesh 1998).

Die Abhidngigkeit der Retention von der Temperatur wird in der (RP-)
Chromatographie hdufig durch die Van’t Hoff — Gleichung beschrieben, die in der fiir
die HPLC vereinfachten Form in Gleichung 1 gegeben ist. Mit steigender Temperatur

wird der Retentionsfaktor £ also kleiner.

B
Gl. 1 logk=A4+ —
Ty
k : Retentionsfaktor A, B: temperaturunabhéngige Konstanten Tx: Temperatur

Haufig wird die Abhéngigkeit auch durch Auftragungen von log k& gegen 1/Tkx
ausgedriickt (Snyder et al. 2010).

Ob und in wiefern die Temperatur Einfluss auf die Trennung von AS an einer ZIC"-
HILIC-Saule nimmt, wurde von uns in einer weiteren Versuchsreihe untersucht. Dazu
wurde eine AS-Mischung bei unterschiedlichen Saulentemperaturen (20°C, 40°C
sowie Erhohung auf 50°C nach Anfangsschritt bei 20°C) mittels HILIC-MS analy-
siert. Durchfithrung und HPLC-MS-Parameter sind Kapitel D 2.4.2 zu entnehmen.

In Abbildung B 2-12 sind die Totalionenchromatogramme (TICs) dargestellt, die sich

bei verschiedenen Temperaturen ergaben.

Wie aus der Abbildung hervorgeht, sind fiir die frither eluierenden AS bereits bei
Betrachtung der TICs FEinfliisse festzustellen, wohingegen die ldnger retardierten

Analyten durch die Temperaturerhohung die Sdule anscheinend nicht frither verlassen.
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Abbildung B 2-12: Ergebnisse der HPLC-ESI,,,MS-Untersuchung von 21 AS bei
unterschiedlichen Siulentemperaturen. Dargestellt sind die TICs, die sich bei einer
Temperatur von 20°C (oben), von 40°C (Mitte) und von zu Beginn 20°C, nach 8 min
Temperaturerh6hung auf 50°C (unten) ergaben.

Konzentration AS: je 50 umol/L. Siule: ZIC*-HILIC (3.5 pm, 100 A, 150 mm x 2.1 mm,
SeQuant, Umeé, Schweden), FlieBmittel: 40 mM NH4FA in H,O (pH 3), FM B: 80% ACN,
20% 100 mM NH4FA (pH 3). Fluss: 200 pL/min. Weitere HPLC- und ESI-MS-Bedingungen

siehe Abschnitt D 2.4.2.

Fir die friih eluierenden AS ist bei Temperaturerhbhung im Allgemeinen eine

Verkiirzung der Retentionszeiten festzustellen, was in Abbildung B 2-13 am Beispiel

von Leu und Ile sowie Pro dargestellt ist.
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Abbildung B 2-13: Einfluss der Siiulentemperatur auf die Trennung von AS. Dargestellt
sind die XIC-Chromatogramme der Beispiel-AS Leu/Ile und Pro bei einer Temperatur von
20°C (oben) und 40°C (unten).

Konzentration AS: je 50 pmol/L, Saule: ZIC*-HILIC (3.5 um, 100 A, 150 mm x 2.1 mm,
SeQuant, Umed, Schweden), FlieBmittel: 40 mM NH,FA in H,O (pH 3), FM B: 80% ACN,
20% 100 mM NH4FA (pH 3). Fluss: 200 pL/min. Weitere HPLC- und ESI-MS-Bedingungen
siche Abschnitt D 2.4.2.

Bedingt durch die frithere Elution wurden bei einer Temperatur von 40°C Leu und Ile

nicht mehr vollstindig chromatographisch getrennt, die Aufldsung war bei 20°C

besser. Trp hingegen dnderte bei erhdhter Temperatur sein Retentionsverhalten kaum,

SO

dass es dadurch bei 40°C zur vollstindigen Trennung von Phe kam. Die Aufldsung

der beiden AS war hier wesentlich besser (vgl. Abbildung B 2-14).

20°C o] 40°C

Phe (5.282 min) Trp (5.615 min) Phe (5.091 min) Trp (5.647 min)

2 4 6 8 10 2 4 6 8 0

Abbildung B 2-14: Einfluss der Sdulentemperatur auf die Trennung von AS. Dargestellt
sind die XIC-Chromatogramme der Beispiel-AS Phe und Trp bei einer Temperatur von 20°C
(links) und 40°C (rechts).

Konzentration AS: je 50 umol/L, Siule: ZIC*-HILIC (3.5 pm, 100 A, 150 mm x 2.1 mm,
SeQuant, Umed, Schweden), FlieBmittel: 40 mM NH4FA in H,O (pH 3), FM B: 80% ACN,
20% 100 mM NH,4FA (pH 3). Fluss: 200 uL/min. Weitere HPLC- und ESI-MS-Bedingungen
siche Abschnitt D 2.4.2.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass durch Variation der Temperatur Einfluss auf die
Selektivitit der Trennung an einer ZIC®-HILIC-Siule genommen werden kann.
Allerdings wird auch deutlich, dass das angestrebte Ziel, durch Temperaturerh6hung
auf 40°C die Analysendauer der Trennung von AS merklich zu verkiirzen, nicht zu
erreichen war. Verdeutlicht wird dies durch Abbildung B 2-15, in der die zuletzt
eluierenden, basischen AS dargestellt sind. Durch Erhdhung der Temperatur auf 40°C

eluierten zwar alle vier AS friiher, bei allerdings nur geringen Unterschieden.

10000 20°c ]\TGOG mln) b 20°C ALYS (24715 mln)

2 2 2 2 3

™! ac His (23,234 min) 40°C /\Lys (24.536 min)

) E) ) n 20 22 24 26 8

o SRR ]\jrg (24,002 min) w2000 J\Orn (25.019 min)

o
% % p o = i 20 22 24 2 8 min

- 40°C Arg (23.824 min) ... 40°C Orn (24.957 min)

20 22 24 % ) min 20 22 2 13 £

Abbildung B 2-15: Einfluss der Sidulentemperatur auf die Trennung von AS. Dargestellt
sind die XIC-Chromatogramme der basischen AS His, Arg, Lys und Orn bei einer
Temperatur von 20°C (jeweils oberes Chromatogramm) und 40°C (jeweils unteres
Chromatogramm).

Konzentration AS: je 50 pmol/L, Siule: ZIC*-HILIC (3.5 pm, 100 A, 150 mm x 2.1 mm,
SeQuant, Umed, Schweden), FlieBmittel: 40 mM NH4FA in H,O (pH 3), FM B: 80% ACN,
20% 100 mM NH4FA (pH 3). Fluss: 200 pL/min. Temperatur: 20°C (oben) sowie 40°C
(unten). Weitere HPLC- und ESI-MS-Bedingungen sieche Abschnitt D 2.4.2.

In einer weiteren Versuchsreihe priiften wir, ob eine Erhéhung auf 50°C zu einer
merklich schnelleren Elution der basischen AS fiihrt. Da die Basislinientrennung von
Leu und Ile Vorraussetzung zur erfolgreichen Quantifizierung der beiden AS im SIM-
Modus ist, diese jedoch bei hoheren Temperaturen nicht gegeben ist (vgl. Abbildung
B 2-13), wurde dazu ein Temperaturgradient angewendet. Nach einem Anfangsschritt

von 20°C (zur Trennung von Leu und Ile) erfolgte eine Temperaturerhohung auf 50°C.
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Wie aus Abbildung B 2-12 (S. 103, unteres Chromatogramm) hervorgeht, konnte auch
durch weitere Temperaturerhohung die Elution der basischen AS (die letzten vier
Peaks im TIC) nicht deutlich beschleunigt werden.

In einer aktuellen Verdffentlichung wird u.a. der Einfluss der Temperatur auf die
Trennung von Neurotransmittern bzw. deren Precursoren, darunter die AS Trp, Tyr
und DOPA (3,4-Dihydroxyphenylalanin) an zwolf HILIC-Saulen untersucht (Chirita
et al. 2010). An der ZIC®-HILIC-Siule stellten die Autoren fiir alle Analyten bei
steigender Temperatur zunehmende Retentionszeiten fest, wobei sie keine Erkldrung
fiir dieses Verhalten gaben.

Die Resultate dieser Studie stehen im Widerspruch zu unseren Ergebnissen sowie zu
den von Guo und Gaiki (2005), Liu et al. (2009) sowie Marrubini et al. (2010)
vorgelegten Informationen, bei denen jeweils an einer ZIC®-HILIC-Séule fiir
verschiedene Analyten (Cytosin und Acetylsalicylsdure, Hydrazine sowie Purin- und
Pyrimidinbasen) mit steigender Temperatur abnehmende Retentionszeiten ermittelt
wurden. Guo und Gaiki (2005) postulierten fiir die Modellsubstanzen Cytosin und
Acetylsalicylsdure einen linearen Zusammenhang zwischen 1/Tx und In £, weshalb sie
Verteilungsvorgange zwischen der wasserreichen Schicht und der mobilen Phase fiir
den dominierenden Retentionsmechanismus einer ZIC®-HILIC-S4ule hielten; auf die
Notwendigkeit weiterer Studien wurde hingewiesen. Dem gegeniiber stehen die Er-
gebnisse von Marrubini et al. (2010), bei denen fiir die Trennung der Analyten an
einer ZIC®-HILIC-Sdule keine lineare Funktion abgeleitet werden konnte. Die
Autoren erkldrten dies mit dem Verhalten ionisierbarer Substanzen bei verschiedenen
Temperaturen (Marrubini et al. 2010). Fiir ionisierbare, insbesondere basische
Substanzen wurde, auch in Abhéngigkeit von pH-Wert und verwendeter Puffer-
substanz, kiirzlich gezeigt, dass sich keine linearen Van’t Hoff - Ableitungen ergeben
(Heinisch und Rocca 2009). Diese Erkldrung scheint fiir die von uns ermittelten
Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses der Temperatur auf die Trennung von AS
an einer ZIC®-HILIC-Siule anwendbar, bei welcher insbesondere die basischen AS
infolge erhdhter Temperaturen die stationdre Phase nur wenig frither verlassen. Zur
genauen Kldrung des Einflusses der Temperatur sind weiterfithrende Studien

notwendig, die jedoch nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit waren.
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Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass durch Erhohung der Temperatur Einfluss
auf die Selektivitit der Trennung der AS an einer ZIC®-HILIC-Siule genommen
werden kann, wobei jedoch im untersuchten Temperaturbereich (20°C — 50°C) keine
merkliche Verkiirzung der Analysenzeit erreicht wird. Dies liegt vor allem an den

basischen AS, welche bei erhohter Temperatur nur unwesentlich friiher eluiert werden.

2.3.3 Einfluss des organischen Anteils in der mobilen Phase - Variation
des Gradienten

In einer anschliefenden Versuchsreihe wurde von uns untersucht, inwiefern eine
Erhohung der Endkonzentration an ACN im Gradienten bei gleicher Steilheit der
FlieBmitteldnderung Einfluss auf die Trennung und Peakform der AS nimmt. Zudem
wurden verschiedene, steilere Gradienten getestet, mit denen die Analysendauer
verkiirzt werden sollte. Bei dem in den bisherigen Versuchen verwendeten Flie3-
mittelgradient wurde der Anteil an wésseriger Phase im Eluenten nach einem
isokratischen Anfangsschritt von 20% auf 60% innerhalb von 16 Minuten erhdht, was
einer Anderung von 2.5% pro Minute entspricht. Gewihlt wurden diese Bedingungen
gemall den Angaben des Saulenherstellers, der diese Steilheit als geeignet angibt und
gleichzeitig darauf verweist, dass schnellere, also steilere Gradienten, ggf. zu
Problemen beziiglich der Reproduzierbarkeit fiihren konnen (SeQuant 2006).

Neben einer Steigerung des wisserigen Anteils auf nur 30%, 35%, 40% sowie 50%
bei einer Anderung von 2.5% pro Minute wurden zudem Gradienten getestet, welche
den wisserigen Anteil der mobilen Phase pro Minute um 3% bzw. 4% steigern. Die

Durchfiihrung und HPLC-MS-Parameter sind Kapitel D 2.4.3 zu entnehmen.

In Abbildung B 2-16 sind die bei verschiedenen Untersuchungen erhaltenen TICs dar-

gestellt, die nach Gradientenanalyse mit 2.5% Anderung pro Minute erhalten wurden.

Wie erkennbar ist, konnte erwartungsgeméll durch Variation der Zusammensetzung
des FlieBmittels deutlich Einfluss auf die Trennung der AS genommen werden. Be-

troffen waren vor allem die zuletzt eluierenden Peaks der basischen AS, die bei
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geringerer Elutionskraft der mobilen Phase (Endkonzentration der wisserigen Phase
von 30% und 35%) deutlich spéter und mit breiteren Peaks detektiert wurden. Dabei
wurde Basislinientrennung erreicht.

Anhand dieser Ergebnisse zeigt sich erneut die Leistungsfdhigkeit der HILIC zur
Trennung von AS. Durch Anwendung eines geeigneten FlieBmittelgradienten kann,
ggf. in Kombination mit Variation der Temperatur und der Pufferkonzentration, eine
vollstindige Trennung aller untersuchten AS an einer ZIC®-HILIC-Siule erreicht
werden. Dies ist auch fiir die Verwendung anderer als massenspektrometrischer

Detektoren von Bedeutung.

= A Gradient:

o] Endkonzentration 60% NH,FA in H,0
" 5 10 15

1 B Gradient:
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I
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Abbildung B 2-16: Einfluss der Endkonzentration an wisseriger Phase im Eluenten auf
die Trennung von AS (TICs).

Konzentration AS: je 50 umol/L, Siule: ZIC*-HILIC (3.5 pm, 100 A, 150 mm x 2.1 mm,
SeQuant, Umed, Schweden), FlieBmittel: 40 mM NH,FA in H,O (pH 3), FM B: 80% ACN,
20% 100 mM NH4FA (pH 3). Fluss: 200 pL/min. Temperatur: 20°C. Weitere HPLC- und
ESI-MS-Bedingungen siche Abschnitt D 2.4.3.
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Abbildung B 2-17 zeigt die TICs, wie sie von uns bei verschiedenen Untersuchungen
mittels Gradientenanalyse mit 3% bzw. 4% Anderung des wisserigen Anteils pro
Minute erhalten wurden. In den Chromatogrammen F und G erhohte der Gradient bei
3% Anderung pro Minute den Anteil an wisseriger Phase im Eluenten auf 60% (F)
bzw. 40% (G), in den Chromatogramme H und I bei 4% Anderung pro Minute auf
60% (H) bzw. 40% (I).
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Abbildung B 2-17: Einfluss der Endkonzentration an wisseriger Phase im Eluenten
sowie der Steilheit des Gradienten auf die Trennung von AS (TIC).

Chromatogramm F: Endkonzentration wésserige Phase im Eluenten 60%, 3% Anderung pro
Minute. Chromatogramm G: Endkonzentration wésserige Phase im Eluenten 40%, 3%
Anderung pro Minute. Chromatogramm H: Endkonzentration wisserige Phase im Eluenten
60%, 4% Anderung pro Minute. Chromatogramm I: Endkonzentration wisserige Phase im
Eluenten 40%, 4% Anderung pro Minute.

Konzentration AS: je 50 pmol/L, Siule: ZIC*-HILIC (3.5 pm, 100 A, 150 mm x 2.1 mm,
SeQuant, Umed, Schweden), FlieBmittel: 40 mM NH4FA in H,O (pH 3), FM B: 80% ACN,
20% 100 mM NH4FA (pH 3). Fluss: 200 pL/min. Temperatur: 20°C. Weitere HPLC- und
ESI-MS-Bedingungen siche Abschnitt D 2.4.3.
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Erwartungsgemal} lie8 sich durch schnellere Erhohung der wisserigen Phase und
damit Erhohung der Elutionskraft der mobilen Phase die Analysenzeit verkiirzen.
Durch Steigerung des Gradienten auf 60% wisserigen Anteil bei 4% Anderung pro

Minute eluierten alle AS in ca. 22.5 min (Chromatogramm H in Abbildung B 2-17).

Weiterfiihrende Studien zeigten zudem, dass der ,,schnellere” Gradient an einer ZIC®-

HILIC-Séule auch hinsichtlich der Reproduzierbarkeit gut geeignet ist.

Fiir die Validierung der Methode wird daher ein Gradient zur Anwendung kommen,
der den wisserigen Anteil des Eluenten auf 60% bei einer Anderung von 4% pro
Minute steigert. Durch die Verkiirzung des isokratischen Anfangsschritts auf 5
Minuten gelingt damit die HPLC-(Vor-)Trennung der AS in weniger als 20 min (vgl.
Kapitel B 2.4, S.110).

2.4 Ubertragung der optimierten Methode auf die Bedingungen
einer Infusionslosung

Bei der bisherigen Methodenentwicklung wurde eine AS-Standard-Mischung
verwendet, die alle Analyten in der jeweils gleichen Konzentration (50 pmol/L)
enthielt. In den Infusionslosungen, in welchen die AS quantifiziert werden sollen,
liegen die einzelnen AS jedoch, wie erwédhnt, in stark wunterschiedlichen
Konzentrationen vor. Um die entwickelte HPLC-MS-Methode im Hinblick auf die
spatere Anwendung zu priifen, wurde eine Aminosduren-Standard-Mischung (,,AS-
Master-Mix“) hergestellt, welche die AS in den entsprechenden Konzentrationen der
Infusionslosungen enthédlt. In den gleichen Konzentrationsverhéltnissen wurde eine
Mischung der IS (,,IS-Master-Mix*) hergestellt. Nach geeigneter Verdiinnung wurde
eine Mischung aus beiden Losungen (,,Probelosung AS und IS") mit der optimierten
HPLC-MS-Methode, die sich aus der Kombination der unter Abschnitt B 2.3
erhaltenen Ergebnisse ergab, untersucht (Durchfiihrung und HPLC-MS-Methode siehe
Abschnitt D 2.5).
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Ziel

unterschiede, die aus der Formulierung der Infusionsldsung resultierten, alle Analyten

der Untersuchung war es zu kldren, ob trotz der deutlichen Konzentrations-

mit der entwickelten HPLC-MS-Methode bestimmbar sind.

Abbildung B 2-18 zeigt das bei der Analyse des Master-Mixes erhaltene TIC-

Chromatogramm.
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Abbildung B 2-18: Chromatogramm (TIC) der HILIC-HPLC-ESI,,,.-MS-Untersuchung
der ,,Master-Mix“-Untersuchungsléosung (21 AS und 19 IS).

Sédule: ZIC®-HILIC (3.5 um, 100 A, 150 mm x 2.1 mm, SeQuant, Umed, Schweden).
Gradientenelution. Experimentelle HPLC- und ESI-MS-Bedingungen siche Abschnitt D 2.5.

Peak 1: NAcTyr (tg = 3.118 min), Peak 2: NAcCys (tg = 4.095 min), Peak 3: Phe (t = 5.309
min), Peak 4: Trp (tg = 5.615 min), Peak 5: Leu (tg = 6.235 min), Peak 6: Ile (tx = 6.964
min), Peak 7: Met (tg = 7.661 min), Peak 8: Tyr (tg = 8.895 min), Peak 9: Val (tg = 9.829
min), Peak 10: Pro (tg = 12.559 min), Peak 11: Ala (tg = 14.748 min), Peak 12: Thr (tz =
14.930 min), Peak 13: Gly (tg = 15.764 min), Peak 14: Glu (tg = 15.927) min), Ser (tg =
15.994 min), Asn (tg = 16.034 min), Peak 15: Asp (tg = 17.000 min), Peak 16: His (tg =
18.607 min), Peak 17: Arg (tg = 18.927 min), Peak 18: Lys (tg = 19.366 min), Peak 19: Orn
(tg = 19.581min).

Die Nummerierung gilt analog fiir die isotopenmarkierten Aminosauren (IS), die parallel zu
den entsprechenden Referenz-Aminoséduren eluieren. t, markiert die Totzeit.
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Aus dem TIC-Chromatogramm ldsst sich ablesen, dass trotz der Konzentrations-
unterschiede in der Formulierung alle AS innerhalb von 20 min erfasst wurden. Dabei
wurden nicht alle AS vollstindig chromatographisch getrennt. Einen besseren Einblick
erhdlt man, wenn man im HPLC-ESIpos-MS-Chromatogramm die einzelnen m/z-
Spuren betrachtet, wie sie in den Abbildungen B 2—19 bis B 2—22 dargestellt sind, und

diese untereinander bzw. mit dem TIC-Chromatogramm vergleicht.

Chromatographisch lediglich angetrennt wurden Phe (Peak 3 im TIC, [M+H]"
m/z 166) und Trp (Peak 4 im TIC, [M+H]" m/z 205) sowie Ala (Peak 11 im TIC,
[M+H]" m/z 90) und Thr (Peak 12 im TIC, [M+H]" m/z 120). Dies gilt ebenso fiir die
basischen AS His, Arg, Lys und Orn (Peaks 16 - 19 im TIC, [M+H]" m/z 156, [M+H]"
m/z 175, [M+H]" m/z 147, [M+H]" m/z 133). Beinahe gleichzeitig eluierten Gly
([IM+H]" m/z 76), Glu ([M+H]" m/z 148), Ser [M+H]" m/z 106) und Asn [M+H]"
m/z 133), die im TIC die Peaks 13 und 14 darstellen.

Fiir die Quantifizierung mittels HPLC-MS ist die Koelution der genannten AS jedoch
nicht von Bedeutung, da sie aufgrund unterschiedlicher Massen der Precursorionen
getrennt erfasst werden konnen.

Aminosduren mit gleichen bzw. dhnlichen molaren Massen (M,+1) eluierten getrennt
voneinander.

Leu und Ile (Peak 5 und Peak 6 im TIC, [M+H]" m/z 132) erschienen nacheinander bei
einer Retentionszeit von 6.235 min bzw. 6.964 min. Auch Asn (Peak 14 im TIC,
[M+H]" m/z 133), Asp (Peak 15 im TIC, [M+H]" m/z 134) und Orn (Peak 19 im TIC,
[M+H]" m/z 133) eluierten getrennt voneinander bei Retentionszeiten von 16.034 min,
17.000 min bzw. 19.580 min.

Lys, Glu und "*C,-Lys, die durch Precursorionen von m/z 147, m/z 148 bzw. m/z 149
gekennzeichnet sind, lagen im Chromatogramm ebenfalls weit voneinander entfernt
(tr = 15.927 min fiir Glu, Peak 14 im TIC, tg = 19.366 min fiir Lys und 13C2-Lys, Peak
18 im TIC). Eine weitere Interferenz durch Ce-Arg (IM+H]" m/z 181) und Tyr
([IM+H]" m/z 182) blieb aufgrund des deutlichen Retentionszeitunterschieds (tg =
8.895 min fiir Tyr, tg = 18.925 fiir *C¢-Arg) ohne Bedeutung.
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Abbildung B 2-19: HPLC-ESIpos-MS-Chromatogramm der Master-Mix-Analyse (1).

Dargestellt sind die XIC-Chromatogramme (m/z) der Precursorionen [M+H]". In den
einzelnen Chromatogrammen ist den entsprechenden Peaks ihre Retentionszeit in Minuten
zugeordnet.

Sédule: ZIC®-HILIC (3.5 um, 100 A, 150 mm x 2.1 mm, SeQuant, Umed, Schweden).
Gradientenelution. Experimentelle HPLC- und ESI-MS-Bedingungen siehe Abschnitt D 2.5.

m/z 76: Gly, m/z 78: D,-Gly, m/z 90: Ala, m/z 93: Ds-Ala, m/z 106: Ser, m/z 109: D;-Ser,
m/z 116: Pro, m/z 118: Val, m/z 120: Thr, m/z 123: D;-Pro
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Abbildung B 2-20: HPLC-ESIpos-MS-Chromatogramm der Master-Mix-Analyse (2).

Dargestellt sind die XIC-Chromatogramme (m/z) der Precursorionen [M+H]". In den
einzelnen Chromatogrammen ist den entsprechenden Peaks ihre Retentionszeit in Minuten
zugeordnet.

Sédule: ZIC®-HILIC (3.5 pm, 100 A, 150 mm x 2.1 mm, SeQuant, Umed, Schweden).
Gradientenelution. Experimentelle HPLC- und ESI-MS-Bedingungen siche Abschnitt D 2.5.

m/z 125: 3C,,">N|-Thr, m/z 126: Ds-Val, m/z 132: Leu (t, = 6.235 min) und Ile (t, = 6.964
min), m/z 133: Asn (t, = 16.034 min) und Orn (t, = 19.580 min), m/z 134: Asp, m/z 135: Ds-
Leu, m/z 137: °C4-Asn (t, = 16.037 min) und Ds-Asp (t, = 16.997 min ), m/z 139: ®Cg,°N;-
Ile (t, = 6.967 min) und D¢-Orn (t, = 19.588 min), m/z 147: Lys, m/z 148: Glu
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Abbildung B 2-21: HPLC-ESIpos-MS-Chromatogramm der Master-Mix-Analyse (3).

Dargestellt sind die XIC-Chromatogramme (m/z) der Precursorionen [M+H]". In den
einzelnen Chromatogrammen ist den entsprechenden Peaks ihre Retentionszeit in Minuten

zugeordnet.

Saule: ZIC®-HILIC (3.5 pm, 100 A, 150 mm x 2.1 mm, SeQuant, Umed, Schweden).
Gradientenelution. Experimentelle HPLC- und ESI-MS-Bedingungen siche Abschnitt D 2.5.

m/z 149: *Cy-Lys, m/z 150: Met, m/z 153: Dy-Met (t, = 7.716 min) und Ds-Glu (t, = 15.915
min), m/z 156: His, m/z: 162: “Cg-His, m/z 164: NAcCys, m/z 166: D,-NAcCys (t, = 4.095
min) und Phe (t, = 5.309 min), m/z 171: Ds-Phe, m/z 175: Arg, m/z 181: “Cq-Arg, m/z 182:

Tyr
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Abbildung B 2-22: HPLC-ESIpos-MS-Chromatogramm der Master-Mix-Analyse (4).

Dargestellt sind die XIC-Chromatogramme (m/z) der Precursorionen [M+H]". In den
einzelnen Chromatogrammen ist den entsprechenden Peaks ihre Retentionszeit in Minuten
zugeordnet.

Séule: ZIC®-HILIC (3.5 pm, 100 A, 150 mm x 2.1 mm, SeQuant, Umed, Schweden).
Gradientenelution. Experimentelle HPLC- und ESI-MS-Bedingungen siche Abschnitt D 2.5.

m/z 182: Tyr, m/z 188: *Cg-Tyr, m/z 205: Trp, m/z 210: Ds-Trp, m/z 224: NAcCys

In den XIC-Chromatogrammen waren teilweise Peaks vorhanden, die nicht den
Analyt-Tonen [M+H]" entsprechen (in Abbildung B 2-19 bis Abbildung B 2-22 ohne
zugeordnete Retentionszeit). Besonders deutlich waren diese in der Spur m/z 188 zu
erkennen (vgl. Abbildung B 2-22). All diese Peaks konnen jedoch bestimmten Frag-
mentionen der AS bzw. IS und klassischen ESI-Addukten zugeordnet werden oder
stellen die Isotopenpeaks [M+H]" bestimmter AS bzw. IS dar. Klassische Addukte,
die bei der Elektrospray-Ionisierung entstehen, sind unter anderem Natrium-, Kalium-
und Acetonitril-Addukte ((M+Na]" = [M+23]", ((IM+K]" = [M+39]", ((M+ACN+H]" =
[M+42]").
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Natrium-Addukte wurden fir °C4,""N;-Thr ([M+H]" m/z 125), Ds-Val ([M+H]
m/z 126) sowie D,-NAcCys und Phe (jeweils [M+H]" m/z 166) beobachtet. Diese
wurden als Peaks bei der fiir die jeweilige Substanz charakteristischen Retentionszeit
in den XIC-Chromatogrammen m/z 147 ([*C4,°N,-Thr+Na]"), m/z 148 ([Ds-
Val+Na]") und m/z 188 ([D,-NAcCys+Na]" und [Phe+Na]") detektiert.
Kalium-Addukte bildeten Val ((M+H]" m/z 118), Dg-Val ([M+H]" m/z 125) und Met
(IM+H]" m/z 150); sie wurden als Peaks in den XIC-Chromatogrammen m/z 156,
m/z 164 und m/z 188 bei den Retentionszeiten der beiden AS registriert.

Der "*C-Isotopenpeak [M+1+H]" wurde héufig detektiert. So fand er sich fiir Leu und
lle ([M+1+H]" m/z 133), fir Asn und Om ([M+1+H]" m/z 134), Lys ([M+1+H]"
m/z 148), Glu ([M+1+H]" m/z 149), *Cy-Lys (IM+1+H]" m/z 150) sowie fiir *Cs-Arg
([IM+1+H]" m/z 182) in den entsprechenden XIC-Chromatogrammen.

Zudem entstanden in der lonisierungsquelle einige Fragmente der AS bzw. IS, die
ebenfalls bei der fiir die entsprechende Substanz charakteristischen Retentionszeit
detektiert wurden. So trat das charakteristische Immonium-Ion ([R-CH=NH,]") bei
Phe ([R-CH=NH,]" m/z 120), Ds-Phe ([R-CH=NH,]" m/z 125) und "*C4,"’N,-Thr ([R-
CH=NH,]" m/z 78) auf. Bei Met und Trp wurde Ammoniak abgespalten, so dass als
Fragmentionen m/z 133 ([Met-NH;+H]") sowie m/z 188 ([Trp-NH3+H])" detektiert
wurden. AuBerdem wurde bei m/z 182 ein Peak registriert, der aus NAcTyr entstande-

nem protoniertem Tyr entspricht.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die hohen Konzentrationsunterschiede
bei der gewdhlten Verdiinnung fiir das Ergebnis keine Rolle spielten. Alle Analyten
wurden mit ausreichender Intensitét erfasst.

Tabelle B 2-2 gibt eine Ubersicht iiber die Peakflichen und Konzentrationen der AS
und IS in der Untersuchungslosung (,,Probelosung AS und IS").

Die nur in geringer Konzentration enthaltenen AS, wie z.B. NAcCys und Tyr, ergaben
Peakflichen zwischen 2.43-10° FE und 3.62-10° FE. Die geringste Peakflichen
lieferten Ser und die isotopenmarkierte Referenz Ds-Ser; beide sind durch geringe
Ionisierbarkeit gekennzeichnet und lagen gleichzeitig mit ca. 11.6 mg/L bzw. mit

11.9 mg/L nicht zu konzentriert in der Untersuchungsldsung vor.
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Das ebenfalls durch eine geringe lonisierung gekennzeichnete Glycin war hingegen in
der Untersuchungslosung mit ca. 60 mg/L in hohem Anteil enthalten, so dass die
Analyse dieser AS eine ausreichende Peakfliche lieferte (Area: 6.37-10° FE).

Im Hinblick auf die spéter durchzufiihrende Validierung war demzufolge die Methode

ausreichend leistungsfahig.

Tabelle B 2-2: Ubersicht iiber die Peakflichen (Area) der AS bzw. IS nach HILIC-ESI-
MS Analyse der ,,Master-Mix“-Untersuchungslésung (,,Probelésung AS und IS"). Die
AS und IS sind nach steigender Peakflache sortiert. Experimentelle HPLC- und ESI-MS-
Bedingungen siehe Abschnitt D 2.5.

Aminosiure Konzentration Area Aminosiure Konzentration Area

[mg/L] [FE] [mg/L] [FE]
D;-Ser 11.90 9.34-10* NAcTyr 12.39 3.11-10°
Ser 11.59 9.66:10* Trp 8.01 3.24-10°
BCe-Tyr 2.01 2.4310° BCq-His 15.47 3.29-10°
Tyr 2.08 2.4510° His 15.03 3.51-10°
D,-NAcCys 3.56 2.87-10° Lys 3430 4.88-10°
NAcCys 3.74 3.62:10° BC,-Lys 34.68 5.66-10°
Asp 27.98 6.36:10° Val 31.03 6.00-10°
Gly 60.08 6.37-10° Met 22.11 6.01-10°
D,-Gly 62.03 6.40-10° D;-Met 22.40 6.07-10°
Ds-Asp 28.32 7.23:10° Ds-Val 33.08 6.85-10°
Asn 20.47 8.75-10° lle 25.00 7.61-10°
BC,-Asn 21.01 8.56:10° D;-Pro 29.11 8.15-10°
Thr 21.10 1.13-10° Arg 57.60 8.00-10°
BC4, "N -Thr 21.59 1.25-10° BCe-Arg 59.24 8.01-10°
Ds-Orn 11.80 1.63-10° | Cq,"Nj-lle 26.19 8.02-10°
Om 11.31 1.71-10° Ds-Phe 24.10 9.01-10°
Ds-Ala 54.10 1.8810° Phe 23.53 9.26-10°
Ala 52.52 1.90-10° Ds-Leu 45.58 1.04-10’
Ds-Glu 36.00 2.20-10° Leu 44.59 1.05-10’
Glu 36.76 2.23-10° Pro 27.62 1.06:107

Ds-Trp 8.35 2.95:10°
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2.5 Einbeziehung weiterer Substanzen

In einer zusdtzlichen Versuchsreihe wurde untersucht, ob ggf. weitere Substanzen, die
aus diversen Griinden Bestandteil von AS-Infusionsldsungen sein kdnnen (vgl. Kapitel
B 1.1.4), in die entwickelte HILIC-HPLC-MS-Methode aufgenommen werden kon-
nen. Dazu wurden Pyr, Cys, (Cys)2, Tau und MSO der AS-Standard-Mischung
zugesetzt und mittels HILIC-HPLC-MS untersucht. Die Durchfiihrung ist in Kapitel D
2.6 beschrieben.

In Abbildung B 2-23 sind die XIC-Chromatogramme der oben genannten fiinf Analy-
ten dargestellt, wie sie sich nach HILIC-MS-Untersuchung ergaben. Wie aus der
Abbildung hervorgeht, wurden in der untersuchten Konzentration (je 50 umol/L) alle

Substanzen detektiert.

.1 Pyr (m/z 130) _| Cys(m/z122) 13.175 min

Zeitmin] ) : 5 C Zeit[min]
=1 (Cys)2 (m/z 241) ~ Tau (m/z 126) 13.951 min

19.210 min

Zeit [min] : T ) ) : “Zeit [min]

MSO
(m/z 166)

15.548 min

Abbildung B 2-23: HPLC-ESIpos-MS-Chromatogramme von Pyr, Cys, (Cys)2, Tau
und MSO (Konzentration je 50 pmol/L) nach Zusatz zur AS-,,Master-Mix*“-Mischung.

Dargestellt sind die XIC-Chromatogramme (m/z) der Precursorionen [M+H]". In den
einzelnen Chromatogrammen ist den entsprechenden Peaks ihre Retentionszeit in Minuten
zugeordnet. Beim zweiten Peak im XIC-Chromatogramm von MSO (m/z 166) handelt es sich
um Phenylalanin. Experimentelle HPLC- und ESI-MS-Bedingungen siche Abschnitt D 2.6.
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Anhand der Retentionszeiten kann im Vergleich zu den Abbildungen B 2-19 bis B 2-
22 festgestellt werden, dass eine Integration der hier untersuchten Substanzen in die
entwickelte Methode prinzipiell moglich ist; es ergaben sich keine Interferenzen mit
den AS bzw. IS. Weitere quantitative Untersuchungen erfolgten in vorliegender Arbeit

nicht.

2.6 Zusammenfassung der HILIC-Methodenentwicklung

Die Ergebnisse unserer systematischen Versuchsreihen zeigen, dass die HILIC zur
Trennung von AS geeignet ist. Durch Optimierung verschiedener Parameter
(FlieBmittelzusammensetzung, Gradient, Pufferkonzentration, pH-Wert der mobilen
Phase) wurde eine HILIC-HPLC-Methode entwickelt, bei der 21 AS und 20 stabil-
isotopenmarkierte Referenz-AS innerhalb von 20 min an einer ZIC*-HILIC-Siule
eluiert wurden. Zum ersten Mal wurde eine derart groBe Anzahl an AS /IS erfasst.
Gleichzeitig war der Zeitbedarf mit 20 min geringer als in den in der Literatur
beschriebenen Methoden zur AS-Bestimmung mittels HILIC (lediglich in der
Veroffentlichung von Dell’mour ef al. (2010) betragt die HPLC-Laufzeit nur 15 min,
bei allerdings unzureichender Trennung der Analyten).

Bei der von uns vorgestellten Methode wurden die aufgrund gleicher bzw. dhnlicher
Massen interferierenden AS chromatographisch getrennt, so dass die Anwendung des
SIM-Modus moglich ist.

Die Ubertragung auf die Bedingungen einer Infusionslosung zeigte, dass hohe AS-

Konzentrationsunterschiede von der Methode problemlos toleriert werden.
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3 Validierung

Im Folgenden wird die Validierung der entwickelten Methode zur Quantifizierung von

AS in Infusionslosungen vorgestellt.

3.1 Bestimmung der Arbeitskonzentration (100%-Level)

Zunichst wurde die Arbeitskonzentration festgelegt, d.h. eine geeignete Verdiinnung
der Analysenlésung (Infusionslésung) bestimmt, welche bei der spateren Anwendung
der Methode zur Quantifizierung das 100%-Level darstellen wird. Bei dieser
Verdiinnung liegen AS und IS in der gleichen Konzentration vor; zur Bestimmung der
Linearitit und zur Kalibrierung werden bei gleich bleibender Konzentration der IS die

Konzentrationen der AS variiert.

Die geeignete Verdiinnung war insofern von Bedeutung als die einzelnen AS in
deutlich unterschiedlichen Konzentrationen in der Infusionslosung vorliegen. Als
geeignet kann diejenige Verdiinnung angesehen werden, bei welcher die gering
konzentrierten AS mit ausreichender Empfindlichkeit erfasst werden und gleichzeitig
eine Validierung im Bereich dieses Levels moglich ist, ohne dass fiir die hochkonzent-
rierten AS die Grenzen der Methode erreicht werden.

Als MaB fiir die Eignung der Verdiinnung wurde die Prézision bei verschiedenen
Konzentrationen der Analysenldsung bestimmt. Neben einem geeigneten 100%-Level
sollten zudem Informationen iiber die Empfindlichkeit der Methode sowie den mogli-

chen Bestimmungsbereich erhalten werden.

Zur Bestimmung der (System-) Prézision wurde die Analysenlosung nach Zusatz der
IS bei verschiedenen Verdiinnungen (1:100, 1:200, 1:500 und 1:1000) mit der
entwickelten HILIC-HPLC-MS-Methode untersucht (Sechsfachbestimmung). Als
Mal fiir die Prézision dient die relative Standardabweichung (RSD) des Verhéltnisses
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von Peakfliche der Aminosdure zur Peakfliche des isotopenmarkierten Standards

(Areaas / Areajs). Die genaue Durchfiihrung ist in Abschnitt D 3.1 beschrieben.

Da fiir NAcTyr die entsprechende isotopenmarkierte Referenz fehlte, wurden die
Werte fiir diese AS sowohl mit D,-NAcCys (NAcTyr 1) als auch mit Ds-Trp als IS
(NAcTyr 2) berechnet. D,-NAcCys wurde gewéhlt, da diese AS - bedingt durch die
ebenfalls vorhandene acetylierte Aminogruppe - strukturell am dhnlichsten zu NAcTyr
ist und somit den Anforderungen an einen internen Standard am ehesten entspricht
(Hibbert 2007). Ds-Trp dagegen unterscheidet sich zwar strukturell von NAcTyr, je-
doch entspricht es dieser AS von den friih eluierenden AS bezogen auf die Peakfldache

am chesten (vgl. Abbildung B 2-18 und Tabelle B 2-2).

Wie aus Tabelle B 3-1 hervorgeht, lagen bei der 1:100- sowie der 1:200-Verdiinnung
die RSD-Werte fiir alle Analyten unterhalb der geforderten Grenze von 1.5% (FDA
1994; B.Braun 2008), im Falle der 1:200-Verdiinnung sogar unter 1%. Bei der 1:500-
Verdiinnung iiberschritten Asp und NAcCys die Grenze knapp (RSD 1.767 und
1.863). Serin lag wie auch bei der 1:1000-Verdiinnung mit RSD Werten von tiber 3%
deutlich auBlerhalb des zuldssigen Bereichs, was auf die geringe Konzentration der AS
sowie deren méBiger Ionisierbarkeit (vgl. Kapitel B 1.2.1, S.66) zuriickzufiihren ist.
Bei der 1:1000-Verdiinnung {iiberschritten zudem auch Asp, NAcTyr (bei beiden
Bezugs-IS) und Tyr die 1.5%-Grenze, einige andere (Asn, Glu, Gly, NAcCys) lagen
um die 1.3%. Damit war klar, dass diese Verdiinnung fiir die Routineanalytik zur
Quantifizierung zu gering ist.

Beziiglich NAcTyr scheint die Verwendung von Ds-Trp als Bezugs-IS geeignet zu
sein, da hier die RSD-Werte bei der 1:200- und 1:100-Verdiinnung besser waren als
bei der Verwendung von D,-NAcCys. Der Quotient aus Areayactyr / Are€apa-vacCys
ergab ein Verhiltnis von ~10, der Quotient aus Areayacryr / Areaps.typ lediglich von
~1.5. Dadurch, dass zur Auswertung ausschlieBlich die Flachenverhiltnisse
herangezogen wurden, ist derjenige IS besser geeignet, der dhnliche Peakfldchen wie

der Analyt ergibt.
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Tabelle B 3-1: Ergebnisse der Bestimmung der Systemprizision bei verschiedenen Ver-
diinnungen (1:100, 1:200, 1:500 und 1:1000) der ,,Master-Mix*“-Untersuchungsléosung
(,Probelosung AS und IS") zur Ermittlung einer geeigneten Arbeitskonzentration der
Validierung. Dargestellt ist die relative Standardabweichung (RSD) des Quotienten aus
Peakflache AS zu Peakflache IS nach Sechsfachbestimmung. Grau und kursiv gedruckt sind
diejenigen Werte, welche die geforderte Grenze (RSD < 1.5%) tiberschreiten. Da fiir NAcTyr
kein IS zur Verfiigung stand, wurden die Werte fiir diese AS sowohl mit D,-NAcCys
(NAcTyr 1) als auch mit Ds-Trp (NAcTyr 2) als IS berechnet. Experimentelle HPLC- und
ESI-MS-Bedingungen siche Abschnitt D 3.1.

Aminosiure 1:100 1:200 1:500 1:1000
Area,g/Areagg Area,g/Areagg Area,g/Areagg Area,g/Areagg

RSD RSD RSD RSD

NAcCys 0.938 0.973 1.863 1.349
NAcTyr 1 1.137 0.942 0.768 1.691
NAcTyr 2 0.438 0.572 1.123 1.935
Ala 0.473 0.542 0.638 0.345
Arg 0.438 0.759 0.976 0.962
Asn 1.023 0.710 0.665 1.386
Asp 0.889 0.335 1.767 1.967
Glu 0.378 0.541 0.682 1.436
Gly 0.740 0.424 1.002 1.307
His 0.701 0.548 0.422 0.475

Ile 0.506 0.606 0.742 0.607
Leu 0.549 0.320 0.299 0.601
Lys 0.318 0.324 1.366 0.670
Met 0.307 0.565 1.172 1.148
Orn 0.291 0.908 0.635 0.947
Phe 0.151 0.425 0.665 0.903
Pro 0.624 0.734 0.838 0.440
Ser 1.208 0.904 3.062 3.047
Thr 0.242 0.701 0.385 0.802
Trp 0.612 0.656 0.625 0.789
Tyr 1.450 0.780 1.227 2.981
Val 0.362 0.337 0.377 0.339

Fasst man die Ergebnisse zusammen, so wird ersichtlich, dass eine Verdiinnung von
1:200 als 100%-Level geeignet ist, da unter diesen Bedingungen alle AS mit
ausreichender Prézision erfasst wurden. Um dieses 100%-Level lédsst sich dann
kalibrieren, d.h. bei gleich bleibender Konzentration der IS kann durch Variation der
AS-Konzentration nach oben und nach unten die Linearitdt bestimmt und daraus
spiter der Bestimmungsbereich ermittelt werden. Die 1:200-Verdiinnung ist zudem

geeigneter als die 1:100-Verdiinnung, die ebenfalls fiir alle AS gute Prézisionswerte



124 Ergebnisse und Diskussion

ergab, da dort die Absolutwerte der hochkonzentrierten AS kleiner sind und somit das

Risiko einer Detektoriiberlastung geringer ist.

Fiir die weiteren Untersuchungen zur Validierung der entwickelten Methode wurde
das 100%-Level daher bei einer Verdiinnung von 1:200 angesetzt. Die
Konzentrationsunterschiede der einzelnen AS in der Infusionslésung, die von 0.4 g/L
bzw. 2.2 mmol/L (Tyr) bis zu 12.0 g/L bzw. 160.0 mmol/L (Gly) reichen, sind fiir die
Bestimmung ohne Auswirkungen. NAcTyr wurde bei der gewihlten Verdiinnung
sowohl im Bezug auf D,-NAcCys (NAcTyr 1) als auch auf Ds-Trp (NAcTyr 1) als IS
ausreichend prizise erfasst, wobei bei der Verwendung von Ds-Trp bessere Werte

erhalten wurden.

3.2 Bestimmung der Linearitit

Nach Bestimmung des 100%-Levels wurden in einem néichsten Schritt Studien zur
Linearitit durchgefiihrt. Neben der Uberpriifung der Linearitit, d.h. ob und in welcher
Form eine proportionale Abhéngigkeit zwischen Messwert und Konzentration besteht
(FDA 1999), sollten zudem gleichzeitig weitere Informationen zum Bestimmungs-
bereich erhalten werden.

GemiB den Definitionen der Linearitédt (sieche Abschnitt A 5.2.3) sind verschiedene
Kalibrierfunktionen fiir ein analytisches Verfahren mdglich. Generell sollte nach
Moglichkeit mit einer linearen Kalibrierfunktion 1. Grades gearbeitet werden, wobei
jedoch auch die lineare Kalibrierung 2. Grades (quadratische Regression) angewendet
werden kann. In jedem Fall ist fiir die Validierung der Methode eine Uberpriifung der
Grundkalibrierung notwendig, besonders wenn begriindeter Verdacht auf eine andere
Kalibrierfunktion als die der linearen Kalibrierung 1. Grades besteht (Ermer 2005;
Funk et al. 2005). Die genaue Durchfiihrung der Linearititsbestimmung ist in

Abschnitt D 3.2 beschrieben.

Zur Auswertung wurden aus der Dreifachbestimmung der Mittelwert des Quotienten

aus Konzentration der AS und Konzentration des IS (cas/ cis) sowie der Mittelwert
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des Quotienten aus Peakfliche (Area) der AS und der Area des IS bestimmt. NAcTyr
wurde wiederum auf D,-NAcCys als IS (NAcTyr 1) sowie auf Ds-Trp als IS
(NAcTyr 2) bezogen. Gleichzeitig wurde die relative Standardabweichung der Drei-
fachbestimmung ermittelt und als Mal} fiir die Prédzision gepriift. Sobald die RSD-
Werte die Grenze von 1.5% tiberschritten, wurde der entsprechende Datenpunkt nicht
mehr in die Kalibrierung aufgenommen. Fiir die Analyten wurden somit die Daten-
punkte von cps/ cis = 0.2 (20% - Level, AS-Verdiinnung 1:1000) bis cas/cis = 3
(300% - Level, AS-Verdiinnung 1:66.67) in die Kalibrierung aufgenommen.

Lediglich Tyr konnte erst ab dem 40%-Level (cas/ cis = 0.4, AS-Verdiinnung 1:500)
kalibriert werden, da unterhalb dieses Wertes die RSD-Werte > 1.5% lagen. Gleiches
gilt fiir NAcTyr bezogen auf D,-NAcCys als IS, welches erst ab dem 25% - Level
(cas/ cis=0.25, AS-Verdiinnung 1:800) kalibriert werden konnte.

Der Grund hierfiir liegt im Fall von Tyr an der geringen Konzentration (0.4 g/L bzw.
2.2 mmol/L) bei gleichzeitig mittlerer lonisierbarkeit der Substanz (vgl. Kapitel B
1.2.1). Bei NAcTyr stellte weniger die geringe Konzentration als vielmehr der Bezugs-
IS (D,-NAcCys) das Problem dar. NAcTyr lag in der Analysenlésung (unverdiinnte
Infusionslosung) in einer Konzentration von 11.1 mmol/L (2.48 g/L), D,-NAcCys
dagegen nur mit 4.5 mmol/L (0.75 g/L) vor. Durch die gleichzeitig deutlich bessere
Ionisierbarkeit von NAcTyr ergaben sich fiir den Quotienten Areaas / Areais Werte im
Bereich um ~10. Die groBen Flachenunterschiede mit den daraus folgenden hohen
Quotientenwerten sind fiir die Auswertung nicht ideal, da, wie gezeigt, gerade im
unteren Konzentrationsbereich die Prizision fehlt. Ds-Trp scheint daher als Bezugs-IS
fiir NAcTyr geeigneter zu sein als D,-NAcCys. Dennoch wurde zur Absicherung die
Linearitat fiir beide IS gepriift.

3.2.1 Lineare Regression 1. Ordnung

Die Quotienten aus der Konzentration der AS und der Konzentration des IS (cas / cis)
wurden gegen die Quotienten aus Peakfldche (Area) der AS und der Area des IS auf-
getragen (jeweils der Mittelwert einer Dreifachbestimmung) und einer linearen

Regression 1. Ordnung (Geradengleichung: y =m - x + b) unterworfen.
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In Tabelle B 3-2 sind die fiir alle AS ermittelten Regressionsgeraden sowie das

BestimmtheitsmaB 7° und die relative Verfahrensstandardabweichung V) aufgefiihrt.

Tabelle B 3-2: Bestimmung der Linearitit im Rahmen der Validierung zur Quantifizie-
rung von AS in Infusionslosungen - Ergebnisse der linearen Regression 1. Ordnung.
Aufgefiihrt sind fir 21 AS die jeweiligen Geradengleichungen, die Bestimmtheitsmafe r°
sowie die relativen Verfahrensstandardabweichungen V,,. Die Werte fiir NAcTyr sind
aufgrund eines fehlenden IS sowohl mit D,-NAcCys (NAcTyr 1) als auch mit Ds-Trp
(NAcTyr 2) als IS berechnet. Grau und kursiv dargestellt sind diejenigen - Werte, die
auBerhalb der Spezifikation (* > 0.999) liegen.

100%-Level: 1:200-Verdiinnung der ,,Master-Mix“-Untersuchungslosung (,,Probeldsung AS
und IS"), untersuchter Bereich: 20% - 300%. Experimentelle Bedingungen siche Abschnitt D
3.2.1und D 3.2.2.

AS Geradengleichung y=mx+b BestimmtheitsmaB »° Vo [%]
NAcCys y =1.29885x + 0.10807 7.924
NAcTyr 1* y=8.39617x + 2.66743 14.409
NAcTyr 2 y=0.28541x + 0.03413 6.102
Ala y = 1.05524x - 0.00599 0.99989 1.211
Arg y=1.18135x - 0.01697 0.99956 2.493
Asn y =1.01076x - 0.00004 0.99986 1.394
Asp y =0.94989x - 0.01037 0.99992 1.046
Glu y =1.02832x - 0.00836 0.99987 1.340
Gly y=10.97789x + 0.00593 0.99979 1.703
His y =1.08943x - 0.00071 0.99963 2.279
Ile y=0.97098x - 0.01790 0.99978 1.734
Leu y=0.98428x - 0.01431 0.99993 0.965
Lys y = 0.88306x - 0.00088 0.99970 2.052
Met y=10.95076x + 0.01083 0.99979 1.681
Ormn y=10.96329x + 0.03434 0.99983 1.557
Phe y=0.98703x - 0.01192 0.99989 0.802
Pro y=1.05628x + 0.07361 6.153
Ser y =1.00502x - 0.00087 0.99997 0.679
Thr y=10.91029x - 0.00876 0.99992 1.078
Trp y =1.08108x - 0.00485 0.99979 1.715
Tyr® y=1.05752x - 0.02615 0.99975 1.881
Val y=10.83876x + 0.00894 0.99942 2.854

% Bestimmung erfolgte aufgrund mangelnder Prézision bei hdherer Verdiinnung erst ab dem 25%-
Level.
° Bestimmung erfolgte aufgrund mangelnder Prizision bei hoherer Verdiinnung erst ab dem 40%-
Level.
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3.2.2 Lineare Regression 2. Ordnung (Quadratische Regression)

In einem néchsten Schritt wurden die ermittelten Werte der Linearitdtsbestimmung

einer quadratischen Regression (lineare Regression 2. Ordnung, Geradengleichung:

(y =n-x>+m-x+b ) unterworfen. Tabelle B 3-3 fasst die Geradengleichung, das Be-

stimmtheitsmaB 7 sowie die relative Verfahrensstandardabweichung Vy zusammen,

die sich nach quadratischer Regression ergaben.

Tabelle B 3-3: Bestimmung der Linearitit im Rahmen der Validierung zur Quantifizie-
rung von AS in Infusionslosungen - Ergebnisse der linearen Regression 2. Ordnung
(quadratische Regression). Aufgefiihrt sind fiir 21 AS die jeweiligen Geradengleichungen,
die BestimmtheitsmaBe 7 sowie die relativen Verfahrensstandardabweichungen V,,. Die
Werte fiir NAcTyr sind aufgrund eines fehlenden IS sowohl mit D,-NAcCys (NAcTyr 1) als
auch mit Ds-Trp (NAcTyr 2) als IS berechnet. 100%-Level: 1:200-Verdiinnung der ,,Master-
Mix“-Untersuchungslosung (,,Probelosung AS und IS"), untersuchter Bereich: 20% - 300%.

Experimentelle Bedingungen siche Abschnitt D 3.2.1 und D 3.2.3.

AS Geradengleichung y = nx* + mx + b BestimmtheitsmaB r°  V, [%]
NAcCys y=-0.12305x" + 1.66991x - 0.01996 0.99977 1.683
NAcTyr 1* y=-1.58667x" + 13.32162x + 0.72824 0.99951 3312
NAcTyr 2 y=-0.01924x* + 0.34347x + 0.01398 0.99949 2.581
Ala y=-0.01330x" + 1.09535x - 0.01983 0.99997 0.670
Arg y=-0.00781x> + 1.20489x - 0.02509 0.99958 2.558
Asn y=-0.01042x" + 1.04218x - 0.0108 0.99991 1.163
Asp y =-0.00560x> + 0.96678x - 0.01619 0.99994 0.977
Glu y=-0.01353x" + 1.06911x - 0.02244 0.99995 0.837
Gly y=-0.01806x" + 1.03236x - 0.01286 0.99995 0.824
His y=-0.01995x" + 1.14959x - 0.02147 0.99979 1.782
Ile y =-0.01652x> + 1.02080x - 0.03509 0.99992 1.079
Leu y=-0.00901x* + 1.01145x - 0.02368 0.99997 0.641
Lys y =-0.02099x> + 0.94637x - 0.02273 0.99997 0.697
Met y=-0.01801x*+ 1.00488x - 0.00657 0.99997 0.688
Orm y=-0.01605x*+1.01168x + 0.01764 0.99996 0.790
Phe y=-0.00567x* + 1.00413x - 0.01782 0.99990 1.225
Pro y=-0.07822x> + 1.29217x - 0.00778 0.99990 1.160
Ser y =-0.00067x* + 1.00703x - 0.0015 0.99997 0.717
Thr y=-0.01026x" + 0.94123x - 0.01943 0.99998 0.590
Trp y=-0.02117x* + 1.14492x - 0.02688 0.99997 0.650
Tyr® y=0.01702x> + 1.00620x - 0.00845 0.99987 1.300
Val y =-0.02858x" + 0.92494x - 0.02080 0.99997 0.671

% Bestimmung erfolgte aufgrund mangelnder Prézision bei hoherer Verdiinnung erst ab dem 25%-

Level.

®: Bestimmung erfolgte aufgrund mangelnder Prizision bei hoherer Verdiinnung erst ab dem 40%-

Level.
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3.2.3  Uberpriifung der Linearitit

Generell muss die gewdhlte Grundkalibrierung gepriift werden. Dazu sind mehrere

Verfahren moglich, wovon im Folgenden zwei kurz erldutert werden.

3.2.3.1 Visueller Linearitatstest

Die einfachste Methode zur Uberpriifung der Linearitit stellt die visuelle Priifung dar.
Dazu werden die Kalibrierdaten graphisch dargestellt und subjektiv beurteilt (Funk et
al. 2005). Meist erfolgt die Beurteilung unter Einbeziehung des Korrelations-
koeffizienten » bzw. des BestimmtheitsmaBes 7%, welche einen Wert nahe 1 annehmen

werden, sofern die Kalibrierpunkte eng um die Ausgleichsgerade liegen.

Abbildung B 3-1 zeigt die visuelle Auswertung am Beispiel von Leu und Ser. In
beiden Fillen wurden subjektiv ,,gute, also lineare Kalibriergeraden erhalten. Der

subjektive Eindruck wird gestiitzt durch die Werte von #, welche mit 0.99993 und

0.99997 sehr nahe bei 1 liegen.

Leu 3| Ser

@

Area,g / Areag
N

Area,g / Areaig
N

-

y = 1.00502x - 0.00087
r2 = 0.99997

y = 0.98428x - 0.01431
r2 = 0.99993

0 1 2 3 0 1 2 3
Cas/ Cis Cas/ Cis

Abbildung B 3-1: Priifung der Linearitit im Rahmen der Validierung zur Quantifizie-
rung von AS in Infusionslosungen — visuelle Uberpriifung der Grundkalibrierung
(lineare Regression 1. Ordnung) am Beispiel von Leucin (links) und Serin (rechts).
Graphisch dargestellt sind die sich nach linearer Regression ergebenden Kalibriergeraden
sowie die jeweiligen Geradengleichungen und BestimmtheitsmaBie . Bei visueller Aus-
wertung wird hier von einem linearen Zusammenhang (1. Ordnung) ausgegangen.
Experimentelle Bedingungen siche Abschnitt D 3.2.1 und D 3.2.2.
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Ahnliche gute Ergebnisse wurden fiir 18 der 21 AS erhalten, also Kalibriergeraden mit
¥*-Werten > 0.999 (vgl. Tabelle B 3-2, S. 126). Diese AS wiirden bei zugrunde
liegender Linearitdt 1.0rdnung den geforderten Grenzen entsprechen (FDA 1994;
B.Braun 2008).

Problematisch gestalteten sich dagegen bei der linearen Regression 1. Grades die AS
NAcCys, NAcTyr und Pro, fiir welche deutlich schlechtere Werte (+° < 0.999) erhalten
wurden (siehe Tabelle B 3-2, S. 126, graue Werte). Fiir diese AS scheint keine lineare

Abhingigkeit, die sich mit der Funktion y =m-x + b beschreiben lésst, liber den ge-

samten Bereich gegeben zu sein.
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Abbildung B 3-2: Priifung der Linearitit im Rahmen der Validierung zur Quantifizie-
rung von AS in Infusionslosungen — visuelle Uberpriifung der Grundkalibrierung
(lineare Regression 1. Ordnung) am Beispiel von Prolin. Graphisch dargestellt sind die
sich nach linearer Regression ergebende Kalibriergerade sowie die Geradengleichung und
das BestimmtheitsmaB /°. Erkennbar ist die Streuung der Messpunkte um die Ausgleichs-
gerade sowie deren Kriimmung, so dass die lineare Regression 1. Ordnung als
Kalibrierfunktion tiber den untersuchten Bereich als ungeeignet anzusehen ist.
Experimentelle Bedingungen siche Abschnitt D 3.2.1 und D 3.2.2.

Bei visueller Betrachtung der ermittelten Geraden (in Abbildung B 3-2 am Beispiel
von Prolin dargestellt) kann dies deutlich abgelesen werden. Die Auftragung der
Punkte ergibt keine ideale Gerade, vielmehr kann eine Krimmung festgestellt werden.
Auch das BestimmtheitsmaB (= 0.99730) bzw. der sich daraus ergebende Korrela-
tionskoeffizient (» = 0.9986) liegen unterhalb der Anforderung von »>0.999 (FDA
1994; B.Braun 2008).
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Hier scheint bei visueller Betrachtung die quadratische Anpassung (lineare Regression
2. Ordnung) geeigneter zu sein. Abbildung B 3-3 verdeutlicht dies bei Gegeniiber-
stellung der Regressionsfunktionen 1. und 2. Ordnung fiir NAcCys, NAcTyr und Pro.
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Abbildung B 3-3: Priifung der Linearitit im Rahmen der Validierung zur Quantifizie-
rung von AS in Infusionslésungen — visuelle Uberpriifung der Grundkalibrierung fiir
NAcCys (oben), Pro (Mitte) und NAcTyr (unten). Dargestellt ist der Vergleich der
linearen Regression 1. Ordnung (links) mit der quadratischen Anpassung (rechts) anhand der
jeweiligen Kalibriergeraden, der Geradengleichungen und der Bestimmtheitsmafie . Bei
visueller Auswertung ist in allen drei Fillen die quadratische Regression als das geeignetere
Regressionsmodell anzusehen. Experimentelle Bedingungen siehe Abschnitt D 3.2.1 bis

D3.2.3.

Anhand der visuellen Auswertung wurde also fiir 18 der 21 AS (auBler NAcCys,

NAcTyr und Pro) von einem linearen Zusammenhang ausgegangen.
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3.2.3.2 Priifung der Kalibrierfunktion - Anpassungstest nach Mandel

Um zu priifen, ob tatséchlich die lineare Regression fiir die 18 AS das geeignete
Modell ist bzw. welche der beiden Kalibrierfunktionen den Zusammenhang zwischen
Mess- und Konzentrationswerten besser beschreibt, vergleicht man die jeweiligen
relativen Verfahrensstandardabweichungen Vyo miteinander. Sofern Vyo der linearen
Regression 1. Ordnung kleiner ist als die der 2. Ordnung, kann die lineare Regression
akzeptiert werden. In vorliegender Studie war dies nur fiir Arg und Ser der Fall (vgl.
Vyo in Tabelle B 3-2 und Tabelle B 3-3). Fiir die iibrigen AS scheint die quadratische
Regression die ,,bessere” Anpassungsstrategie zu sein. Um zufdllige Abweichungen
der Verfahrensstandardabweichungen auszuschlieBen und die Signifikanz nachzuwei-
sen, wurde fiir diese AS der Anpassungstest nach Mandel durchgefiihrt (Kapitel D
3.2.4.2 und Anhang I ¢).

Die Ergebnisse des Anpassungstests sind in Tabelle B 3-4 zusammengefasst.

Tabelle B 3-4: Priifung der Linearitit im Rahmen der Validierung zur Quantifizierung
von AS in Infusionslésungen - Ergebnisse des Anpassungstests nach Mandel zur Uber-
priifung der Grundkalibrierung. Da fiir NAcTyr kein IS zur Verfiigung stand, wurden die
Werte fiir diese AS sowohl mit D,-NAcCys (NAcTyr 1) als auch mit Ds-Trp (NAcTyr 2) als
IS berechnet. linear: lineare Regression 1. Ordnung geeignetes Modell zur Beschreibung der
Grundkalibrierung, quadratisch: quadratische Regression (lineare Regression 2. Ordnung)
geeignetes Modell zur Beschreibung der Grundkalibrierung. Experimentelle Bedingungen
siche Abschnitt D 3.2.1 bis D 3.2.4.

AS Linearitit AS Linearitit AS Linearitit
NAcCys quadratisch Gly quadratisch Pro quadratisch

NAcTyr 1 quadratisch His linear Ser linear
NAcTyr 2 quadratisch Ile quadratisch Thr quadratisch

Ala quadratisch Leu quadratisch Trp quadratisch

Arg linear Lys quadratisch Tyr linear

Asn linear Met quadratisch Val quadratisch

Asp linear Orn quadratisch

Glu quadratisch Phe linear
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Wie aus der Tabelle hervorgeht, ist nur fiir sieben AS (Arg, Asn, Asp, His, Phe, Ser,
Tyr) die lineare Regression 1. Ordnung anwendbar, in allen anderen Féllen ist die
quadratische Anpassung das geeignetere Modell zur Beschreibung des Zusammen-
hangs zwischen Mess- und Konzentrationswerten.

Die Ergebnisse verdeutlichen zudem die Notwendigkeit der Uberpriifung der
Kalibrierfunktion. Die alleinige subjektive Bewertung der Ausgleichsgeraden unter
Einbeziehung des Korrelationskoeffizienten » bzw. des BestimmtheitsmaBes +*, wie
sie hdufig in der Literatur durchgefiihrt wird, fiihrt, wie hier gezeigt, zu fehlerhaften
Ergebnissen. Lediglich fiir sieben der 18 AS, fiir die nach visueller Auswertung eine
lineare Regression 1. Ordnung angenommen wurde, konnte diese bestétigt werden.
Alle anderen werden nach den Ergebnissen des Anpassungstests nach Mandel durch
die quadratische Regression besser beschrieben. Zudem wurde hier deutlich, dass der
Korrelationskoeffizient » bzw. das Bestimmtheitsmall 7 keine Aussage hinsichtlich
der Giite der gewahlten Anpassung zulassen und auch ein 7- bzw. r*~Wert nahe 1 kein

Beweis fiir die Linearitit ist (AMC 2005).

Die Untersuchung der Linearitét zeigt auch die hohe Leistungsfahigkeit der Methode,
so dass hier bereits ein grofer Bestimmungsbereich (,,range*) abgelesen werden kann.
Zur Interpretation ist wichtig, den Bereich, iiber welchen die Linearitit erstellt wurde,
zu betrachten. Der Quotient cas/ cig reicht vom Wert 3, was dem 300%-Level
entspricht, bis hin zum Wert 0.2, was dem 20%-Level entspricht. Standardméfig
umfassen Validierungen zur Gehaltsbestimmung des Wirkstoffs einen Bereich von

80% - 120% (ICH 2005).

3.3 Problematik der Validierung — Einfluss der Matrix

Die bisher beschriebenen Studien zur Validierung (Prizision und Linearitdt, Abschnitt
B 3.1 und B 3.2) wurden mit reinen AS- und IS-Standardlésungen durchgefiihrt. Im
Verlauf der weiteren Validierungsarbeiten wurden die Untersuchungen zur
Bestimmung der Wiederfindung auf die Probelosung, also eine ,,imitierte®

Infusionslosung ausgedehnt. Diese enthielt neben AS und IS die Matrixlosung, welche
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aus Elektrolyt- und Puffersubstanzen besteht (vgl. Kapitel D 3.3.3). Dabei zeigte sich,
dass die Matrix offensichtlich in gewissem Mafle Einfluss auf die Analyse der AS
mittels HILIC-MS nimmt, so dass die Quantifizierung der AS in der Probeldsung nach
Kalibrierung mittels reiner Standard-Losung nicht innerhalb der geforderten Grenzen

moglich ist. Dies wird im folgenden Abschnitt verdeutlicht.

3.3.1 Bestimmung der Wiederfindung

Ausgehend von den Linearitatsstudien (Kapitel B 3.2) wurde in einem néchsten Schritt
die Methodenlinearitit und daraus die Wiederfindung bestimmt. Dazu wurde zunichst
durch Vermessen verschiedener Konzentrationen der Standardlésung die Kalibrierung
vorgenommen. AnschlieBend wurden Probeldosungen, also die ,,imitierte* Infusions-
16sung, welche durch Zusatz von Matrixlosung in der entsprechenden Verdiinnung
(jeweils 1:200) erhalten wurde, untersucht. Daraus wurden die Methodenlinearitdt und
anschliefend die Wiederfindung, also der Gehalt der AS, durch Einsetzen in die
ermittelte Kalibrierfunktion berechnet. Die genaue Durchfiihrung ist in Kapitel D 3.3

beschrieben.

Bei der Methodenlinearitit ergeben sich wie bei der Bestimmung der Linearitit
Funktionen, die durch lineare Regression erster bzw. zweiter Ordnung beschrieben
werden konnten (Uberpriifung durch den Anpassungstest nach Mandel, Daten nicht
gezeigt). Die r°-Werte lagen fir alle AS >0.999 und erfiillten damit die
Anforderungen. Allerdings wurden bei der Bestimmung der Wiederfindung gerade im
hoheren Konzentrationsbereich deutlich abweichende Werte gefunden. Tabelle B 3-5

zeigt dies exemplarisch fiir 4 AS, die librigen AS verhielten sich entsprechend.
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Tabelle B 3-5: Ergebnisse der Bestimmung der Wiederfindung im Rahmen der Vali-
dierung zur Quantifizierung von AS in Infusionslosungen. Aufgefiihrt sind fiir vier
Beispiel-AS (Ala, Gly, Met, Val) die Wiederfindungsraten (WF) bei drei verschiedenen
Konzentrationsniveaus nach Untersuchung der Probeldsung (,,imitierte” Infusionslosung).
100%-Level = 1:200-Verdiinnung der Probelésung. Durchfithrung, experimentelle Bedin-
gungen und Auswertung sieche Abschnitt D 3.3.1.

AS WF WF WF
100%-Level 300%-Level 20%-Level
Ala 100.7% 108.5% 98.4%
Gly 101.8% 113.4% 99.9%
Met 103.1% 115.3% 94.5%
Val 102.5% 112.4% 100.9%

Graphisch verdeutlicht wird diese Abweichung, wenn man die Regressionsfunktionen
der Systemlinearitdt, die sich nach Analyse der AS-Standardldsungen ergibt, mit
denen der Methodenlinearitit, die sich aus der Untersuchung der Probelosungen, d.h.
mit zugesetzter Matrixlosung, resultiert, vergleicht. In Abbildung B 3-4 sind fiir die
vier Beispiel-AS (Ala, Gly, Met, Val) die entsprechenden Regressionsgeraden

iibereinander gelegt.

Aus Abbildung B 3-4 wird deutlich, dass die Geraden v.a. im oberen
Konzentrationsbereich (Verhiltnis cas/ cis = 3.5) deutlich divergieren. Die Verhélt-
nisse der Peakflichen (Areaas/ Areais) bei Untersuchung der Probeldsungen sind

deutlich groBer als diejenigen der Standardlosungen.

Verschiedene Griinde sind dafiir denkbar. Zum einen kidme ein méglicher ,,Abbau® der
IS, also der Austausch von D gegen H und damit die Abnahme des Precursorions
[M+H]+ im Verlauf der Messsequenz in Betracht, so dass der Quotient Areass / Areas
insgesamt grofer wird. Zum anderen konnte ein Einfluss der Matrix (Elektrolytlosung)
zur unterschiedlichen Ionisierung und damit Anderung der Flichenverhiltnisse fiihren.
Ersteres konnte durch eine Untersuchung ausgeschlossen werden, bei welcher
Standard- und Probeldsungen im direkten Wechsel vermessen werden, statt wie bei
unseren bisherigen Studien nacheinander. Auch in diesem Fall wurde eine Ab-
weichung der Quotienten Areass / Areais von Standard- und Probeldsung festgestellt.

Sollten tatsdchlich im Verlauf der Messreihe Austauschreaktionen eintreten, so waren
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diese in dieser Untersuchung bei Standard- und Probeldsung im gleichen Mal3e aufge-
treten. Die Peakflachen hétten sich also im gleichen Mafle &ndern miissen.

Daher lag es nahe, die Matrix als Ausloser der abweichenden Flachenverhéltnisse zu

vermuten. Dies wurde durch nachfolgende Experimente bestétigt.
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Abbildung B 3-4: Einfluss der Matrix der Infusionslosung auf die Quantifizierung von
AS - Vergleich der Systemlinearitit (Untersuchung reiner Standardlosungen) mit der
Methodenlinearitit (Untersuchung der Probelosung, d.h. ,imitierte® Infusionslosung).
Dargestellt sind fiir vier Beispiel-AS (Ala, Gly, Met, Val) die divergierenden Regressions-
geraden der System- und Methodenlinearitit sowie die dazugehdrigen 7*-Werte. Diese
beziehen sich auf die jeweils entsprechende Regressionsfunktion (hier: Linearitdt 2. Ord-
nung, d.h. quadratische Regression). 100%-Level: 1:200-Verdiinnung der Probeldsung.
Durchfithrung, experimentelle Bedingungen und Auswertung siehe Abschnitt D 3.3.1.

3.3.2 Bestimmung der Wiederfindung bei hoherer Verdiinnung

Als Folge der bei den vorhergehenden Studien erhaltenen Resultate wurde die
Wiederfindung bei einer hoheren Verdiinnung der Infusionslésung (1:300-Verdiin-
nung = 100%-Level) bestimmt. Dadurch sollte nicht nur der Einfluss der Matrix
gepriift werden, der bei hoherer Verdiinnung geringer ausfallen sollte, sondern auch
versucht werden, ob durch geringere Konzentrationen an AS und IS die Methode in

den linearen Bereich (Lineraritit 1. Ordnung) verschoben werden kann.
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Bei einer 1:200 -Verdiinnung der Infusionslosung wurde, wie gezeigt, die Linearitat
nur bei sieben der 21 AS mit einer linearen Regression 1. Ordnung beschrieben, fiir
die iibrigen AS beschreibt die quadratische Regression den Zusammenhang zwischen
Konzentrations- und Messwert besser (vgl. Kapitel B 3.2.3.2). Zwar ist die quadra-
tische Anpassung generell problemlos zur Auswertung heranzuziehen, die Linearitét 1.
Ordnung ist aber einfacher in der Handhabung, so dass sie in der Praxis - sofern

moglich - bevorzugt wird.

Zunéchst wurde analog zu vorhergehenden Studien die Linearitit bestimmt, wobei der
Bereich von 30% (1:1000-Verdiinnung) bis 350% (1:85.17-Verdiinnung) reichte.
Lediglich Ser und Tyr konnten aufgrund ihrer geringen Konzentration und / oder
geringen lonisierbarkeit erst ab hoheren Konzentrationsniveaus mit ausreichender
Prizision bestimmt werden. Fiir Ser beginnt der kalibrierte Bereich bei 50% (1:600-

Verdiinnung), fiir Tyr bei 75% (1:400-Verdiinnung).

In diesen Studien wurde im untersuchten und kalibrierten Bereich fiir 18 der 21 AS
eine Linearitdt 1. Ordnung festgestellt (Daten nicht gezeigt, vgl. aber Kapitel B 3.4.3
und B 3.4.4). Lediglich NAcCys, NAcTyr und Pro, die bereits in den vorhergehenden
Studien durch eine ,,gekriimmte Gerade auffielen (vgl. Abbildung B 3-3) und fiir
welche die quadratische Regression als das geeignetere Anpassungsmodell bestimmt
wurde, zeigten auch in diesen Untersuchungen einen quadratischen Zusammenhang.
Das Ziel, durch Verringerung der Analytkonzentration die Methode in den linearen
Bereich zu verschieben, wurde also fiir die meisten AS erreicht.

AnschlieBend wurden die Wiederfindungsraten der AS berechnet, indem die Werte der
Probeldsungen (mit Matrix) in die ermittelte Kalibriergerade (aus Standardldsungen)

eingesetzt wurden.

Tabelle B 3-6 zeigt fiir vier Beispiel-AS (Ala, Gly, Met, Val) die bei drei

Konzentrationsniveaus ermittelten Wiederfindungen.
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Tabelle B 3-6: Ergebnisse der Bestimmung der Wiederfindung im Rahmen der Vali-
dierung zur Quantifizierung von AS in Infusionslésungen. Aufgefiihrt sind fiir vier
Beispiel-AS (Ala, Gly, Met, Val) die Wiederfindungsraten (WF) bei drei verschiedenen
Konzentrationsniveaus nach Untersuchung der Probeldsung (,imitierte Infusionslosung).
100%-Level = 1:300-Verdiinnung der Probeldosung. Durchfiihrung, experimentelle Bedin-
gungen und Auswertung siehe Abschnitt D 3.3.2.

AS WF WF WF
100%-Level 300%-Level 30%-Level
Ala 100.4% 100.3% 100.0%
Gly 101.1% 102.7% 94.0%
Met 101.4% 102.6% 95.8%
Val 99.7% 101.7% 94.0%

Vergleicht man die berechneten Werte dieser Untersuchung (100%-Level = 1:300-
Verdiinnung) mit denen der vorhergehenden Studie (100%-Level = 1:200-Verdiin-
nung, Tabelle B 3-5), so sieht man, dass bessere Wiederfindungsraten erhalten
werden. Graphisch verdeutlicht wird dies in Abbildung B 3-5, in der die Regressions-
geraden der Systemlinearitét (Standardlosungen) mit denen der Methodenlinearitét
(Probelosungen) fiir die vier Beispiel-AS (Ala, Gly, Met, Val) iibereinander gelegt

sind.

Bei der erhohten Verdiinnung entsprechen sich die erhaltenen Regressionsgeraden von
Systemlinearitit und Methodenlinearitit deutlich besser, wobei jedoch auch hier
gerade im oberen Bereich der Regressionsgeraden noch leichte Abweichungen festzu-
stellen sind (vgl. Abbildung B 3-5). Insgesamt war die Abweichung jedoch zu groB,
also die Wiederfindung zu gering bzw. zu hoch, als dass die Anforderungen hinsicht-

lich der Validierungsparameter erfiillt worden wéren.
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Abbildung B 3-5: Einfluss der Matrix der Infusionslosung auf die Quantifizierung von
AS - Vergleich der Systemlinearitit (Untersuchung von Standardlosungen) mit der
Methodenlinearitit (Untersuchung der Probelosung, d.h. ,,imitierte* Infusionslosung).
Dargestellt sind fiir vier Beispiel-AS (Ala, Gly, Met, Val) die leicht divergierenden
Regressionsgeraden der System- und Methodenlinearitit sowie die dazugehorigen 7°-Werte.
Diese beziehen sich auf die jeweils entsprechende Regressionsfunktion (hier: Linearitét 1.
Ordnung). 100%-Level: 1:300-Verdiinnung der Probeldsung. Durchfiihrung, experimentelle
Bedingungen und Auswertung siehe Abschnitt D 3.3.2.

Da, wie erwihnt, die Dauer der Messsequenz und damit eventuell verbundene
Reaktionen ausgeschlossen worden sind, ist ein geringer Einfluss der Matrix nachge-
wiesen. Gestiitzt wird diese Vermutung dadurch, dass bei hoherer Verdiinnung der
Infusionslosung geringere Abweichungen festgestellt wurden. Diese kommen dadurch
zustande, dass auch die Matrix (Elektrolytlosung) entsprechend verdiinnt wird und so
weniger Einfluss ausiiben kann.

Bestitigt wird die Annahme eines Matrixeinflusses auch dadurch, dass bei der Vali-
dierung in der Matrixlosung (Kapitel B 3.4) keine Abweichungen festgestellt werden
konnten, sondern die Validierung innerhalb der engen Grenzen moglich war. Dieser
Einfluss der Matrix war insofern iiberraschend als diese bei unseren Untersuchungen
nur aus Elektrolyt- und Puffersubstanzen besteht (vgl. Tabelle D 3-1, S. 204) und
diese vor der Untersuchung stark verdiinnt wurde. Standard- und Probeldsung

unterschieden sich also nur geringfiigig.
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Dass Matrixeffekte die Quantifizierung mittels HPLC-MS erschweren, ist in der
Literatur bekannt und wurde vor allem fiir komplexe biologische Matrices (Blut,
Pflanzen- oder Lebensmittelextrakte) beschrieben. Als Matrixeffekte bezeichnet man
dabei die Anderung der lonisierungseffizienz im Elektrospray-Interface aufgrund
koeluierender Substanzen, die zu unterschiedlichen Signalintensitdten fiihren. Je nach
Substanz und Matrix kann es dabei zur einer Signalverstirkung (,,ion enhancement®)
oder Signalunterdriickung (,,ion suppression®) kommen, wobei letztere wesentlich
haufiger beobachtet wird (Annesley 2003; Taylor 2005; Jessome und Volmer 2006).
Der genaue Mechanismus der lonensuppression wird noch diskutiert, wobei der
Hauptgrund wohl in Anderungen der Eigenschaften der Tropfchen im ESI-Spray liegt.
Koeluierende Substanzen wie z.B. natiirliche Matrixbestandteile, Metabolite aber auch
Salze oder Ionenpaarreagenzien, die nicht fliichtig bzw. weniger fliichtig sind als der
Analyt, fiilhren zur Anderung der Tropfchenbildung und damit zu Anderungen an
Ionen in der Gasphase, die den Detektor letztlich erreichen konnen (King et al. 2000).
Bei unseren Studien kommen lediglich die Elektrolytsubstanzen fiir den beobachteten
Effekt in Frage. Der Einfluss von Elektrolyten auf die lonisierung und Signalsuppres-
sion hat man in verschiedenen Veroffentlichungen beschrieben (Draper ef al. 2009;
Kostiainen und Kauppila 2009; Cech und Enke 2010). Eine weitere Mdglichkeit der
Beeinflussung durch Elektrolyte ist die Adduktbildung. Durch die in der Elektrolyt-
16sung vorhandenen Natrium- und Kalium-Ionen konnten Addukte ([M+Na]™ bzw.
[M+K]") entstehen, die bei Untersuchung der protonierten Molekiilionen der AS
([IM+H]") im SIM-Modus nicht erfasst werden (Kostiainen und Kauppila 2009).

Generell sollen die genannten Matrixeffekte durch die Auswahl geeigneter interner
Standards minimiert und durch die Verwendung von stabil-isotopenmarkierter
Referenzen als interne Standards génzlich unterdriickt werden. Analyt und IS sollten
im Falle von auftretenden Matrixeffekten von diesen im gleichen Maf3e betroffen sein,
so dass sich das Verhiltnis nicht dndern sollte. In unseren Studien wurde dagegen eine
Anderung des Verhiltnisses Areaas /Areays durch die Matrix festgestellt; das bedeutet,
dass AS und IS nicht die gleiche prozentuale Anderung durch die vorhandenen

Elektrolyten erfahren.
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Angaben zur unterschiedlichen Diskriminierung von Analyt und entsprechendem
isotopenmarkierten Standard aufgrund von Elektrolyteinfliissen wurden in der ent-
sprechenden Literatur nicht gefunden. Dagegen ist in der Literatur beschrieben, dass
Analyten und ihre jeweiligen isotopenmarkierte interne Standards gegenseitig die
Ionisierung beeinflussen (Liang et al. 2003; Sojo et al. 2003; Remane et al. 2010a;
Remane et al. 2010b). Dabei nimmt mit steigender Analytkonzentration die Ionisie-
rung der IS ab, umgekehrt wird bei steigender IS-Konzentration die Ionisierung des
Analyten unterdriickt. Liang ef al. (2003) zeigten eine dadurch verursachte Verringe-
rung des linearen Kalibrierbereichs, wohingegen Sojo et. al. (2003) feststellten, dass
sich die Kalibrierfunktion nicht dndert. Eine solche gegenseitige Beeinflussung von

Analyt und IS wurde in dem von uns untersuchten Bereich nicht festgestellt.

Was letztlich der Grund fiir das unterschiedliche Verhalten von AS und IS durch die
Matrix ist, konnte aus den erarbeiteten Daten nicht ermittelt werden. Gezeigt wurde,
dass der Einfluss bei steigender Verdiinnung der Matrix-Losung deutlich minimiert
wurde. Ob er durch weitere Verdiinnung génzlich kompensiert werden konnte, miisste
durch weiterfiihrende Untersuchungen ermittelt werden.

Fiir die in vorliegender Arbeit zu validierende HPLC-MS-Methode zur Quantifizie-
rung von AS in Infusionsldsungen ist eine Validierung in der Matrix moglich, da diese
aufgrund ihrer ,,einfachen* Zusammensetzung leicht herzustellen ist und den AS- und
IS-Standardlosungen zur Validierung zugesetzt werden kann. Daher wurde die Vali-

dierung der entwickelten Methode im Folgenden in der Matrixlosung durchgefiihrt.

34 Validierung in der Matrixlosung

Wie bei unseren vorausgehenden Studien gezeigt wurde, war der Einfluss der Matrix
auf die Ionisierung zu groB, als dass die Methode bezogen auf eine reine Standard-
16sung iiber den weiten Bereich innerhalb der geforderten Grenzen validiert werden
konnte. Demzufolge wurde die Methode in einem ndchsten Schritt in der Matrix
validiert. Fiir die spédtere Anwendung in der Praxis ist dies insofern problemlos

moglich als die spezifische Infusionslosungsmatrix, die aus verschiedenen Salzen und
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Puffersubstanzen besteht, einfach hergestellt und ohne groBen Aufwand der reinen
AS-Standardlosung zugefiigt werden kann.
Die Durchfiihrung der Versuchsreihe ist in Abschnitt D 3.4 beschrieben.

3.4.1 Systempriizision

Die Systemprézision wurde aus den Peakfldchen einer Sechsfach-Untersuchung des
100%-Levels berechnet. Aus den Peakflichen der AS sowie der IS wurde der
Mittelwert bestimmt (x, AS bzw. X, IS) und daraus jeweils die entsprechende
Standardabweichung SD und die relative Standardabweichung RSD berechnet. Die
Auswertung erfolgte tiber die Flachenverhéltnisse von AS zu IS, also dem Quotienten
Areaps / Areajs sowie der dazugehorigen relativen Standardabweichung. Fiir NAcTyr
erfolgte die Berechnung aufgrund des fehlenden IS bezogen auf Ds-Trp, welches sich

in vorausgegangenen Studien als geeigneter Bezugs-IS erwiesen hatte.

Die Ergebnisse der Bestimmung der Systemprézision sind in Tabelle B 3-7 dargestellt.

Wie aus der Tabelle ersichtlich wird, war die relative Standardabweichung des
Quotienten Areass/Areays fiir alle AS < 1%. Die geringste zeigte Thr mit 0.246%, die
groflte mit 0.877% Asp. Fiir alle Analyten wurde also die fiir die Systemprézision
geforderte Bedingung einer RSD von < 1.5% deutlich unterschritten.

Auch NAcTyr, fiir das, wie erwihnt, ein entsprechender IS fehlte, lag die RSD
bezogen auf Ds-Trp als IS mit 0.840% innerhalb des geforderten Bereichs.

Zusatzlich lasst sich aus der Tabelle ablesen, dass die Verwendung der
isotopenmarkierten Referenzen und die Auswertung iiber das Verhéltnis von AS zu IS
notwendig sind.

Im Allgemeinen lagen die RSD-Werte der AS bzw. IS nach Sechsfachbestimmung
ihrer Peakflachen um die 1%; 8 von 21 AS zeigten RSD-Werte von > 1.5%, Asn und
Thr sogar von > 2%. Die Systemprézision lag fiir diese also auflerhalb des geforderten
Bereichs, so dass bereits bei der Systemprizision gezeigt wird, dass ohne Verwendung

der IS eine Validierung der entwickelten Methode fiir die pharmazeutische
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Qualitatskontrolle unmdglich wére. Durch den Einsatz der entsprechenden IS wurden
jedoch, wie erwidhnt, RSD-Werte von unter 1% erhalten, die IS gleichen also die

Unterschiede in der Ionisierung von Lauf zu Lauf aus.

In gleicher Weise wurde die Systemprizision bezogen auf die Retentionszeiten
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Anhang II, Tabelle Anhang 3-3 zusammengefasst.
Die Retentionszeiten aller AS bzw. IS unterschieden sich von Lauf zu Lauf kaum. Die
relativen Standardabweichungen lagen fiir alle AS bzw. IS bei weniger als 0.1%, so

dass die Anforderungen (RSD < 1%) deutlich erfiillt wurden.

3.4.2 Methodenprizision

Die Methodenprizision wurde ebenfalls durch Sechsfachbestimmung des 100%-
Levels bestimmt, allerdings wurden hier die Untersuchungslosungen sechsmal herge-
stellt und je einmal vermessen. Die Auswertung erfolgte analog zur Systemprézision.

In Tabelle B 3-8 sind die Ergebnisse der Bestimmung der Methodenprizision

aufgefiihrt.

Wie schon bei der Bestimmung der Systemprézision erfiillten auch die Werte der
Methodenprizision fiir alle Analyten die Anforderungen, d.h. die RSD-Werte der
Flachenverhiltnisse (Areaas / Areass) waren kleiner als 2%.

Zudem wird ersichtlich, dass die RSD-Werte im Vergleich zur Systemprézision
erwartungsgemdll groBer waren, die Prizision war also schlechter. Durch die
sechsfache Verdiinnung sind in diesen Werten auch Aufarbeitungsfehler ausgedriickt.
Wie aus den Werten deutlich wird, waren diese jedoch vernachldssigbar und blieben
im Rahmen der geforderten Grenzen.

Auch bezogen auf die Retentionszeiten lag die Methodenprézision deutlich innerhalb
der geforderten Grenzen (vgl. Anhang II, Tabelle Anhang 3-4). Die Retentionszeiten
aller AS bzw. IS unterschieden sich von Lauf zu Lauf nur wenig. Die relativen
Standardabweichungen lagen fiir alle AS bzw. IS bei weniger als 0.2%, so dass auch

hier die Anforderungen (RSD < 1%) deutlich erfiillt wurden.
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Tabelle B 3-7: Ergebnisse der Bestimmung der Systempriizision im Rahmen der Validierung zur Quantifizierung von AS in Infusionslo-
sungen. Aufgefiihrt sind die Mittelwerte der Peakflachen (Area) von AS uns IS sowie des Quotienten Area,s / Areass, die Standardabweichung (SD)
von AS, IS und dem Quotienten Area,s/ Areass, sowie die relative Standardabweichung (RSD) von AS, IS und dem Quotienten Area,s/ Areass nach
Sechsfachbestimmung. Zur Auswertung wird die RSD von Area,g / Areajs herangezogen, die die gemiB den Anforderungen unter 1.5% liegen muss.
Zur Berechnung der Werte fiir NAcTyr wurde aufgrund der fehlenden entsprechenden isotopenmarkierten Referenz Ds-Trp als IS verwendet. Durch-

fiihrung, experimentelle Bedingungen und Auswertung siche Abschnitt D 3.4.

Aminosiure Area AS Ares IS Area,g / Areasg SD SD SD RSD RSD RSD
Xm Xm Xm AS IS Area,g / Areagg AS IS Area,s / Areasg

NAcCys 238888 174809 1.367 2868 2409 0.0097 1.201 1.378 0.712
NAcTyr 2035829 1565609 1.300 19385 19192 0.0109 0.952 1.226 0.840
Ala 1015625 977323 1.039 9305 7286 0.0036 0.905 0.737 0.349
Arg 6399835 6165365 1.038 77198 79402 0.0062 1.206 1.288 0.599
Asn 261918 261890 1.000 5358 4441 0.0041 2.046 1.696 0.414
Asp 173000 186110 0.930 2705 4022 0.0081 1.564 2.161 0.877
Glu 940474 918315 1.024 14272 15416 0.0084 1.518 1.679 0.817
Gly 324601 313986 1.034 3847 3662 0.0029 1.185 1.166 0.276
His 2360048 2172346 1.087 31772 39134 0.0091 1.346 1.801 0.840
Ile 5453226 5615805 0.971 84973 58932 0.0056 1.558 1.049 0.574
Leu 7846600 7704671 1.018 73551 77470 0.0040 0.937 1.005 0.392
Lys 3311979 3782026 0.876 51829 43153 0.0074 1.565 1.141 0.851
Met 3879586 3821621 1.015 51143 51136 0.0041 1.318 1.338 0.408
Orn 1162964 1104386 1.053 15489 15672 0.0038 1.332 1.419 0.365
Phe 6190945 5912887 1.047 66659 71889 0.0088 1.077 1.216 0.844
Pro 8324020 6227352 1.337 114611 87617 0.0040 1.377 1.407 0.302
Ser 55521 50717 1.095 946 812 0.0082 1.703 1.601 0.747
Thr 507202 547829 0.926 11439 11976 0.0023 2.255 2.186 0.246
Trp 1772079 1565609 1.132 24899 19192 0.0029 1.405 1.226 0.256
Tyr 119934 115461 1.039 1381 1703 0.0080 1.151 1.475 0.772
Val 4372522 4795083 0.912 69264 61870 0.0046 1.584 1.290 0.502
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Tabelle B 3-8: Ergebnisse der Bestimmung der Methodenpriizision im Rahmen der Validierung zur Quantifizierung von AS in Infusionslo-
sungen. Aufgefiihrt sind die Mittelwerte der Peakflachen (Area) von AS uns IS sowie des Quotienten Area,s / Areass, die Standardabweichung (SD)
von AS, IS und dem Quotienten Area,s/ Areass, sowie die relative Standardabweichung (RSD) von AS, IS und dem Quotienten Area,s/ Areass nach
Sechsfachbestimmung. Zur Auswertung wird die RSD von Area,g / Areajs herangezogen, die die gemiB den Anforderungen unter 1.5% liegen muss.
Zur Berechnung der Werte fiir NAcTyr wurde aufgrund der fehlenden entsprechenden isotopenmarkierten Referenz Ds-Trp als IS verwendet. Durch-
fiihrung, experimentelle Bedingungen und Auswertung siche Abschnitt D 3.4.

Aminosiure Area AS Ares IS Area,g / Areasg SD SD SD RSD RSD RSD
Xm Xm Xm AS IS Area,g / Areagg AS IS Area,s / Areag

NAcCys 194511 139259 1.397 2540 1485 0.0169 1.306 1.066 1.209
NAcTyr 1688554 1341874 1.258 18971 8162 0.0145 1.123 0.608 1.153
Ala 886178 848251 1.045 11517 14267 0.0059 1.300 1.682 0.567
Arg 5698834 5485389 1.039 31387 40959 0.0071 0.551 0.747 0.680
Asn 223765 221408 1.011 2503 2884 0.0065 1.118 1.303 0.647
Asp 145012 154885 0.936 2073 1832 0.0067 1.430 1.183 0.713
Glu 832701 801901 1.039 10904 12596 0.0057 1.309 1.571 0.546
Gly 285024 273912 1.041 2593 3861 0.0114 0.910 1.410 1.097
His 2035518 1965370 1.036 10000 13642 0.0077 0.491 0.694 0.741
Ile 4972584 5095444 0.976 32209 54234 0.0114 0.648 1.064 1.166
Leu 7199447 7011670 1.027 46531 69232 0.0087 0.646 0.987 0.848
Lys 2982376 3386954 0.881 13258 39974 0.0111 0.445 1.180 1.255
Met 3509370 3399402 1.032 23674 22074 0.0076 0.675 0.649 0.735
Orn 1042646 983869 1.060 7731 7187 0.0081 0.741 0.730 0.767
Phe 5586460 5360890 1.042 33991 33020 0.0091 0.608 0.616 0.873
Pro 7581664 5647587 1.342 92726 53538 0.0054 1.223 0.948 0.399
Ser 48239 43254 1.115 544 366 0.0126 1.128 0.845 1.128
Thr 427249 457313 0.934 2168 4036 0.0052 0.507 0.883 0.556
Trp 1548979 1341874 1.154 9942 8162 0.0061 0.642 0.608 0.528
Tyr 101590 98868 1.027 1718 1514 0.0097 1.691 1.531 0.947

Val 4005838 4361093 0919 18353 42445 0.0083 0.458 0.973 0.906




Ergebnisse und Diskussion 145

3.4.3 Systemlinearitat

Die Systemlinearitdt wurde wie in vorausgehenden Untersuchungen durch Dreifach-
bestimmung der Untersuchungslosung bei verschiedenen Konzentrationen der AS bei
gleich bleibender Konzentration von IS (und Matrixlosung) bestimmt. Die Mittelwerte
der Flachenverhédltnisse (Areaas/ Areais) wurden gegen die Konzentration AS
aufgetragen und einer linearen Regression erster sowie zweiter Ordnung (quadratisch)
unterworfen. Ser und Tyr konnten aufgrund geringer Konzentration bzw. geringer
Ionisierungseffizienz, wie erwdhnt, erst ab hoheren Konzentrationsniveaus mit
ausreichender Prézision bestimmt werden (RSD < 1.5%). Die Kalibrierung der beiden

AS begann daher erst ab dem 50%-Level (Ser) bzw. ab 75% (Tyr).

Die Uberpriifung der Kalibrierfunktion erfolgte mit dem Anpassungstest nach Mandel.
Die genaue Durchfiihrung ist in Abschnitt D 3.4 beschrieben.

In Abbildung B 3-6 sind exemplarisch acht Regressionsfunktionen dargestellt, die sich
durch Auftragung der Flidchenverhiltnisse (Areaas/ Areais) gegen die Konzentration

AS (cas) ergeben.

Wie aus den Diagrammen hervorgeht, wurden subjektiv ,,gute” Geraden erhalten,
lediglich im Falle von NAcCys und NAcTyr fiel bei visueller Auswertung eine
Krimmung auf. Der Anpassungstest nach Mandel bestétigte fiir diese beiden AS
sowie fiir Pro die quadratische Regression als das geeignetere Regressionsmodell.

Die Regressionsfunktionen, die Bestimmtheitsmafe ° sowie die relativen Verfahrens-
standardabweichungen Vyy der linearen sowie quadratischen Regression sind fiir alle

21 AS in Tabelle B 3-9 zusammengefasst.
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Abbildung B 3-6: Bestimmung der Systemlinearitit im Rahmen der Validierung zur
Quantifizierung von AS in Infusionslosungen. Dargestellt sind beispielhaft fiir acht AS
(NAcCys, NAcTyr, Ala, Gly, Met, Pro, Tyr und Val), die ermittelten Ausgleichsgeraden und
die dazugehorigen Kalibrierfunktionen sowie BestimmtheitsmaBe 77, die sich durch
Auftragung der Flachenverhéltnisse (Area,s / Arears) gegen die Konzentration AS (cag) und
anschlieBende Regressionsanalyse ergaben. NAcCys, NAcTyr und Pro werden durch die
quadratische Regressionsfunktion beschrieben, was durch den Anpassungstest nach Mandel

bestdtigt wurde.
Abschnitt D 3.4.

Durchfithrung, experimentelle Bedingungen und Auswertung siche

Wie aus Tabelle B 3-9 ersichtlich ist, ergaben die Regressionsfunktionen aller AS bei

erwiesener Linearitit erster bzw. zweiter Ordnung BestimmtheitsmaBe 7° > 0.999.

Damit wurden fiir alle AS die Anforderungen hinsichtlich der Linearitdt (r > 0.999)

erfullt.
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Tabelle B 3-9: Ergebnisse der Bestimmung der Systemlinearitit im Rahmen der
Validierung zur Quantifizierung von AS in Infusionslosungen. Aufgefiihrt sind die
Regressionsfunktionen, die dazugehdrigen BestimmtheitsmaBe 7 sowie die relativen Verfah-
rensstandardabweichungen V,, der linearen und quadratischen Regression von 21 AS. Die
letzte Spalte gibt das Ergebnis der Priifung der Kalibrierfunktion durch den Anpassungstest
nach Mandel wieder. Grau und kursiv hervorgehoben sind diejenigen AS, welche durch die
quadratische Regression beschrieben werden. Zur Berechnung der Werte fiir NAcTyr wurde
aufgrund eines fehlenden IS Ds-Trp als IS verwendet. Durchfithrung, experimentelle Bedin-
gungen und Auswertung siehe Abschnitt D 3.4.

AS Regressionsfunktion ¥ Vo Regression
y=mx+b bzw.y=nx’+mx+b [%]
NAcCys v =0.485898x + 0.184458 0.996752 4.530345 quadratisch
y =-0.01331x" + 0.60508x + 0.01642 0.999955 0.581995
NAcTyr2 y=0.112462x + 0.261441 0.993659 7.052094 quadratisch
y=-0.001439x2 + 0.157248x + 0.058286  0.999671 1.687017
Ala y =0.02993x - 0.00226 0.999988  0.271239 linear
y = 0.000001x" + 0.029855x - 0.000625 0.999989  0.298498
Arg y =0.02744x - 0.00758 0.999937 0.631462 linear
y = 0.000004x” + 0.026913x + 0.004457 0.999956  0.586991
Asn y =0.066984x - 0.025220 0.999947  0.576466 linear
y =-0.000010x> + 0.067573x - 0.030659 0.999951 0.618107
Asp y =0.049482x + 0.010048 0.999926 0.681078 linear
y =-0.000002x> + 0.049591x + 0.008838 0.999927  0.759945
Glu y = 0.044000x - 0.019090 0.999872  0.896300 linear
y = 0.000017x" + 0.042474x + 0.002675 0.999937 0.708812
Gly y =0.025504x + 0.014193 0.999914  0.736391 linear
y =-0.000005x" + 0.026300x - 0.004744 0.999966 0.497852
His y=0.109701x - 0.011611 0.999918 0.720327 linear
y =-0.000053x" + 0.111704x - 0.023540 0.999935 0.711613
Ile y =0.060444x - 0.018833 0.999959  0.509057 linear
y = 0.000003x> + 0.060245x - 0.016861 0.999959 0.565323
Leu y=0.035215x - 0.017995 0.999943  0.599028 linear
y = 0.000009x” + 0.034187x + 0.000159 0.999988 0.302063
Lys y=0.031239x - 0.007817 0.999958  0.516305 linear
y =-0.0000002x> + 0.031262x - 0.008198  0.999958 0.577015
Met y =0.068934x + 0.007215 0.999957  0.520887 linear
y = 0.000009x” + 0.068433x + 0.011599 0.999960 0.563462
Orn y=0.102672x + 0.067890 0.999925 0.687302 linear
y = -0.000084x> + 0.105715x + 0.050470 0.999972  0.468537
Phe y =0.068833x - 0.021151 0.999946  0.584374 linear
y = 0.000009x”+ 0.068303x - 0.016207 0.999949  0.634497
Pro v =10.069476x + 0.054484 0.999631 1.524127 quadratisch
y =-0.000081x" + 0.075108x - 0.007159 0.999982 0.371255
Ser y =0.140298x + 0.017867 0.999851 0.875101 linear
y = -0.000089x” + 0.143060x + 0.002862 0.999866  0.926825
Thr y=0.066263x - 0.001412 0.999927  0.679949 linear
y =-0.000016x> + 0.067126x - 0.008629 0.999936 0.710750
Trp y=0.212916x + 0.002969 0.999929 0.667081 linear
y =-0.000187x> + 0.216684x - 0.00898 0.999946 0.650363 (Mandel)
Tyr y=0.839627x - 0.113121 0.999432  0.887824 linear
y=0.011699x> + 0.772758x - 0.039460 0.999976 0.355146 (Mandel)
Val y =0.043975x + 0.004330 0.999871 0.902330 linear
y =-0.000012x> + 0.044951x - 0.007668 0.999897 0.898287 (Mandel)
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3.4.4 Methodenlinearitit

In gleicher Weise wurde die Methodenlinearitdt bestimmt, wobei in diesem Fall die
Untersuchungslésungen je dreimal hergestellt wurden. Die genaue Durchfiihrung ist in

Abschnitt D 3.4 beschrieben.

Ser und Tyr wurden aufgrund unzureichender Prézision beim 30%- bzw. 50%-Niveau
wiederum erst ab 50% bzw. 75% in die Regressionsgerade aufgenommen. Die

Uberpriifung der Kalibrierfunktion erfolgte mit dem Anpassungstest nach Mandel.

Tabelle B 3-10 fasst die bei der Bestimmung der Methodenlinearitit ermittelten
Regressionsfunktionen, die Bestimmtheitsmalie ¥ sowie die relativen Verfahrens-
standardabweichungen ¥,y der linearen sowie quadratischen Regression aller 21 AS

zusammen.

Auch hier erfiillen im untersuchten Bereich alle 21 AS bei erwiesener Linearitit erster

bzw. zweiter Ordnung die gestellten Anforderungen durch +*~-Werte > 0.999
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Tabelle B 3-10: Ergebnisse der Bestimmung der Methodenlinearitiit im Rahmen der
Validierung zur Quantifizierung von AS in Infusionslésungen. Aufgefiihrt sind die
Regressionsfunktionen, die dazugehdrigen BestimmtheitsmaBe 7 sowie die relativen Verfah-
rensstandardabweichungen V,, der linearen und quadratischen Regression von 21 AS. Die
letzte Spalte gibt das Ergebnis der Priifung der Kalibrierfunktion durch den Anpassungstest
nach Mandel wieder. Grau und kursiv hervorgehoben sind diejenigen AS, welche durch die
quadratische Regression beschrieben werden. Zur Berechnung der Werte fiir NAcTyr wurde
aufgrund eines fehlenden IS Ds-Trp als IS verwendet. Durchfithrung, experimentelle Bedin-
gungen und Auswertung siehe Abschnitt D 3.4.

AS Regressionsfunktion ¥ Vo Regression
y=mx+bbzw.y=nx’+mx+b [Yo]

NAcCys v =0.487204x + 0.193384 0.997054 431 quadratisch
y =-0.012487%" + 0.599014x + 0.035740  0.999859 1.03

NAcTyr2 y=0.114019x + 0.239227 0.993559 6.39 quadratisch
y =-0.001244x" + 0.152825x + 0.048678 0.999706 1.47

Ala y=0.029636x + 0.007274 0.999985 0.30 linear
y =-0.000002x” + 0.029928x + 0.001181 0.999990 0.28

Arg y =0.027305x - 0.005803 0.999974 0.40 linear
y = 0.000004x” + 0.026676x + 0.008278 0.999999 0.08

Asn y=0.067336x - 0.029882 0.999871 0.89 linear
y = 0.000016x> + 0.066411x - 0.021520 0.999880 1.05

Asp y =0.049271x + 0.014492 0.999973 0.45 linear
y =-0.000015x" + 0.050347x + 0.003772 0.999993 0.27

Glu y =0.043659x - 0.007979 0.999992 0.25 linear
y = 0.000002x” + 0.043456x - 0.005371 0.999993 0.27

Gly y =0.025494x + 0.011830 0.999963 0.48 linear
y =-0.000001x* + 0.025693x + 0.007094 0.999966 0.51

His y=0.102543x + 0.013313 0.999894 0.89 linear
y =-0.000024x> + 0.103454x + 0.008441 0.999898 1.01

Ile y =0.060194x - 0.018307 0.999976 0.39 linear
y = 0.000018x” + 0.059077x - 0.007236 0.999994 0.21

Leu y=0.035219x - 0.019260 0.999960 0.50 linear
y = 0.000005x” + 0.034623x - 0.008721 0.999976 0.44

Lys y =0.030916x + 0.000484 0.999969 0.49 linear
y =-0.000004x2 + 0.031367x - 0.006384 0.999977 0.48

Met y=0.068994x + 0.010384 0.999972 0.42 linear
y = 0.000007x” + 0.068626x + 0.013612 0.999974 0.46

Orn y=0.101956x + 0.068485 0.999955 0.58 linear
y =-0.000089x> + 0.105150x + 0.052065 0.999996 0.21

Phe y=0.066314x + 0.001412 0.999937 0.63 linear
y =-0.000009x> + 0.066817x - 0.003282 0.999940 0.69

Pro y=0.068853x + 0.062991 0.999515 1.77 quadratisch
y =-0.000093x" + 0.075284x - 0.007396 0.999981 0.39

Ser y=0.140248x + 0.032691 0.999834 1.02 linear
y = 0.000205x” + 0.134262x + 0.060192 0.999931 0.74

Thr y =0.066202x + 0.001476 0.999928 0.66 linear
y =-0.000024x> + 0.067507x - 0.009218 0.999947 0.70

Trp y=0.210433x + 0.017925 0.999966 0.46 linear
y =-0.000258x> + 0.215691x + 0.001575 0.999996 0.18

Tyr y =0.843045x - 0.120016 0.999688 1.11 linear
y =0.013180x" + 0.767708x - 0.037026 0.999910 0.69

Val y=0.043714x + 0.006726 0.999948 0.62 linear
y =-0.000016x> + 0.044939x - 0.006802 0.999981 0.43
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3.4.5 Richtigkeit

Aus den Daten der Linearitatsstudien wurde die Richtigkeit (,,accuracy®) ermittelt.
Dazu wurde die Wiederfindung bei verschiedenen Konzentrationsniveaus iiber den
gesamten kalibrierten Bereich bestimmt (30%, 50%, 100%, 200% und 350%).

Die Durchfiihrung ist in Kapitel D 3.4.2 beschrieben.

Tabelle B 3—11 zeigt die berechneten Werte der Wiederfindung von 19 der 21

untersuchten AS.

Als Grenze wird fiir die Einzelwertbestimmung eine WF von 98.0% - 102.0%
gefordert, fir den Mittelwert eine WF von 98.5% - 101.5 %. Wie aus der Tabelle
hervorgeht, werden 11 AS (Ala, Arg, Asn, Asp, Lys, Met, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr)
iiber den gesamten kalibrierten Bereich (30% - 350%, bzw. fiir Ser beginnend ab 50%,
fiir Tyr ab 75%) mit ausreichender Richtigkeit bestimmt.

NAcCys, NAcTyr, Glu, Gly, Ile, Leu, Orn, Val und Pro iiberschritten beim 30%-
Niveau die geforderten Grenzen und wurden erst ab dem 50%-Level mit ausreichender

Richtigkeit erfasst.
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Tabelle B 3-11: Ergebnisse der Bestimmung der Richtigkeit im Rahmen der Validie-
rung zur Quantifizierung von AS in Infusionslésungen. Aufgefiihrt sind Ergebnisse der
Wiederfindung (WF) der Einzelwerte sowie des Mittelwerts der Dreifachbestimmung bei
fiinf verschiedenen Konzentrationsniveaus von 19 AS. Zur Berechnung der Werte fiir
NAcTyr wurde aufgrund eines fehlenden entsprechenden IS Ds-Trp als IS verwendet.

Durchfiihrung, experimentelle Bedingungen und Auswertung siche Abschnitt D 3.4.

AS WF [%] WF [%] WF [%] WF [%] WF [%]
100%- 200%- 350%- 30%-Level 50%-Level
Level Level Level
NAcCys 1. Wert 100.16 101.54 101.51 105.50 100.16
2. Wert 99.97 100.43 101.28 107.51 101.85
3. Wert 101.04 99.37 101.55 104.96 101.17
Mittelwert 100.39 100.45 101.44 105.99 101.06
NAcTyr 2 1. Wert 100.08 100.81 101.98 91.83 99.22
2. Wert 100.67 98.51 99.91 93.18 99.44
3. Wert 101.00 98.02 101.97 93.48 101.19
Mittelwert 100.59 99.11 101.28 92.83 99.95
Ala 1. Wert 99.87 100.83 99.74 101.06
2. Wert 99.98 99.19 98.45 101.63
3. Wert 99.64 98.65 98.86 100.59
Mittelwert 99.83 99.56 99.02 101.09
Arg 1. Wert 99.10 99.78 100.42 101.29
2. Wert 100.09 98.76 99.67 101.45
3. Wert 98.56 98.48 99.05 100.87
Mittelwert 99.25 99.01 99.71 101.20
Asn 1. Wert 99.09 100.42 101.37 100.60
2. Wert 99.50 99.50 99.18 101.90
3. Wert 100.46 98.48 99.83 101.33
Mittelwert 99.69 99.47 100.13 101.28
Asp 1. Wert 98.95 101.64 100.17 98.84
2. Wert 99.94 99.13 99.69 98.82
3. Wert 100.41 99.64 98.68 99.47
Mittelwert 99.77 100.14 99.51 99.04
Glu 1. Wert 99.46 100.31 100.80 104.82 101.09
2. Wert 99.35 99.21 98.56 104.32 101.50
3. Wert 100.53 99.26 98.80 103.81 100.89
Mittelwert 99.78 99.59 99.39 104.31 101.16
Gly 1. Wert 100.92 100.37 100.64 97.58 99.18
2. Wert 99.49 99.92 99.20 98.46 98.47
3. Wert 100.37 99.46 99.12 97.57 98.95
Mittelwert 100.26 99.92 99.65 97.87 98.87
Ile 1. Wert 98.30 100.85 100.80 102.45 100.44
2. Wert 99.30 99.07 98.66 103.12 100.01
3. Wert 98.70 98.28 99.94 101.05 99.36
Mittelwert 98.76 99.40 99.80 102.21 99.94
Leu 1. Wert 99.20 100.47 100.49 102.75 100.05
2. Wert 100.81 99.40 99.93 103.60 100.06
3. Wert 99.74 98.38 99.32 102.66 100.00
Mittelwert 99.92 99.42 99.91 103.00 100.04
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AS WF [%] WF [%] WF [%] WF [%] WF [%]
100%- 200%- 350%- 30%-Level 50%-Level
Level Level Level
Lys 1. Wert 99.95 100.70 99.93 101.26
2. Wert 100.98 99.19 98.52 101.16
3. Wert 99.50 98.40 98.27 101.61
Mittelwert 100.14 99.43 98.91 101.34
Met 1. Wert 100.27 100.95 100.59 100.14
2. Wert 100.79 99.20 99.56 100.66
3. Wert 100.19 98.86 99.89 100.74
Mittelwert 100.42 99.67 100.01 100.51
Orn 1. Wert 99.32 100.15 100.43 98.57 98.88
2. Wert 100.36 100.57 98.56 95.97 98.89
3. Wert 100.53 98.87 98.09 96.33 98.85
Mittelwert 100.07 99.87 99.03 96.95 98.88
Pro 1. Wert 99.02 101.54 100.01 101.53
2. Wert 99.86 99.47 98.38 101.63
3. Wert 100.21 98.82 98.95 99.95
Mittelwert 99.70 99.94 99.12 101.04
Ser 1. Wert 98.92 100.69 101.25 n.b. 101.14
2. Wert 100.59 98.91 100.18 n.b. 99.86
3. Wert 100.94 99.28 100.10 n.b. 101.56
Mittelwert 100.15 99.63 100.51 n.b. 100.85
Thr 1. Wert 99.83 101.20 100.48 98.91
2. Wert 99.77 99.47 99.10 100.30
3. Wert 100.62 99.67 99.11 99.70
Mittelwert 100.07 100.11 99.56 99.63
Trp 1. Wert 100.85 101.37 99.92 99.39
2. Wert 100.82 99.66 98.27 101.18
3. Wert 101.14 98.67 99.01 99.97
Mittelwert 100.94 99.90 99.07 100.18
Tyr1 1. Wert 100.05 99.87 101.43 n.b. n.b.
2. Wert 100.17 99.01 100.96 n.b. n.b.
3. Wert 99.99 98.48 100.65 n.b. n.b.
Mittelwert 100.07 99.12 101.01 n.b. n.b.
Val 1. Wert 98.70 101.16 99.74 95.98 99.22
2. Wert 99.42 99.79 98.67 97.66 99.83
3. Wert 100.86 98.34 98.74 95.04 99.44
Mittelwert 99.66 99.76 99.05 96.23 99.50

' Tyr konnte aufgrund mangelnder Prizision bei héherer Verdiinnung erst ab dem 75%-Level bestimmt
werden. Die WF betrug dort fiir die Einzelwerte 100.48 %, 99.86% und 100.59 %, fiir den Mittelwert
100.31%.
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Problematisch gestalteten sich die beiden AS His und Phe, deren Ergebnisse der

Bestimmung der Richtigkeit in Tabelle B 3-12 zusammengefasst sind.

Tabelle B 3-12: Ergebnisse der Bestimmung der Richtigkeit im Rahmen der Validie-
rung zur Quantifizierung von AS in Infusionslésungen fiir His und Phe. Aufgefiihrt sind
die Wiederfindungsraten (WF) der Einzelwerte sowie des Mittelwerts der Dreifachbe-
stimmung bei fiinf verschiedenen Konzentrationsniveaus. Durchfiihrung, experimentelle
Bedingungen und Auswertung sieche Abschnitt D 3.4.

AS WF [%] WF [%] WF [%] WF [%] WF [%]
100%- 200%- 350%- 30%- 50%-
Level Level Level Level Level
His 1. Wert 94.50 96.28 94.51 102.70 99.30
2. Wert 94.98 92.73 93.44 102.33 99.16
3. Wert 95.41 94.50 93.04 99.95 97.62
Mittelwert 94.96 94.51 93.66 101.66 98.69
Phe 1. Wert 99.06 98.03 97.08 101.53 99.82
2. Wert 98.31 96.13 96.34 102.86 100.09
3. Wert 98.91 96.32 96.41 102.40 101.09
Mittelwert 98.76 96.83 96.61 102.26 100.33

Diese beiden AS zeigten deutlich abweichende Werte; sie konnten mit der
entwickelten Methode nicht mit ausreichender Richtigkeit bestimmt werden.
Graphisch lisst sich diese Abweichung durch Ubereinanderlegen der Geraden von

System- und Methodenlinearitdt darstellen (Abbildung B 3-7).
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Abbildung B 3-7: Graphische Verdeutlichung der ungeniigenden Wiederfindung
(Richtigkeit) von His und Phe im Rahmen der Validierung zur Quantifizierung von AS
in Infusionslosungen. In der Abbildung sind die Ausgleichsgeraden der System- und
Methodenlinearitét iibereinander gelegt; aus deren Divergenz kénnen die Abweichungen der
Wiederfindungen abgeleitet werden. Die 7°-Werte beziehen sich auf die jeweils dazugehorige
Regressionsfunktion. Durchfithrung, experimentelle Bedingungen und Auswertung siche
Abschnitt D 3.4.
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In beiden Féllen war das Verhdltnis der Peakfliche AS zur Peakfliche IS
(Areaas / Areas) bei Untersuchung der Probenlosungen (Methodenlinearitét) kleiner,
insbesondere bei hoheren Konzentrationen an AS. Der Grund hierfiir ist unklar.

Fehler aufgrund der Probenaufarbeitung kommen nicht in Betracht, da diese sich auf
alle AS auswirken wiirden. Da allerdings nur zwei der 21 AS diese Abweichungen
zeigen, konnen solche Fehler ausgeschlossen werden. Ein ,,Abbau“ der IS durch
Austauschreaktionen im Verlauf der Messsequenz (Gesamtdauer ca. 36 h), ist
ebenfalls unwahrscheinlich. Im Fall von stattfindenden Austauschreaktionen wiirde
die Peakfldche der IS kleiner werden, so dass der Quotient Areaas/ Areas grofler
werden miisste. Hier wird der Quotient jedoch kleiner, was heif3t, dass entweder der
Zihler (Areaas) kleiner und/oder der Nenner (Areass) grofler wird. Zudem miissten in
diesem Fall die beiden AS (His und Phe) bezogen auf einen anderen, stabilen
isotopenmarkierten Standard quantifizierbar werden. Allerdings zeigen sich auch hier

Abweichungen, die denen in Abbildung B 3-7 dargestellten entsprechen.

Als ein moglicher Grund, der die Abnahme des Quotienten Areaas/ Arears erklért,
kdme der Abbau der AS im Verlauf der Messsequenz in Betracht. Da bei einem Abbau
auch der IS entsprechend betroffen sein sollte, miisste zur Anderung der
Flachenverhiltnisse diese Reaktion die unmarkierte AS stérker betreffen. Dies konnte
aufgrund der im Vergleich zum entsprechenden IS hoheren Konzentration an AS
moglich sein. Bekannt ist die Oxidationsempfindlichkeit einiger AS, insbesondere von
Cys, His, Met, Trp und Tyr (Manning und Washington 1992). Da in vorliegender
Untersuchung Met, Trp und Tyr jedoch mit ausreichender Richtigkeit erfasst wurden,
zudem keine starken Oxidationsmittel in den Untersuchungslosungen enthalten waren
und auch keine extremen Lichtbedingungen herrschten, die eine Photo-Oxidation
initiieren konnen, erscheinen oxidative Vorgidnge eher unwahrscheinlich. Fiir His ist
zudem die Chelatbildung mit Metallen beschrieben (Mason et al. 2010). Diese wiirde

ebenfalls zu einer Abnahme der detektierten His-Konzentration fithren.
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Was letztlich der Grund fiir die Abweichungen und die damit verbundene fehlerhafte
Quantifizierung von His und Phe ist, kann aus den vorhandenen Daten nicht abgeleitet

werden.

3.4.6 Bestimmungsbereich

Aus den Daten der Prizision, Linearitdt und Richtigkeit wurde der Bestimmungs-

bereich ermittelt (Durchfithrung siehe Kapitel D 3.4.2).

Tabelle B 3-13 fasst fiir 19 AS den Bestimmungsbereich zusammen.

Tabelle B 3-13: Ergebnisse der Ermittlung des Bestimmungsbereichs im Rahmen der
Validierung zur Quantifizierung von AS in Infusionslésungen. Aufgefiihrt sind die
oberen und unteren Grenzen des Bestimmungsbereichs in Prozent sowie in mg/L (Konzent-
ration AS in der Untersuchungslésung) von 19 AS. His und Phe konnten nicht bestimmt
werden (vgl. Abschnitt B 3.4.5) und fehlen daher in der Tabelle. Durchfiihrung, experimen-
telle Bedingungen und Auswertung siehe Abschnitt D 3.4.

AS untere Grenze untere Grenze obere Grenze obere Grenze
cas [mg/L] s [mg/L]
NAcCys 50% 1.19 350% 8.30
NAcTyr 2 50% 4.13 350% 28.91
Ala 30% 10.50 350% 122.54
Arg 30% 11.52 350% 134.41
Asn * H,0 30% 4.65 350% 54.28
Asn 4.15 48.49
Asp 30% 5.56 350% 65.29
Glu 7.20 350% 83.99
Gly 50% 20.03 350% 140.19
Ile 50% 8.33 350% 58.34
Leu 14.86 350% 104.03
Lys* HCI 30% 8.57 350% 99.98
Lys 6.85 80.00
Met 30% 4.42 350% 51.58
Orn* HCI 50% 4.81 350% 33.69
Orn 3.77 26.40
Pro 30% 5.52 350% 64.43
Ser 50% 3.86 350% 27.05
Thr 30% 422 350% 49.23
Trp 30% 1.60 350% 18.68
Tyr 75% 1.01 350% 4.70

Val 50% 10.34 350% 72.40
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Neun AS (Als, Arg, Asn, Asp, Lys, Met, Pro, Thr, Trp) lieBen sich im Bereich von
30% bis 350% mit ausreichender Prézision, Linearitit und Richtigkeit erfassen. Fiir
weitere neun AS (NAcCys, NAcTyr, Gly, Ile, Leu, Orn, Ser, Val) ergab sich ein
Bestimmungsbereich von 50% - 350%. Lediglich Tyr wurde aufgrund seiner geringen
Konzentration erst ab 75% mit ausreichender Préizision, Linearitdt und Richtigkeit

erfasst.

Bezogen auf die Absolutkonzentration an Analyt ergab sich ein Bestimmungsbereich

von ~ 1 mg/L (NAcCys, Tyr, Trp) bis tiber 120 mg/L (Ala, Arg, Gly).

3.5 Zusammenfassung der Validierung der HILIC-HPLC-MS-
Methode

In den vorausgegangenen Studien zur Validierung der entwickelten HILIC-HPLC-
MS-Methode wurde gezeigt, dass bei dieser iiber einen grolen Bereich eine lineare
Abhingigkeit zwischen Konzentrations- und Messwerten besteht. Einzig fiir NAcClys,
NAcTyr und Pro wurde die quadratische Regression als geeigneteres Anpassungs-
modell ermittelt. Gleichzeitig wurde die Bedeutung einer Uberpriifung der
Grundkalibrierung demonstriert.

Bei Untersuchungen zur Wiederfindung wurde ein Einfluss der Matrix-Losung fest-
gestellt, der zu Abweichungen hinsichtlich des Quotienten Areass/ Areas flihrte, so
dass eine Quantifizierung innerhalb der geforderten Grenzen bei Kalibrierung iiber
reine Standardlosungen nicht mdglich war.

Daher wurde die Validierung in der Matrixlosung durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser
Studien zeigten, dass mit der entwickelten HILIC-HPLC-MS-Methode Aminosiuren
in Infusionsldsungen mit hoher Prézision und Richtigkeit bestimmt werden konnen. 18
der 21 untersuchten AS lieen sich iiber den Bereich von 50% - 350% (neun davon
sogar von 30% - 350%) innerhalb der zur Gehaltsbestimmung von pharmazeutischen
Formulierungen vorgeschriebenen Grenzen (ICH 2005; B.Braun 2008) quantifizieren.

Fiir Tyr gelang diese Quantifizierung im Bereich von 75% - 350%.
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Lediglich fiir His und Phe gelang keine Bestimmung innerhalb der tolerierten
Abweichungen, wobei der Grund dafiir nicht geklért wurde.

Die Validierung in der Matrix—Ldsung ist bei der spiteren Anwendung der entwickel-
ten Methode in der Praxis einfach zu realisieren, da die spezifische Infusionslosungs-
matrix, die nur aus verschiedenen Salzen und Puffersubstanzen besteht, einfach
hergestellt und ohne groen Aufwand der reinen AS-Standardlosung zugefiigt werden
kann.

Mit der Methode ist damit eine gleichzeitige Quantifizierung verschiedener AS-
Infusionslésungsformulierungen moglich, die sich bei gleicher Matrix in der Kon-
zentration an AS unterscheiden. Beispielsweise seien hier die Formulierungen
,,Aminoplasmal® E 5%/ 10% /15%"* genannt, deren AS-Gehalte mit der entwickelten
validierten Methode erfassbar sind.

Die Probenvorbereitung beschriankt sich dabei auf den Zusatz der IS-Formulierung
und einen Verdiinnungsschritt. Die Quantifizierung erfolgt iiber eine 5-Punkt-
Kalibriergerade, die aus einer AS- und IS-Standardmischung, nach Zusatz der einfach
herzustellenden Elektrolyt-Matrix, bestimmt wird.

Die Analysenzeit der HPLC-MS-Methode betriagt inkl. Equilibrierungszeit 35 min und
ist damit deutlich kiirzer als bei der nach wie vor allgemein gebrauchlichen Ionen-
austauschchromatographie mit Ninhydrin-Nachsdulenderivatisierung, bei der die

Analysenzeit pro Probe iiblicherweise ~ 120 min betrégt.
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1 Aminosauren

In Tabelle C 1-1 sind die Strukturformeln der in vorliegender Arbeit verwendeten

Aminosduren zusammengefasst.

Tabelle C 1-1: Ubersicht iiber die in vorliegender Arbeit verwendeten Aminosiuren.

Aminosiure Abkiirzung Strukturformel
@)
Hs/ﬁ/{kOH
L-N-Acetyl-Cystein NAcCys HN o
Y
CHj
O
OH
L-N-Acetyl-Tyrosin NAcTyr HN o
HO \(
CH3
O
L-Alanin Ala H3C\K{k OH
NH,
NH O
L-Argini A )k
rginin g H,N NH OH
NH,
O
L-Asparagin Monohydrat Asn ONOH x H,0
NH, NH,
0]

L-Asparaginsa A ON

paraginsdure sp OH
OH NH,
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Aminosiure Abkiirzung Strukturformel
O
L-Cystein Cys H S/\Hk OH
NH,
O O
L-Glutaminsaure Glu H OW OH
NH,
O
Glycin Gly HZN\)k
OH
O
N
L-Histidin His </ | OH
NH,
N
H
CH; O
. H,;C
L-Isol 1l 3
soleucin e M OH
NH,
O
. H;C
L-L L 3
eucin eu M OH
CH; NH,
@)
. . HoN
L-Lysin Hydrochlorid Lys 2 oH X HCI
NH,
O
L-Methionin Met - S
H5C OH
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Aminosiure Abkiirzung Strukturformel
O
L-Ornithin Hydrochlorid Orn HZN/\/\Hk OH x HCI
NH,
O
L-Phenylalanin Phe OH
NH,
O
L-Prolin Pro O*OH
NH
O
L-Serin Ser HO/\KXKOH
NH,
OH O
L-Threonin Thr Hy C)\Hk OH
NH,
O
L-Tryptophan Trp OH
NH,
N
H
O
L-Tyrosin Tyr OH
NH,
HO
CH; O
L-Valin Val H3C)\Hk OH
NH,
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In Tabelle C 1-2 sind die Strukturformeln der in vorliegender Arbeit verwendeten
isotopenmarkierten Referenz-Aminosduren zusammengefasst. Ein Sternchen (*) steht

dabei fiir das *C-Isotop des Kohlenstoffs bzw. das '°N-Isotop des Stickstoffs.

Tabelle C 1-2: Ubersicht iiber die in vorliegender Arbeit verwendeten
isotopenmarkierten Referenz-Aminosiuren. Ein Sternchen (*) determiniert das 1 C-Isotop
des Kohlenstoffs bzw. das "*N-Isotop des Stickstoffs.

isotopenmarkierte Abkiirzung Strukturformel
Aminosiiure
D @)
HS™ p OH
N-Acetyl-DL-Cystein-3,3-D D,-NAcCys
y y p) 2 y HN o
HiC
O
. D;C
DL-Alanin-3,3,3-D; D;-Ala 3 \HKOH
NH,
NH O
|*| * * |*|
L-Arginin-"*C¢ Hydrochlorid BCe-Arg H2N/ \NH/ N \i/ \OH x HCI
NH,
O
* l*l x H,O
L-Asparagin-">C4 Monohydrat BCy-Asn OQ*/ NN OH 2
|
NH, NH,
D O
L-Asparaginsiure-2,3,3-D Dy-A 0 7
-Asparaginsiure-2,3,3-D; 3-Asp AN i OH
OH NH,
D O
DL-Cystein-3,3-D D,-C
ystein ) »-Cys Hs™ ) OH
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isotopenmarkierte Abkiirzung Strukturformel
Aminosiiure
(0] D (0]
D D
L-Glutaminséure-2,3,3,4,4-Ds Ds-Glu HO OH
D
D NH,
O
, HN_ D
Glycin-2-2-D, D,-Gly 2 OH
D
O
Ll
L-Histidin-">C, Hydrochlorid N—s o x HCI x H,0
BCq-His ] . OH
Monohydrat * NH,
N/
’l*CH3 ﬁ
L-Isoleucin-"Cq, "N 13Ce, SN -lle ACAN NN oH
A
*NH,
D O
DL-Leucin-2,3,3-D; D;-Leu 3 OH
D
CH; NH,
O
DL-Lysin -1,2,”C, oL H,N . | x 2 HCI
. . 2-Lys ~
Dihydrochlorid \/W OH
NH,
O
DL-Methionin-D; D;-Met D C/SMOH
3
NH,
D D O
L-Ornithin-3,3,4,4,5,5,-D D
6 D 6-Orn x HCI
HN™ D OH

Hydrochlorid
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isotopenmarkierte Abkiirzung Strukturformel
Aminosiure
D o
D
. OH
L-Phenylalanin-Ds (Phenyl-Ds) Ds-Phe NH
2
D D
D
b_pP o
D
DL-Prolin-2,3,3,4,4,5,5,-D; D;-Pro D D OH
NH
D
D
D @)
D
DL-Serin-2,3,3-Ds Ds-Ser HO OH
D
NH,
OH O
[
L-Threonin-"C,,"”" N PCy,"N}-Thr Ho~ > Ny
A
*NH,
D D
o
D
L-Tryptophan-Ds (Indol-Ds) Ds-Trp | OH
NH,
D N b
H
(0]
L-Tyrosin-">C¢ (Phenyl-"*C¢) BCe-Tyr vl k*/\HkOH
“ /l NH,
HO/ N
cb; O

DU D
DL-Valin-2,3,4,4,4,5,5,5-Ds D;-Val D,C M oH
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2 weitere Substanzen

In Tabelle C 2-1 sind die Strukturformeln weiterer, in vorliegender Arbeit verwendeter

Substanzen dargestellt.

Tabelle C 2-1: Ubersicht iiber weitere, in vorliegender Arbeit verwendete Substanzen.

Substanz Abkiirzung Strukturformel
NH2 O
L-Cystin (Cys)2 HO\H)\/S\S/\HJ\OH
0 NH,
NH, D o
HO Ps
DL-Cystin-3,3,3,3",-D, D,4-(Cys)2 S OH
o) D
D NH,
0 O
[l
DL-Methioninsulfoxid MSO HBC/SM oH
NH,
O
L-Pyroglutaminsiure Pyr @) N
H OH
i
Taurin Tau S
HO” """ NH,
O
DD
P B
DL-Pyroglutaminsiure-D D;-P Y
yroglutaminsdure-D; ,-Pyr 0=\
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1 Methodenentwicklung zur Bestimmung von Amino-
sauren mittels RP-HPLC-MS/MS

1.1 Substanzen, Chemikalien und Gerite

1.1.1 Aminosiauren

Zur Methodenentwicklung wurden als Aminosiure-Referenzen Substanzen der Firmen
Fluka (Deisenhofen, Deutschland) und Sigma (Steinheim, Deutschland) in der
hochstmoglichen Reinheit verwendet.

In Tabelle D 1-1 sind die verwendeten Aminosduren, ihre Reinheit und Hersteller

zusammengefasst.

1.1.2  Stabil-isotopenmarkierte Aminosiuren

Als interne Standards (IS) wurden stabil-isotopenmarkierte Aminosduren-Referenzen
verwendet, die von den Firmen Isotec® (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) und
CIL (Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Andover, USA) bezogen wurden.

Tabelle D 1-2 gibt einen Uberblick iiber die stabil-isotopenmarkierten Aminoséuren,
ihre Isotopenbereicherung sowie die Hersteller.

Bei der Auswahl der IS wurde darauf geachtet, dass sich die Isotopenmarkierung nicht
direkt an funktionellen Gruppen befindet, um eventuell mdglichen Austausch-
reaktionen in Losung vorzubeugen.

Um mogliche Austauschreaktionen in Losung zu ermitteln, wurden Stabilitétsstudien
der IS in wisseriger Losung bei 4°C Lagertemperatur durchgefiihrt. Dabei zeigten sich

die 20 IS iiber den Zeitraum von sechs Monaten stabil.

Fir NAcCys und NAcTyr waren keine isotopenmarkierte Referenzen kduflich zu
erwerben. D,-NAcCys wurde aus isotopenmarkiertem Cystein (D,-Cys) synthetisiert
(siche Abschnitt D 1.1.5). NAcTyr konnte nicht in der geforderten Reinheit
isotopenmarkiert hergestellt werden, so dass fiir diese AS die entsprechende iso-

topenmarkierte Referenz-AS fehlt.
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Tabelle D 1-1: Verwendete Aminosaure-Referenzen

Aminosiure AbKkiirzung Reinheit Hersteller
N-Acetyl-L-Cystein NAcCys puriss., >99% Fluka
N-Acetyl-L-Tyrosin NAcTyr BioChemika > 98% Fluka
L-Alanin Ala BioUltra > 99.5% Fluka
L-Arginin Arg BioUltra > 99.5% Fluka
L-Asparagin Monohydrat Asn BioUltra, > 99.5% Sigma
L-Asparaginséure Asp BioUltra > 99.5% Fluka
L-Cystein Cys BioUltra > 99.5% Sigma
L-Glutaminséure Glu BioUltra > 99.5% Sigma
Glycin Gly BioUltra > 99.5% Fluka
L-Histidin His BioUltra > 99.5% Sigma
L-Isoleucin Ile BioUltra > 99.5% Sigma
L-Leucin Leu BioUltra > 99.5% Sigma
L-Lysin Hydrochlorid Lys BioUltra > 99.5% Fluka
L-Methionin Met BioUltra > 99.5% Sigma
L-Ornithin Hydrochlorid Orn BioUltra > 99.5% Sigma
L-Phenylalanin Phe BioUltra > 99% Fluka
L-Prolin Pro BioUltra > 99.5% Sigma
L-Serin Ser BioUltra > 99.5% Sigma
L-Threonin Thr BioUltra > 99% Fluka
L-Tryptophan Trp BioUltra > 99.5% Sigma
L-Tyrosin Tyr BioUltra > 99% Sigma

L-Valin Val BioUltra > 99.5% Sigma
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Tabelle D 1-2: Verwendete isotopenmarkierte Aminoséiuren (IS)

isotopenmarkierte Aminosaure Abkiirzung  Isotopenbereicherung Hersteller
N-Acetyl-DL-Cystein-3,3-D, D,-NAcCys - Synthese
DL-Alanin-3,3,3-D; D;-Ala 99.5% Isotec®
L-Arginin-""C, Hydrochlorid PCe-Arg 98% Isotec”
L-Asparagin-""C, Monohydrat BC4-Asn 98% Isotec®
L-Asparaginséure-2,3,3-Ds Ds-Asp 98% Isotec®
DL-Cystein-3,3-D, D,-Cys 98% CIL
L-Glutaminsédure-2,3,3,4,4-Ds Ds-Glu 98% Isotec®
Glycin-2-2-D, D,-Gly 98% Isotec”
L-Histidin-">C¢ Hydrochlorid Monohydrat BC¢-His 98% CIL
L-Isoleucin-"Cq, "N PCe,"N)-Tle 98% Isotec”
DL-Leucin-2,3,3-D; D;-Leu 98% Isotec”
DL-Lysin -1 ,2,°C, Dihydrochlorid 13Cz-Lys 99% Isotec®
DL-Methionin-D; (Methyl-D;) D;-Met 98% Isotec”
L-Ornithin-3,3,4,4,5,5,-Ds Hydrochlorid Ds-Orn 98% CIL
L-Phenylalanin-Ds (Phenyl-Ds) Ds-Phe 98% Isotec”
DL-Prolin-2,3,3,4,4,5,5,-D; D;-Pro 97-98% CIL
DL-Serin-2,3,3-D; D;-Ser 98% CIL
L-Threonin-"C4,"”"N PCy,"N}-Thr 98% Isotec”
L-Tryptophan-Ds (Indol-Ds) Ds-Trp 98% CIL
L-Tyrosin-">Cg (Phenyl-">Cy) BCe-Tyr 99% Isotec”
DL-Valin-2,3,4,4,4,5,5,5-Dg Dg-Val 98% Isotec”

1.1.3 Weitere Substanzen zur Analyse

Neben den oben genannten Aminosduren sowie ihren entsprechenden IS waren einige

weitere Substanzen Gegenstand der Untersuchungen. In Tabelle D 1-3 sind diese

Analyten, ihre Reinheit bzw. im Falle von isotopenmarkierten Substanzen ihre Iso-

topenbereicherung, sowie ihre Hersteller zusammengefasst.

Die unmarkierten Referenzen stammen von den Firmen Fluka (Deisenhofen,

Deutschland) und Sigma (Steinheim, Deutschland), die

isotopenmarkierten

Substanzen von den Firmen Isotec” (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) und CIL

(Cambridge Isotope Laboratories Inc., Andover, USA).
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Tabelle D 1-3: Weitere Substanzen zur Analyse

Substanz Abkiirzung Reinheit bzw. Hersteller
Isotopenmarkierung

L-Cystin (Cys)2 BioUltra > 99% Sigma

DL-Cystin-3,3,3,3-Dy D4-(Cys)2 98% CIL

DL-Methioninsulfoxid MSO purum > 99% Sigma

L-Pyroglutaminsaure Pyr puriss. > 99% Sigma

DL-Pyroglutaminséure-D, D;-Pyr 97% Isotec”

1.1.4 Probenlosung Infusionslosung

Als Probenlosung kam eine Probe der Infusionslésung ,,Aminoplasmal N 10% E* der
Firma B.Braun Melsungen AG (Melsungen, Deutschland) zum Einsatz. Uber deren

Zusammensetzung informiert Tabelle D 1-4.

Tabelle D 1-4: Zusammensetzung der Infusionslésung ,,Aminoplasmal N 10% E*.

Aminosiure Konzentration Konzentration 1:500-Verdiinnung
[g/L] [mmol/L] Konzentration
[pmol/L]
N-Acetyl-L-Cystein 0.2 1.23 2.45
N-Acetyl-L-Tyrosin - -
L-Alanin 10.5 117.86 235.7
L-Arginin 11.5 66.02 132.0
L-Asparagin Monohydrat - -
L-Asparaginsédure 5.6 42.07 84.2
L-Glutaminséure 7.2 48.94 97.9
Glycin 12.0 159.85 319.7
L-Histidin 3.0 19.34 38.7
L-Isoleucin 5.00 38.12 76.2
L-Leucin 8.90 67.85 135.7
L-Lysin Hydrochlorid 8.56 44.20 88.4
L-Methionin 4.40 29.49 59.0
L-Ornithin Hydrochlorid - - -
L-Phenylalanin 4.70 28.45 56.9
L-Prolin 5.50 47.77 95.5
L-Serin 2.30 21.89 43.8
L-Threonin 4.20 35.26 70.5
L-Tryptophan 1.60 7.83 15.7
L-Tyrosin 0.40 2.21 4.4

L-Valin 6.20 52.92 105.8
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1.1.5 Synthese von N-Acetyl-Cystein

Zur Darstellung von DL-N-Acetyl-Cystein-3,3-D, aus DL-Cystein-3,3-D, wurde die
Methode von Chen et al. (2001) modifiziert. Durch mehrfache Ansétze mit unmarkier-
ter Aminosdure konnte die Methode optimiert und auf die notwendige kleinere

Ansatzgrofe iibertragen werden.

Vorschrift

180 mg (1.49 mmol) DL-Cystein-3,3-D, geldst in 100 mL Acetonitril/Phosphatpuffer
pH 6 (1:3 v/v) wurden unter Np-Atmosphdre 24 - 48 h refluxiert. Die resultierende,
klare Losung wurde nach Abkiihlung auf Raumtemperatur im Eisbad mit kon-
zentrierter Salzsdure auf pH 1 eingestellt und anschlieBend 5 - 7 h bei 0°C gertihrt.
Nach Extraktion des Gemisches mit Ethylacetat und Trocknung der organischen Phase
mit Na,SO4 wurde das Solvens im Vakuum entfernt. Nach Lyophilisation zur Ent-
fernung noch vorhandener Losemittelreste-Reste, wurde DL-N-Acetyl-Cysteine-3,3-
D; (173 mg, 1.06 mmol, Ausbeute: 71%) als weilles, kristallines Pulver erhalten
(Deuterierungsgrad ca. 93%). Die Charakterisierung erfolgte mittels LC-MS/MS und
'H-NMR und Vergleich mit Literaturdaten (Glass ef al. 1989).

Charakterisierung:

LC/MS: [M+H]" m/z 166
[M-H] m/z 164

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & 12.50 (br, 1H, COOH), 6.37 (br, 1H, NH), 4.86 (d,
3J=4.0 Hz, CH-NH), 3.08 — 3.10 (m, 0.09H, CHD), 2.10 (s, 3H, CH3), 1.24 (br, 1H,
SH) ppm.

br = verbreitert, s = Singulett, d = Dublett, m = Multiplett

Gerit: 400 MHz, Bruker Avance 400, Bruker BioSpin (Rheinstetten, Deutschland)
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1.1.6 Chemikalien

Tabelle D 1-5 =zeigt weitere Chemikalien, die zur IP-RP-HPLC-MS/MS-

Methodenentwicklung verwendet wurden.

Tabelle D 1-5: Chemikalien zur Methodenentwicklung

Acetonitril Acetonitril LiChrosolv®, hypergrade fiir LC/MS (Merck,
Darmstadt, Deutschland)

Wasser Wasser LiChrosolv® fiir die Chromatographie (Merck,
Darmstadt, Deutschland)

TDFHA Tridecafluorheptanséure, 99% (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland)

1.1.7 Geriite

Die in Tabelle D 1-6 aufgefiihrten Gerdte wurden zur Herstellung von

Referenzlosungen und FlieBmitteln verwendet.

Tabelle D 1-6: Verwendete Gerite

Analysenwaage Mettler PL 300 Analysenwaage (Mettler-Toledo, Giefen,
Deutschland)

Waage BP210 S (Sartorius AG, Gottingen, Deutschland)

Ultraschallbad TranssonicT460, (Elma®, Singen, Deutschland)

pH-Meter pH 526 (Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland)

Magnetriihrer IKAMAG® RH (IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland)

Pipetten Eppendorf Research 100 (10-100 pL) und 1000 (100-1000 uL)

(Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Die IP-RP-HPLC-MS/MS-Methodenentwicklung wurde mit dem in Tabelle D 1-7
spezifizierten HPLC-MS/MS-System durchgefiihrt.
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Tabelle D 1-7: HPLC-MS-System 1

Gerit Finnigan TSQ 7000 Triple-Stage-Quadrupol-Tandem-
Massenspektrometer (Finnigan MAT, Bremen) mit
Finnigan Elektrospray Ionisations-Interface (ESI)

Pumpe Applied Biosystems 140B Spritzenpumpe fiir binére
Hochdruckgradienten (Bensheim)

Spritzenpumpe Spritzenpumpe Model 980532 (Harvard Apparatus, South
Natick, MA, USA)

Autosampler Spark Holland Triathlon mit automatischer Injektion

ESI-Kapillare

(Emmen, Niederlande)

desaktivierte Fused Silica Kapillare (50 um 1.D.) (J&W,
Folsom)

Ionenquelle Atmosphérendruck, Raumtemperatur
Ionisierungsmodus positiv

Kapillartemperatur 200°C

Kapillarspannung 3.2kV

Sheathgas Stickstoff 5.0 (70 psi)

Auxiliary Gas Stickstoff 5.0 (10 Skalenteile)

Kollisionsgas Argon 5.0

Kollisionsgasdruck 2.0 mTorr

Kollisionsenergie 10eV bis 35eV

Multiplierspannung 1450 V fiir ESI-MS, 1750 V fiir ESI-MS/MS

Steuerung und Datenverarbeitung

XCalibur™ Software Version 1.2 (Thermo Electron,
Dreieich)

1.2 Fragmentierungsstudien

1.2.1 Prinzip

Losungen der einzelnen zu untersuchenden Substanzen wurden mittels Spritzenpumpe
direkt in das Massenspektrometer infundiert. Zunichst wurde im Fullscan-Modus das
Precursorion [M+H]" ermittelt. AnschlieBend erfolgte nach Einstellen des spezifischen
Precursorions in Q; und CID (,,collision induced dissociation*) mit Argon in der Sto3-
kammer (Q;) die Bestimmung des Hauptproduktion sowie weiterer charakteristischer

Produktionen im Qs.

1.2.2  Durchfithrung

Von den einzelnen Analyten wurden je 5 mM Stammlosungen in Wasser hergestellt

und bei -18°C im Gefrierschrank gelagert. Aufgrund der geringen Loslichkeit von Tyr
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in Wasser konnte fiir diese AS nur eine 1 mM Stammldsung hergestellt werden. Die
Stammlosungen wurden entsprechend verdiinnt und mit TDFHA-LOsung versetzt, so
dass sich eine Untersuchungskonzentration von 0.5 mM Analyt in 0.25 mM
wasseriger TDFHA-Lo6sung ergab. Diese Untersuchungslosungen  wurden
nacheinander mittels Spritzenpumpe bei einer FlieBgeschwindigkeit von 30 pL/min in
das Massenspektrometer (TSQ 7000, Tabelle D 1-7) infundiert.

Alle verwendeten verwendete Referenzen, Chemikalien und Geréte sind in Abschnitt

D 1.1 aufgefiihrt.

Im Fullscan-Modus (ESI,, m/z 50 —300) wurde zunéchst das Precursorion [MJrH]+
durch Anzeige des Massenspektrums ermittelt. AnschlieBend wurde die Betriebsart
auf Produktionenanalyse umgestellt. In Quadrupol 1 (Q;) wurde das entsprechende
Produktion selektiert und in Q, mit Argon bei einem StoBgasdruck von 2 mTorr
fragmentiert. Die Stoenergie wurde dabei in -5 eV-Schritten von -10 eV bis -35 eV
erhoht. Zu Bestimmung der optimalen Fragmentierungsenergie wurden die bei
unterschiedlichen StoBenergien erhaltenen Produktionen-Spektren verglichen. Als
optimal wurde diejenige Energie gewdhlt, bei welcher das Hauptproduktion die
hochste Intensitdt aufweist. Die weiteren Produktionen wurden bei der entsprechenden
optimalen Fragmentierungsenergie bestimmt, wobei nur diejenigen Produktionen
aufgenommen wurden, welche mindestens 5% der Intensitit des Basispeaks

aufwiesen.

1.3 IP-HPLC-MS/MS-Methodenentwicklung

1.3.1 Optimierung der Methode von Piraud et al. (2005b)

In verschiedenen Vorversuchen wurde die von Piraud et al. (2005b) publizierte IP-RP-
HPLC-ESI,,s-MS/MS-Methode fiir die vorliegende Aufgabenstellung am HPLC-MS-
System 1 (Tabelle D 1-7, S.177) optimiert.
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Beim HPLC-Gradienten erwies sich ein fiinfmintitiger ACN-Spiilschritt am Ende als
geeignet, um die Akkumulation von TDFHA auf der Sdule und die damit verbundenen
Retentionszeitverschiebungen gering zu halten.

Die MS/MS-Methode wurde anhand der Ergebnisse der Fragmentierungsstudien der
AS (Abschnitt D 1.2) erstellt. Fiir Ile wurde neben dem Hauptproduktion m/z 86
parallel auch der spezifische Ubergang m/z 132 — m/z 69 gemessen, um Leu und Ile
unterscheiden und so das chromatographische Verhalten beider AS besser studieren zu
konnen.

Optimiert wurden weiterhin die Parameter Scanzeit (,,scan time*) sowie die Peakbreite
(width). Als optimal erwiesen sich eine Scanzeit von 0.1 s (optimierter Bereich 0.05 s
bis 0.3 s) sowie eine Peakbreite von 0.6 u (optimierter Bereich 0.6 u bis 1 u).

Ebenfalls gepriift wurde die Mdglichkeit, den Lauf in SRM-Segmente (Elutions-
gruppen) einzuteilen, um so die Anzahl der Scan-Events pro Zeiteinheit zu verringern
und damit eine erhohte Empfindlichkeit zu erreichen. Dies war insofern von
Bedeutung als in der spiteren Methode 21 AS sowie die entsprechende Anzahl an IS,
insgesamt also 42 Analyten, in einem HPLC-MS/MS-Lauf erfasst werden sollen.

In Vorversuchen konnte eine Einteilung des HPLC-MS/MS-Methode in drei Segmente
(Elutionsgruppen) als geeignet ermittelt werden.

Im Bereich von 0-4 min wurden die spezifischen Uberginge von neun AS (NAcClys,
Ala, Asn, Asp, Glu, Gly, Pro, Ser und Thr) gemessen. Von 4-11 min eluierten sieben
AS (NAcTyr, Met, Val, Leu, Ile, Phe, Tyr). Zuletzt wurden im Bereich von 11-15 min
Arg, His, Lys, Orn, Trp (fiinf AS) detektiert.

Die Bedingungen zur optimierten HPLC-Methode sind in Tabelle D 1-8 (S. 180)
zusammengefasst.

Die MS/MS-Methode wurde anhand der Ergebnisse der Fragmentierungsstudien der
Analyten (Abschnitt D 1.2) erstellt. Fiir lle wurde neben dem Hauptproduktion m/z 86
parallel auch der spezifische Ubergang m/z 132 — m/z 69 gemessen, um Leu und Ile
unterscheiden und so das chromatographische Verhalten beider AS besser studieren zu
konnen.

Die Bedingungen zur SRM-Methode sind in Tabelle D 1-9 (S.180) dargestellt.
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Tabelle D 1-8: HPLC-Methode 1

Trennséule QS UptiSphere BP 2, 120 A, 3 um, 50mm x 2 mm (Interchim,
Montlugon, Frankreich)

Séulentemperatur 26°C

FlieBmittel A: 0.5 mM TDFHA in H,O, B: Acetonitril

Fluss 200 pL/min

Gradient 0-1 min: von 2% B auf 15% B, 1-6 min: 15% B halten, 6-9

min: auf 25%, 9-15 min: 25% B halten, 15-16 min: auf 100%
B, 16-20 min: 100% B (Spiilschritt), 20-21 min: auf 2% B,

Equilibrierzeit 15 min

Spiilschritte nach 12-14 Laufen: 1 h mit 100% ACN; nach 24-36 h: 16 h
mit MeOH/H20 (85:15 v/v) bei 60 uL/min

Injektionsvolumen 20 uL

Tabelle D 1-9: Bedingungen zur SRM-Methode AS 1

Segment Aminosiure [M+H]" spezifisches CE Scanzeit width
Produktion (eV) (s)

Segment 1 NAcCys 164.0 121.9 -15 0.1 0.6
0 — 4 min Ala 89.9 43.9 -15 0.1 0.6
Asn 132.8 73.9 -20 0.1 0.6

Asp 133.9 73.9 -20 0.1 0.6

Glu 147.9 83.9 -20 0.1 0.6

Gly 76.1 30.1 -35 0.1 0.6

Pro 116.0 70.0 -20 0.1 0.6

Ser 106.0 60.0 -15 0.1 0.6

Thr 120.1 74.0 -15 0.1 0.6

Segment 2 NAcTyr 224.0 136.0 -20 0.1 0.6
4 —11 min Ile 1 132.0 86.0 -15 0.1 0.6
Ile 2 132.0 69.0 -20 0.1 0.6

Leu 132.0 86.0 -15 0.1 0.6

Met 150.0 103.9 -15 0.1 0.6

Phe 166.0 120.0 -15 0.1 0.6

Tyr 182.1 136.1 -20 0.1 0.6

Val 118.0 72.0 -15 0.1 0.6

Segment 3 Arg 174.9 69.9 -20 0.1 0.6
11 - 15 min His 156.0 109.9 -20 0.1 0.6
Lys 146.9 83.9 -20 0.1 0.6

Orn 132.9 69.9 -20 0.1 0.6

Trp 204.9 187.9 -15 0.1 0.6
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1.3.2  Untersuchungen mit der optimierten IP-RP-HPLC-MS/MS-
Methode

Aus den AS-Stammldsungen (5 mM bzw. 1 mM fiir Tyr in Wasser, Lagerung im
Gefrierschrank bei -18°C) wurde zunichst eine AS-Standard-Mischung hergestellt, die

alle 21 AS in einer Konzentration von 50 umol/L enthielt.

In gleicher Weise wurde aus den IS-Stammlésungen (5 mM bzw. 1 mM fiir *Cg-Tyr
in Wasser, Lagerung im Gefrierschrank bei -18°C) eine IS-Standard-Mischung
hergestellt, die 19 IS (D,-NAcCys lag zu diesem Zeitpunkt noch nicht synthetisiert
vor) ebenfalls in einer Konzentration von 50 umol/L enthielt.

Aus diesen Standard-Mischungen wurden die entsprechenden Untersuchungslosungen
durch geeignete Verdiinnung mit Lichrosolv®-Wasser hergestellt.

Zur Herstellung der Untersuchungslosungen der Infusionsldosungen wurde eine Probe
der Infusionslosung (Tabelle D 1-4, S.174), ggf. nach Zusatz entsprechender Mengen
der IS-Standard-Mischung, mit Lichrosolv®-Wasser verdiinnt. Die Endkonzentratio-
nen betrugen, bezogen auf die Originallosung, 1:1000, 1:500 und 1:250.

Die Auswahl der Verdinnungen der Infusionslésung richtete sich nach der
Konzentration von NAcCys, da dieses in der Analysenldsung in der geringsten
Konzentration vorhanden ist. Wie aus Vorversuchen mit AS-Referenzen bekannt war,
lieBen sich AS im SRM-Modus unter vorliegenden Bedingungen bis zu einer
Konzentration von ca. 1 pumol/L detektieren. Daher wurde eine 1:1000-Verdiinnung
als hochste Verdiinnung hergestellt, da sich hier eine Minimalkonzentration von 1.23
umol/L fiir ACC ergab, die sich noch erfassen lassen sollte. Die beiden weiteren
Verdiinnungen dienen zur Bestimmung einer idealen Verdiinnung sowie zur
Gewinnung von Informationen iiber den moglichen Bestimmungsbereich bzw. iiber

evtl. auftretende Konzentrationsprobleme.

Die jeweiligen Untersuchungslosungen wurden anschlieBend mit der optimierten IP-
RP-HPLC-ESI,,;-MS/MS-Methode (Abschnitt D 1.3.1) untersucht. Sofern AS bzw.
Infusionslésung und IS gleichzeitig analysiert wurden, kam die in Tabelle D 1-10

aufgefiihrte SRM-Methode zum Einsatz.
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Tabelle D 1-10: Bedingungen der SRM-Methode AS und IS 1

Segment Aminosiure [M+H]" spezifisches CE Scanzeit width (u)
Produktion (eV) (s)
Segment 1 NAcCys 164.0 121.9 -15 0.1 0.6
0 — 4 min Ala 89.9 43.9 -15 0.1 0.6
Ds-Ala 93.1 47.1 -15 0.1 0.6
Asn 132.8 73.9 20 0.1 0.6
BC4-Asn 137.1 76.0 20 0.1 0.6
Asp 133.9 73.9 20 0.1 0.6
Ds-Asp 137.1 75.0 20 0.1 0.6
Glu 147.9 83.9 20 0.1 0.6
Ds-Glu 153.2 88.1 20 0.1 0.6
Gly 76.1 30.1 -35 0.1 0.6
D,-Gly 78.0 32.1 25 0.1 0.6
Pro 116.0 70.0 20 0.1 0.6
D,-Pro 123.2 77.4 20 0.1 0.6
Ser 106.0 60.0 -15 0.1 0.6
Ds-Ser 109.1 63.1 20 0.1 0.6
Thr 120.1 74.0 -15 0.1 0.6
BC4,N;-Thr 125.1 78.1 -15 0.1 0.6
Segment 2 NAcTyr 224.0 136.0 20 0.1 0.6
4—11 min Ile 1 132.0 86.0 -15 0.1 0.6
Ile 2 132.0 69.0 20 0.1 0.6
BCe,"Ny-Ile 139.2 92.1 -15 0.1 0.6
Leu 132.0 86.0 -15 0.1 0.6
Ds-Leu 135.1 89.1 -15 0.1 0.6
Met 150.0 103.9 -15 0.1 0.6
Ds-Met 153.1 107.1 -15 0.1 0.6
Phe 166.0 120.0 -15 0.1 0.6
Ds-Phe 171.1 125.1 -15 0.1 0.6
Tyr 182.1 136.1 20 0.1 0.6
BCe-Tyr 188.1 142.2 -15 0.1 0.6
Val 118.0 72.0 -15 0.1 0.6
Ds-Val 126.2 80.2 -15 0.1 0.6
Segment 3 Arg 174.9 69.9 20 0.1 0.6
11— 15 min BCe-Arg 181.2 74.1 25 0.1 0.6
His 156.0 109.9 20 0.1 0.6
BCy-His 162.1 115.1 220 0.1 0.6
Lys 146.9 83.9 20 0.1 0.6
BCy-Lys 149.1 85.1 20 0.1 0.6
Orn 132.9 69.9 20 0.1 0.6
Dg-Orn 139.2 76.1 20 0.1 0.6
Trp 204.9 187.9 -15 0.1 0.6

Ds-Trp 210.1 192.0 -15 0.1 0.6
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2 Methodenentwicklung zur Bestimmung von Amino-
siuren mittels Hydrophiler Interaktionschroma-
tographie (HILIC)

2.1 Substanzen, Chemikalien und Gerite

2.1.1 Aminosiuren

Zur Methodenentwicklung wurden als Aminosiure-Referenzen die unter Abschnitt D
1.1.1 genannten AS verwendet.

Zur Ubertragung der entwickelten Methode auf die Infusionsldsungen kamen als
Aminoséduren-Referenzen die in Tabelle D 2-1 genannten Produktionsrohstoffe der
B. Braun Melsungen AG (Melsungen, Deutschland) in Arzneibuchqualitit zum
Einsatz.

Welche AS-Referenzen verwendet wurden ist bei der jeweiligen Beschreibung der

Durchfiihrung der einzelnen Experimente aufgefiihrt.

Tabelle D 2-1: Aminosiure-Referenzen (Produktionsrohstoffe der Firma B. Braun,
Melsungen) im Master-Mix.

Aminosiure
Ala His NAcTyr Thr
Arg Ile Orn * HCI1 Trp
Asn * H,0O Leu Phe Tyr
Asp Lys * HCI Pro Val
Glu Met Ser
Gly NAcCys Tau

2.1.2  Stabil-isotopenmarkierte Aminosauren

Als interne Standards wurden die unter Abschnitt D 1.1.2 aufgefiihrten stabil-

isotopenmarkierte Aminosduren-Referenzen verwendet.
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2.1.3 Substanzen zur Herstellung der Matrix-Losung

Als Bestandteile der Matrix-Losung wurden Produktionsrohstoffe der B. Braun

Melsungen AG (Melsungen, Deutschland) verwendet, welche in Tabelle D 2-2

zusammengefasst sind.

Tabelle D 2-2: Substanzen zur Herstellung der Matrix-Losung

Substanz

Summenformel

Calciumchlorid Dihydrat
Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat
Magnesiumacetat Tetrahydrat
Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Citronensdure

Essigsédure

CaCl, * 2 H,O
NaH,PO, * 2 H,O
Mg(CH;COO), * 4 H,O
CH;COOK

KCl

NaCl

NaOH

CsHg0O4

CH3;COOH

2.1.4 Chemikalien

Zur Herstellung der FlieBmittel und Verdiinnungslésungen wurden folgende

Chemikalien verwendet:

Tabelle D 2-3: Chemikalien zur Herstellung von Fliefmittel und Verdiinnungslésungen.

Acetonitril

Wasser

Ammoniumformiat

Ammoniumacetat

Ameisensiure

Acetonitril LiChrosolv®, hypergrade fiir LC/MS (Merck,
Darmstadt)

Aqua B. Braun Ecotainer® (B. Braun, Melsungen),
Wasser LiChrosolv® fiir die Chromatographie (Merck,
Darmstadt, Deutschland)

Ammoniumformiat-Ldsung, BioUltra, 10 M in Wasser
(Sigma-Aldrich, Steinheim)

Ammoniumacetat-Losung, BioUltra, 5 M in Wasser
(Fluka, Deisenhofen)

Ameisensdure puriss. p.a. fiir Massenspektrometrie
(Sigma-Aldrich, Steinheim)
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2.1.5 Gerite

Vorversuche zur Methodenentwicklung mittels HILIC wurden an der in Abschnitt D

1.1.7 (S.176) genannten LC-MS/MS-Anlage durchgefiihrt.

Alle weiteren Messungen zur Methodenoptimierung wurden an der in Tabelle D 2-4

aufgefiihrten Anlage unter den angegebenen Bedingungen durchgefiihrt.

Tabelle D 2-4: HPLC-MS-System 2

Gerit

Pumpe

Autosampler

Séulenofen
Probenthermostat
Ionisation

Drying gas und Nebulizer
Drying gas flow

Drying gas temperatur
Nebulizer

Capillary voltage
Peakwidth

Steuerung und Datenverarbeitung

Agilent Quadrupol Massendetektor G1946 MSD
Agilent 1100 Binary Pump

Agilent 1100 Thermostatted Autosampler G1329
Agilent 1100 Column Thermostat

Agilent 1100 Sample Thermostat

AP-ESI positiv

Stickstoff

12 /min

350°C

50 psig

3000 V

0.1 min )
HP ChemStation® LC/MSD Rev. A. 10.2 (Agilent,
Dreieich, Deutschland)

Zur Herstellung von Stamm- und Untersuchungsldsungen sowie von FlieBmitteln

kamen weiterhin die in Tabelle D 2-5 genannten Geréte zum Einsatz.

Tabelle D 2-5: Weitere Gerite

Analysenwaage Analysenwaage XP205DR (Mettler, Toledo, Gieen, Deutschland)

Mikrowaage Mikrowaage MC 5 (Sartorius AG, Gottingen, Deutschland)

Ultraschallbad VWR Ultraschallbad USC500D (VWR international, Darmstadt,
Deutschland)

pH-Meter Metrohm pH-Meter 780 (Metrohm AG, Herisau, Schweiz)

Elektrode Unitrode Pt 1000 (Metrohm AG, Herisau, Schweiz)

Pipetten RAININ Pipet-Lite L100 (10-100uL), L300 (20-300uL), L1000

(100-1000pL) (Mettler-Toledo, Gieen, Deutschland)
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2.2 Allgemeine Studien zur Trennung von AS mittels HILIC-
HPLC-MS/MS unter isokratischen Bedingungen

2.2.1 FlieBmittelzusammensetzung — Variation des Wasser-Anteils

Zur Priifung des Einflusses des Wasseranteils in der mobilen Phase wurde eine
Mischung von 21 AS (Konzentration je 25 pmol/L) in 75% ACN mittels HPLC-
MS/MS untersucht.

Die Analysen wurden am HPLC-MS-System 1 (Tabelle D 1-7, S.177) im SRM-
Modus durchgefiihrt.

In Vorversuchen wurde in Fragmentierungsstudien der AS festgestellt, dass unter
HILIC-Bedingungen zwar keine unterschiedlichen Produktionen entstehen, allerdings
teils Anpassungen der spezifischen Kollisionsenergien notwendig sind. Demzufolge
wurde die SRM-Methode modifiziert (SRM-Methode AS 2, Tabelle D 2-7, S.187).
Fiir Ile wird zur Unterscheidung von Leu erneut der spezifische Ubergang
m/z 132 — m/z 69 parallel detektiert.

Die HPLC-Methoden fasst Tabelle D 2-6 zusammen.

Tabelle D 2-6: HPLC-Methoden 2

Trennsdule ZIC®-HILIC, 3.5 um, 200 A, 150 mm x 2.1 mm (SeQuant,
Umed, Schweden)

FlieBmittel A: 5 mM NH,Ac in H,O (pH 6.8)
B: Acetonitril

Fluss 200 pL/min

isokratische Trennung 1.)20% FM A, 80% FM B
2.) 50% FM A, 50% FM B

Equilibrierzeit 30 min vor dem ersten Lauf

Injektionsvolumen 5uL
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Tabelle D 2-7: Bedingungen zur SRM-Methode AS 2

Aminosiure [M+H]* spezifisches CE Scanzeit width

Produktion (eV) (s) (u)

Ala 90.1 44.1 -15 0.1 0.6
Arg 175.0 70.2 -20 0.1 0.6
Asn 133.1 74.0 -20 0.1 0.6
Asp 134.0 74.0 -20 0.1 0.6
Glu 148.0 84.0 -20 0.1 0.6
Gly 76.0 30.2 -35 0.1 0.6
His 156.0 110.1 -20 0.1 0.6
Ile 1 132.0 86.1 -15 0.1 0.6
lle2 132.0 69.0 -25 0.1 0.6
Leu 132.9 86.1 -15 0.1 0.6
Lys 146.9 84.1 -20 0.1 0.6
Met 150.0 104.0 -15 0.1 0.6
NAcCys 164.0 122.0 -15 0.1 0.6
NAcTyr 224.0 136.0 -20 0.1 0.6
Orn 133.1 70.1 -20 0.1 0.6
Phe 166.2 120.0 -15 0.1 0.6
Pro 116.1 70.2 -20 0.1 0.6
Ser 106.0 60.1 -15 0.1 0.6
Thr 120.0 74.1 -15 0.1 0.6
Trp 204.9 187.9 -15 0.1 0.6
Tyr 182.1 136.1 -20 0.1 0.6
Val 118.0 72.1 -15 0.1 0.6

2.2.2 Einfluss des pH-Werts

Zur Priifung des Einflusses des pH-Wertes der mobilen Phase wurde eine Mischung
von 21 AS (Konzentration je 25 pmol/L) in 75% ACN mittels HPLC-MS/MS an einer
pH-stabilen ZIC®-pHILIC-Séule untersucht.

Der pH-Wert des wisserigen Anteils der mobilen Phase wurde in Schritten von 0.5
pH-Einheiten (pH 2.5 bis 9.5) variiert. Die Einstellung erfolgte mit Ameisensédure
bzw. Ammoniak.

Die Analysen wurden am HPLC-MS-System 1 (Tabelle D 1-7, S.177) im SRM-
Modus (SRM-Methode 2, Tabelle D 2-7) durchgefiihrt. Die HPLC-Methoden fasst

Tabelle D 2-8 zusammen.
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Tabelle D 2-8: HPLC-Methoden 3

Trennsdule ZIC®-pHILIC, 5 um, 200 A, 150 mm x 2.1 mm (SeQuant,
Umed, Schweden)

FlieBmittel A: 55 mM NH,Ac in H,O (pH 2.5 bis 9.5)
B: Acetonitril

Fluss 200 pL/min

isokratische Trennung 30% FM A, 70% FM B

Equilibrierzeit 30 min vor dem ersten Lauf

Injektionsvolumen 5uL

2.2.3 Zusammenfassung der isokratischen Vortest

Zur Verdeutlichung der Moglichkeiten einer isokratischen Trennung wurde eine
Mischung von 21 AS (Konzentration je 25 pmol/L) in 75% ACN mittels HPLC-
MS/MS an einer ZIC®-HILIC-Siule mit den ,optimierten“ Parametern untersucht. Der
pH-Wert des wésserigen Anteils der mobilen Phase wurde auf pH 3eingestellt, die
Pufferkonzentration im wésserigen Anteil des Eluenten auf 55mM erhdht.

Die Analysen wurden am HPLC-MS-System 1 (Tabelle D 1-7, S.177) im SRM-
Modus (SRM-Methode 2, Tabelle D 2-7, S.187) durchgefiihrt. Die HPLC-Methode

fasst Tabelle D 2-9 zusammen.

Tabelle D 2-9: HPLC-Methode 4

Trennséule ZIC®-HILIC, 3.5 pm, 200 A, 150 mm x 2.1 mm (SeQuant,
Umed, Schweden)

FlieBmittel A: 55 mM NH4Ac in H,O (pH 3)
B: Acetonitril

Fluss 200 pL/min

isokratische Trennung 40% FM A, 60% FM B

Equilibrierzeit 30 min vor dem ersten Lauf

Injektionsvolumen 5uL

2.3 Trennung von AS mittels HILIC-HPLC-MS/MS —
Gradientenelution

Eine Mischung von 21 AS (Konzentration je 25 pmol/L) in 75% ACN wurde mittels
HPLC-MS/MS an einer pH-stabilen ZIC®-pHILIC-Séule untersucht. Die Analysen
wurden am HPLC-MS-System 1 (Tabelle D 1-7, S.177) im SRM-Modus (SRM-
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Methode AS 2, Tabelle D 2-7, S.187) durchgefiihrt. Die HPLC-Methode fasst Tabelle
D 2-8 zusammen.

Zur Erhohung der Empfindlichkeit wurde der Lauf in 6 SRM-Segmente eingeteilt.
Segment 1: 0-7 min, Segment 2: 7-12.45min, Segment 3: 12.45-18min, Segment 4:
18-22.65min, Segment 5: 22.65-26.5min, Segment 6: 26.5-35min.

Tabelle D 2-10: HPLC-Methode 5

Trennsiule ZIC®-pHILIC, 5 um, 200 A, 150 mm x 2.1 mm (SeQuant,
Umed, Schweden)

FlieBmittel A: 55 mM NH,Ac in H,O (pH 2.5)
B: Acetonitril

Fluss 100 pL/min

Gradient 0-13 min: 20% FM A, 13-30 min: auf 60% FM A, 30-35 min:
60% FM A

Equilibrierzeit 15 min

Injektionsvolumen SuL

24 HILIC-HPLC-MS-Methodenoptimierung

2.4.1 Einfluss der Pufferkonzentration der mobilen Phase

Zur Untersuchung des Einflusses der Pufferkonzentration auf die Trennung der AS
wurde eine Mischung von 21 AS (Konzentration je 50 umol/L in 75% ACN) bei
unterschiedlichen Konzentrationen an Ammoniumformiat in der wasserigen Phase des
Eluenten mittels HILIC-HPLC-MS analysiert.

Abweichend zu vorhergehenden Studien wurde fiir alle folgenden Untersuchungen
eine Sdule mit einer kleineren PorengroBe (100 A statt 200 A) verwendet. Zusitzlich
wurde eine Vorsédule angebracht.

Um die Anzahl an Scan-Events gering zu halten, wurde die Mischung jeweils in zwei
aufeinanderfolgenden Laufen untersucht. In Lauf A (SIM-Table A) wurden neun Pre-
cursorionen (elf AS) gemessen, in Lauf B (SIM-Table B) wurden zehn Precursorionen
(zehn AS) gemessen.

Die Analysen wurden am HPLC-MS-System 2 (Tabelle D 2-4, S.185) im SIM-Modus
durchgefiihrt. Die HPLC-Methoden fasst Tabelle D 2-11 zusammen, die SIM-Tables
sind in Tabelle D 2-12 gegeben.



190 Material und Methoden

Tabelle D 2-11: HPLC-Methoden 6

Trennsdule ZIC®-HILIC, 3.5 um, 100 A, 150 mm x 2.1 mm (SeQuant,
Umed, Schweden)

Vorséule ZIC®-HILIC PEEK Guard (5 pm, 2.1 x 20 mm, 200 A)
(SeQuant AB, Umed, Schweden)

Saulentemperatur 20°C

FlieBmittel Versuchreihe 1 FM A;: 20 mM NH4FA in H,O (pH 3)

FM A,: 55 mM NH4FA in H,O (pH 3)
FM A;: 100 mM NH4FA in H,O (pH 3)
FM B: ACN
FlieBmittel Versuchreihe 2 FM A;: 20 mM NH4FA in H,O (pH 3)
FM A,: 40 mM NH4FA in H,O (pH 3)
FM B: 80% ACN, 20% 100 mM NH,FA in H,O (pH 3)

Fluss 200 pL/min

Gradient Versuchsreihe 1 0-8 min: 20% FM A, 8-24 min: auf 60% FM A, 24-28 min:
60% FM A, 28-30 min: auf 20% FM A

Gradient Versuchsreihe 2 0-8 min: 0% FM A, 8-24 min: auf 50% FM A, 24-28 min:
50% FM A, 28-30 min: auf 0% FM A

Equilibrierzeit 13 min

Injektionsvolumen 5uL

Tabelle D 2-12: SIM-Table A und B

SIM-Table A SIM-Table B
[M+H]" Aminosiure Fragmentor (V) [M+H]" Aminosiiure Fragmentor (V)

76 Gly 70 90 Ala 70
132 Ile, Leu 70 106 Ser 70
133 Asn, Orn 70 116 Pro 70
134 Asp 70 118 Val 70
147 Lys 70 120 Thr 70
148 Glu 70 150 Met 70
156 His 70 166 Phe 70
164 NAcCys 70 182 Tyr 70
175 Arg 70 205 Trp 70

224 NAcTyr 70

2.4.2 Einfluss der Temperatur der stationiiren Phase

Zur Untersuchung des Einflusses der Temperatur wurde eine Mischung von 21 AS
(Konzentration je 50 pmol/L in 75% ACN) mittels HILIC-HPLC-MS in zwei
aufeinanderfolgenden Laufen untersucht. In Lauf A (SIM-Table A) wurden neun
Precursorionen (elf AS), in Lauf B (SIM-Table B) zehn Precursorionen (zehn AS)
gemessen (SIM-Tables siehe Tabelle D 2-12).
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Die Analysen wurden am HPLC-MS-System 2 (Tabelle D 2-4, S.185) mit den in
Tabelle D 2-13 gegebenen HPLC-Methoden durchgefiihrt.

Tabelle D 2-13: HPLC-Methoden 7

Trennsiule ZIC®-HILIC, 3.5 um, 100 A, 150 mm x 2.1 mm (SeQuant,
Umea, Schweden)

Vorséule ZIC®-HILIC PEEK Guard (5 pm, 2.1 x 20 mm, 200 A)
(SeQuant AB, Umea, Schweden)

Séulentemperatur 1.) 20°C
2.)40°C

3.) Temperaturgradient: 20°C (0 - 8 min), auf 50°C (8 -
8.5 min), 50°C (8.5 bis 30 min)

FlieBmittel A: 40 mM NH4FA in H,O (pH 3)
B: 80% ACN, 20% 100 mM NH,FA in H,O (pH 3)

Fluss 200 pL/min

Gradient 0-8 min: 20% FM A, 8-24 min: auf 60% FM A, 24-28 min:
60% FM A, 28-30 min: auf 20% FM A

Equilibrierzeit 13 min

Injektionsvolumen 5uL

2.4.3 Einfluss des organischen Anteils in der mobilen Phase - Variation
des FlieBmittelgradienten

In einer weiteren Studienreihe wurden verschieden steile FlieBmittelgradienten
hinsichtlich ihrer Eignung zur Trennung von AS an einer ZIC®-HILIC-Siule
untersucht. Daflir wurde pro Gradient eine Mischung von 21 AS (Konzentration je
50 umol/L in 75% ACN) mittels HILIC-HPLC-MS in zwei aufeinanderfolgenden
Laufen untersucht. In Lauf A (SIM-Table A) wurden neun Precursorionen (elf AS), in
Lauf B (SIM-Table B) zehn Precursorionen (zehn AS) gemessen (SIM-Tables siehe
Tabelle D 2-12).

Neben einer Steigerung des wisserigen Anteils der mobilen Phase auf nur 30%, 35%,
40% und 50% statt wie in bisherigen Studien auf 60% bei einer Anderung von 2.5%
pro Minuten wurden zudem Gradienten getestet, welche den organischen Anteil der
mobilen Phase pro Minute um 3% bzw. 4% senkten.

Die Analysen wurden am HPLC-MS-System 2 (Tabelle D 2-4, S. 185) mit den in
Tabelle D 2-14 gegebenen HPLC-Methoden durchgefiihrt.
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Tabelle D 2-14: HPLC-Methoden 8

Trennsdule
Vorséule

Séulentemperatur
FlieBmittel

Fluss

Gradienten

Equilibrierzeit
Injektionsvolumen

ZIC®-HILIC, 3.5 um, 100 A, 150 mm x 2.1 mm (SeQuant,
Umed, Schweden)

ZIC"-HILIC PEEK Guard (5 pm, 2.1 x 20 mm, 200 A)
(SeQuant AB, Umed, Schweden)

20°C

A: 40 mM NH,FA in H,O (pH 3)

B: 80% ACN, 20% 100 mM NH4FA in H,O (pH 3)

200 pL/min

A: 0-8 min: 0% FM A, 8-24 min: auf 50% FM A, 24-28 min:
50% FM A, 28-30 min: auf 0% FM A

B: 0-8 min: 0% FM A, 8-20 min: auf 37.5% FM A, 20-28
min: 37.5% FM A, 28-30 min: auf 0% FM A

C: 0-8 min: 0% FM A, 8-16 min: auf 25% FM A, 16-26 min:
25% FM A, 26-28 min: auf 0% FM A

D: 0-8 min: 0% FM A, 8-14 min: auf 18.7% FM A, 14-30
min: 18.7% FM A, 30-32 min: auf 0% FM A

E: 0-8 min: 0% FM A, 8-12 min: auf 12.5% FM A, 12-30
min: 12.5% FM A, 30-32 min: auf 0% FM A

F: 0-8 min: 0% FM A, 8-20 min: auf 50% FM A, 20-25 min:
50% FM A, 25-27 min: auf 0% FM A

G: 0-8 min: 0% FM A, 8-14 min: auf 25% FM A, 14-25 min:
25% FM A, 25-27 min: auf 0% FM A

H: 0-8 min: 0% FM A, 8-18 min: auf 50% FM A, 18-24 min:
50% FM A, 24-26 min: auf 0% FM A

I: 0-8 min: 0% FM A, 8-13 min: auf 25% FM A, 13-25 min:
25% FM A, 24-26 min: auf 0% FM A

13 min

5uL

2.5 Ubertragung der optimierten Methode auf die

Infusionslosungen

2.5.1 Herstellung der Aminosiuren-Stammlosung (,,AS-Master-Mix*)

Zur Herstellung der AS-Standard-Losung (,,AS-Master-Mix*), in welcher die AS in

den Konzentrationen enthalten sind, wie sie auch in den Infusionslosungen vorliegen,

wurden als Aminosduren-Referenzen die in Tabelle D 2-1 (S.183) genannten

Produktionsrohstoffe der B. Braun Melsungen AG (Melsungen, Deutschland)

verwendet.
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Die AS wurden in einen 100 mL Messkolben eingewogen und mit Wasser, welches
zur Entfernung von Sauerstoff 30 min mit Argon begast wurde, bis zum Eichstrich
aufgefiillt. Zur vollstindigen Losung der Substanzen wurde der Kolben 15 min im
Ultraschallbad behandelt. AnschlieBend wurde die Losung in 1 mL HPLC-Vials
portioniert und bis zur Verwendung im Gefrierschrank bei -18°C gelagert. Tabelle D
2-15 zeigt die Zusammensetzung des AS-Master-Mix. Fiir diejenigen AS, die als Salze
(Chloride oder Hydrate) eingesetzt wurden, wurde der entsprechende Gehalt der freien

AS berechnet (Darstellung in der Tabelle in grauer Schrift).

2.5.2 Herstellung der IS-Stammloésung (,,IS-Master-Mix*)

In gleicher Weise wurde aus den unter Abschnitt D 1.1.2 genannten IS eine IS-
Stammlosung (,,IS-Master-Mix*) hergestellt, welche die IS in den entsprechenden
Konzentrationen ihrer Referenz-AS enthilt.

Da von den IS nur geringe Mengen (mg-Bereich) zur Verfiigung standen, konnte nur
eine im Verhiltnis zum AS-Master-Mix 1:50 verdiinnte Losung angesetzt werden. Als
Losungsmittel wurde eine Wasser-Acetonitril-Mischung verwendet, so dass das AS-
Master-Mix die gleiche Zusammensetzung wie die Analysenldsung besall und so
direkt zur HPLC-MS-Analyse verwendet werden konnte.

Die IS wurden in einen 200 mL Messkolben eingewogen, mit 50 mL Argon-Wasser
versetzt und im Ultraschallbad geldst. AnschlieBend wurde mit ACN ad 200.0 mL
aufgefiillt (ACN-Gehalt 75%). Nach Portionierung der Losung in 1 mL HPLC-Vials
wurde das [S-Master-Mix bis zur Verwendung bei -18°C im Gefrierschrank gelagert.

Im Folgenden wird fiir das IS-Master-Mix auch die Abkiirzung ,,IS 1:50% verwendet.

Tabelle D 2-16 zeigt die Zusammensetzung des IS-Master-Mix. Fiir als Salze
(Chloride oder Hydrate) eingesetzte IS wurde der Gehalt der freien IS berechnet
(Darstellung in der Tabelle in grauer Schrift).
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Tabelle D 2-15: Zusammensetzung des AS-Master-Mix. Kursiv und grau gedruckt sind
die Werte der freien AS, welche anhand der Einwaagen ihrer Chloride bzw. Hydrate
berechnet worden sind.

Aminosiure M, Einwaage Konzentration Konzentration
[g/mol] [g/100 mL] [g/L] [mmol/L]
NAcCys 163.2 0.07115 0.7115 4.4
NAcTyr 223.2 0.24779 2.4779 11.1
Ala 89.1 1.05038 10.5038 117.9
Arg 174.2 1.15209 11.5209 66.1
Asn * H,O 150.1 0.46528 4.6528 31.0
Asn 132.1 - 4.0950 31.0
Asp 133.1 0.55965 5.5965 42.0
Glu 147.1 0.71996 7.1996 48.9
Gly 75.1 1.20164 12.0164 160.0
His 155.2 0.30051 3.0051 19.4
Ile 131.2 0.50001 5.0001 38.1
Leu 131.2 0.89171 8.9171 68.0
Lys * HCI1 182.7 0.85694 8.5694 46.9
Lys 146.2 - 6.8574 46.9
Met 149.2 0.44213 44213 29.6
Orn * HCI 168.7 0.2888 2.888 17.1
Orn 132.2 - 2.2632 17.1
Phe 165.2 0.47055 4.7055 28.5
Pro 115.1 0.5523 5.523 48.0
Ser 105.1 0.23187 2.3187 22.1
Tau 125.2 0.02677 0.2677 2.1
Thr 119.1 0.42198 4.2198 354
Trp 204.2 0.6013 1.6013 7.8
Tyr 181.2 0.04029 0.4029 2.2

Val 117.2 0.62057 6.2057 52.9
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Tabelle D 2-16: Zusammensetzung des IS-Master-Mix. Kursiv und grau gedruckt sind die
Werte der freien isotopenmarkierten Aminosduren, welche anhand der Einwaagen ihrer
Chloride bzw. Hydrate berechnet worden sind.

isotopenmarkierte M, Einwaage Konzentration Konzentration

Aminosiure [g/mol] [g/200mL] [mg/L] [mmol/L]
D,-NAcCys 165.2 2.988 14.94 0.090
Ds-Ala 92.2 43.276 216.38 2.347
BCe-Arg * HCI 216.7 56.986 284.93 1.315
BCs-Arg 180.2 - 236.96 1.315
BC,-Asn * H,O 154.3 19.028 95.14 0.617
BC,-Asn 136.2 - 84.04 0.617
D;-Asp 136.1 22.654 113.27 0.832
Ds-Glu 152.1 29.408 147.04 0.967
D,-Gly 77.1 49.621 248.11 3.218
BCe-His * HCI * H,O 215.6 16.553 82.77 0.384
BCs-His 161.1 - 61.86 0.384
BCe,"Ny-Ile 138.0 20.954 104.77 0.759
D;-Leu 134.1 36.460 182.30 1.359
BC,-Lys * 2 HCI 221.1 41.393 206.97 0.936
BC,-Lys 148.2 - 138.72 0.936
D;-Met 152.2 17.918 89.59 0.589
Ds-Orn * HCl 174.6 11.905 59.53 0.341
Ds-Orn 138.4 - 47.20 0.341
Ds-Phe 170.2 19.280 96.40 0.566
D,-Pro 122.1 23.288 116.44 0.954
Ds-Ser 108.1 9.515 47.58 0.440
B¢, ”N;-Thr 124.0 17.269 86.35 0.696
Ds-Trp 210.1 6.680 33.40 0.159
BCe-Tyr 187.1 1.666 8.33 0.045
Ds-Val 125.2 26.462 132.31 1.057

2.5.3 Herstellung der Untersuchungslosung (,,Standardlosung AS und
ISH)

Als direkt zur HPLC-MS-Analyse verwendete Untersuchungslosung diente eine im
Bezug auf die Infusionslosung 1:200-Verdiinnung in 75% ACN, welche die IS in den

gleichen Konzentrationen wie die entsprechenden AS enthielt

Zunéchst wurde eine 1:50-Verdiinnung des AS-Master-Mix in 75% ACN hergestellt,
die anschlieBend mit dem IS-Master-Mix versetzt und mit einer Verdiinnungslosung

auf die Endkonzentration verdiinnt wurde.
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e Herstellung der 1:50-Verdinnung des AS-Master-Mix in 75% ACN (AS 1:50):
0.4 mL AS-Master-Mix und 4.6 mL H,O werden im 20 mL-Messkolben mit ACN
ad 20.0 mL aufgefiillt.

e Herstellung der Verdiinnungslésung (75% ACN):
25 mL H,O werden im 100mL-Messkolben mit ACN ad 100.0 mL aufgefiillt.

e Herstellung der Untersuchungslésung (1:200-Verdiinnung in 75% ACN):
200 pL der 1:50-Verdiinnung des AS-Master-Mix, 200 pL des IS-Master-Mix (IS

1:50) sowie 400 pL der Verdiinnungslosung werden in ein HPLC-Vial pipettiert und
gut gemischt.

2.5.4 Optimierte HPLC-MS-Methode

Die Untersuchungslosung wurde am HPLC-MS-System 2 (Tabelle D 2-4, S.185) mit
der in Tabelle D 2-17 aufgefithrten HPLC-Methode untersucht. Die entsprechende
SIM-Methode ist in Tabelle D 2-18 dargestellt.

Tabelle D 2-17: HPLC Methode 9

Trennséule ZIC®-HILIC PEEK Column (3.5 pm, 2.1 x 150 mm, 100 A)
(SeQuant AB, Umed, Schweden)

Vorséule ZIC®-HILIC PEEK Guard (5 pm, 2.1 x 20 mm, 200 A)
(SeQuant AB, Umed, Schweden)

Séulentemperatur 20°C

FlieBmittel A: 40 mM NH,FA in H,O (pH: 3), B: 80% ACN, 20% 100
mM NH,FA in H,O (pH 3)

Fluss 200 pL/min

Gradient 0-5 min: 0% FM A, 5-15 min: auf 50% FM A, 15-20 min:

50% FM A, 20-22min: auf 0% FM A
Equilibrierungszeit (,,post time*) 13 min
Injektionsvolumen SuL
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Tabelle D 2-18: SIM-Table AS und IS

[M+H]" Substanz Fragmentor [M+H]* Substanz Fragmentor

V) V)
76 Gly 70 139 BCe,"Ni-Ile, Dg-Orn 70
78 D,-Gly 70 147 Lys 70
90 Ala 70 148 Glu 70
93 Ds-Ala 70 149 BC,-Lys 70
106 Ser 70 150 Met 70
109 Ds-Ser 70 153 Ds-Glu, Ds-Met 70
116 Pro 70 156 His 70
123 D;-Pro 70 162 BC4-His 70
118 Val 70 164 NAcCys 70
120 Thr 70 166 D,-NAcCys, Phe 70
125 BC,,"”N,-Thr 70 175 Arg 70
126 Ds-Val 70 181 BCe-Arg 70
132 Ile, Leu 70 182 Tyr 70
133 Asn, Orn 70 188 BCe-Tyr 70
134 Asp 70 205 Trp 70
135 Ds-Leu 70 210 Ds-Trp 70
137 BC4-Asn, Dy-Asp 70 224 NAcTyr 70

2.6 Einbeziehung weiterer Substanzen

Zur qualitativen Priifung, ob die entwickelte Methode prinzipiell auf weitere
Substanzen ausgedehnt werden kann, wurde die AS-Mischung (Tabelle D 2-15) nach
Zusatz der zu priifenden Analyten (Cys, (Cys)2, MSO, Pyr, Tau) mit der optimierten
HILIC-HPLC-MS-Methode (Tabelle D 2-17, S.196) am HPLC-MS-System 2 (Tabelle
D 2-4, S.185) untersucht. In die SIM-Methode (Tabelle D 2-18) wurden die
entsprechenden m/z-Verhiltnisse der Precursorionen der fiinf Substanzen zusitzlich
aufgenommen (Cys m/z 122, (Cys)2 m/z 241, MSO m/z 166, Pyr m/z 130, Tau m/z
126).

Die Konzentrationen der flinf Substanzen in der zur HPLC-MS-Analyse verwendeten

Untersuchungslosung betrugen je 50 pmol/L.
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3 Validierung der entwickelten Methode

3.1 Bestimmung der Arbeitskonzentration (100%-Level)

Zur Bestimmung einer geeigneten Arbeitskonzentration wurden verschiedene
Verdiinnungen (1:100-, 1:200-, 1:500- und 1:1000-Verdiinnung) des AS-Master-Mix
untersucht und als MaB fiir die Eignung der Verdiinnung jeweils die Prazision der AS
nach Sechsfachbestimmung ermittelt.

Zur Herstellung der Untersuchungslésungen wurde zunichst das AS-Master-Mix 1:50
in 75% ACN (vgl. Abschnitt D 2.5.3) verdiinnt. Diese Losung wurde 1+1 mit der IS-
1:50-Losung versetzt und mit der Verdiinnungslosung auf die entsprechende

Endkonzentrationen (1:100-, 1:200-, 1:500- und 1:1000-Verdiinnung) eingestellt.

Die so hergestellten Untersuchungslésungen wurden zur Bestimmung der (System-)
Prazision je sechsmal mit der unter Abschnitt D 2.5.4 genannten HPLC-MS-Methode

vermessen.

Als MabB fiir die Prazision wird die relative Standardabweichung (RSD) der Messwerte
herangezogen. Daher wurden zur Auswertung die RSD-Werte der Sechsfach-
bestimmung bei den vier untersuchten Konzentrationen ermittelt (Excel, Microsoft
Office 2003). Uber die zugrunde liegenden Gleichungen informieren die Gleichungen
Gl. 2 und GI. 3. Als Messwert dient der Quotient aus Peakflache der Aminoséure zu

Peakflidche des entsprechenden isotopenmarkierten Standards.

B 2
GLa sp_ \/Z<—>

N-1
Gl 3: RSD=S—D~100%
'xm
SD: Standardabweichung RSD: relative Standardabweichung
x, : Einzelwert x,: Mittelwert

m

N:  Anzahl der Messungen
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3.2 Bestimmung der Linearitit

3.2.1 Durchfiihrung

Die Durchfiihrung und Auswertung richtete sich nach der gingigen Arbeitsweise zur
Linearitatsbestimmung im Bereich der Validierung von chromatographisch-
analytischen Verfahren (Kromidas 2003; Bliesner 2006).

Zur Bestimmung der Linearitdt, in diesem Fall der Systemlinearitit, wurde bei
gleichbleibender Konzentration der IS (1:200-Verdiinnung bezogen auf die
Infusionslosung) die AS in Schritten von 1:100 bis zu einer Verdiinnung von 1:1000
verdiinnt. Die Herstellung der Untersuchungsldsungen erfolgte analog zu den
bisherigen Versuchen (vgl. Abschnitt D 2.5.3), so dass die resultierende Losung

immer in 75% ACN gelost war.

Vermessen wurden die Konzentrationsniveaus Verhiltnis cas/ ¢is = 0.2, 0.225, 0.25,
0.275, 0.325, 0.4, 0.5, 0.65, 1.0, 2.0 und 3.0. Die hohe Anzahl an Messpunkten im
unteren Konzentrationsbereich wurde gewihlt, um erste Informationen beziiglich des
moglichen Bestimmungsbereichs zu erhalten. Die so hergestellten Losungen wurden
in aufsteigender Konzentration je dreimal mit der unter Abschnitt D 2.5.4 genannten
HPLC-MS-Methode vermessen.

Zur Auswertung wurde aus der Dreifachbestimmung der Mittelwert des Quotienten
aus Peakfliche der AS und Peakfliche des IS (Areaas/ Areais) bestimmt. Da fiir
NAcTyr die entsprechende isotopenmarkierte Referenz fehlt, wurde zur Auswertung
NAcTyr vorldufig sowohl auf D,-NAcCys (NAcTyr1) als auch auf Ds-Trp
(NAcTyr 2) bezogen, um zu priifen, ob eine der beiden und wenn ja, welche der
isotopenmarkierten Referenzen zur Auswertung geeignet ist.

Als Mall fiir die Préizision wurde die relative Standardabweichung der
Dreifachbestimmung ermittelt und gepriift. Sobald die RSD-Werte die Grenze von
1.5% iiberschritten, wurde der entsprechende Datenpunkt nicht mehr in die
Kalibrierung aufgenommen.

Dies war der Fall fiir Tyr, welches erst ab dem Verhéltnis cas / cis = 0.4 (entspricht der

1:500-Verdiinnung) mit ausreichender Prizision bestimmt werden konnte. NAcTyr



200 Material und Methoden

lie} sich, bezogen auf D,-NAcCys als IS, erst ab dem Verhiltnis cas/cis= 0.25
(entspricht der 1:800-Verdiinnung) erfassen.

Ziel der linearen Regression ist, eine Ausgleichs- bzw. Kalibriergerade zu finden, die
die Abhéngigkeit des Messwerts von der Konzentration am besten, d.h. mit der
geringsten Abweichung, beschreibt (Gottwald 2000). Dazu wurden die Messwerte
einer linearen Regression 1. Ordnung sowie einer quadratischen Anpassung (lineare

Regression 2. Ordnung) unterworfen.

3.2.2 Lineare Regression 1. Ordnung

Zur Bestimmung der linearen Regression 1. Ordnung wurden die Konzentrationen der
AS gegen die die Mittelwerte der Quotienten Areass/ Areas aufgetragen und die
Regressionsgeraden mittels Excel (Microsoft Office, 2003) berechnet.

Die zugrunde liegende Geradengleichung ist in Gleichung 4 dargestellt.

Gl 4: y=m-x+b

x : unabhéngige Grofe, hier: cas
y : abhdngige Grofle (Messwert), hier: Areaas/ Areas

m : Steigung der Ausgleichsgeraden
b : Achsenabschnitt

Die Prézision der linearen Regression wird durch die Reststandardabweichung sy
ausgedriickt, welche ein MaB fiir die Streuung der Residuen um die Ausgleichsgerade
darstellt. Als weitere Kenngrof3e dient die relative Verfahrensstandardabweichung Vg
welche die Verfahrensstandardabweichung s,y auf die Mitte des Konzentrations-
bereichs x bezieht (Gottwald 2000; Kromidas 2003).

Diese Parameter sowie der Korrelationskoeffizient » wurden ebenfalls mittels Excel
(Microsoft Office, 2003) berechnet und zur Auswertung herangezogen.

Alle zugrunde liegenden mathematischen Formeln sind in Anhang I a zusammen-

gefasst.
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3.2.3 Lineare Regression 2. Ordnung (Quadratische Regression)

Zur Bestimmung der linearen Regression 2. Ordnung (quadratische Regression)
wurden die Konzentrationen der AS gegen die die Mittelwerte der Quotienten
Areays / Arears aufgetragen und die Regressionsparameter ermittelt. Die Auswertung
erfolgte anhand der in Anhang I b aufgefiihrten Formeln unter Zuhilfenahme von
Excel (Microsoft Office, 2003).

Die zugrunde liegende Geradengleichung ist in GI. 5 dargestellt.

Gl 5: y=nx'+m-x+b

x : unabhéngige Grofe, hier: cas [mg/L]
v : abhédngige Grofe (Messwert), hier: Areaas / Areass

n : Parameter der Kalibrierfunktion (quadratische Steigung)
m : Parameter der Kalibrierfunktion
b : Achsenabschnitt

Zum Vergleich der Regressionsmodelle wurden ebenfalls die Verfahrensstandard-

abweichung s,y sowie die relative Verfahrensstandardabweichung V,, berechnet.

3.2.4 Uberpriifung der Linearitit

3.2.4.1 Visueller Linearititstest

Die mittels linearer und quadratischer Regression ermittelten Regressionsgeraden

wurden visuell tiberpriift und begutachtet.

3.2.4.2 Anpassungstest nach Mandel

Zur Abschitzung welches Regressionsmodell zur Beschreibung des Zusammenhangs
zwischen Messwert und Konzentrationswert geeigneter ist, vergleicht man die
Verfahrensstandardabweichungen Vyy der beiden Bestimmungen (linear bzw.

quadratisch). Als ,,besser* ist diejenige Strategie anzusehen, bei welcher V; geringer
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ist. Um zufillige Abweichungen der Werte auszuschlieBen, also die statistische
Signifikanz nachzuweisen, wird der Anpassungstest nach Mandel durchgefiihrt.

Aus den Reststandardabweichungen der beiden Verfahren wird die Varianzendifferenz

As® berechnet, welche mit der Varianz der quadratischen Anpassung s;m , uber einen

F-Test (P=99%) abgeglichen wird.

Die zugrunde liegenden mathematischen Formeln sind in Anhang I ¢ dargestellt.

33 Problematik der Validierung — Einfluss der Matrix

3.3.1 Methodenlinearitit und Bestimmung der Wiederfindung (1:200-
Verdiinnung)

Zur Bestimmung der Wiederfindungen wurde zunichst eine Kalibriergerade erstellt.
Als 100%-Level diente eine bezogen auf die Infusionsldsung 1:200 verdiinnte Losung,
die AS und IS in der gleichen Konzentration enthielt. Weitere Datenpunkte wurden bei
20% (1:1000-Verdiinnung), 80% (1:250-Verdiinnung), 125% (1:160-Verdiinnung)
und 300% (1:66.667-Verdiinnung) gewdhlt, wobei die Konzentration an IS immer
gleich blieb (1:200-Verdiinnung). Diese Standardlésungen wurden je dreimal mit der
entwickelten HILIC-MS-Methode Tabelle D 2-18 (Kapitel D 2.5.4) vermessen. Zur
Auswertung wurde der Mittelwert der Dreifachbestimmung gebildet und die
Regressionsgerade bestimmt (linear bzw. quadratisch, je nach Ergebnis der Lineari-
tatspriifung).

Anschliefend wurden in gleicher Weise als Probelosungen ,,imitierte” Infusions-
16sungen untersucht, die neben AS und IS zusitzlich jeweils die Matrixlosung (siche
folgender Abschnitt, Kapitel D 3.3.3) in der 1:200-Verdiinnung enthielten.

Die Probelosungen wurden bei den aufgefiihrten Konzentrationsniveaus ebenfalls
dreimal untersucht und anschlieBend anhand der Messwerte iiber die ermittelte

Kalibrierfunktion der Gehalt an AS berechnet.
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3.3.2 Methodenlinearitit und Bestimmung der Wiederfindung bei
hoherer Verdiinnung (1:300-Verdiinnung)

Analog zur vorhergehenden Versuchsreihe (D 3.3.1) wurde die Wiederfindung und
Methodenlinearitit bei hoherer Verdiinnung (100%-Level = 1:300-Verdiinnung)
ermittelt.

Die Datenpunkte zur Kalibrierung wurden bei 30% (1:1000-Verdiinnung), 75%
(1:400-Verdiinnung), 100% (1:300-Verdiinnung), 150% (1:200-Verdiinnung), 200%
(1:150-Verdiinnung) und 350% (1:85.7-Verdiinnung) aufgenommen, wobei die
Konzentration an IS immer gleich blieb (1:300-Verdiinnung). Diese Standardlosungen
wurden je dreimal mit der entwickelten HILIC-MS-Methode Tabelle D 2-18 (Kapitel
D 2.5.4) vermessen. Zur Auswertung wurde der Mittelwert der Dreifachbestimmung
gebildet und die Regressionsgerade bestimmt (linear bzw. quadratisch, je nach
Ergebnis der Linearitéitspriifung).

Anschliefend wurden in gleicher Weise als Probelosungen ,,imitierte” Infusions-
16sungen untersucht, die neben AS und IS zusitzlich jeweils die Matrixldsung (siche
folgender Abschnitt, Kapitel D 3.3.3) in der 1:300-Verdiinnung enthielten.

Die Probelosungen wurden bei den aufgefiihrten Konzentrationsniveaus ebenfalls
dreimal untersucht und anschlieBend anhand der Messwerte iiber die ermittelte

Kalibrierfunktion der Gehalt an AS berechnet.

3.3.3 Matrix-Losung

Als Matrix-Losung wurde die Infusionslosungsmatrix (ohne Aminosdurezusatz), die
aus den entsprechenden Salzen und Puffersubstanzen (Tabelle D 2-2, S.184) herge-

stellt wurde, verwendet. Der pH-Wert wurde mit Essigsdure auf pH 6.1 eingestellt.

Tabelle D 3-linformiert {iber die Zusammensetzung der Matrixlosung.
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Tabelle D 3-1: Zusammensetzung der Matrix-Losung.

Substanz M, Einwaage Konzentration Konzentration
[g/mol] [g/100mL] [mg/L] [mmol/L]
CaCl, * 2 H,O 147.2 0.07758 775.8 5.27
NaH,PO, * 2 H,O 156.0 0.06167 616.7 3.95
Mg(CH;COO), * 4 H,0 214.5 0.11673 1167.3 5.44
CH;COOK 98.1 0.36028 3602.8 36.73
KCl 74.6 0.08176 817.6 10.96
NaCl 58.4 0.05398 539.8 9.24
NaOH 40.0 0.1279 1279.0 31.98
Citronenséure 192.1 0.04145 414.5 2.16
Essigsédure 60.1 q.s. - -

34 Validierung in der Matrixlosung

3.4.1 Herstellung der Untersuchungslosung

Als direkt zur HPLC-MS-Analyse eingesetzte Untersuchungslosung diente eine in
75% ACN verdiinnte, ,,imitierte Infusionslosung™, welche das AS-Master-Mix
(Tabelle D 2-15, S.194), das IS-Master-Mix (Tabelle D 2-16, S.195) sowie die
Elektrolyt-Matrix-Losung (Tabelle D 3-1, S.204) enthilt.

Als 100%-Level, also diejenige Verdiinnung, bei welcher AS und IS in der gleichen
Konzentration vorliegen, diente eine 1:300-Verdiinnung der jeweiligen Stamm-
16sungen. Uber die Zusammensetzung dieser Losung informiert Tabelle D 3-2.

Die Untersuchungen zur Prézision wurden mit dieser Untersuchungsldsung
durchgefiihrt. Die Studien zur Linearitdt erfolgten mit Losungen, bei denen bei
gleichbleibender Konzentration der IS- und Matrixlosung (1:300-Verdiinnung bezogen
auf die Infusionslosung) die Konzentration an AS variiert (Verhéltnis cas / ¢is = 0.3 bis

CAS / CiIs= 3.5).
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Tabelle D 3-2: Zusammensetzung der Untersuchungslosung (100%-Level, entspricht

bezogen auf die Infusionslosung einer 1:300-Verdiinnung).

AS CaAS IS Cis
[mg/L] [mg/L]
NAcCys 2.37 D,-NAcCys 2.49
NAcTyr 8.26
Ala 35.01 Ds-Ala 36.06
Arg 38.403 BCe-Arg * HCI 47.49
BCy-Arg 39.50
Asn * H,O 15.51 BC,-Asn * H,O 15.86
Asn 13.65 B3C-Asn 14.01
Asp 18.66 Ds-Asp 18.88
Glu 24.00 Ds-Glu 24.51
Gly 40.05 D,-Gly 41.35
His 10.02 BC4-His * HCI * H,O 13.79
B3 Cy-His 10.31
Ile 16.67 By, "N-Ile 17.46
Leu 29.72 Ds-Leu 30.38
Lys * HCI 28.56 BC,-Lys * 2 HCI 34.49
Lys 22.86 BCy-Lys 23.12
Met 14.74 D;-Met 14.93
Orn * HCI 9.63 D4-Orn * HCl 9.92
Orn 7.54 Dg-Orn 7.87
Phe 15.69 Ds-Phe 16.07
Pro 18.41 D7-Pro 19.41
Ser 7.73 Ds-Ser 7.93
Tau 0.89
Thr 14.07 B¢, "Ny -Thr 14.39
Trp 5.34 Ds-Trp 5.57
Tyr 1.34 BCe-Tyr 1.39
Val 20.69 Ds-Val 22.05

3.4.2 Bestimmung der Validierungsparameter

Zur Validierung wurde eine HPLC-MS-Sequenz gestartet, anhand derer gleichzeitig

die Parameter Systemprizision, Systemlinearitdt, Methodenprézision, Methodenlinea-

ritdt, Bestimmungsbereich sowie Richtigkeit bestimmt wurden. Die HPLC-MS-

Methode ist in Abschnitt D 2.5.4 genannt.

Zunéchst wurde die Systemlinearitit bestimmt, indem die Untersuchungslésungen (D

3.4.1) einmal hergestellt und je dreimal vermessen wurden. Vermessen wurden die

Konzentrationsniveaus Verhiltnis cag/ cig = 0.3, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 und 3.5.

Als 100%-Level (cas/ cis=1.0) diente, wie erwdhnt, eine bezogen auf die Infusions-

16sung 1:300-verdiinnte Losung. Dieses 100%-Level wurde sechsmal vermessen, um
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daraus die Systemprizision zu bestimmen. Sofern die Prédzision der Mehrfach-
bestimmungen nicht im vorgeschriebenen Bereich lag, wurden die entsprechenden
Werte nicht mehr in die Linearitdt aufgenommen. Dies war fiir Ser beim 30%-Level,
fiir Tyr beim 30%- und 50%-Level der Fall.

Analog wurden im Anschluss daran die Methodenlinearitit sowie die
Methodenpriizision bestimmt, wobei hier fiir die Untersuchungslosungen je drei-
bzw. sechsmal hergestellt wurden. Als Konzentrationsniveaus wurden ebenfalls die
genannten untersucht (Verhiltnis cas/ cis=0.3, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 und 3.5).
Die Auswertungen zur Prizision und zur Linearitit erfolgten wie in vorausgegangenen
Studien (Kapitel D 3.2.2 bis 3.2.4).

Nach der Priifung und Bestimmung der Linearitit (7 Punkte) wurde aus der
Systemlinearitdt eine Filinfpunkt-Kalibriergerade erstellt (30%, 100%, 200%, 300%
und 350%). Im Falle von Ser und Tyr, die bei hoher Verdiinnung, wie erwéhnt, nicht
die notwendige Préizision aufwiesen (RSD der Mehrfachbestimmung > 1.5%), wurden
als niedrigste Konzentrationsniveaus 50% (Ser) bzw. 75% (Tyr) in die Kalibrierung
aufgenommen. Fiir NAcCys, NAcTyr und Pro erfolgte die Auswertung mittels
quadratischer Regression.

Durch Einsetzen der Werte der Methodenlinearitit wurde die Wiederfindung (WF)
und damit die Richtigkeit bestimmt. Die WF wurde bei verschiedenen Konzentrati-
onsniveaus iiber den gesamten kalibrierten Bereich (30%, 50%, 100%, 200%, 350%)

ermittelt. Die entsprechende Gleichung zur Berechnung der Wiederfindung lautet:

Gl 6: WF:i-IOO%
xi‘
x: Messwert x;: richtiger Wert

Die Wiederfindung wurde sowohl fiir die drei Einzelmesswerte als auch fiir den
Mittelwert berechnet, wobei sie fiir die Einzelwerte zwischen 98.0% und 102.0%
liegen musste, flir den Mittelwert zwischen 98.5% und 101.5%.

Als Bestimmungsbereich wurde derjenige Bereich ermittelt, in welchem die AS mit

ausreichender Prédzision und Richtigkeit bestimmt werden.
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Anhang 1

Mathematische Grundlagen zur Regressionsanalyse

Im Folgenden werden die mathematischen Formeln und Hintergriinde zur
Regressionsanalyse dargestellt, anhand derer die Auswertungen in vorliegender Arbeit

durchgefiihrt wurden (Gottwald 2000).
a) lineare Regression 1. Ordnung

Die Ausgleichsgerade der linearen Regression 1. Ordnung, durch welche bei jedem

gemessenen Signalwert y, der entsprechende Konzentrationswert x, berechnet wer-

den kann, wird durch folgende Gleichung beschrieben:

Gl 7: y=m-x+b

x : unabhéngige Grofe, hier: cas [mg/L]
v : abhdngige Grofle (Messwert), hier: Areaas/ Areass

m : Steigung der Ausgleichsgeraden
b : Achsenabschnitt

Die beiden Parameter m und b der Geradengleichung lassen sich nach Messung der
Kalibrierl6sungen wie folgt berechnen:

Die Steigung m der Geraden wird durch GI. 8 beschrieben.

Gl 8: m 5 = Qs
5o () Oxx
’ N
m: Steigung der Geraden x,: Konzentrationswert
¥, Messwert (hier: Areaas / Areays) Q,,: Quadratsumme xy

0., : Quadratsumme xx N : Anzahl der Messwerte
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Die Quadratsummen Q , O, und O, berechnen sich nach:

(ZX)

xx 2

GL9: Q. =>x]

GL10: Q, =Yy (Zy)

GL11: O =>(x '%)‘{%}

Der Achsenabschnitt » der Geraden berechnet sich nach GI. 12:

GL12: b=y-m¥x

m : Steigung der Ausgleichsgeraden x : Bereichsmitte der x-Werte
y: Bereichsmitte der y-Werte b : Achsenabschnitt

Die Bereichsmitten x und y ergeben sich aus folgenden Gleichungen:

X = =

GL13: x ZNX“ Gl 14: Zy ’

Die Reststandardabweichung s,, welche als MaB fiir die Prézision der linearen Regres-

sion herangezogen werden kann, berechnet sich nach Gl. 15. Sie gibt die Streuung der

Signalwerte in y-Richtung um die Ausgleichsgerade an, d.h. je groBer s,, desto mehr

streuen die Residuen. Ziel der Regressionsanalyse ist demzufolge eine moglichst

geringe Reststandardabweichung s,.

[y, = mx, +0)]
Gl 15: s, = z =

N-2
s, : Reststandardabweichung v, Messwert (hier: Areaas / Areays)
x;: Konzentrationswert m : Steigung der Ausgleichsgeraden
b : Achsenabschnitt N : Anzahl der Messwerte

0,,: Quadratsumme xy Q.. : Quadratsumme xx
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Die Verfahrensstandardabweichung s,, in welcher Reststandardabweichung syund

die Empfindlichkeit £ - die bei der linearen Regression 1. Ordnung identisch mit der
Steigung m ist - zu einem Kennwert zusammengefasst sind, berechnet sich nach GI.

17:

Gl. 16: S0 ="
m
s Verfahrensstandardabweichung s,: Reststandardabweichung

m: Steigung der Ausgleichsgeraden

Eine weitere statistische Kennzahl zur Bewertung der Kalibriergiite ist die relative

Verfahrensstandardabweichung ¥V, welche sich nach Gl. 17 berechnet. Sie bezieht die

Verfahrensstandardabweichung s,y auf die Bereichsmitte x (s. Gl. 13) der

Konzentrationswerte.
SxO
Gl 17: V. =—""-100%
) X
V_, : relative Verfahrensstandardabweichung X : Bereichsmitte

s, Verfahrensstandardabweichung

Der Korrelationskoeffizient » gibt an, ob und in wie fern ein Variablenpaar

miteinander verkniipft ist, also ,korreliert”. Dies geschieht, in dem er die Streunung
der Punkte der Regressionsgeraden mit der Gesamtstreuung des Verfahrens vergleicht.

Die Berechnung von r erfolgt nach folgender Formel:

G 18: L >l =)0 =)
\/Z(xi ‘;)2 - Z(J’i —;)2

1. Korrelationskoeffizient v, Messwert (hier: Areaas / Areays)

x, : Konzentrationswert

Liegen alle Messwertpunkte exakt auf der berechneten Regressionsgeraden wird der
Korrelationskoeffizient » den Wert 1 annehmen. Bei Werten nahe 1 ist ein linearer

Zusammenhang zwischen den Konzentrationswerten und den Messwerten wahr-
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scheinlich. Das Bestimmtheitsmaf3 »? ist das Quadrat des Korrelationskoeffizienten r .
Es ergibt ,,schirfere Werte als » und kann ebenfalls zur Abschitzung der Giite der
Ausgleichgeraden herangezogen werden.

Allerdings sind durch Betrachtung von r bzw.  keine sicheren Aussagen zur Giite der
gewihlten Anpassungsfunktion moglich. Diese ldsst sich aus den statistischen
KenngroBen s,, sy und Vyy der linearen Regression 1. Ordnung ablesen, wenn diese

mit den Daten der quadratischen Regression (siche Anhang I b) verglichen werden.
b) quadratische Regression (lineare Regression 2.0rdnung)

Die Ausgleichsgerade der quadratischen Anpassung (lineare Regression 2. Ordnung),
durch welche bei Kenntnis der Parameter b, n und m jedem gemessenen Signalwert y,

der entsprechende Konzentrationswert x; berechnet werden kann, wird durch folgende

Gleichung beschrieben:

GL19: y=n-x>+m-x+b

x : unabhéngige Grofe, hier: cas [mg/L]
y : abhdngige Grofle (Messwert), hier: Areaas/ Areas

n : Parameter der Kalibrierfunktion (quadratische Steigung)
m : Parameter der Kalibrierfunktion
b : Achsenabschnitt

Die Berechnung der Parameter n, m, und b, aus den bei der Kalibrierung gemessenen

x;-und y,- Werten erfolgt nach folgenden Gleichungen:

_ Qxy ' st - szy ' Qxx

GL20: n= .
Q) 0.0,
GL21: moZe Tl
Qxx

GL22: b= b _m'%xf DX



Anhang 231

Die ,,Q-Summen® O , O, O,, Q. und szywerden nach folgenden Formeln

berechnet:

GL23: Q. =Yx- =)

’ N

a0, =2 (x0,)- {¥}

. 2
GL25: Q.=)x- %}

N

GL26: Q. =) x'- M}

GL27: Q. =Y (x7y)- {w}

Die Reststandardabweichung s,, errechnet sich nach

GL28: s, :J Dyl =byy = m Y (ney)-n Yl )

N-3

Da sich die Empfindlichkeit £ bei der quadratischen Anpassung stindig dndert, kann

sie nicht durch die Steigung ersetzt werden. Sie wird vielmehr ausgedriickt als

Tangentensteigung an die Funktion in der Mitte des Arbeitsbereichs (s. Gl. 29).

GL29: E=m+2-n-x

Die Verfahrensstandardabweichung s,y sowie die relative Verfahrensstandardab-

weichung V7, berechnet sich wie bei der linearen Regression 1. Ordnung (Anhang I a).
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Zur Abschitzung welches Regressionsmodell zur Beschreibung des Zusammenhangs
zwischen Messwert und Konzentrationswert geeigneter ist, vergleicht man die
Verfahrensstandardabweichungen V,y der beiden Bestimmungen (linear bzw.
quadratisch). Als ,,besser* ist diejenige Strategie anzusehen, bei welcher Vy, geringer
ist. Um zuféllige Abweichungen der Werte auszuschlieBen, also die statistische

Signifikanz nachzuweisen, wird der Anpassungstest nach Mandel durchgefiihrt.
¢) Anpassungstest nach Mandel

Der  Anpassungstest nach  Mandel wird  durchgefiihrt, wenn  die
Verfahrensstandardabweichung V', der quadratischen Anpassung kleiner ist als die der
linearen Regression. Er dient wie erwéhnt dazu, die Signifikanz des Unterschiedes

nachzuweisen.

Dazu wird aus den Reststandardabweichungen der beiden Verfahren die

Varianzendifferenz As® berechnet,

Gl. 30: ASZ = [(Nlin _2).Sl§n]_ [(Nquad _3).S;uad]

As?: Varianzendifferenz
N: Anzahl Messwerte

s;,.  Varianz der Reststandardabweichung der linearen Anpassung

Varianz der Reststandardabweichung der quadratischen Anpassung

Diese Varianzendifferenz As® wird mit der Varianz der quadratischen Anpassung

2
S qua

, uber einen F-Test (P=99%) abgeglichen. Dazu wird die Priifgroe PG berechnet,

welche anschliefend mit dem F-Wert aus der F-Wert-Tabelle verglichen wird.

Gl. 31: PG=
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Die Differenz der Freiheitsgrade betrdagt aufgrund der gleichen Anzahl an Messwerten

nach Gl. 32 immer 1, so dass f;, welcher die Varianzendifferenz reprasentiert, immer

1 annimmt.

GL32: A =(N-2)-(N-3)=/

GL33: f,=N-3
Man vergleicht die Priifgro8e PG mit dem F-Wert aus der F-Wert-Tabelle. Sofern die
PG groBer als der Tabellenwert ist, muss von einem signifikanten Unterschied

zwischen den beiden Verfahrenstandardabweichungen ausgegangen werden, die

quadratische Anpassung ist der linearen Regression 1. Ordnung vorzuziehen.
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Anhang 11

Auswertung der Systemprézision und der Methodenpriizision anhand
der Retentionszeiten

Tabelle Anhang 3-3: Ergebnisse der Bestimmung der Systemprizision im Rahmen der
Validierung zur Quantifizierung von AS in Infusionslosungen. Aufgefiihrt sind die
Mittelwerte der Retentionszeiten (t;) von AS uns IS sowie des Quotienten t 55/ t.15, die
Standardabweichung (SD) von t; g, t.;s und dem Quotienten t, 55/ t.15, sowie die relative
Standardabweichung (RSD) von t, s, t;1s und dem Quotienten t, x5/ t;;s nach Sechsfach-
bestimmung. Zur Auswertung werden die RSD-Werte von tias, ts und tas/tos
herangezogen, die die gemél den Anforderungen unter 1% liegen miissen. Zur Berechnung
der Werte flir NAcTyr wurde aufgrund der fehlenden entsprechenden isotopenmarkierten
Referenz Ds-Trp als IS verwendet. Durchfiihrung, experimentelle Bedingungen und Aus-
wertung siehe Abschnitt D 3.4.

AS t,tAS  tIS  t.s/tiis SD  SD SD RSD RSD  RSD
Xmm Xm Xm AS IS tas/tis  AS IS toas/tos
NAcCys 4226 4226  1.00004 0.002 0.004  0.0009 0.049 0.103  0.0891
NAcTyr 3232 5871  0.55053  0.002 0.004  0.0005 0.062 0071  0.0909
Ala 14990  15.003 099918  0.003 0.004  0.0001  0.022 0.026  0.0109
Arg 19.132  19.134 099991  0.002 0.004  0.0001  0.012 0.021  0.0108
Asn 16236 16238 099986  0.003 0.004  0.0001  0.017 0.022  0.0133
Asp 17.164  17.162  1.00014  0.004 0.004  0.0000  0.024 0.025  0.0030
Glu 16.096  16.083  1.00081  0.004 0.004  0.0001  0.024 0.026  0.0068
Gly 15972 15976  0.99975  0.002 0.003  0.0001  0.015 0.018  0.0056
His 18.798  18.803  0.99973  0.002 0.003  0.0001  0.012 0.018  0.0101
Tle 7.197 7204 099908  0.003 0.005  0.0009  0.042 0072  0.0907
Leu 6.446 6470 099629  0.005 0.003  0.0009  0.079 0.043  0.0919
Lys 19.549  19.551  0.99987  0.003 0.003  0.0001  0.017 0.017  0.0084
Met 7.889  7.933  0.99443  0.003 0.004  0.0007 0.039 0056  0.0656
Om 19.765  19.770  0.99971  0.004 0.003  0.0002  0.021 0.017  0.0156
Phe 5480 5524 099191  0.003 0.003  0.0007 0.051 0.049  0.0667
Pro 12907  13.077 098703  0.009 0.006  0.0010  0.072 0.048  0.0964
Ser 16201 16211 099935  0.002 0.003  0.0001 0015 0.017  0.0065
Thr 15.149 15153 099977  0.003 0.003  0.0001  0.021 0.019  0.0055
Trp 5815 5871  0.99043  0.005 0.004  0.0008 0.078 0071  0.0792
Tyr 9.159  9.166 099924  0.008 0.007  0.0015  0.092 0.076  0.1455
Val 10.111 10224  0.98895  0.005 0.006  0.0005  0.048 0.057  0.0552
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Tabelle Anhang 3-4: Ergebnisse der Bestimmung der Methodenprizision im Rahmen
der Validierung zur Quantifizierung von AS in Infusionslésungen. Aufgefiihrt sind die
Mittelwerte der Retentionszeiten (t;) von AS uns IS sowie des Quotienten t, g/ t; s, die
Standardabweichung (SD) von t, s, t;;s und dem Quotienten t; 55/ t;15, sowie die relative
Standardabweichung (RSD) von t; s, t;1s und dem Quotienten t, 55/ t;;s nach Sechsfach-
bestimmung. Zur Auswertung werden die RSD-Werte von t;as, t;s und tias/tiis
herangezogen, die die gemélB den Anforderungen unter 1% liegen miissen. Zur Berechnung
der Werte fiir NAcTyr wurde aufgrund der fehlenden entsprechenden isotopenmarkierten
Referenz Ds-Trp als IS verwendet. Durchfiihrung, experimentelle Bedingungen und Aus-
wertung siche Abschnitt D 3.4.

AS t. AS t. IS toas/ tois SD SD SD RSD RSD RSD
Xm Xm Xm AS IS tras / t.1s AS | ) toas / teis
NAcCys  4.220 4219 1.00008  0.006  0.005 0.0007 0.136  0.130 0.0744
NAcTyr 3.221 5.843 0.55121 0.004  0.006 0.0004 0.132  0.094 0.0796
Ala 14948 14.961 0.99912 0.031 0.030 0.0002 0.209 0.197 0.0214
Arg 19.097  19.099 0.99989 0.007  0.008 0.0002 0.039 0.043 0.0167
Asn 16.193  16.194 0.99992 0.018  0.020 0.0002 0.113  0.123 0.0155
Asp 17.118  17.113 1.00025 0.014  0.015 0.0001 0.082  0.089 0.0121
Glu 16.043  16.033 1.00062 0.021  0.019 0.0001 0.131 0.122 0.0111
Gly 15927 15931 099975  0.022 0.022 0.0001 0.136  0.137 0.0079
His 18.757 18.763  0.99972  0.008  0.009 0.0002 0.045  0.050 0.0210
Ile 7.194 7.201 0.99903  0.008 0.004 0.0008 0.115 0.054 0.0777
Leu 6.442 6.467 0.99606 0.005 0.004 0.0003 0.082  0.065 0.0292
Lys 19.517  19.518  0.99997  0.006  0.006 0.0001 0.032  0.033 0.0053
Met 7.872 7.917 0.99434 0.006  0.008 0.0005 0.078 0.103 0.0488
Orn 19.728  19.736 0.99963 0.006  0.005 0.0001 0.030 0.026 0.0123
Phe 5.467 5.510 0.99226 0.005 0.006 0.0006 0.094 0.106 0.0647
Pro 12.883  13.061 0.98640 0.019 0.028 0.0007 0.151 0.218 0.0714
Ser 16.158  16.170 0.99927 0.018 0.019 0.0001 0.114 0.119 0.0113
Thr 15.121 15.124 0.99983 0.022  0.022 0.0001 0.145 0.143 0.0116
Trp 5.787 5.843 0.99036  0.006 0.006 0.0008 0.111  0.094 0.0821
Tyr 9.117 9.120 0.99963 0.008  0.006 0.0006 0.091 0.061 0.0608
Val 10.107 10.230  0.98793  0.007  0.006 0.0003 0.072  0.055 0.0349




